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Resumen

La epilepsia es un trastorno de alta prevalencia y con un porcentaje de
pacientes que no responden adecuadamente al tratamiento con farmacos
antiepilépticos convencionales. Por ello, se siguen desarrollando farmacos para el
control de la epilepsia. En el presente estudio se investigo el efecto del
propilparabeno (PPB), un conservador ampliamente utlizado en alimentos,
cosméticos y productos farmacéuticos, evaluando su efecto en: a) la actividad
epileptiforme inducida por 4-aminopiridina; b) la excitabilidad intrinseca neuronal; c)
las corrientes entrantes de sodio. Dichos parametros se evaluaron in vitro en
neuronas piramidales de CAL, usando técnicas estandar de patch-clamp en las
modalidades de fijacion de corriente y de voltaje. Los resultados mostraron que el
PPB suprimié reversiblemente la actividad epileptiforme en las neuronas
registradas. Efecto que corrobora las predicciones hechas in silico donde se
propone un efecto anticonvulsivo del PPB. Ademas, explicando el efecto atenuador
de la actividad convulsiva observado en otros modelos animales in vivo. Para
esclarecer este efecto exploramos los efectos del PPB en la excitabilidad neuronal.
La aplicacién de PPB en el bafio suprimié el disparo y modificé la dindmica de los
potenciales de accion individuales de una manera uso-dependiente. Por el contrario,
los efectos modulatorios del PPB no se observaron cuando este fue aplicado
intracelularmente por difusion. Adicionalmente, para esclarecer el mecanismo de
accion que explica la supresion de la actividad epileptiforme y la reduccién en la
excitabilidad neuronal, analizamos los efectos del PPB en las corrientes de Na*. Los
resultados demostraron que el PPB redujo la amplitud de la corriente de inactivacion
rapida, causo un recorrimiento de la inactivacion en direccion a la hiperpolarizacion,
retras6 marcadamente la recuperacion de la inactivacion del canal y suprime
efectivamente la corriente de sodio persistente. Estos resultados en conjunto
demostraron que el PPB suprime la actividad epileptiforme al reducir la excitabilidad
intrinseca neuronal por medio de la modulacion de corrientes de Na*. Nuestros
resultados indican que el PPB comparte mecanismo de accién con anestésicos
locales, farmacos anticonvulsivos y anti arritmicos. Por lo cual puede ser

considerado como un compuesto antiepiléptico efectivo.



Abstract

Epilepsy is a highly prevalent neurological disorder. Additionally, a
percentage of patients do not respond to conventional antiepileptic drugs. Therefore,
drugs for epilepsy control are still being developed. In the present study, the effect
of propylparaben (PPB), an antimicrobial preservative widely used in food,
cosmetics, and pharmaceutics, was evaluated in: a) the epileptiform activity induced
by 4-aminopyridine; b) neuronal intrinsic excitability; ¢) sodium currents of voltage-
gated Na* channels. Parameters evaluated in hippocampal CA1 pyramidal neurons
using in vitro standard patch clamp techniques in the current- and voltage-clamp
modes. Results indicated that PPB reversibly suppressed the epileptiform activity in
registered neurons. This may explain predictions of Virtual screening methodologies
that projected anticonvulsant activity of PPB that was later confirmed in vivo. Also,
explaining the attenuation of convulsive activity in some animal models and exerting
neuroprotection. To clarify this effect, we further explored the effects of PPB on the
excitability of pyramidal CA1 hippocampal neurons. Bath perfusion of PPB modified
the action potential kinetics, and higher concentrations of PPB suppressed the spike
activity in a use-dependent manner. Nevertheless, the modulatory effects of PPB did
not occur when PPB was internally applied by whole-cell dialysis. Furthermore, to
elucidate the anticonvulsive and the reduction of excitability effects, we analyzed
PPB modulation of Na* currents. Results demonstrated that this compound reduced
the fast-inactivating sodium current amplitude, causing a hyperpolarizing shift in the
inactivation curve, and markedly delayed the sodium channel recovery from the
inactivation state. Also, PPB effectively suppressed the persistent sodium current.
Together these results indicate that PPB suppresses epileptifom activity reducing
CA1 neuronal excitability by modulating voltage-dependent sodium channels. The
mechanistic basis of this effect is a marked delay in the recovery from inactivation
state of the voltage sensitive sodium channels. Our results indicate that similar to
local anesthetics and anticonvulsant drugs that act on sodium channels, PPB acts
in a use-dependent manner. Therefore, PPB may represent an effective antiepileptic

compound.



1. INTRODUCCION

1.1. Parabenos

El término “parabeno” es una abreviacién de acido para-hidroxibenzoico (en
inglés paraben y para-hidroxybenzoic acid, respectivamente) y se denomina
parabenos a la familia de compuestos que comprende a los ésteres del acido 4-
hidroxibenzoico. Los primeros datos respecto a la actividad antimicrobiana de éstos
compuestos, fueron reportados por Sabalitschka en 1924 (Aalto et al., 1953; Block,
2001). Posteriormente, en 1930 fueron introducidos a la industria por primera vez,
siendo empleados como conservadores desde entonces (Cashman y Warshaw,
2005).

Los parabenos mas comunmente utilizados son: el metilparabeno,
propilparabeno y butilparabeno (Andersen, 2008); a menudo se combinan entre
ellos (y con otros conservadores) para aumentar la proteccién contra un mayor

rango de microorganismos (Soni et al., 2005).

Los miembros de esta familia de compuestos han sido utilizados para una
gran variedad de aplicaciones contra microorganismos debido a sus caracteristicas
fisicoquimicas, por ejemplo: son compuestos no volatiles, estables y efectivos en un
amplio rango de pH, compatibles con los materiales y/o formulaciones en
combinacion, efectivos a concentraciones bajas, no presentan fotoreactividad,
presentan un amplio espectro antimicrobiano contra bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, levaduras y mohos (“Final Report on the Safety Assessment of

Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, and Butylparaben,” 1984).

A pesar de su extensivo uso, el mecanismo de accion que da el efecto
antimicrobiano de los parabenos no ha sido definido (Bredin et al., 2005; Fujita et
al., 2007; Nguyen et al., 2005). Diversos autores han propuesto que previenen el
crecimiento de microorganismos de diversas maneras, en particular: impiden el

trasporte de membrana (Freese et al., 1973), o inhiben la sintesis de ADN, ARN y



otras proteinas en bacterias (Nes y Eklund, 1983) o inhiben el sistema de
fosfotransferasas que participa en la glicdlisis bacteriana (Ma y Marquis, 1996). Los
parabenos no inducen resistencia heredable a su efecto en microorganismos, una
posible interpretacion de este dato es que estos compuestos interfieren con una

amplia variedad de blancos intracelulares (Nes y Eklund, 1983).

Los parabenos fueron considerados inocuos durante un largo tiempo, aunque
en los ultimos 20 afios se produjo un gran debate sobre su seguridad (Boberg et al.,
2010). La preocupacion principal se debe a que algunos parabenos son capaces de
ejercer cambios enddcrinos cuando los niveles de exposicidn son altos, los cambios
incluyen alteraciones de la actividad hormonal, asi como de su sintesis,
metabolismo y transporte (Btedzka et al., 2014). En ese sentido, se sabe que
algunos parabenos exhiben actividad estrogénica débil (para mayor detalle, véase
Seccion 1.2.2.1).

Adicionalmente, Nakagawa describié un efecto citotoxico de los parabenos
en hepatocitos. La exposicion de las células aisladas a concentraciones altas de
parabenos (0.5 a 2.0 mM) ocasiona una disminucién en la viabilidad celular
concentracion-dependiente. También, disminuyen los niveles de ATP intracelular y
los reservorios de nucleétidos de adenina. En particular, la aplicacién de PPB por 3
horas, induce una muerte celular del 50 %, concentracion-dependiente (0.5, 1.0 y
2.0 mM); este compuesto también ocasiona una disminucion del metabolismo

mitocondrial a una concentracion de 0.5 mM (Nakagawa y Moldéus, 1998).

Existen evidencias de que algunos parabenos presentan efectos
modulatorios en canales idnicos dependientes de voltaje y dependientes de ligando.
En un estudio, se probaron los efectos del metilparabeno y el butilparabeno (ambos
a 300 uM) en los canales Ca?*y de K*, asi como en canales dependientes de ligando
de células PC12 de rata (consideradas como precursores neuronales). Los
resultados indicaron que ambos parabenos son capaces de inhibir las corrientes
mediadas por el canal de Ca?" y de facilitar la inactivacion del mismo. Ademas,
ambos compuestos suprimen la corriente de K*, metilparabeno la inhibié en un 30

% vy el butilparabeno la corriente hasta un 80 %. Por otro lado, se analizo el efecto



en canales dependientes de ligando como los activados por acetilcolina (ACh). Este
estudio concluye que el metilparabeno y el butilparabeno inhiben la corriente
generada por ACh (100 uM), siendo totalmente suprimida por el butilparabeno a una

concentracion de 300 uM (Inoue et al., 1994).

El metilparabeno (1 mM) también es capaz de activar el canal TRPA1l
expresados heterélogamente en células HEK293, ya que incrementa la
concentracion citosoélica de Ca?* medida por la emisién de fluorescencia. Ademas,
fijando estas células a -60 mV y aplicando distintas concentraciones de
metilparabeno, se observa que produce corrientes entrantes con un valor de CEso
de 4.4 mM. Por otro lado, con la intencion de verificar el efecto del metilparabeno
para activar el canal TRPAL nativo, utilizaron neuronas aisladas del ganglio de la
raiz dorsal (GRD) de ratén, las cuales expresan el canal nativamente. La aplicacién
de metilparabeno, a una concentracion de 5 mM, también indujo corrientes

entrantes por la activacion del canal TRPA1 (Fujita et al., 2007).

También se ha descrito que el etilparabeno inhibe corrientes de Na* en la
linea celular GHs (derivada de la pituitaria de ratas Wistar). En este estudio se
registraron las corrientes de Na* en condiciones control y en presencia de
etilparabeno (1 mM), los resultados indicaron que el etilparabeno reduce la amplitud
de la corriente de Na*en un 50 % con respecto al control a los 4 min de exposicion
al compuesto. Ademas, los autores reportaron que no presenta un efecto uso-
dependiente, al igual que la benzocaina (un anestésico local, cuyo mecanismo de

accion es el bloqueo de canales de Na*) (Quan et al., 1996).

1.2.Propilparabeno

1.2.1. Caracteristicas

El propilparabeno (PPB) es un éster de acido p-hidroxibenzoico (Figura 1). El

peso molecular de la molécula es 180.20 g/mol, la férmula molecular es C10H1203 y



su férmula estructural es CsH4(OH)(COOCs3H7) (David et al., 2012). Es un
compuesto estable y no volatil que en su forma sélida se presenta como cristales
sin color o como polvo blanco practicamente sin olor ni sabor. Es una molécula

estable en el aire y resistente a la hidrdlisis en agua caliente o fria (Soni et al., 2001).

Figura 1. Estructura molecular del propilparabeno (PPB). ElI PPB
pertenece a la familia de los ésteres del acido para-hidroxibenzoico. Se
representa la estructura quimica en la formula esqueletal (panel izquierdo) y

la representacion 3D de “espacio lleno” de la molécula.

El PPB se presenta en la naturaleza en la cascara del mango (Mangifera
indica) de la variedad Nam Dok Mai (Tailandia). Se encuentra entre otros
compuestos antifungicos de esta fruta, dichos compuestos son capaces de inhibir
el crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides. La presencia de éstos
compuestos en la cascara de la fruta fue verificada mediante cromatografia de
gases, espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear de protén
(Chirawut, 2005).

Otra de las fuentes vegetales de PPB es la “mora de pantano” o “camemoro”

(Rubus chamaemorus L.). Este tipo de mora se distribuye en el hemisferio norte y
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presenta alta resistencia al deterioro por microorganismos. Esta capacidad puede
deberse a la presencia de PPB (3 —9 mg/100 g de mora) y acido p-hidroxibenzoico
(43 — 65 mg/100 g de mora), verificado mediante cromatografia de gases (Baardseth
y Russwurm, 1978). Ademas, se ha reportado que el hongo Verticillium albo-atrum
también es capaz de producir PPB, entre otros compuestos (El Aissami et al., 1998).
Finalmente, se han descubierto bacterias marinas, del género Microbulbifer, que
sintetizan 4-hidroxibenzoato, PPB y otros parabenos capaces de inhibir el

crecimiento de bacterias, hongos, etc. (Peng et al., 2006).

El uso extensivo del PPB, desde hace mas de 70 afios, ha producido
multiples estudios respecto a su perfil farmacolégico (Aalto et al., 1953). Los
estudios indican que el PPB es absorbido por la via gastrointestinal y cutanea, su
metabolismo se lleva a cabo por hidrélisis (llevada a cabo principalmente por
esterasas), convirtiéndolo en acido p-hidroxibenzoico como metabolito principal en
higado y rifiones; no se acumula en el organismo (ni sus metabolitos) cuando se
administra cronicamente y posteriormente es excretado por orina (Boberg et al.,
2010; Soni et al., 2001). Su uso extensivo ha producido distintas nominaciones que
identifican al compuesto, en la Tabla 2 se presenta una recopilacion de las distintas

denominaciones para el PPB.

La administracion de PPB (1 mg/kg) en perros por via oral demostré que este
compuesto se puede encontrar libre en plasma (205 pg/cm?) y junto con sus
metabolitos (370 pg/cm?), medido seis horas después de la administracion. En estos
animales, el PPB es eliminado totalmente después de 48 horas (Jones et al., 1956).
En un estudio preliminar, en ratas Wistar juveniles a las que se administré6 PPB 10
y 100 mg/kg, se determin6 que los valores de vida media fueron de 47 y 58 min,
respectivamente; de la misma manera, la eliminacion fue de 4.20 y 6.68 (I/h)/kg,
respectivamente (Gazin et al., 2013). Aunque hasta la fecha, no existen reportes del
metabolismo del PPB en humanos adultos (SCCS, 2013).
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El PPB presenta baja toxicidad cuando se administra oralmente en animales
experimentales. La DLso en ratas es de 8000 mg/kg, en perros es de 4000 mg/kg y
en ratones es mayor a 6000 mg/kg (Soni et al., 2001). Estudios de 1956 mostraron
gue no existe evidencia de que presente potencial carcinogénico ni mutagénico. Es
importante mencionar que los sintomas tipicos de la administracion oral de PPB en
ratones, incluyen una rapida aparicion de ataxia, paralisis y una depresion profunda

parecida a la anestesia (Matthews et al., 1956).

Tabla 2.

Dosis toxicas del PPB reportadas.

Especie Ruta (z;}ii(;) Prueba
Raton Oral > 8000 LDsgo
Raton Oral > 3700 LDsg
Raton Oral 6322 LDsq
Raton Subcutanea 1650 LDsg
Rata Oral 8000 LDy,
Rata Oral > 8000 LDs,
Rata Intraperitoneal 640 LDs,

Conejo Oral 6000 LDqgo
Perro Oral 4000 LDygo

LD, dosis letal 50; LDsy, dosis letal 100.
Traducido de Soni et al., 2001.

Debido a los efectos desestabilizadores del sistema enddcrino de diversos
parabenos, incluyendo al PPB (para mayores detalles, véase Seccion 1.2.2.1), se
ha tenido que revisar extensivamente sus efectos en las dltimas 2 décadas. El
debate sobre su seguridad, dio como resultado la prohibicion del PPB como

conservador en productos alimenticios de la Union Europea (EFSA, 2004).



1.2.2. Efectos adicionales del PPB

1.2.2.1. Estrogénico

Uno de los principales efectos agregados del PPB incluye una baja actividad
estrogénica (alrededor de 2500 veces menor que el 17B-estradiol), la cual provoca

un efecto uterotréfico (Routledge et al., 1998).

Ademas, en estudios in vitro se encontraron efectos anti-androgénicos donde
el PPB (10 uM) es capaz de reducir la capacidad transduccional de la testosterona
en un 33 % (Chen et al., 2007). Otro de los efectos antiandrogénicos del PPB
inducidos in vivo en ratas macho, es la disminucién dosis-dependiente en la reserva
de esperma en el epididimo, asi como su produccién y eficiencia. De igual manera,
los niveles de testosterona disminuyeron en una manera dosis-dependiente. Los
autores mencionan que sus resultados son relevantes ya que utilizaron los limites
de exposicion en la Union Europea para el tiempo del estudio (Oishi, 2002). Sin
embargo, este ultimo efecto es controversial. Por ejemplo, en un estudio posterior
en ratas macho, a las que se les administr6 PPB por via oral por 8 semanas, no se
encontraron evidencias de un efecto del PPB en el peso de los dérganos
reproductivos, parametros espermaticos epididimales, niveles hormonales ni la

histopatologia del sistema reproductor (Gazin et al., 2013).

1.2.2.2. Relacién con el cancer

El grupo de Darbre, encontré6 PPB en muestras de tejido de pacientes con
cancer de mama. La concentraciéon media de parabenos encontrada en estos tejidos
fue de 20.6 + 4.2 ng g*. Al analizar cada parabeno individualmente, se encontré que
el mas concentrado es el metilparabeno (12.8 + 2.2 ng g1), representando el 62 %
del total de parabenos en el tejido (Darbre et al., 2004). EI mismo grupo, en un

estudio posterior, analizé el tejido obtenido de 40 mastectomias. En el caso de este



estudio, se encontraron distintas concentraciones de parabenos en 7 muestras de
mujeres que reportaron no usar ningun tipo de desodorantes (Barr et al., 2012). Esta
evidencia debe de tomarse con precaucion ya que la presencia de parabenos en
tejidos humanos no debe de ser anormal, ya que existe exposicion a estos
compuestos en el medio ambiente (Yamamoto et al., 2011), en diversos productos
cosméticos y del hogar (Eriksson et al., 2008), y como conservador en alimentos
(Olmo et al., 2015).

1.2.2.3. PPB y modulacién de canales ionicos

Existen pocos reportes de los efectos del PPB en canales ionicos. Por
ejemplo, el PPB induce una fuga de K* en bacterias Escherichia coli dada por la
porina OmpF (una proteina que presenta poro y es no especifica) (Bredin et al.,
2005). Este ultimo efecto pudiera estar mediado y/o aumentado por el incremento
en la activacion del canal mecanosensible de gran conductancia bacteriano (MscL).
Para comprobar esta propuesta, se estudido el efecto de PPB (1 mM) en
esferoplastos de Escherichia Coli, los resultados indicaron que es capaz de
incrementar significativamente la probabilidad de apertura del canal MscL individual
(Nguyen et al., 2005).

Por otro lado, Fujita y colaboradores (2007) estudiaron especificamente el
efecto del metilparabeno en canales TRPAL1. Adicionalmente, probaron otros
parabenos y verificaron que el PPB (y los otros parabenos) aumentaron
significativamente la concentracion intracelular de Ca?* en células HEK293 que
expresan heterélogamente al canal TRPALl. Los autores mencionan que
probablemente el benzoato, una caracteristica estructural comun a los parabenos,
pueda estar involucrada en la actividad de los parabenos en el canal TRPAL (Fujita
et al., 2007).

Debido a que los canales i6nicos expresados en neuronas generan y

modulan la sefalizacion eléctrica que controla la contraccion muscular y la



comunicacién neuronal (Catterall et al., 2007), y algunos parabenos tienen efecto
en canales, estos compuestos podrian modificar la sefializacion nerviosa. En ese
orden de ideas, en el Unico estudio donde se analizaron los efectos de parabenos
en Sistema Nervioso (SN), Kitamura estudio los efectos anestésicos de la perfusion
de anestésicos locales y algunos de los preservativos utilizados en las
preparaciones comerciales de dichos anestésicos (etilparabeno, metilparabeno y
propilparabeno). Los compuestos se aplicaron solos y en combinacion con los
anestésicos locales. Para ello realizé la preparacion de nervios periféricos y médula
espinal aislados de rana toro (Rana catesbeiana). El bloqueo total de la conduccién
del nervio periférico se alcanz6 con la concentracion de 3 mM de etilparabeno,
5 mM de metilparabeno y 1 mM de PPB. de esta manera, el PPB mostré una
concentracion efectiva comparable con otro anestésico relevante (en particular, la
lidocaina, que fue capaz de bloquear la conduccion también a una concentracién de
1 mM). El autor también comparo los efectos del PPB en combinacion con lidocaina,
concluyendo que la combinacion (a la misma concentracion cada compuesto)
presenta un bloqueo de mayor intensidad. Hay que resaltar que, en las gréaficas
presentadas en este articulo, el PPB tuvo un efecto de disminucion de la amplitud
del potencial de accion compuesto. Dicho efecto tuvo una magnitud practicamente
igual que el de la lidocaina a las mismas concentraciones (0.2, 0.4y 0.7 mM) y fue

concentracion-dependiente (Kitamura, 1979).

Adicionalmente, existe un estudio donde analizaron los efectos
electrofisiolégicos del PPB en canales de Na* dependientes de voltaje (Nav) de
cardiomiocitos aislados. Para ello, los autores realizaron registros de célula entera
en la modalidad de voltage-clamp y encontraron que el PPB (10, 30, 100, 250 y
500 uM) bloquea reversiblemente los canales Nav de una manera concentracion-
dependiente y voltaje-dependiente. Particularmente, la concentracion de 500 uM
abole totalmente la corriente entrante de Na*, con un efecto minimo a las
concentraciones de 10 y 30 uM. Ademas, el PPB induce un corrimiento de la curva
de inactivacion en direccion a la hiperpolarizacion, indicando una facilitacion de la
inactivacién del canal (Ji et al., 2004). En este estudio no se discute el efecto del

PPB en la facilitacion de la inactivacién y no se evalué el efecto del compuesto en
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la recuperacion de la inactivacion del canal Nav. Tampoco se abordaron las
consecuencias que éstos dos efectos pueden tener en los potenciales de accion

cardiacos individuales y su frecuencia.

1.2.3. Propilparabeno y su efecto cardioprotector, neuroprotector y

anticonvulsivo

Ji et al. (2004), describieron que PPB bloquea corrientes de Na* en
cardiomiocitos. Estos autores proponen que el pretratamiento con PPB bloquea la
entrada de Na* a la célula (por consiguiente, una menor acumulacién intracelular) y
sugieren, que dicho bloqueo es el responsable de un efecto de aumento en la
viabilidad de los cardiomiocitos (cardioproteccion) expuestos a un modelo de

isquemia-reperfusion (Ji et al., 2004).

Otro de los efectos protectores del PPB se evalu6 en nuestro laboratorio. En
este trabajo se estudio el efecto del PPB en el Status Epilepticus (SE) en ratas
Wistar. Los resultados indican que el PPB (177 mg/kg i.p.), administrado posterior
a la detencién del SE con diazepam (DZP), indujo un efecto neuroprotector en el
giro dentado, hilus y la regién CA3 del hipocampo dorsal de ratas sometidas a SE

por el modelo de Litio-Pilocarpina (Santana-Gomez et al., 2017).

El efecto atenuador de las crisis se predijo utilizando Tamizado Virtual.
Mediante esta técnica se propuso que el PPB podia tener un efecto anticonvulsivo
(Talevi et al., 2007). En consecuencia, se evalu6 su efecto protector en el modelo
de convulsiones generalizadas por electrochoque maximo (MES, por sus siglas en
inglés) en ratones, que es uno de las pruebas utilizadas para el tamizado de
farmacos anticonvulsivos (The NIH Anticonvulsant Drug Development (ADD)
Program) desde 1975 (Stables y Kupferberg, 1997). Los resultados indicaron que
su administracién (100 y 300 mg/kg) es capaz de evitar el componente de extension

tonica en el 60 % de los ratones (Talevi et al., 2007).
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Posteriormente, en experimentos donde se administr6 PPB (300 mg/kg)
treinta minutos antes de la inyeccion via i.p. de Litio-Pilocarpina. Los resultados
mostraron que el pretratamiento con el compuesto incrementd significativamente
(p < 0.001) la latencia de los componentes de la actividad convulsiva del SE, asi
como el establecimiento y duracion total de esta condicion (Santana-Gémez, 2012).
A continuacion, en otra serie de experimentos de nuestro laboratorio se evaluo la
administracion intraperitoneal de PPB (30 y 60 mg/kg) solo y en combinacion con
dosis subefectivas de farmacos antiepilépticos (FAE), en particular el DZP, el
fenobarbital (PHB) y la fenitoina (PHT). Los resultados indicaron que el PPB
aumento significativamente la latencia de aparicion de los distintos componentes
convulsivos en el modelo de pentilenetetrazol. Dicho efecto fue mayor cuando se
combind con los farmacos que incrementan la neurotransmision GABAérgica (DZP
y PHB). Por el contrario, el PPB no indujo efectos cuando se combiné con PHT
(Enrique et al., en proceso), un farmaco antiepiléptico que bloquea canales Nav
(McLean y Macdonald, 1983). Finalmente, en otros resultados del laboratorio, donde
se administr6 DZP y PPB durante el SE, se observé una disminucién en las
oscilaciones de alta frecuencia en el hipocampo, cambio que estuvo asociado a una
disminucién significativa en los niveles extracelulares de glutamato vy

neuroproteccion (Santana-Gémez et al., 2017).

1.2.4. Epilepsiay farmacos antiepilépticos

La epilepsia es un trastorno neurolégico que afecta del 1 — 2 % de la
poblacion mundial (Browne y Holmes, 2001). Un 20 — 40 % de estos pacientes
desarrollan resistencia al tratamiento farmacologico (French, 2007), es por ello que
en los ultimos afios se han desarrollado alrededor de 20 nuevos FAEs con la
finalidad de tratar a los pacientes resistentes (Brodie y Sills, 2011). En la actualidad
existen diversas herramientas para hacer mas eficiente, bajar costos y disminuir el

tiempo que lleva el desarrollo y comercializacion de farmacos (Lavecchia y Di
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Giovanni, 2013). Sin embargo, es necesario evaluar los farmacos con potencial en
diversos modelos (in vivo, in vitro, in silico, etc.), antes de ser aplicados en humanos
(Kohling y Avoli, 2006). Estos modelos permiten el desarrollo de nuevas estrategias
de diagnostico, tratamiento y prevencion de la epilepsia y los fendmenos
relacionados al trastorno (Engel y Schwartzkroin, 2006). En particular, los modelos
in vitro permiten el tamizado de farmacos y la posible evaluacién de su mecanismo
de accién a un costo relativamente bajo, dichos modelos pueden servir para
comprobar el efecto de los farmacos en distintas estructuras cerebrales relevantes
(Kohling et al., 2006). En ese sentido, se sabe que la formacion hipocampal juega
un papel importante en las crisis parciales complejas de la Epilepsia del Lébulo
Temporal (Quesney, 1986) y que, por su organizacion estructural y conectividad,
puede favorecer la generacion y propagacion de la actividad epileptiforme (Rutecki
etal., 1989). Ademas, esta estructura esta implicada en el desarrollo, mantenimiento
y patologia de la epilepsia (Avoli et al., 2002). En el caso de los modelos in vitro,
una variante consiste en emplear rebanadas hipocampales, la cual ofrece la
posibilidad de estudiar los mecanismos de generacion, propagacion y terminacion
de la actividad epileptiforme. Este modelo, aunque carece de los componentes
conductuales, se basa en fendmenos equivalentes a las crisis convulsivas
observadas in vivo, como los cambios en la actividad eléctrica de poblaciones
neuronales y de neuronas individuales (Heinemann et al., 2006). Ademas, existen
métodos que se pueden emplear para la induccién de actividad epileptiforme, por
ejemplo, la estimulacién eléctrica, la modificacion de concentraciones ibnicas,

aplicacidon de agentes convulsivos, etc. (ver Seccion 6.1, para mayor detalle).
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2. JUSTIFICACION

El PPB es un compuesto aprobado y ampliamente utilizado en diversos
productos de consumo humano, en consecuencia, la exposicion al compuesto
puede ser alta y por tiempos prolongados. Ademas, se ha demostrado que el PPB
ejerce un efecto atenuador de las crisis en modelos in vivo, tiene efecto
neuroprotector y se ha propuesto que bloquea canales Nav en cardiomiocitos. Sin
embargo, no se conoce el efecto directo del PPB en el sistema nervioso central
(SNC), particularmente, en la actividad epileptiforme inducida en neuronas
piramidales del hipocampo in vitro, su excitabilidad y la posible modulacién de

canales dependientes de voltaje.

3. HIPOTESIS

El PPB suprime la actividad epileptiforme inducida por 4-Aminopiridina (4-AP)
en neuronas piramidales de CA1l del hipocampo in vitro, disminuyendo la

excitabilidad neuronal a través de la modulaciéon de canales iénicos.

4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

Determinar el efecto del PPB en la actividad epileptiforme inducida por 4-AP, la
excitabilidad neuronal, asi como la posible modulacién de canales i6nicos en

neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo de la rata.
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4.2.Objetivos particulares

Determinar el efecto del PPB en los siguientes pardmetros evaluados in vitro en

neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo de la rata:

1. La actividad epileptiforme inducida con el modelo de 4-AP (100 uM) vy libre
de Mg?*

2. El Disparo Repetitivo Sostenido, la dinamica del potencial de accion y las
propiedades pasivas de membrana

3. Las corrientes de Na*

5. METODOLOGIA GENERAL

5.1.Procedimiento experimental

Para este estudio se emplearon ratas macho de la cepa Wistar juveniles de
21y 28 dias de edad (90 — 140 g). Los animales se mantuvieron en un cuarto con
temperatura controlada (22 £ 2 °C) bajo un ciclo de luz oscuridad 12/12, con acceso
a agua y alimento ad libitum. Todos los procedimientos experimentales se llevaron
a cabo de acuerdo a la norma “NOM-062-Z00-1999” y fueron aprobados por el
Comité de Etica Cinvestav-IPN. Las ratas fueron anestesiadas profundamente con
50 mg/kg i.p. de pentobarbital i.p. Posteriormente se decapitaron y el cerebro fue
removido para colocarlo en una solucién de sacarosa que contenia (en mM) lo
siguiente: Sacarosa, 210; KClI, 2.8; MgSO4, 2; Na2HPO4, 1.25; NaHCOs3, 25; MgClz,
1; CaClz, 1 y D-(+)-Glucosa, 10. Se realizaron cortes transversos de hipocampo de
385 um de espesor, mediante un vibratomo (Leica, VT1000 S, Nussloch, Alemania).
Las rebanadas obtenidas fueron incubadas a 30 °C (30 min) y después, a
temperatura ambiente (1 h) en una solucién de incubacion que contenia (en mM):
NaCl, 125; KClI, 2.5; Na2HPOa4, 1.2; NaCHOs, 25; MgClz, 4; CaClz, 1 y D-(+)-Glucosa,

10. Para su registro, las rebanadas fueron transferidas a una camara de inmersion
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colocada en un microscopio invertido (Nikon ECLIPSE FN1, Nikon Instruments,
EEUU), equipado con una videocamara infrarroja con contraste diferencial de
interferencia (DIC) y conectada a un monitor (DAGE-MTI, Michigan City, EEUU) y
un objetivo 40x de inmersion. Se perfundio liquido cefalorraquideo artificial (LCRa)
a una velocidad de 6 — 10 ml/min (30 °C). La composicién del LCRa fue la siguiente
(en mM): NaCl, 125; KCI, 3; NazHPO4, 1.25; NaHCOs, 25; MgClz, 2; CaClz, 2 y
D-(+)-Glucosa, 10. El LCRa fue gaseado continuamente con una mezcla de 95%
02 - 5% CO:a. El intercambio total de la solucion en la camara de registro se llevo a
cabo en = 3 min. El PPB fue preparado diariamente y fue disuelto en dimetilsulféxido
(DMSO) y agua desionizada para formar una solucion de stock. El volumen de
DMSO diluido en el LCRa no excedio 0.04 % del volumen total y la aplicacion de las

soluciones en la camara de registro se realiz6 mediante una bomba peristaltica.

5.2.Procedimiento electrofisioldégico

Se localizé y distinguié a las neuronas piramidales de la region CAl por su
ubicacion, tamafio y forma. Se empled la configuracion de Whole-cell en las
modalidades de current y voltage clamp para los registros de las neuronas
piramidales. Se utilizaron pipetas para patch de borosilicacto con una resistencia de
4 - 8 MQ. Las pipetas fueron llenadas con una solucion interna estandar que
contenia (en mM): K*-gluconato, 135; KCI, 10; NaCl, 5; HEPES, 10; EGTA, 1;
Mg?*-ATP, 2; Na*-GTP, 0.4 y fosfocreatina, 10; con un pH 7.2 - 7.3 ajustado con
KOH.

El potencial de membrana (Vm) se fijé a -65 mV inyectando corriente segun
fuera necesario. La resistencia de acceso se monitore6d en cada experimento y se
rechazaron los datos de los registros en los que la resistencia cambié en >30% al
final del experimento. Todos los experimentos en la modalidad de current-clamp se
realizaron a una temperatura de 30 — 33 °C y los registros de las corrientes de Na*

(voltaje-clamp) se realizaron a temperatura ambiente (22 - 26 °C).
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Se utilizé el software pClamp 10.6 (Axon Instruments Inc. Foster City, CA,
EEUU) para la generacién de protocolos de estimulacién, la presentacion de los

registros, adquisicion, almacenamiento y analisis off-line.

5.3.Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con SigmaPlot versiéon 11.0 (Systat
Software, Inc., San Jose California EEUU) y Prism 6.01 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego California EEUU). Dichos andlisis incluyeron la t de Student para
comparaciones entre dos grupos y ANOVA seguida de Dunn o Kruskal-Wallis
(segun corresponde) como post hoc. Se consider6 una diferencia estadisticamente
significativa cuando p < 0.05. Todos los valores son expresados como el promedio
+ EE.
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6. EXPERIMENTO 1. Efecto del PPB en la actividad epileptiforme inducida
por 4-Aminopiridina

6.1.Introduccién

En 1957 Li y Mcllwain describieron por primera vez un método mediante el
cual las rebanadas de tejido cerebral pueden mantenerse en condiciones
metabdlicas y eléctricas estables por periodos suficientes para el registro de su
actividad eléctrica (Li y Mcllwain, 1957). Estas preparaciones y sus variantes
posteriores (Yamamoto y Mcllwain, 1966) permiten aproximaciones rapidas,
flexibles y accesibles para abordar el estudio de la epilepsia, incluyendo la
ictiogénesis, epileptogénesis y farmacorresistencia (Heinemann y Staley, 2014). Los
modelos in vitro permiten el control de ciertas condiciones experimentales como:
temperatura, las concentraciones ionicas extracelulares, aplicacion de farmacos,

entre otros (Heinemann et al., 2006).

Una de las primeras descripciones de la actividad epileptiforme registrada in
vitro la realizaron Schwartzkroin y Prince, en la cual aplicaron penicilina al medio
gue bafa a las rebanadas hipocampales y registraron eventos eléctricos similares
a los que se presentan durante la aplicacion de penicilina in vivo. Dichos eventos se
describieron primero con potenciales de campo que correspondieron a rafagas de
potenciales de accidén en neuronas de la region CA1l del hipocampo de cobayos
(Schwartzkroin y Prince, 1977). Experimentos como este demostraron que la
actividad epileptiforme registrada in vitro es similar y se correlaciona con la actividad
electroencefalogréafica (EEG) que se presenta en pacientes epilépticos durante una
crisis (Avoli et al.,, 2016; Heinemann y Staley, 2014). La actividad epileptiforme
equivalente a la registrada in vivo cumple con ciertas caracteristicas. En el caso de
registros de células individuales pueden presentarse PAs individuales con una
duracion mayor a 100 ms y/o presentarse en rafagas (Bernard, 2006). Cuando las

rafagas de PAs son rapidas (200 — 500 Hz) y se encuentran superimpuestas a una
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despolarizacion sostenida, seguida de una hiperpolarizacion lenta, el fenémeno es
llamado despolarizacion paroxistica (PDS, en inglés) (Matsumoto y Marsan, 1964).

Para la induccion de actividad epileptiforme en rebanadas de hipocampo (y
otros modelos) se han utilizado diversas metodologias, como puede ser la
estimulacién eléctrica, el bloqueo GABAérgico, bloqueo de canales de K*, la
modificacion de las concentraciones i6nicas del LCRa. Estos modelos tienen en
comun que inducen hiperexcitabilidad neuronal en el hipocampo, sin embargo, cada

uno lo hace por diferentes mecanismos (Tabla 3).

La actividad epileptiforme es producida por un aumento en la excitabilidad
neuronal, lo cual se traduce en un aumento en la actividad sindptica espontanea.
Particularmente, la adicion de 4-AP al LCRa ademas de inducir la actividad
epileptiforme caracteristica de este modelo, induce una facilitacion de los
potenciales sinapticos (Buckle y Haas, 1982; Perreault y Avoli, 1991). Los
potenciales postsinapticos excitatorios (EPSP, por sus siglas en inglés) son cambios
en voltaje del potencial de membrana de una neurona postsingptica y son
producidos por la entrada de iones, cargados positivamente, a la célula. Esta
despolarizacién aumenta la probabilidad de disparo de las neuronas ya que lleva el

potencial de membrana mas cerca del umbral de disparo (Stolerman, 2015).
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6.2.Justificacién del experimento

La epilepsia es un trastorno neuroldgico altamente prevalente, por ello
nuevos farmacos siguen en desarrollo. Existen moléculas con potencial efecto
anticonvulsivo como lo es el PPB. Con base en los antecedentes presentados, este
compuesto tiene efectos neuroprotectores y atenuadores de la actividad convulsiva
in vivo. Sin embargo, no se ha determinado su efecto directo en neuronas, y si este
efecto es capaz de disminuir la actividad epileptiforme in vitro. Dicho modelo de
induccion de actividad epileptiforme en rebanadas de hipocampo preserva la
mayoria de la conectividad intra-hipocampal, que es necesaria para la
manifestacion de actividad epileptiforme. Ademas, esta preparacion permite medir
la actividad espontanea en cuatro tiempos criticos: 1) la actividad previa al
tratamiento farmacolégico; 2) durante la induccion de actividad epileptiforme; 3) al
aplicar el PPB; 4) al retirarlo. Con esto se puede determinar el efecto

antiepileptiforme del compuesto.

6.3.Metodologia particular

Para este objetivo se registré la actividad espontanea de las neuronas
piramidales en la modalidad de current-clamp, manteniendo a las neuronas durante
todo el registro a un potencial de membrana de -65 a -50 mV. La induccién de
actividad epileptiforme se realizo afiadiendo 4-AP (100 uM) al LCRa en ausencia de
Mg?*, sin modificar la concentracién de los deméas componentes (Siniscalchi et al.,
1997; Traub et al., 1996). Este modelo induce actividad epileptiforme recurrente o
sostenida que, clinicamente, es similar al SE (Heinemann y Staley, 2014). Ademas,
puede ser utilizado para definir los efectos de farmacos anticonvulsivos en la
actividad epileptiforme (Avoli y Jefferys, 2016; Galvan et al., 1982) o probar nuevos
farmacos con potencial anticonvulsivo (Gardufio et al., 2005). A continuacion, se

describe detalladamente el procedimiento experimental para este objetivo.

21



6.3.1. Procedimiento experimental

El procedimiento experimental se muestra en la Figura 2. Este incluyo 5

grupos experimentales en los que se realizé: a) registro basal, durante el cual se

perfundié LCRa normal (T1); b) aplicacion de 4-AP (100 uM) en LCRa en ausencia

de Mg?* (T2); c) aplicacién de 4-AP mas el vehiculo y los distintos farmacos (DMSO
0.04%, PHT, 200 uM; PPB 200 y 500 uM) (T3); d) 4-AP sola nuevamente o el lavado

de los farmacos (T4). Cada condicion experimental duré un minimo de 10 min, a

excepcion del grupo LCRa y de 4-AP, a los cuales no se les aplico ningun farmaco.

1.LCRa | LCRa |

3.Vehiculo | LCRa (basal

5.PPB | LCRabasal
| | | | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

Figura 2. Disefio experimental y andlisis de la actividad epileptiforme.
1) Grupo LCRa: en el que se registré la actividad de las neuronas piramidales
en LCRa normal. 2) Grupo control 4-AP: en este grupo se afiadié 4-AP al
bafio para la induccién de la actividad epileptiforme (barra negra). 3)
Vehiculo: en este grupo se aplicé el vehiculo por 10 min (barra amarilla)
durante la actividad epileptiforme inducida por 4-AP. 4) PHT: el
procedimiento es el mismo que el vehiculo, excepto que se afadi6 PHT
(200 puM) en lugar del vehiculo (barra roja). 5) PPB: en este grupo se sigui6
el mismo procedimiento que el anterior con la excepcion de que se aplica
PPB a 200 0 500 uM en lugar de la PHT (barra verde y azul). Los rectangulos
grises en el fondo representan las ventanas de tiempo (5 min) analizadas
durante cada condicion (T1, T2, T3y T4).



Se considerd actividad epileptiforme cuando se presentan potenciales de
accion (PAs) durante al menos 30 s de manera continua. El analisis de resultados
consistio en contabilizar el numero de PAs, asi como los EPSPs y su amplitud en
una ventana temporal de 5 min en cada condicién experimental (rectangulo gris en
la Figura 2, referido como T1 - T4). Cada PA se definié como una despolarizacion
subita y subsecuente repolarizacion con duracion menor a 3 ms, que superara los
0 mV. Por otra parte, se contabilizaron los EPSPs cuya amplitud superara 1 mV 'y
no excediera los 10 mV, para ello, fueron filtrados mediante un modelo digital y se
distinguieron como eventos individuales a los cumplieran con las siguientes
caracteristicas: deflexion positiva compuesta de una fase ascendente suave que
fuera mas corta en duracién que la fase descendente. La amplitud fue medida a
partir de la linea base que precedia a cada evento hasta el pico maximo.

6.4.Resultados

6.4.1.1. Grupo de LCRa

Las neuronas piramidales registradas en LCRa normal por mas de 45 min
exhibieron PAs aislados, estos estuvieron separados por periodos silentes de mas
de 20 minutos entre si. La actividad espontanea no mostrd diferencias en la
frecuencia de PAs, en el numero de EPSPs o su amplitud. Este patron de actividad
se mantuvo estable al comparar las 4 ventanas de analisis, los valores promedio se
resumen en las Tablas 4 y 5. En la Figura 3 (Panel A) se muestra el trazo

representativo del registro obtenido de una de estas neuronas.
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LCRa

Amplitud de EPSP en 5 min

Ampl (mV)
o = N W

LCRa LCRa LCRa LCRa

Figura 3. Actividad espontanea durante la perfusién de LCRa normal.
A) Trazo representativo de la actividad espontanea de una neurona piramidal
de la regién CA1 del hipocampo registrada durante la perfusién de LCRa
normal. Nétese que sélo se presentaron dos PAs cerca del medio y al final
del trazo. El inserto representa la version expandida del trazo dentro del
recuadro en linea punteada. El area resaltada en gris corresponde a la
ventana temporal de andlisis indicada en la parte superior (T1, T2, etc.).
B) Gréfica de barras que muestra el promedio del nUmero de EPSPs que se
contabilizaron durante cada ventana de analisis. Los insertos muestran los
trazos caracteristicos de EPSPs que corresponden a cada ventana.
C) Amplitud promedio de los EPSPs contabilizados. n = 3. Barras de
calibracion: A, 30 sy 40 mV; B, 0.5sy2 mV.
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6.4.1.2. Actividad epileptiforme inducida por 4-AP

La aplicacion de 4-AP indujo actividad epileptiforme con una latencia de
6.2 = 0.9 min, a partir del inicio de la perfusion del farmaco. Esta actividad se
caracterizé por PAs consecutivos a una frecuencia de 1.05 + 0.1 Hz. En algunos
casos se observaron periodos silentes, que después de uno o dos minutos
finalizaron con la reaparicion de PAs consecutivos. Estos patrones de actividad
epileptiforme estan de acuerdo con lo reportado previamente para neuronas
piramidales de la region CA1 del hipocampo (Fernandez et al., 2010), CA3 y corteza
entorrinal de rata (Avoli et al., 2002; Gardufio et al., 2005; Tancredi et al., 1990). En
la Figura 4 (Panel A) se muestra un trazo representativo del registro de una neurona
a la que se le indujo actividad epileptiforme. El promedio de los PAs contabilizados
en cada ventana temporal se resume en la Tabla 4. Ademas, la aplicacion de 4-AP
provocd un aumento en el numero (253%; p < 0.01) y amplitud (155%; p < 0.001)
de los EPSPs en comparacion con la actividad espontanea en LCRa normal (Figura
4, Paneles C y D; Tabla 5).
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LCRa 4-AP

400
200

o

# PAs /5 min

1000
800
600
400
200

# EPSP

Amplitud de EPSP en 5 min

*kk

4-AP 4-AP 4-AP

Ampl (mV)
o = N W

|
LCRa

Figura 4. Registro de la actividad espontanea durante la induccion de
actividad epileptiforme por la aplicacion de 4-AP. A) Trazo representativo
de una neurona piramidal a la que se le aplic6 4-AP (barra horizontal negra).
B-D) Graficas de barras que muestran el promedio del nimero de PAs (B),
namero (C) y amplitud (D) de EPSPs durante las 4 ventanas temporales
analizadas. Los insertos y anotaciones de acuerdo a la Figura 3. Barras de
calibracion: B, 30 sy 40 mV; C, 0.5 sy 2 mV. * p < 0.01, ** p < 0.001

comparado contra LCRa, n = 6.

26



6.4.1.3. Efecto de la aplicacion del vehiculo en la actividad

epileptiforme

La aplicacion de DMSO no modificé la frecuencia de PAs (13%, p > 0.5), ni
en el numero o amplitud de EPSPs (8% y 6%, respectivamente) con respecto a la
4-AP sola (p > 0.5), como se muestra en la Figura 5 (Paneles A y B). Con este
resultado descartamos que el vehiculo empleado en este trabajo tuviera un efecto

en la actividad epileptiforme (Tablas 4 y 5).

6.4.1.1. Efecto de la fenitoina en la actividad epileptiforme

La aplicacion de PHT (200 uM) redujo la frecuencia de PAs en un 54%, sin
embargo, la diferencia no fue significativa (p > 0.5). En la Figura 6 (Panel A) se
muestra un trazo representativo y en la Tabla 4 el resumen de los valores promedio.
Adicionalmente, la aplicacion de PHT redujo el nUmero (43%, p < 0.05) y la amplitud
de los EPSPs (30%, p < 0.001), como se observa en la Figura 6 (Paneles Cy D). A
pesar de la reduccion en los tres parametros, la PHT no suprimié la actividad
epileptiforme. Finalmente, al realizar el lavado del farmaco se observo que la
frecuencia de PAs, el nimero y amplitud de EPSPs aumentaron nuevamente. Los

valores se resumen en las Tablas 4 y 5.
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A LCRa 4-AP +DMSO Lavado

# PAs /5 min

Lavado

Amplitud de EPSP en 5 min

Ampl (mV)
o = N W

LCRa 4-AP +DMSO Lavado

Figura 5. Efecto del DMSO (vehiculo) en la actividad epileptiforme. A)
Trazo representativo de una neurona a la que se le aplic6 DMSO (barra
superior gris). B-D) Gréficas de barras que muestran el promedio del nUmero
de PAs (B), numero (C) y amplitud (D) de EPSPs durante las 4 ventanas
analizadas. Los insertos y anotaciones de acuerdo a la Figura 3. n = 3. Barras
de calibraciéon: B, 30 sy 40 mV; C,0.5sy 2 mV.
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A LCRa 4-AP +PHT 200 pM Lavado
(— I

40 mV
5 min

[\ B
o o
o O

EPSP O # PAs / 5 min W
o

LCRa 4-AP +PHT 200 pM Lavado
1000 NuUmero de EPSP en 5 min
800
600 CYTTTTTTY e : :
200 L A, i N
I+ 208 7 — smehoner [ V' CYWWN : WWJ\‘”‘“
LCRa 4-AP +PHT 200 pM Lavado
. Amplitud de EPSP en 5 min
> 3 e
£
E 1
< 0 - T L]
LCRa 4-AP +PHT 200 uM Lavado

Figura 6. Efecto de la PHT en el patrén de actividad epileptiforme. A)
Trazo representativo de una neurona a la que se le aplic6 PHT durante la
actividad epileptiforme (barra gris). Notese el cambio en el patrén de
actividad inducido por la aplicacion de PHT. B-D) Gréficas de barras que
muestran el promedio del nimero de PAs (B), numero (C) y amplitud (D) de
EPSPs durante las 4 ventanas temporales analizadas. Los insertos y
anotaciones de acuerdo a la Figura 3. Barras de calibracion: B, 30 sy 40 mV,
C,05sy2mV.*p<0.05, ** p<0.001 comparado contra 4-AP, n = 3.



6.4.1.2. Efecto del PPB en la actividad epileptiforme

La aplicacion PPB (200 puM) provocd una reduccion de un 94% en la
frecuencia de PAs en comparacion con la 4-AP sola (p < 0.001), como se observa
en la Figura 7 (Paneles A y B). Ademas, la aplicacion de PPB también redujo el
namero EPSPs y su amplitud en un 52 %y 26 %, respectivamente (p < 0.001). Cabe
destacar que al retirar el farmaco (Lavado), la actividad epileptiforme reaparecio,

situacion asociada a un aumento en el numero y amplitud de los EPSPs (Tablas 4
y5).

Al aplicar la mayor concentracion de PPB (500 pM), produjo una reduccién
gradual de la frecuencia de PAs hasta que, con una latencia de 7.03 £ 0.6 min,
suprimié totalmente la actividad epileptiforme en el 75% de las rebanadas
(p < 0.001), como se observa en la Figura 8 (Panel A). De igual forma, esta
concentracion de PPB redujo el nimero y la amplitud de los EPSPs en comparacién
con la 4-AP sola (en un 76% y 31 %, respectivamente; p < 0.001). Estos efectos
fueron reversibles cuando se realizé el lavado del farmaco, ya que reaparecio la

actividad epileptiforme (Figura 8; Tablas 4 y 5).
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# EPSP # PAs /5 min

Ampl (mV)

LCRa 4-AP +PPB 200 uM Lavado
I

400
200
0 -_— —
LCRa 4-AP +PPB 200 uM Lavado
1000 Numero de EPSP en 5 min
800
600 i A
400 : 1 : : : ; :
O Ll 1]
LCRa 4-AP +PPB 200 uM Lavado
3 Amplitud de EPSP en 5 min
*kk
2
1
0

LCRa 4-AP +PPB 200 pM Lavado

Figura 7. Efecto del PPB (200 uM) en la actividad epileptiforme inducida
por 4-AP. A) Trazo representativo de la actividad espontanea de una
neurona a la que se le aplicé PPB durante la actividad epileptiforme (barra
gris). Notese el efecto del PPB disminuyendo progresivamente el nimero de
PAs. Ademas, minutos después de lavar el farmaco, se reestablece la
actividad epileptiforme. B-D) Gréficas de barras que muestran el promedio
del nimero de PAs (B), numero (C) y amplitud (D) de EPSPs durante las 4
ventanas temporales analizadas. Los insertos y anotaciones de acuerdo a la
Figura 3. Barras de calibraciéon: B, 30 sy 40 mV; C, 0.5 sy 2 mV.
*** p < 0.001 comparado contra 4-AP, n = 6.
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Tabla 4.

Promedio del nimero de potenciales de accién contabilizados durante 5 minutos, para cada

grupo en cada condicién experimental.

Condicion experimental

Grupo
T T2 T3 T4
Basal LCRa LCRa LCRa LCRa
(n=23) 0 0.3+0.3 0 03+0.3
LCRa 4-AP 4-AP 4-AP
4-AP
(n=8) 05403 202.54+42.3%  4197+771  381.3 +100.4
LCRa 4-AP +Farmaco Lavado
Vz:‘::;r 0 228 + 61.3 298.3 + 61.3 306.7 + 63.3
P"'T(f:"g)"m) 0 356 + 53.4 164.3 £ 58.9 377 + 104.8
PPE:ﬁOg)"M) 3+24 35213£94.9 21+ 14.9™ 289.3 + 39.6
PPB;rfiog)"M) 0.2+0.2 321.75+ 815 15+ 0.7 255.9 + 87.4

LCRa, liquido cefalorraquideo artificial; 4-AP, 4-aminopiridina; PHT, fenitoina; PPB, propilparabeno.
Todos lo valores se muestran en promedio + EE. ## p < 0.001 comparado con LCRA, *** p < 0.001

comparado con 4-AP.
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+PPB 500 UM Lavado

Amplitud de EPSP en 5 min
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Ampl (mV)
o = N W

LCRa 4-AP +PPB 500 pM Lavado

Figura 8. Supresién de la actividad epileptiforme por la aplicacién de
PPB (500 uM). A) Trazo representativo de la actividad espontanea durante
la aplicacién de PPB 500 uM (barra gris). Notese el efecto de supresiéon de
la actividad epileptiforme. B-D) Gréficas de barras que muestran el promedio
del nimero de PAs (B), numero (C) y amplitud (D) de EPSPs durante las 4
ventanas temporales analizadas. Los insertos y anotaciones de acuerdo a la
Figura 3. Barras de calibraciéon: B, 30 sy 40 mV; C, 0.5 sy 2 mV.
*** p < 0.001 comparado contra 4-AP, n = 8.
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6.5. Discusién

La epilepsia es una enfermedad neurolégica que se caracteriza por el
aumento en la actividad eléctrica neuronal y la sincronizacion entre poblaciones
neuronales de distintas regiones. Esto puede ser resultado de un desequilibrio entre
la inhibicion y la excitabilidad, provocado por un aumento en la dltima (McCormick
y Contreras, 2001). Una caracteristica en comun de los FAEs es que reducen la
excitabilidad neuronal mediante diversos mecanismos de accion (Diao et al., 2013;
Rogawski y Loscher, 2004). En este trabajo se emple6 un modelo in vitro utilizado
para la evaluacion de farmacos antiepilépticos. Este modelo consiste en inducir
actividad epileptiforme en rebanadas de hipocampo y evaluar el efecto de un

farmaco en dicha actividad (Yonekawa et al., 1995).

La actividad epileptiforme obtenida en este trabajo presentd las
caracteristicas previamente descritas en la literatura como lo son: series de
despolarizaciones sucesivas asociadas a multiples PAs durante la perfusion de
4-AP (Fernandez et al., 2010; Gardufio et al., 2005), PDS (Matsumoto y Marsan,
1964), un aumento en la actividad sinaptica espontanea (Perreault y Avoli, 1991;
Zhang et al., 2012). El patron de actividad fue consistente durante mas de 50 min,
lo que nos hace descartar que la disminucion de la actividad epileptiforme se deba
al tiempo de experimentacion. Ademas, descartamos un efecto del DMSO ya que a
una concentraciéon <0.04%, no modifico el patron de disparo. Esto debido a que se
sabe gue el DMSO, a concentraciones mayores, induce una reduccion en la

excitabilidad neuronal (Tamagnini et al., 2014).

Por otro lado, la aplicacion de PHT (200 uM) disminuyé el nimero de PAs de
manera no significativa. Este resultado es consistente y podria explicar los de
estudios donde se registré la actividad de poblaciones neuronales (registros de
campo), en los que la PHT (y otros FAES) es incapaz de suprimir la actividad
epileptiforme en la region CA1 del hipocampo (Brickner y Heinemann, 2000). En el
mismo sentido, datos obtenidos por registros de campo en corteza entorrinal donde

la aplicacion de PHT inhibe pero tampoco suprime la actividad epileptiforme
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(Bruckner et al., 1999), ni en la regién CA3 del hipocampo (Diao et al., 2013). Es por
ello que consideramos necesario estudiar el efecto del PPB en registros de campo
de la region CAl (y otras), para conocer su efectividad en la supresion de la

actividad epileptiforme de poblaciones neuronales.

En cambio, la aplicaciéon de PPB a 200 puM disminuy6 significativamente el
namero de PAs y, de hecho, la concentracion de 500 uM suprimio totalmente la
actividad epileptiforme. Este resultado confirma datos previos, donde la
administracion sistémica de PPB tiene efectos atenuadores de la actividad
convulsiva in vivo (Santana-Gomez et al., 2017). Con los resultados se concluye
que el PPB puede controlar la actividad epileptiforme in vitro, revirtiendo la
sobreexcitabilidad inducida por la aplicacion de 4-AP. Con ello se puede inferir que
el PPB puede prevenir la actividad de sincronizacibn con otras neuronas y

posteriormente a otras estructuras.

Por otra parte, la disminucién en el nimero y la amplitud de EPSPs durante
la actividad epileptiforme debida a la aplicacion de PPB sugieren un efecto
presinaptico, reduciendo la probabilidad de liberacién de neurotransmisores en
sinapsis excitatorias e inhibitorias (Yonekawa et al., 1995). Lo cual también
contribuye a la disminucion de la excitabilidad del circuito hipocampal. Esta
reduccion inducida por el PPB coincide con resultados previos de Santana-Gomez
et al. (2017), en los cuales se mostré que la administracion sistémica de PPB
revierte el incremento en la liberacion de glutamato en el hipocampo de ratas

durante el SE inducido por litio-pilocarpina.

Los resultados de este experimento confirman los efectos atenuadores de la
actividad convulsiva observados in vivo (Enrique et al., en proceso; Santana-
Gbémez, 2012; Santana-Gomez et al., 2017). Aungque, es necesario estudiar el efecto
del PPB en otros modelos de actividad epileptiforme in vitro para verificar su
efectividad, ya que se ha observado un efecto diferencial de distintos FAEs (Klaft et
al., 2016; Xie et al., 2013).

Modelos generados in silico predicen la actividad anticonvulsiva del PPB,

ademas, dicha actividad se confirmo en varios modelos animales in vivo (Enrique et
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al., en proceso; Santana-Gomez, 2012; Santana-Gomez et al., 2017). El presente
estudio demostro in vitro el efecto atenuador de la actividad convulsiva de esta
molécula (ejerciendo un efecto aun mayor que el de la PHT). A pesar de esta
evidencia, aun no se deduce el mecanismo celular por el cual ejerce el efecto
supresor de la actividad epileptiforme. Por ello, en el siguiente experimento,
decidimos examinar el efecto del PPB en la excitabilidad neuronal. Esto permitié
discernir si la atenuacion de la actividad anticonvulsiva se debio a una reduccion de
la excitabilidad intrinseca de las neuronas (por ejemplo: el umbral y frecuencia de

disparo, magnitud de la respuesta a estimulacion, potencial de membrana, etc.).
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7. EXPERIMENTO 2. Efecto del PPB sobre la excitabilidad de las neuronas
piramidales de CA1

7.1.Introduccién

Una definicibn general de excitabilidad intrinseca neuronal atil y
representativa para el presente trabajo es la publicada en Nature en su clasificacion
de temas o subjects: “Intrinsic excitability is the electrical excitability of a particular
neuron. Itis determined by the number and distribution of ion channels and receptors
that contribute to the electrical properties and depolarization potential of the neuron”
(Nature Subjects, 2016). En espafiol: La excitabilidad intrinseca es la excitabilidad
eléctrica de una neurona particular. Esta determinada por el numero y distribucién
de canales i6nicos y receptores a neurotransmisores que contribuyen a las
propiedades eléctricas y al potencial de despolarizacion de la neurona. Por lo tanto,
podemos inferir que los estimulos (farmacoldgicos, sinapticos, eléctricos, genéticos,
etc.) que afecten alguno de estos elementos, pueden modular la excitabilidad de las
neuronas en forma individual o en poblacién. La manipulacién de alguno de estos
factores puede modificar los patrones de respuesta neuronales, en forma de PAs.
Esta ultima es una de las formas de comunicacion neuronal basica y sobre la cual

incide directamente el estado de excitabilidad de una neurona particular.

7.1.1. Propiedades pasivas de la membrana y excitabilidad intrinseca

neuronal

La membrana celular separa fluidos con una composicion idnica distinta. La
presencia de canales idnicos, bombas, transportadores, etc., en esta membrana,
determinan el Potencial de Membrana en Reposo (PMR) y le confieren ademas una
permeabilidad selectiva (Lamas, 2005). Cuando la célula no recibe estimulacion, el

valor del PMR permanece relativamente constante y se encuentra cercano al
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potencial de equilibrio del K*, en un rango de -60 a -80 mV (Koester y Siegelbaum,
2014).

Por el contrario, cuando se inyecta un pulso de corriente positiva de
intensidad menor a la necesaria para generar un PA (ver adelante, Seccién 1.2.1.1.),
la membrana neuronal responde con una despolarizacién subumbral (Koch, 2004).
Las caracteristicas de estas respuestas estan definidas por las propiedades pasivas
de la membrana celular. Dichas propiedades juegan un papel fundamental en: a) el
curso temporal de un potencial sinaptico generado por una corriente, b) la
posibilidad de que este potencial generado se convierta en una respuesta sub o
supraumbral, y c) la velocidad a la que se conduce el PA después de su generacion
(Kandel y Schwartz, 2013). La membrana celular tiene la propiedad de funcionar
como una resistencia (por los canales i6nicos embebidos en ella) y como un
capacitor (por la doble capa de lipidos). Estas dos propiedades determinan las
respuestas en voltaje, particularmente enlenteciéndolas (Purves et al., 2004). Por
esta razon, la respuesta de la membrana a un pulso de corriente sigue un curso
exponencial; de hecho, es posible medir el tiempo que tarda en llegar a un punto
estacionario o el voltaje final. En este caso, la constante de tiempo de la membrana

se refiere al tiempo requerido para alcanzar el 63% del voltaje final (Isokawa, 1997).

En respuesta a la inyeccion de pulsos de corriente (negativa) hiperpolarizante
0 positiva (despolarizante), la membrana responde hiperpolarizandose o
despolarizdndose, respectivamente. En la mayoria de las neuronas existe una
relacion lineal entre la intensidad de corriente negativa y la hiperpolarizacion. Por el
contrario, en el caso de la inyeccion de corriente positiva, el rango lineal solo es
posible hasta antes del valor de potencial denominado umbral, en el cual se genera
el disparo del PA (ver Seccion 7.1.1.1). La relacién entre la corriente y el voltaje es

la resistencia, en términos biofisicos se denomina: Resistencia de Entrada (Rn).
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7.1.2. Propiedades activas de la membrana y excitabilidad neuronal

7.1.2.1. Disparo repetitivo sostenido (DRS)

El disparo repetitivo ha sido observado practicamente en todas las regiones
del SNC, en las distintas clases de neuronas que lo componen. Esta observacion
ha permitido determinar que existen neuronas que generan PAs espontaneos
(Bean, 2007) y otras en las que el disparo se presenta Gnicamente bajo condiciones
de estimulacién (Kandel y Spencer, 1961). El disparo repetitivo consiste en una serie
de PAs subsecuentes, que pueden tener diferentes intervalos entre si y que son
inducidos por estimulacion presinaptica (Bishop et al., 1953). La respuesta depende
de la clase de neurona y el tipo de estimulacion que reciba, por ejemplo, cuando
algunas neuronas son estimuladas con un pulso supra umbral emiten en respuesta

rafagas de PAs que pueden presentar distintas frecuencias (Miles et al., 2005).

La estimulacién capaz de inducir el disparo de PAs puede ser descrita en
términos fisicos: se le conoce como “reobase” a la cantidad minima de energia
capaz de generar una respuesta arbitraria. En términos biofisicos y para fines de
este estudio, definiremos corriente reobase como: la corriente minima necesaria
capaz de producir un PA (Irnich, 2010). De esta manera, cuando se excede la
corriente reobase (un pulso cuadrado de corriente inyectado a la célula a través del
amplificador), se genera un tren de PAs consecutivos. Al seguir aumentando la
intensidad de la inyeccion de corriente, se observa que el intervalo entre PAs se
acorta y, en consecuencia, la frecuencia de disparo aumenta. A esta relacion entre
la corriente inyectada y la frecuencia se le llama Curva Corriente-Frecuencia (I-F)
(Koch, 2004).

Un tren de PAs producido en respuesta a estimulos de intensidad y duracion
constantes, es denominado Disparo Repetitivo Sostenido (DRS). El DRS se define
como la generacion de mas de un PA en respuesta a un pulso cuadrado de corriente
despolarizante. Este fenémeno se denomina de esa manera porque la rafaga de

PAs se sostiene durante el tiempo que el estimulo es presentado. Esta es una
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caracteristica dependiente del voltaje y no dependiente de transmision sinaptica. En
el SNC se conocen diversos tipos de neuronas que presentan esta propiedad
(Macdonald et al., 1985).

Una de las caracteristicas mas interesante que comparten distintos FAEs
utilizados en la clinica, es su capacidad para limitar el DRS (McLean y McDonald,
1984; Porter y Meldrum, 2015). Este efecto se ha descrito en farmacos con diferente
mecanismo de accion y se propone que contribuye a la accion anticonvulsiva. En
particular, se sabe que las benzodiacepinas (McLean y Macdonald, 1988), la PHT
(McLean y Macdonald, 1983), el Valproato de Sodio (VPA) (McLean y McDonald,
1984), la Carbamazepina (CBZ) (McLean y Macdonald, 1986) y otros FAEs (Norris
y King, 1997) son capaces de limitar el DRS. El efecto de “limitacion del DRS”
consiste en que al aplicar el FAE se induce una reduccién significativa del nimero

de PAs provocados por un pulso de corriente (Porter y Meldrum, 2015).

7.1.2.2. Dinamica del potencial de accion

Al estimular una neurona y alcanzar el umbral de disparo, esta responde con
un cambio dindmico o trayectoria de voltaje estereotipada que refleja las
propiedades de membrana, este fendmeno es llamado Potencial de Accién (PA).
Esta respuesta todo o nada, se origina en el cuerpo celular o cerca del mismo y se
propaga por el axén a una amplitud y velocidad constantes (Koch, 2004). Los PAs
exhiben distintas formas o dinamicas, dependiendo del tipo de neurona que lo
genera. La forma de cada PA individual puede delimitar la frecuencia de disparo
neuronal. Por ejemplo, las interneuronas GABAEérgicas presentan PAs cortos, lo que
les permite disparar a una frecuencia mayor que neuronas piramidales (Bean,
2007). Por su parte, dicha dinamica del PA es modulada por las distintas

conductancias presentes en cada neurona (Storm, 1987).

Una estrategia para el analisis detallado de las propiedades dinamicas de los

PAs es la de graficar la velocidad de cambio en el voltaje (dV/dt, medida en mV/ms)
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contra el potencial de membrana instantaneo en mV (Bean, 2007). Este tipo de
analisis es llamado grafica de fase o phase plot (Jenerick, 1963) y permite una
evaluacion cuantitativa de las propiedades dinamicas del PA (Figura 9). En la grafica
de fase, el PA individual se representa como una curva cerrada de forma irregular.
El punto inicial representa el potencial de membrana (Vm) seguido del umbral de
disparo (deflexion abrupta); en el extremo derecho se representa la amplitud
maxima del PA; y las partes superior e inferior de la curva representan la fase de
despolarizacion y repolarizacion del PA, respectivamente (Figura 9) (Trombin et al.,
2011).
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Figura 9. Andlisis de gréfica de fase del Potencial de Accion. A) Trazo
representativo de un PA individual, con la representacibn de sus
componentes. B) Representacion de gréafica de fase del PA mostrado en el

panel izquierdo, se muestran los componentes respectivos.
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7.2.Justificacién del experimento

En los experimentos previos se demostré que el PPB es capaz de suprimir la
actividad epileptiforme en neuronas piramidales de CAl. El efecto principal es la
reduccion de la frecuencia de PAs de una manera concentracion-dependiente. Sin
embargo, se desconoce si la aplicacion de PPB es capaz de modificar el DRS
provocado por la inyeccion de estimulacion directa (pulso cuadrado de corriente
despolarizante). Tampoco se conoce la causa de la reduccion en la excitabilidad
intrinseca ni los efectos del PPB sobre las propiedades pasivas de la membrana.
Ademas, no existe evidencia que demuestre que la aplicacién de PPB intracelular
tenga un efecto en la viabilidad celular, el PMR, asi como la excitabilidad intrinseca
neuronal. Existe evidencia que el PPB modula conductancias i6nicas en
cardiomiocitos (Ji et al., 2004) pero no hay indicadores de este efecto modulador en

neuronas del SNC.

7.3.Metodologia particular

Se midieron pardmetros que permiten determinar las propiedades pasivas de
la membrana celular en condiciones basales (control) y durante el efecto de PPB a

distintas concentraciones:

e Potencial de Membrana en Reposo o PMR: Cambios en el voltaje
monitoreados cada 5 min durante un periodo mayor a 45 min.

¢ Resistencia de Entrada (Rn): pendiente generada por los 3 puntos formados
por la respuesta en voltaje a pulsos cuadrados de -30, 0 y +30 mV, durante
el estado estable. Los valores de la Rn se expresan en MQ.

e Constante de tiempo de la membrana (tm): definida como el tiempo que tardé

la respuesta, a un pulso negativo, en alcanzar el 63% del voltaje final.

Adicionalmente, se midio el efecto del PPB en los siguientes parametros de

la excitabilidad intrinseca:
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e Corriente Reobase: la corriente minima necesaria en cada célula (a partir de
Su respectivo Vm) para producir un PA.

e Frecuencia de disparo de PAs durante el DRS: se calcul6 el nUumero de PAs
por segundo (Hz) producidos por la inyeccién de pulsos cuadrados de
corriente (desde el Vm y con intensidad creciente de 0 a 450 pA, en
incrementos de 50 pA).

e Post-Potencial Hiperpolarizante (PPH): la amplitud de la repolarizacién que
sigue al tren de disparos y el post-potencial hiperpolarizante que sigue al PA
individual.

e “sag’ activado por hiperpolarizacion y su rebote: inyectando un pulso
hiperpolarizante de 300 pA y midiendo la diferencia entre la amplitud méaxima
y el voltaje en el estado de estabilizacion; el rebote fue medido como la
diferencia entre el voltaje pre-estimulo y la amplitud maxima de la deflexion
positiva al finalizar el pulso de corriente negativa.

e Propiedades cinéticas de PAs individuales: analisis de los graficos de fase
de los tres primeros PAs.

o Amplitud.- diferencia en mV entre el umbral y el pico maximo del
potencial de accién.
o Duracion media.- medida a la mitad de la amplitud.
o Velocidad maxima de ascenso (Vmax).
o Velocidad méaxima de descenso.
e Umbral de disparo del PA: definido como el voltaje en el cual la velocidad de

ascenso alcanza los 20 mV/ms.

Finalmente, con la intencion de corroborar la identidad de las neuronas
registradas por su ubicacion y morfologia, de manera aleatoria se incluyo biocitina

(0.1 %) en la pipeta de registro y se realiz6 una identificacion post-hoc.
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7.4.Resultados

7.4.1. Caracterizacion de las neuronas registradas

Se registraron 159 neuronas localizadas dentro del stratum pyramidale de la
region CA1l del hipocampo. Se presenta el andlisis de 72 de ellas, las cuales
cumplieron con los parametros mencionados en la Seccion 5.2. Las neuronas
registradas en condiciones control tuvieron una Rn de 105.7 £ 5.2 MQ y su PMR fue
de -65.3 + 0.3 mV. Estas caracteristicas van de acuerdo con los datos reportados
en la literatura previa para neuronas de la misma clase (Henze y Buzsaki, 2001;
NeuroElectro, 2016; Tripathy et al., 2015). Ademas, la reconstruccién post hoc de
las neuronas marcadas con biocitina mostré un patrén morfolégico que coincide con
la ubicacion y forma de las neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo
de la rata, como se muestra en la Figura 10 (panel A) (Spruston, 2008; Vladimirov
et al., 2012).

7.4.1. Efecto del PPB sobre las propiedades pasivas de la membrana

En condiciones control, el PMR tuvo un valor de -65.2 £ 2.1 mV y la aplicacion
externa de PPB (200 uM) en el LCRa no produjo cambios en este parametro durante
45 min de monitoreo (-64.7 £ 0.8 mV) (n = 3). Este resultado indica que el PPB no
reduce la excitabilidad a través de la modificacion del PMR (hiperpolarizando las

neuronas).
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Figura 10. Morfologia y PMR de las neuronas piramidales registradas.
A) Ejemplo de una neurona piramidal tipica de la region CAl, la
microfotografia en campo claro fue obtenida a partir de la reconstruccién post
hoc con biocitina. El soma triangular caracteristico se encuentra en el stratum
pyramidale (SP), el segmento inicial del axon y dendritas basales en
direccion al stratum oriens (SO) y las dendritas apicales en el stratum
radiatum (SR). La barra de calibracion corresponde a 50 um. B) Histograma
del nimero de células y el PMR respectivo en condiciones control (n = 75).

7.4.1.1. Resistencia de entrada

La aplicacién de PPB (5 uM, 50 uM, 200 uM, 500 uM y 1000 pM) indujo una
disminucion concentracién-dependiente de la R de las neuronas piramidales, como

se observa en los trazos de la Figura 11 (Paneles A y B). La concentracion de
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1000 pM redujo un 24% (p < 0.01). Los cambios en la Rn producidos por la

aplicacion de PPB a distintas concentraciones se muestran en la Figura 11 y los

valores promedio se resumen en la Tabla 6.

7.4.1.2. Constante de tiempo de la membrana (Ttm)

En condicién control, la constante de tiempo de la membrana tuvo un valor

de 25.1 + 0.6 ms que se redujo al aplicar PPB. Por ejemplo, la concentracién de

1000 pM indujo una reduccién del 22%, como se muestra en la Figura 11 (panel E).

Los cambios en la tTm con las diferentes concentraciones de PPB estan resumidos

en la Tabla 6.
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Figura 11. Propiedades pasivas de la membrana de las neuronas
piramidales de laregion CAl. A) Respuestas a la inyeccion de corriente de
30, 0 y -30 pA por 1000 ms en condiciones control (trazos superiores) y en

presencia de PPB (trazos inferiores) a las concentraciones indicadas.
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B) Promedio de las respuestas en condiciones control (circulos abiertos) y
en presencia de PPB a las concentraciones indicadas en el inserto. C)

Gréfica de barras que muestra el efecto del PPB a distintas concentraciones
en la Ry. D) Resumen del efecto del PPB en la Tn donde se aprecia la

disminucion producida por la concentracion de PPB 200 uM en adelante.
*p < 0.05, ** p <0.01 contra el control, n = 45.

7.4.2. Efecto del PPB sobre excitabilidad intrinseca neuronal

7.4.2.1. Efecto del PPB en la corriente reobase

En condicién control, la corriente reobase obtenida a un Vm de -65 mV, tuvo
un valor de 158.8 + 8.1 pA. La aplicacion de PPB indujo un aumento
concentracion-dependiente. Por ejemplo, con la concentracion de 500 uM la
corriente reobase experimentd un incremento del 120%, como se observa en la
Figura 12. Los efectos del PPB a distintas concentraciones sobre este parametro,

se encuentran resumidos en la Tabla 6.
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Figura 12. El PPB aumenta en la corriente reobase. Gréfica de barras que
resume el efecto de concentraciones crecientes de PPB sobre la corriente
reobase. Notese que para la concentracion de 500 uM fue necesario inyectar
mas del doble de corriente para provocar PAs. ** p < 0.01, *** p < 0.001 en

comparacion con el control, n = 45.

7.4.2.2. Efecto del PPB sobre el Disparo Repetitivo Sostenido
(DRS)

En un grupo de neuronas piramidales se inyectd un pulso cuadrado de
corriente de 450 pA. Esta inyeccion causo un disparo repetitivo que alcanzé una
frecuencia de 27.04 = 1.5 Hz. Posteriormente, se perfundieron concentraciones
crecientes de PPB. El efecto final fue una disminucion de la frecuencia de disparo

de manera concentracion-dependiente. Por ejemplo, la aplicacion de PPB 200 uM
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redujo la frecuencia de disparo en un 77% y la de 500 uM en un 90% (p < 0.001),
como se muestra en la Figura 13 (Paneles Al y A2). Ademas, es importante
mencionar que la concentracion de 1000 uM aboli6 completamente el disparo
neuronal, como se muestra en el panel A3 (p < 0.001). La gréfica
corriente-frecuencia con los efectos del PPB a distintas concentraciones se muestra
en la Figura 13 (Panel B) y los valores resumidos en la Tabla 6.

Mediante una curva concentracion-respuesta se calculé la Concentracion
Inhibitoria 50 (Clso). Para ello se comparoé la frecuencia de disparo en respuesta a
la inyeccion de corriente de 450 pA en condiciones control y en presencia de PPB
a las distintas concentraciones probadas. Los valores fueron normalizados y
graficados en funcion de la concentracion del farmaco. La curva resultante tuvo un
ajuste de r’=0.972 a la sigmoidea derivada de la ecuacién de Hill y arroj6 una
Clso = 127.3 pM, como se observa en la Figura 13 (Panel C).
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Figura 13. Efecto del PPB sobre el DRS de neuronas piramidales de la
region CAl. Al1-A3) Trazos representativos del DRS producido por la
estimulacion con inyecciones de corriente en condiciones control (paneles a
la izquierda) y bajo el efecto de la concentracion indicada de PPB. Cada DSR
es en respuesta a la inyeccion de pulsos cuadrados de corriente de 0 - 450
pA (700 pA en el caso del PPB 1000 uM). Notese que en la concentracion
de 500 uM solo se emite un PA inicial y la de 1000 uM los suprime. B) Grafica
gue representa la relacion Corriente-Frecuencia en condiciones basales
(circulos cerrados) y en presencia de distintas concentraciones de PPB.
Notese el efecto concentracion-dependiente. C) Curva concentracion-
respuesta en la que se grafican los valores obtenidos por la inyeccién de 450
PA en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de PPB. La Clso
resultante fue de 127.3 uM. ** p < 0.01, *** p < 0.001, respecto al control,
n =45.
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7.4.2.3. Efecto del PPB en el “sag” activado por hiperpolarizacién

Una de las conductancias que influye de manera directa la excitabilidad
intrinseca de las neuronas hipocampales (Adams et al., 2009; Hu et al., 2002) y que
también pueden regular las descargas epileptiformes (Albertson et al., 2013), es la
mediada por los canales activados por hiperpolarizacion y modulados por
nucleétidos ciclicos (HCN). Dichos canales son los responsables de la corriente In
en neuronas piramidales de la region CA1l (Maccaferri y McBain, 1996). Esta
corriente puede observarse como un rebote pronunciado y andémalo (también
conocido como “sag” en inglés, cuyo significado es “hundimiento” o “flexion”)
durante la aplicaciéon de un pulso de corriente negativo de alta intensidad. Al
terminar el pulso, se puede observar un “rebote” que lleva a la membrana a un
potencial positivo, en el que se pueden generar PAs. Para determinar si el PPB
podria modificar la excitabilidad neuronal a través de la modulacion de la I, en esta
seccién se midi6 el sag activado por hiperpolarizacién en presencia de PPB. En
primer lugar, se provoco una respuesta con un pulso hiperpolarizante de 300 pA, se
midi6 diferencia entre el pico de la respuesta y el estado estacionario después del
sag, como se muestra en la Figura 14 (Paneles C y D). El andlisis de los resultados
indicd que las distintas concentraciones de PPB no alteraron la amplitud del sag
(Panel E), esta observacion fue corroborada a través de un andlisis normalizado por
célula individual, como se resume en la Tabla 6. Ademas, al comparar la amplitud
del rebote que sigue el pulso hiperpolarizante (Panel F), tampoco se observo efecto

del PPB a ninguna de las concentraciones probadas.
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Figura 14. El PPB no afecta el sag activado por hiperpolarizacion o su
rebote. A-B) Trazos representativos de la respuesta a la inyeccion de pulsos
cuadrados de corriente de -300 a 300 pA en incrementos de 30 pA, en
condicion control (A) y durante el efecto de PPB a una concentracién de
200 pM (B). C-D) Comparacion de la respuesta al pulso hiperpolarizante de
300 pA en condicion control (C) y con PPB (D). E-F) Gréficas de dispersion
qgue ilustran los valores de la amplitud del sag (E) y su rebote (F) en
condiciones control (circulos negros) y con PPB a las concentraciones
indicadas abajo (circulos grises), asi como el promedio sobrepuesto para

cada concentracion (circulos abiertos), n = 45.
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En experimentos adicionales, donde se empleé ZD 7288, un farmaco que
bloquea selectivamente los canales HCN en neuronas. Este bloqueo suprime
selectivamente la corriente In en neuronas piramidales de CA1 (Eslamizade et al.,
2015), es decir que suprime el sag caracteristico como se observa en la Figura 15
(Paneles A y B). Para discernir los efectos del PPB respecto al ZD 7288, se
compararon los efectos de ambos farmacos en la excitabilidad intrinseca neuronal
(n =5). Los resultados indicaron que el ZD 7288 tiene efectos distintos y en algunos
casos opuestos a los del PPB. Por ejemplo, al suprimir el sag con la aplicacion de
ZD 7288 no se observo una reduccion en la frecuencia de disparo (frecuencia
control = 25 £ 4.0 Hz; en presencia de ZD 7288 = 22.2 + 3.2 Hz; p > 0.05), como se
muestra en los trazos de la Figura 15 (Paneles A, B). Sin embargo, la aplicacién de
PPB 200 pM indujo la reduccién de la frecuencia de disparo caracteristica de
4.6 £ 1.0 Hz, como se observa en el Panel F de la misma Figura (p < 0.001). Por
otra parte, la aplicacion de ZD 7288 provoc6 un aumento de la Rn del 52% (p < 0.05)
que experimentd una reduccion al aplicar PPB, como se observa en la Figura 15
(Panel A). Por otro lado, el ZD 7288 no provoco cambios significativos en la reobase
respecto al control (p > 0.05), a diferencia del PPB que indujo un aumento del 45%
con respecto al control (p > 0.05) (Panel B). Estos resultados en conjunto, indican
gue el PPB no modula la activacion de la corriente In de las neuronas piramidales
de CAL.
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Figura 15. El PPB no modula la Iy en las neuronas piramidales de CA1.
A-C) Trazos representativos de la respuesta a la inyecciéon de pulsos
cuadrados de corriente de -300 y 250 pA, en condicion control (A), durante
la aplicacién del bloqueador de la I, ZD 7288 (B) y al afiadir PPB a una
concentracion de 200 uM (C). D-F) Comparacion de los valores normalizados
respecto al control de la Ry (D) y la corriente reobase (E) en presencia de ZD
7288 y al afiadir PPB a la concentracion indicada. F) Frecuencia de disparo
méxima con una inyeccion de corriente despolarizante de 450 pA en
presencia de ZD7288 y al afiadir PPB. * p < 0.05, *** p < 0.001, respecto al
control, n = 5.
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7.4.2.4. Efecto del PPB sobre el Post-Potencial Hiperpolarizante
(PPH)

La frecuencia de disparo neuronal estd determinada en gran parte por la
duracion del Post-potencial Hiperpolarizante (PPH), una repolarizacién membranal
gue se observa inmediatamente después de terminar el PA. Durante el PPH la
probabilidad de que una neurona genere un disparo de manera espontanea es
practicamente nula, ya que se encuentra en un potencial negativo y se encuentran
inactivadas las corrientes necesarias para la despolarizacion que precede un PA. El
PPH tiene varias fases y esta mediado por la activacion de corrientes de K activadas
por Ca?* (Sah, 1996).

Para determinar si la disminucién en la excitabilidad observada en presencia
de PPB, se debia a la modulaciéon del PPH, se midié el PPH en control y en
presencia de PPB. En este caso se midi6 la amplitud del PPH que sigue a un tren
de disparos en respuesta a un pulso cuadrado despolarizante. En la Figura 16 se
muestra el efecto del PPB 200 uM sobre la amplitud de la PPH y en la Tabla 7 se
muestra el valor promedio en condiciones control y durante la aplicacién de las
distintas concentraciones de PPB utilizadas. El andlisis de resultados indicé que la
aplicacion de PPB no modificé significativamente este pardmetro, aun a las

concentraciones mas altas.
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A

10 mVv
100 ms

= Control
PPB 200 uM

200 pA

Figura 16. El PPB no tiene efecto en la PPH post tren de disparos. A)
Trazos representativos de un tren de disparos provocado por la inyeccién de
un pulso cuadrado de corriente de 200 pA en condiciones control (trazo
negro) y durante la aplicacion de PPB 200 uM (trazo gris) (n = 6). B) Inserto
gue muestra la seccién expandida denotada por el recuadro punteado del
trazo en A. Nétese la sobreposicion de ambos trazos que demuestra la falta

de efecto en este parametro.

Ademas, se midi6 la amplitud, la duracion media y el area total que sigue a la PPH
después de cada PA individual. Los cambios en este fendmeno también pueden
modificar la frecuencia de disparo y modificar la excitabilidad neuronal (Sah, 1996).
En la Figura 17 se muestran los trazos representativos, el analisis mostré una
diferencia significativa en el area total del PPH en presencia de 50 uM de PPB
(p < 0.05). Sin embargo, esta diferencia es atribuible al aumento del intervalo que
separa a cada PA individual, ya que la amplitud no presentd diferencias
significativas. Los promedios de cada uno de estos valores se resumen en la Tabla
7.
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= Control
PPB 50 uM

10 mV
100 ms

Figura 17. EI PPB no tiene efecto en la PPH post AP. Trazos
representativos de la PPH que sigue al PA individual en condicion control

(trazo negro) y durante la aplicacion de PPB 50 uM (trazo gris) (n = 8).

7.4.25. Efecto del PPB sobre la dinamica del PA

Durante el DSR se observaron cambios en la dindmica de los PAs sucesivos.
Por esta razon, en el siguiente grupo de experimentos se analizé la dinamica de los
PAs individuales. Se examinaron los PAs evocados por la corriente reobase (1x
reobase) y el doble de dicha corriente (2x reobase). De esta manera se obtuvieron

PAs suficientes para realizar las comparaciones necesarias.

Al inyectar 1x reobase, el umbral de disparo en condicion control tuvo un valor
de -409 £ 0.8 mV y la aplicacion de PPB provocé un aumento
concentracion-dependiente. Como se muestra en la Figura 18 (Panel B), la
concentracion de 50 uM provocé un aumento del 16% en el umbral del primer PA
(p <0.05) y la de 500 uM un aumento del 52% (p < 0.001). En la Tabla 8 se resumen
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los valores promedio en condicion control y en presencia de PPB sobre el efecto en
el umbral de disparo. A continuacion, se comparoé el primer PA en condicidn control
contra el primer PA obtenido con las distintas concentraciones de PPB. El PA control
tuvo una amplitud de 86.4 + 1.2 mV y la concentracion de 500 pM la disminuyd un
22% (p < 0.01). Esta concentracion también disminuy6 la Vmax y la velocidad de
descenso (p < 0.05), sin afectar significativamente la duraciéon media, como se

resume en la Tabla 8.

Debido a que la aplicacién de PPB provoco cambios en los PAs sucesivos,
se compararon los pardmetros dindmicos del primer PA contra el segundo y tercer
del mismo tren de disparo. En condiciones control, la amplitud se mantuvo sin
cambios significativos hasta el octavo PA (ver Figura 18, Panel G1). Notablemente,
las concentraciones de PPB 200 y 500 uM produjeron una reduccién progresiva en
la amplitud de los PAs sucesivos sin afectar de manera importante el primero. Por
ejemplo, la concentracion de 200 pM redujo en un 7% la amplitud del tercer PA
(p < 0.05). ElI mismo efecto se observé en la duracion media, aumentando en el
segundo y tercer PA (55% y 100%, respectivamente; p < 0.05). Ademas, la Vmax del
tercer PA disminuyd en un 19% (p < 0.05). Por otra parte, la velocidad de descenso
de los PAs consecutivos no mostré modificaciones en presencia de PPB. La Tabla

8 resume los hallazgos encontrados con la inyeccion de 1x reobase.
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Con el objetivo de determinar el efecto del PPB sobre la dinAmica de un
namero mayor de PAs consecutivos, se compararon los PAs producidos por la
inyeccion de corriente de dos veces el valor de la corriente reobase para cada célula

(2x reobase).

La comparacion del primer PA en condicion control contra los obtenidos
aplicando PPB a las concentraciones de 200 y 500 puM no arrojo diferencias
significativas en la amplitud, la Vmax ni la duracion media entre los primeros PAs. Sin
embargo, la concentracion de PPB de 500 uM redujo la velocidad de descenso en

un 28% con respecto al control (p < 0.05).

A continuacién, se compar6 el segundo y tercer PA contra el primer PA de
cada rafaga. En condiciones control, sélo se encontraron diferencias en la velocidad
de descenso del segundo y tercer PA (p < 0.05). La aplicacién de PPB (200 y
500 uM) redujo significativamente los cuatro parametros medidos a partir del
segundo PA, como muestra la Figura 18 (Panel A). Es destacable que el mayor
cambio se observo en la Vmax, la cual que se redujo en 46% (p < 0.001). En la Figura
18 (Paneles C-F) se muestran las gréficas de la comparacion de los parametros
dindmicos del PA y el efecto del PPB sobre los mismos, ademas, los valores se

resumen en la Tabla 9.

Para distinguir los cambios provocados en la dindmica del PA por la
aplicacion del PPB, se realizaron las graficas de fase de PAs individuales. Como se
muestra en la Figura 18 (Paneles G1 y G2), la dindmica individual de los PAs en
condicién control es estable. Sin embargo, en la misma Figura Paneles H1 y H2 se
observa que la aplicaciéon de PPB 200 uM indujo cambios progresivos en la dinAmica
individual de los PAs sucesivos (cambios que son mas evidentes en la grafica de
fase, Paneles G2-G3 y H2-H3). Estos resultados sugieren que el PPB induce un
efecto uso-dependiente. En la Tabla 9 se resumen los valores comparativos de los
primeros tres PAs de cada tren de disparos en condicion control y el efecto del PPB
a 200 y 500 pM.
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Figura 18. EI PPB modifica la dinamica del PA e induce un efecto

uso-dependiente. A) Trazos representativos de PAs en condiciones control

(trazo negro) y en presencia de las concentraciones de PPB indicadas por

las flechas (trazos grises). B) Grafica de dispersion que resume los cambios

inducidos por la aplicacién de PPB a distintas concentraciones en el umbral

de disparo. C-F) Graficas que resumen el efecto del PPB en las distintas
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fases que componen el PA: la amplitud (C), duracién media (D), Vmax (E) ¥
velocidad de descenso (F). Notese la disminucion en la amplitud y la Vmax,
principalmente. G1, H1) Trazos representativos del tren de disparos en
respuesta a pulsos despolarizantes en condicién control (G1) y en presencia
de PPB a 200 uM (H1). G2-H3) Andlisis de grafica de fase (phase plot)
generado de los PAs representados a la izquierda en condiciones control
(G2) y en la presencia de PPB (H2). En la magnificacion se observa el efecto
acumulativo que el PPB indujo en la amplitud y Vmax de cada PA sucesivo
(H3) en comparacion con el control (G3). Ademas, se observa un aumento
en el umbral de disparo en cada PA sucesivo, cambio denotado por la
interseccién de la gréafica de fase con la linea punteada gris (20 mv/ms). El
inserto en G2 y H2 muestra los PAs individuales sobrepuestos. Las barras
de calibracién en los insertos de G2 y H2 corresponden a 1.5 msy 10 mV. *
p <0.05, * p<0.01, **p <0.001, n=19.

7.4.2.6. Efecto del PPB aplicado intracelularmente por difusion

En la siguiente serie de experimentos, se buscé determinar si la modulacién
de la excitabilidad neuronal se podria deber a una accién intracelular del farmaco.
Por tal razén, se incluyé PPB 50 y 200 puM en la solucién interna de la pipeta de
registro (n = 3y n = 4, respectivamente). Una vez realizado el sello de la pipeta con
la membrana neuronal, se permiti6 su estabilizacion (y con ello la difusion
intracelular del PPB) y se evalué el disparo neuronal a los 5, 10, 20 y 40 minutos
después de la ruptura del sello. Con respecto a los valores obtenidos previamente,
la aplicacién de PPB a ambas concentraciones no alterd el PMR, ni la frecuencia de
disparo (28.6 + 2.5 Hz). Ademas, al comparar la dinAmica de los PAs consecutivos

tampoco se encontraron diferencias significativas.

Con la finalidad de demostrar que el efecto del PPB se da cuando es aplicado
en el lado extracelular de la membrana, en un grupo de células a las que se les
difundio PPB 200 uM intracelular, fueron adicionalmente expuestas a PPB (200 uM)
disuelto en el LCRa (n = 8). En la Figura 19 se muestran los trazos representativos
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de la aplicacion de PPB por difusién intracelular y la aplicacion en el bafio. Durante

la aplicacion intracelular no se observan los cambios caracteristicos inducidos por

el PPB descritos en la seccion anterior. Por el contrario, el farmaco aplicado

extracelularmente redujo la frecuencia de disparo en un 57% (12.3 + 2.1 Hz;

p < 0.001), como se observa en la Figura 19 (Panel B). En conjunto, estos datos

indican que el PPB ejerce efecto inhibidor de la excitabilidad s6lo cuando es

aplicado en el lado extracelular de la membrana neuronal.
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posterior en el LCRa. A) Trazos representativos de las

respuestas producidas por la inyeccion de 200 y 450 pA en células a las que

se les aplicé PPB (200 uM) intracelular (izquierda). Posteriormente, se les

aplicé PPB (200 uM) en la perfusion extracelular del bafio (derecha). Notese

la ausencia de efecto intracelular y la disminucién en la frecuencia de disparo

con la aplicacién extracelular. B) Grafica que representa la frecuencia de

- L
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disparo en funcion de la corriente inyectada en condiciones control (serie de
experimentos anterior, representados en circulos cerrados), PPB intracelular
(circulos grises) y la aplicacion de PPB extracelular (circulos abiertos).
Notese que la frecuencia de disparo permanece sin cambios cuando se
aplic6 PPB intracelular y la disminucion producida por su aplicacién en el
LCRa. C) Trazos representativos un PA durante la aplicacién intracelular
(trazo negro) y la sobreposicion de trazos de PAs consecutivos durante la
aplicacion extracelular de PPB 200 uM (trazos grises). *** p < 0.001, contra

el PPB intracelular, n = 8.

7.5.Discusién

Los resultados de este experimento concuerdan con la supresion de la
actividad epileptiforme (Capitulo 6). En este caso demostramos que la presencia de
PPB indujo una clara reduccién en la excitabilidad de las neuronas piramidales,
como lo evidencia el incremento significativo en la corriente reobase, haciendo
necesario inyectar una mayor cantidad de corriente conforme se incrementé la
concentracion de PPB. También se observo un incremento en el umbral de disparo,
provocando que las neuronas emitieran PAs a potenciales cada vez mas
despolarizados. Estas dos variables en conjunto, produjeron que las neuronas
fallaran en emitir PAs consecutivos en respuesta a pulsos cuadrados de corriente;
lo cual corrobora el efecto limitante del PPB en el DRS. De hecho, este efecto es
compartido con diversos FAEs, incluyendo la PHT, el VPA y CBZ (Macdonald,
1989). Estos resultados concuerdan con el Unico estudio donde se probé el efecto
del PPB en SN de rana, donde se describié que la aplicaciéon de PPB, a una
concentracion de 1 mM, bloquea completamente la conduccion eléctrica del nervio
periférico aislado; coincidiendo con la concentracion de lidocaina (1 mM) que tuvo
el mismo efecto (Kitamura, 1979); y coincide con la concentracion que aboli6 el
disparo neuronal en el presente estudio. A partir de la concentracion de PPB a

50 uM produjo una disminucion significativa en la frecuencia de disparo.
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Ademas de limitar el DRS, observamos que la aplicacion de PPB ocasion6
una serie de modificaciones en la dindmica de los PAs sucesivos, disminuyendo su
amplitud y Vmax, principalmente. A este efecto caracteristico se le ha llamado
uso-dependencia y consiste en que los PAs de un tren son alterados
progresivamente. El primer potencial de accion permanece sin alteracion, pero cada
PA subsecuente tiene menor amplitud y Vmax. Eventualmente el disparo es
suprimido durante la despolarizacion (Macdonald, 1989). Ademas, la disminucion
de la Vmax es utilizada como indicador de una reduccion en la conductancia de Na*
(McLean y Macdonald, 1988; Naundorf et al., 2006; Strichartz y Cohen, 1978). El
PPB afect6 este parametro de manera importante, efecto que coincide con otros
farmacos como la PHT (Raza et al., 2004), la lidocaina (Capek y Esplin, 1994) y la
tetrodotoxina (TTX) (Elharrar, 1988; Huang et al., 2012; Naundorf et al., 2006).

Dichos compuestos bloquean canales Nav principalmente.

Adicionalmente, no encontramos efecto significativo del PPB sobre los
pardmetros medidos del PPH. La falta de efecto nos indica que el PPB no modula
las corrientes de potasio dependientes de calcio (IKca). Por lo que podemos
descartar que la modulacién de la excitabilidad neuronal por PPB se deba a una

regulacion del PPH, afectando la frecuencia de disparo (Cloues y Sather, 2003).

Los resultados también mostraron que el PPB disminuye la Rn, apoyando la
nocion que el PPB reduce la excitabilidad neuronal limitando la magnitud de los
cambios pasivos del potencial de membrana. Sin embargo, este efecto sélo se
encontré a las concentraciones mas altas, sugiriendo que PPB a concentraciones
mayores podria modular canales ionicos activados cerca al PMR, efecto que
también se ha observado con lidocaina (Schwarz y Puil, 1998) y PHT (Ayala et al.,
1977). Es necesario profundizar en esta observacion, analizando el efecto del PPB
sobre las corrientes de los canales de K* tipo A y M; ya que estas corrientes modulan
la excitabilidad neuronal (Xie et al., 2013). Por otra parte, el PPB redujo la duracion
de la constante de tiempo de la membrana, un parametro utilizado usualmente para
caracterizar la escala de tiempo en la que una neurona particular responde y es

capaz de integrar temporalmente las entradas sinapticas (Holt et al., 1997).
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Resultado que sugiere que las neuronas tienen un menor tiempo para la integracion

de entradas sinapticas excitadoras en presencia de PPB.

La aplicacion intracelular de PPB no afectd ninguno de los parametros
medidos. Este efecto también se ha observado con otros farmacos, particularmente
la PHT, CBZ y lamotrigina (LTG) (Jo y Bean, 2014; Kuo, 1998), y toxinas como la
TTX (Fozzard y Lipkind, 2010), cuyo mecanismo de accion principal es el bloqueo

de canales Nav.

En este objetivo definimos el mecanismo celular por el cual el PPB suprime
la actividad epileptiforme: limitando el DRS de una manera uso-dependiente. Queda
por definir el mecanismo de accién molecular por el que este compuesto ejerce
dicho efecto. En ese sentido, los principales resultados de este objetivo son
consistentes con un posible bloqueo de las corrientes de Na* de inactivacién rapida,
por lo cual decidimos como siguiente objetivo, analizar el efecto del PPB en

diferentes estados funcionales de los canales de Na* dependientes de voltaje (Nav).
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8. EXPERIMENTO 3. Efecto del PPB sobre las corrientes de Na*

8.1.Introduccién

La sefializacion eléctrica controla la contraccion muscular, la secrecion
hormonal, recibir y procesar sefiales ambientales o internas, el procesamiento de
informacion en el cerebro y la generacion de respuestas en tejidos y 6rganos
periféricos (Catterall et al., 2007). Particularmente, la transmision y procesamiento
de informacion en el SN depende, en gran medida, de los canales idnicos
expresados en las neuronas que lo componen. Uno de los avances mas importantes
en la investigacion sobre las bases de dicha comunicacion fue hecha por Hodkin y
Huxley en sus estudios clasicos a principios de la década de 1950, donde por medio
de la técnica de registro de fijacion de voltaje analizaron la generacion y propagacion
del potencial de accién en el axon gigante de calamar (Hodgkin y Huxley, 1952a,
1952b, 1952c, 1952d). Ademas, determinaron las principales caracteristicas
funcionales de las corrientes dependientes de voltaje de Na* y K*. En sus
experimentos describieron las conductancias de Na* dadas por el canal Nav, las
cuales participan en la generacién del potencial de accién neuronal (Purves et al.,
2004).

8.1.1. Estructuray distribucién del canal Nav

Los canales i6nicos forman parte de una gran familia de complejos
macromoleculares insertados en la bicapa lipidica de la membrana, cuya funcién
principal es el control del flujo selectivo de moléculas cargadas (iones) a través de
dicha membrana. En particular, existe una superfamilia de canales idnicos que
abren y cierran poros en respuesta a variaciones pequefias en el voltaje. Se
denominan canales dependientes de voltaje y son los canales de K*, Ca?*, Na*y CI-

(Catterall et al., 2005; Yu y Catterall, 2004). Los canales se denominan en funcién
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de su permeabilidad y selectividad idnica. Las proteinas que conforman el canal de
Na* fueron descritas en la década de 1980 (Catterall, 2014).

La proteina que conforma el canal Nav fue descubierta por métodos de
marcaje con neurotoxinas (Agnew et al., 1980; Beneski y Catterall, 1980). A partir
de estos estudios, se demostré que la estructura de dicho canal consiste en una
subunidad alfa principal, que esta formada por cuatro dominios transmembranales
homaologos (I a IV) que se unen por asas extra e intracelulares. Los dominios estan
compuestos por seis segmentos transmembranales (S1 a S6), donde el S4 actla
como el sensor de voltaje (Payandeh et al.,, 2011). Estructuralmente, el poro
conductor de iones y el filtro de selectividad forman el espacio donde atraviesa el
Na*, porcion que a su vez se encuentra constituida por el asa entre los segmentos
S5y S6 de cada subunidad, los cuales, constituyen la compuerta de activacién que
permite la conduccién de cationes. Cuando esta compuerta es abierta, permite la
entrada de iones de Na* al interior de la célula y farmacos bloqueadores del poro a
la cavidad central (Hille, 1977).

En cuanto a los distintos subtipos de canales Nav, hasta la fecha se han
descrito 9 subtipos, de los cuales el Nav 1.1, Nav 1.2, Nav 1.3 y Nav 1.6 son
expresados principalmente en el SNC. Los canales Nav 1.1 y Nav 1.3 se expresan
principalmente en el soma neuronal, el canal Nav 1.2 se encuentra en axones sin
mielina y dendritas y el subtipo Nav 1.6 se encuentra en axones con mielina y
dendritas (Catterall, 2012). El canal Nav 1.4 se expresa principalmente en musculo
esquelético, el Nav 1.5 en el corazén y musculo esquelético, el Nav 1.7 en SN
periférico y los Nav 1.8 y Nav 1.9 en neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Catterall,
2015; Goldin, 1999).

8.1.2. Estados funcionales

El canal Nav, tradicionalmente, tiene tres estados funcionales que dependen

de cambios conformacionales en la estructura del canal. Particularmente, cuando la
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célula se encuentra hiperpolarizada el canal se encuentra cerrado, es decir no
conduce iones Na*. Cuando se producen despolarizaciones, el dominio sensor de
voltaje 0 S4, como su nombre lo indica sensa y responde a estos pequefios cambios
en el potencial de membrana. Dicha respuesta consiste en un cambio
conformacional que permite el estado abierto del canal, estado también denominado
de activacion (Clairfeuille et al., 2017). La inactivacion del canal Nav ocurre en pocos
milisegundos posteriores a su apertura. Este es otro de los estados no conductores
del canal Nav y se debe al bloqueo de la compuerta del canal por un plegamiento
de la asa hacia el interior de la boca del poro, obstruyendo el flujo de Na* (Armstrong
y Hille, 1998).

8.1.3. Corriente persistente de Na*

Ademas de la activacién e inactivacion completa rapida de los canales Nav,
existe un componente que no se inactiva (Kiss, 2008). Este componente de la
corriente de Na* se ha observado en diversas clases de neuronas centrales y es
llamada corriente persistente de Na* (Inap) (Crill, 1996) y contribuye a la
amplificacion de potenciales sinapticos y facilita el disparo repetitivo (Anderson et
al., 2014; Vervaeke et al., 2006). Esta corriente, a pesar de ser limitada (1% del total
de la corriente de Na*), es capaz de modular la respuesta neuronal, este cambio
puede ser crucial en estados hiperexcitables como es el caso de las crisis
epilépticas (Stafstrom, 2007). Es por ello que la Inap Se ha propuesto como un blanco

de diversos FAEs como la PHT y el riluzol (Niespodziany et al., 2004).

8.2.Justificacion del experimento

Los resultados del experimento anterior y la evidencia previa en
cardiomiocitos indican que el PPB bloguea corrientes de Nay. Hasta la fecha no se

conoce el efecto del PPB en dichas corrientes en neuronas del SNC.

74



Particularmente, se desconoce el tipo de bloqueo que ejerce el PPB en el canal de
Na*, por ejemplo: su posible efecto diferencial en la activacion, la inactivacién o la
recuperacion. Tampoco existe informacion sobre el PPB modificando la corriente

persistente de Na*.

8.3.Metodologia particular

Los experimentos de este objetivo se realizaron en la modalidad de
voltaje-clamp, utilizando un LCRa modificado que contenia (en mM): 125 NaCl, 25
NaHCOs, 1.25 KCl, 1.25 KH2PO4, 1.5 MgClz2, 2.0 CaClz, 10 mM 4-AP, 20 cloruro de
tetraetilamonio (TEA-CI), 16 D-(+)-Glucosa y 200 uM CdClz. Ademas, se utilizdé una
solucién interna modificada que contenia (en mM): metasulfonato de K*, 135; CsCl,
140; MgCl2, 2; HEPES, 10; EGTA, 10; Mg-ATP, 2; con un pH 7.2 - 7.3 ajustado con
CsOH. Se utiliz6 un método descrito previamente para el registro de corrientes de
Na* (Ina) en neuronas piramidales de la region CAl en rebanadas de hipocampo
(Zzhang et al., 2010). Los experimentos de la corriente persistente de Na* se
realizaron con las soluciones estandar descritas en las Secciones 5.1y 5.2.

8.4.Resultados

8.4.1. Efecto del PPB en la amplitud de la corriente de Na*

Se evaluo el efecto del PPB en la amplitud de la Ina, comparando la amplitud
de la corriente generada en condiciones control y en la presencia de PPB (500 puM).
Las células registradas se mantuvieron a -70 mV y se les aplicé un pulso de voltaje
despolarizante hasta un potencial de +30 mV por 20 ms. Los resultados indicaron
gue la presencia de PPB disminuy6 el 46.8 % de la amplitud normalizada (p < 0.01),

como se muestra en la Figura 20 (Panel A). Posteriormente, se realiz6 una curva
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corriente-voltaje con el siguiente protocolo: las células se fijaron a -80 mV y la Ina
fue generada por la aplicacién de pulsos de -70 a +60 mV en incrementos de 10 mV
por 20 ms. El analisis de resultados mostré que el PPB indujo una reduccion
significativa en las amplitudes maximas desde el voltaje de -40 al de +60 mV

(p < 0.001), como se muestra en la Figura 20 (Paneles Ay C) (n =9).

8.4.2. Efecto del PPB en estado de activacidn del canal

Para explorar si el PPB modifica el estado de activacion del canal, se fij6 a
las células a -70 y se aplicaron pulsos despolarizantes de -70 to +40 mV (por 20
ms). Las amplitudes fueron convertidas a conductancia (G) y la conductancia pico
(Gmax) se graficé contra cada potencial de prueba. Las curvas generadas se
ajustaron a la ecuacién de Boltzmann (control r? = 0.9729 y PPB r? = 0.8088). El
andlisis de los resultados arrojo lo siguiente: para el potencial al cual se alcanza el
50 % de activacion en condiciones control fue de -42.58 + 9.7 mV y en presencia de
PPB fue de -38.74 + 1.1 mV (n.s.; p > 0.05). Estos resultados indican que el PPB no
tiene efecto significativo en la dependencia del voltaje de la activacion, aunque hay
que tomar en cuenta la varianza en los datos, como se observa en la Figura 21
(Panel B).
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Figura 20. Efecto del PPB en la corriente de Na*. A) Ejempilo tipico de la
corriente generada en respuesta a la aplicacion de pulsos cuadrados de
voltaje en condiciones control (trazo superior) y posterior a la aplicacion de
PPB 500 uM (trazo inferior). B) Corriente de Na* normalizada donde se
aprecia la disminucion significativa de la corriente entrante producida por la
aplicacion de PPB. C) Curva corriente-voltaje en condiciones control
(circulos cerrados) y en presencia de PPB (circulos abiertos). ** p < 0.01,
contra el control, n = 9.

8.4.3. Efecto del PPB en el estado de inactivacion del canal

La inactivacion del canal se midi6 fijado a las células a -70 mV y aplicando
un protocolo de doble pulso, el primero para inactivar los canales y el segundo para
cuantificar la fraccion de canales que no fueron inactivados por el primero, como se
observa en la Figura 21 (Panel A). Se graficaron los valores normalizados en funcién
del prepulso condicionante y se ajustaron a la ecuacion de Boltzmann (control
r> = 0.95y PPB r? = 0.91). El voltaje al cual el 50 % de la fracciéon de canales se
encuentra disponible en condiciones control fue -44.2 £ 0.4 mV y el PPB provocé un
corrimiento hacia valores hiperpolarizados, colocando el valor en -47.01 £ 0.4 mV,

como se puede observar en la Figura 21 (Panel B) (p < 0.01).
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Figura 21. Efecto del PPB en la activacion, inactivacion y recuperacioén
del canal Nay. A) Trazos de corriente representativos de la cinética de
inactivacion en condiciones control (trazo superior) y en presencia de PPB
(trazo inferior). B) Gréfica de dispersion que muestra la amplitud corriente
pico normalizada (eje izquierdo; circulos) y la conductancia maxima
normalizada (eje derecho; cuadrados). Cada punto en la grafica corresponde
la media y E.E. y fueron adquiridos en el potencial de mantenimiento (eje
horizontal). C) Trazos de corriente representativos de la recuperacion de la
inactivacion del canal. Dichos trazos fueron obtenidos por un protocolo de
doble pulso variando del intervalo del segundo pulso. D) Grafica que resume
la curva de tiempo de recuperacion de la corriente de Na* en condiciones
control (circulos cerrados) y en presencia de PPB (circulos abiertos). Notese
que el PPB indujo un marcado enlentecimiento de la recuperacion de la

inactivacion del canal (n = 9).
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8.4.4. Efecto del PPB en larecuperacion de la inactivacion

También, se midi6 el efecto del PPB en la recuperacion de la inactivacion del
canal. Para ello, se aplicaron dos pulsos de igual magnitud donde se varia el tiempo
entre los ambos (2 - 36 ms en incrementos de 2 ms). Un ejemplo del protocolo
utilizado y los trazos generados en respuesta al mismo se puede ver en la Figura
21 (Panel C). En condiciones control, la recuperacion total de la inactivacion tuvo
una duracion de 28.4 ms en promedio, el PPB indujo un retardo en la recuperacion
causando que a los 36 ms solo el 60 % de los canales se encontraran disponibles

como se puede observar en la Figura 21 (Panel D).

8.4.5. Efecto del PPB sobre la corriente persistente de Na*

Finalmente, medimos el efecto del PPB sobre la corriente persistente de Na*
(Inap). Esta corriente se produce experimentalmente inyectando rampas lentas de
voltaje y es detectada como una corriente entrante que ocurre aproximadamente a
10 mV positivos del PMR. Para esta serie de experimentos se realizé el siguiente
protocolo de estimulacion: fijando las células a -65 mV y aplicando una rampa lenta
de voltaje (20 mV/s) de -98 a -28 mV, para generar la corriente de Na* persistente
(Inap) (Yamada-Hanff y Bean, 2013). La rampa de voltaje revel6 una corriente
entrante alrededor de los -60 mV, dicha corriente alcanzé un pico maximo de
-110.4 £ 7.5 pA (cercano a -40 mV), como se observa en la Figura 22 (Panel A).
Cuando el PPB (200 uM) fue aplicado, se observé que la corriente entrante fue
eliminada y se convirtié lineal, alcanzando un valor de 101.1 + 23.8 pA a -45 mV,
trazo gris en el Panel A (n=7; p<0.001). Ademas, la rampa lenta de voltaje provoco
corrientes de accidén en un grupo de neuronas (n = 7), las cuales fueron suprimidas
por la aplicacién de PPB 200 uM, como se observa en la Figura 22 (Paneles D y E)
(p < 0.001).
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Figura 22. Efecto del PPB en la Inar. A) Ejemplo tipico de la corriente
generada en respuesta a la aplicacion de una rampa lenta de voltaje
(20 mV/s; de -98 a -28 mV) en condiciones control (trazo negro) y posterior
a la aplicacion de PPB 200 pM (trazo gris). Se aprecia la disminucion
producida por la aplicacién de PPB de la corriente entrante. B-C) Diferencia
aritmética de corriente de (A) y promedio de la diferencia de corriente de
todas las neuronas registradas (C). D) Trazo representativo de las corrientes
de accion producidas por la rampa lenta de voltaje en condiciones control
(trazo negro) y durante la aplicacion de PPB. Notese que el PPB abolio las
corrientes de accion. E) Promedio de la frecuencia de corrientes de accion
(circulos cerrados) y por neuronal individual (circulos grises) en condiciones

control y durante la aplicacion de PPB. *** p < 0.001, contra el control, n = 9.



8.5.Discusién

En este dltimo grupo de experimentos se demostré que el PPB bloquea las
corrientes de Na* de inactivacion rapida en neuronas piramidales. Nuestros
resultados corroboran las predicciones computacionales del efecto anticonvulsivo
del PPB (Talevi et al., 2007) y respaldan el efecto atenuador de la actividad
convulsiva encontrado en experimentos in vivo (Santana-Gomez et al., 2017).
Ademas, coincide con la demostracion de que algunos parabenos modulan canales
i6nicos (Inoue et al., 1994), y en particular el PPB inhibe canales de Na* en
cardiomiocitos aislados (Ji et al., 2004).

El PPB ejerce un efecto de reduccion de la excitabilidad neuronal similar al
producido por FAEs y anestésicos locales. Dicho efecto es el enlentecimiento de la
recuperacion de la inactivacién del canal y con ello la uso-dependencia (Hille, 1977).
Se ha demostrado que la PHT, LTG y CBZ comparten este mecanismo de accion
(Colombo et al., 2013; Kuo, 1998; Lang et al., 1993; Willow et al., 1985). Mecanismo
que ha sido propuesto como el responsable del efecto anticonvulsivo de diversos
FAEs (Rogawski y Loéscher, 2004). Lo anterior explica el efecto atenuador de la
actividad convulsiva observado in vivo y también podria explicar la ausencia de
efecto cuando se combina PPB con otros FAEs cuyo mecanismo de accién también
es el blogueo de canales de Nav. Lo anterior debido a que se ha propuesto una
mayor efectividad al combinar FAEs con distinto mecanismo de accion ya que no
compiten por el mismo sitio de accién y/o sus efectos son mayores al tener acciones

en otros blancos terapéuticos (Deckers et al., 2000).

Las concentraciones mas altas probadas en este experimento ejercieron un
bloqueo ténico, reduciendo la amplitud de la corriente de Na* (Ragsdale et al.,
1991), lo cual puede explicar la supresion del disparo neuronal. Ademas, las
concentraciones intermedias provocaron un bloqueo uso-dependiente, de esta
manera restringiendo los canales disponibles (prolongando el periodo refractario)

para el disparo repetitivo (Courtney, 1975; Hille, 1977). Resultados que también
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explican los cambios progresivos en los PAs consecutivos observados en el

experimento previo (ver Seccion 7.4.2.5).

El efecto en la Inar indica que el PPB también disminuye la excitabilidad
neuronal reduciendo la amplitud de esta corriente entrante. Este efecto puede
explicar la disminucion de la frecuencia de disparo en respuesta a la inyeccion de
corriente y, de igual importancia, la supresion de la actividad epileptiforme. Ademas,
el PPB comparte con el riluzol (farmaco neuroprotector y bloqueador especifico de
la Inap) este mecanismo de accion, resultado que puede explicar el efecto

neuroprotector encontrado in vivo (Santana-Gomez et al., 2017).

El efecto del PPB en la transicion del canal de inactivo a recuperado, es
similar a que ejerce la PHT. Esto sugiere que el PPB podria inducir un cambio
conformacional en el canal que interfiere con la particula de inactivacion,
minimizando la entrada de Na* (Kuo y Bean, 1994); o alterando el movimiento del
sensor de voltaje, lo que afecta el desarrollo de la recuperacion del estado inactivo
(Capes et al., 2013).
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9. Discusion y conclusiones generales

En el presente estudio se demostré que un parabeno induce un efecto
relevante en el SNC de mamiferos en un modelo in vitro. Dicho efecto se observo
en neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo de ratas. Los resultados
demuestran que el PPB: 1) suprime la actividad epileptiforme y reduce la actividad
sinaptica; 2) limita el DRS y disminuye la excitabilidad intrinseca; 3) bloquea el canal
de Na*, facilitando el estado inactivo y retardando la recuperacion del estado

inactivado.

La epilepsia es un trastorno neurolégico que se caracteriza por
hipersincronizacion de poblaciones neuronales como resultado de un desequilibrio
entre la inhibicion y la excitabilidad (McCormick y Contreras, 2001). La mayoria de
los FAEs convencionales reducen dicho desequilibrio (Loscher et al., 2013). En ese
sentido, la aplicacion de PPB suprime la actividad epileptiforme y disminuye la
actividad sinaptica espontanea en el modelo in vitro, lo que puede explicar las
evidencias previas descritas in vivo, donde el PPB indujo una disminucion de la

excitabilidad hipocampal (Santana-Gémez et al., 2017).

Los resultados obtenidos en el Experimento 1 (Capitulo 6) mostraron que el
PPB disminuy6 significativamente el nimero de PAs hasta su supresion total a la
concentracion de 500 pM. Adicionalmente, se mostré que el efecto del PPB es
reversible, lo cual indica que la inhibicion de la actividad epileptiforme inducida por
este farmaco no es consecuencia de efectos toxicos en las neuronas piramidales, a

las concentraciones y tiempo probados en este experimento.

El efecto inhibitorio en la actividad epileptiforme inducido por el PPB, también
podria deberse a sus efectos en blancos terapéuticos diversos. Uno de los blancos
podria ser el receptor a estrogenos, ya que se ha demostrado que el PPB actua en
ellos con baja afinidad (Routledge et al., 1998). Se sabe que los estrégenos pueden
modificar la excitabilidad intrinseca neuronal (Woolley, 2007) y suprimir la actividad
epileptiforme en cultivos neuronales pretratados con 17B-estradiol (Zhang et al.,

2015). Aunque existen reportes indicando que el 17p-estradiol incrementa la
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excitabilidad de neuronas del nacleo predptico (Zhang et al., 2015), efecto contrario
al encontrado en el presente estudio.

Por otra parte, la disminucién de los EPSPs durante la actividad epileptiforme
sugiere que el PPB ejerce un efecto presinaptico, reduciendo la probabilidad de
liberacibn de neurotransmisores en sinapsis excitatorias, y contribuyendo a la
disminucidén de la excitabilidad neuronal (Yonekawa et al., 1995). Esta idea es
apoyada por experimentos in vivo realizados en el laboratorio que indican que la
administracion de PPB revierte el incremento en la liberacién de glutamato en el
hipocampo de ratas durante el SE inducido por litio-pilocarpina (Santana-Gémez et
al., 2017).

Estudios previos indican que la PHT no es capaz de suprimir la actividad
epileptiforme (Briickner et al., 1999; Briickner y Heinemann, 2000; D’Antuono et al.,
2010) y el PPB tuvo un efecto mayor. Lo anterior permite sugerir que, en
comparacion a la PHT, el PPB es mas eficaz en reducir la actividad epileptiforme
inducida por 4-AP in vitro. Es importante mencionar que la concentraciéon de PHT
utilizada en el presente estudio, equivale a la concentracion terapéutica reportada
en LCR vy tejido cerebral (Kohling, 2002). Adicionalmente, la baja solubilidad de la
PHT dificulta la aplicacion de concentraciones mas altas, por lo que no fueron

probadas.

Por otro lado, se sabe que el PPB se encuentra en los excipientes de
diversos farmacos relevantes (Gelb et al., 1992; Kitamura, 1979), incluyendo drogas
antiepilépticas como CBZ, Levetiracetam, Oxcarbazepina, Pregabalina, Rufinamida
y Valproato de Sodio (EU Pharmaceutical Informations, 2015; European Medicines
Agency, 2014; Novartis, 2010, 2016; Sanofi, 2013). Con base en los resultados
obtenidos en el presente trabajo, es posible que la presencia de PPB en
preparaciones comerciales de ciertos farmacos antiepilépticos aumente el efecto de
estos ultimos. Por lo anterior, se considera importante realizar estudios adicionales
para comprobar esta idea y disefiar combinaciones terapéuticas que induzcan

efectos antiepilépticos mas efectivos y con menos efectos adversos.
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Tomando en cuenta que el PPB suprimio la actividad epileptiforme producto
de la aplicacion de 4-AP, en el Experimento 2 (Capitulo 7) de este trabajo se
determind el efecto del PPB en el DRS y la excitabilidad intrinseca. Como se
conoce, las neuronas piramidales emiten PAs en respuesta a la inyeccion somatica
de corriente. La aplicacion de PPB indujo un aumento en la cantidad de corriente
necesaria para producir PAs, efecto que confirma el aumento en el umbral post-
descarga observado in vivo (Santana-Gomez et al., 2017). Ademéas, a mayor
cantidad de corriente inyectada existe un aumento de la frecuencia de disparo, en
cambio, la aplicacion de PPB provocé una reduccion significativa de este parametro.
En el mismo sentido, nuestros resultados indicaron que al igual que otros farmacos
antiepilépticos y anestésicos locales con diferente mecanismo de accion
(Macdonald, 1988; McLean y Macdonald, 1988; Schwarz y Puil, 1998), el PPB
también es efectivo para limitar el DRS. Este resultado explica la reduccion
progresiva del numero de PAs observada durante la actividad epileptiforme.
Conjuntamente, la reduccibn de la excitabilidad intrinseca contribuye
significativamente a la disminucidén en la sobre-excitabilidad del hipocampo. En
particular, se sabe que esta estructura cumple un papel importante en la
patogénesis de la epilepsia, ya que las crisis tienden a originarse en ella para
propagarse a otras estructuras cerebrales (Quesney, 1986; Rutecki et al., 1989). Es
posible inferir que la aplicacion de PPB, al inhibir los disparos neuronales, limita la
propagacion de la actividad a otras regiones cerebrales. De igual importancia, la
excitabilidad intrinseca neuronal influye en la transformaciéon de estimulos
subumbral en PAs y la aplicacion de PPB limita las despolarizaciones membranales
gue favorecen la apertura de canales dependientes de voltaje, que, a su vez
contribuyen a la muerte neuronal por excitotoxicidad (Dougherty et al., 2012). Por
esta razon, el PPB tiene un efecto neuroprotector en modelos in vivo. Otra evidencia
gue apoya los resultados encontrados in vivo encontrados en el laboratorio
(Santana-Gomez et al., 2017), es la reduccién significativa del nimero y amplitud
de EPSPs producida por el PPB durante la actividad epileptiforme. Lo anterior indica

que es capaz de estabilizar la membrana presinaptica, previniendo la liberacion de
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neurotransmisores excitatorios, particularmente el glutamato. Efecto que comparte

con FAEs de uso comun (Upton, 1994).

Por otra parte, encontramos que el PPB también afecta la dinamica de los
PAs individuales. Los efectos se asemejan a los producidos por farmacos
bloqueadores del canal de Na* como la TTX (Naundorf et al., 2006), PHT (McLean
y Macdonald, 1983), Lidocaina (Schwarz y Puil, 1998), CBZ (McLean y Macdonald,
1986a). En este sentido, encontramos cambios por el PPB principalmente en la Vmax
del PA, este parametro es utilizado como indicador de la entrada de Na* (Capek y
Esplin, 1994; McLean y Macdonald, 1986b; Strichartz y Cohen, 1978). Ademas, los
cambios en los PAs sucesivos indican un bloqueo uso-dependiente, esto es
evidente al comparar la Vmax del primer potencial de accién con el segundo y el
tercero, etc. Estos cambios indican que existe una disminucion progresiva de los
canales de Na* disponibles para cada PA sucesivo (uso-dependencia). El aumento
en el umbral de disparo y la disminucién de la amplitud de los PAs sucesivos en

presencia de PPB también apoyan esta idea (Figura 18).

Al aplicar intracelularmente el PPB, no se observo la reduccién en la
excitabilidad que se induce cuando se aplica el compuesto en el lado extracelular.
Esta caracteristica es compartida con farmacos antiepilépticos usados comunmente
como la PHT, LTG (Kuo, 1998) y CBZ (Jo y Bean, 2014). Adicionalmente, las
neuronas a las que se les aplicé el PPB intracelular, permanecieron vivas y sin
cambios asociados a degeneracion celular por mas de 40 min de registro. Este
resultado muestra que el farmaco no produjo toxicidad, aun aplicando
intracelularmente a una concentracion de 200 pM. Esta ausencia de efecto es
importante, ya que revela que el PPB no produce la disminucion en la excitabilidad
por una interaccién con componentes citoplasmaticos de las neuronas registradas
(al menos por la exposicidbn aguda). Para corroborar el efecto extracelular, se
perfundid PPB extracelularmente a las mismas neuronas y se observo el efecto

caracteristico previamente descrito.

Los resultados previos sugieren un bloqueo de canal de Na*, este efecto ha

sido descrito anteriormente en cardiomiocitos (Ji et al., 2004). Por ello, se realiz6 el
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Experimento 3 (Capitulo 8) donde se determind el efecto del PPB en las corrientes
de Na* en neuronas piramidales. Los resultados demostraron que el PPB a altas
concentraciones (500 y 1000 uM) bloquea tonicamente el canal de Na*, lo que
podria disminuir en gran medida la amplitud de la corriente entrante necesaria para
la generacion de PAs. Este hecho explica la supresion de la actividad epileptiforme
y la abolicion de los PAs en respuesta a inyecciones de corriente de més de 700 pA
(Figura 8 y Figura 13, respectivamente). También se encontré que el PPB facilita la
inactivacion del canal, aumentando la fraccién de canales inactivos en potenciales
mas hiperpolarizados (Figura 21). Cuando la neurona emite un PA, la facilitacion de
la inactivacion de los canales de Na* dependiente de voltaje provocada por el PPB
reduce la cantidad de canales disponibles para el siguiente PA. Factor que explica
el aumento de la corriente reobase y el aumento en el umbral de disparo. Al analizar
las corrientes de ventana, se hace evidente que la aplicacién de PPB reduce en un
75 % la fraccion de canales disponibles. Finalmente, el efecto mas prominente del
PPB fue un retardo significativo en la recuperacion de la inactivacion del canal,
enlenteciendo la transicion del estado inactivo al estado disponible para su apertura.
El mecanismo propuesto es el siguiente: cuando la neurona emite un PA, el PPB
enlentece el proceso de recuperacion de la inactivacion, provocando una reduccién
de la fraccion de canales disponibles para el siguiente PA, factor que explica el
efecto uso-dependiente del PPB. Dicho efecto modifica principalmente los PAs
consecutivos, hasta que el efecto es tal que la neurona deja de emitir PAs debido a
gue la neurona permanece en estado refractario. Como puede inferirse, este efecto

explica la reduccion de la frecuencia de disparo encontrada en el Experimento 2.

Por otro lado, estd permitido el uso de 0.1 % de PPB en distintas
preparaciones farmacéuticas administradas por via oral o piel (Sasseville, 2004;
Soni et al., 2001), de hecho, esta concentracién equivale a 5.55 mM. La
concentracion maxima que utilizamos para el presente estudio fue de 1 mM (5 veces
menor), la cual abolid totalmente el disparo neuronal; de la misma manera, la
concentracion de 500 pM suprimi6 la actividad epileptiforme. La concentracion de
exposicidn maxima en humanos es 5 veces mayor a la que se utilizd en el presente

trabajo. Por estas razones, las concentraciones empleadas en este estudio son
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relevantes. Sin embargo, en el presente estudio no se probé la concentracion de
5 mM, pero es posible que el efecto de 5 mM sea todavia mayor y/o tenga efecto en
otros canales u otros blancos celulares (sin descartar su posible efecto toxico). De
igual importancia, se sabe que la exposicion a PPB en humanos es considerable,
ya que se puede encontrar como conservador en una amplia variedad de productos;
ademads, su produccion generalizada hace que se pueda encontrar presente en
aguas superficiales, suelo y algunas especies de peces (Btedzka et al., 2014; Olmo
et al., 2015; Tavares et al., 2009). Por lo anterior, es necesario tomar en cuenta la
sumatoria de la exposicidn a este compuesto en alimentos, medicamentos, articulos
de tocador, etc., lo que puede provocar concentraciones altas en humanos.
Especialmente, hay que tomar en cuenta la presencia de PPB como conservador
en preparaciones comerciales de FAEs y sumar la exposicién al compuesto en otros

productos y el ambiente.

En el presente estudio se describieron los efectos electrofisiolégicos, en
neuronas piramidales, de un compuesto con potencial anticonvulsivo. Los
resultados demuestran que la aplicacion de PPB tiene efectos inhibidores de la
excitabilidad neuronal, respaldando dicho potencial anticonvulsivo. Las técnicas
computacionales ofrecen rapidez y economia para proponer farmacos con
potencial. Sin embargo, es necesario probar dichos farmacos en sistemas
biologicos y en diferentes modelos. Al probar los efectos electrofisiologicos de
dichos compuestos, podemos corroborar su efecto de manera directa y con modelos
establecidos, ahorrando afios de investigacion y recursos. Ademas, este compuesto
se encuentra aprobado por la FDA, con ello en cuenta, es posible disefar
combinaciones de farmacos anticonvulsivos y PPB que aumenten su eficacia y
disminuyan sus efectos secundarios. La mayoria de los pacientes con epilepsia
obtienen control satisfactorio de sus crisis con el tratamiento de FAEs convencional,
sin embargo, alrededor del 30 - 40 % de ellos manifiesta farmacorresistencia. Es
por ello que es necesario el desarrollo de nuevos farmacos que contribuyan al
tratamiento efectivo. Por ello, los resultados del presente estudio apoyan el uso

potencial del PPB como farmaco anticonvulsivante.
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10. PERSPECTIVAS

En este estudio demostramos que el PPB bloquea corrientes de Na* en
neuronas, sin embargo, es necesario estudiar el efecto de diferentes
concentraciones en otros canales y otros blancos celulares. Del mismo modo,
proponemos comprobar si el PPB es efectivo para suprimir la actividad epileptiforme
in vitro inducida por otros modelos (por ejemplo, animales epilépticos, modelo de
pilocarpina, bloqueo GABAérgico, etc.), ya que cada modelo tiene caracteristicas
propias complementarias. Asimismo, consideramos conveniente estudiar la
efectividad de diversos FAEs suprimiendo la actividad epileptiforme en comparacion
con la del PPB.

Nuestros resultados demuestran que la disminucion en la excitabilidad
producida por el PPB, no es intracelular. Por lo anterior, proponemos hacer estudios
de docking con el canal de Na*, para distinguir el sitio posible de interaccion del
PPB. Ademas, se puede aplicar junto con otros bloqueadores de canal de Na*y

determinar si compite por el mismo sitio de accién o su efecto es aditivo.

Otra de las perspectivas que este trabajo abre, es la de estudiar el efecto del
PPB en la liberacion de glutamato y GABA. Con ello determinar si tiene un efecto
pre o post-sinaptico. Adicionalmente, evaluar el efecto del compuesto en las
distintas poblaciones de neuronas en el hipocampo (interneuronas, neuronas
granulares del GD, neuronas piramidales de CA3, etc.), ya que cada tipo neuronal
juega un papel distinto, tanto en el procesamiento y transmisién de la informacion,

como en la fisiopatologia de la epilepsia.

Debido a que se hicieron registros de neuronas individuales, es necesario
evaluar el efecto de esta molécula en poblaciones neuronales (registros de campo
en rebanadas), en LCRa normal y durante la induccion de actividad epileptiforme.
La informacién obtenida confirmara el potencial anticonvulsivo del PPB a nivel del
circuito hipocampal. Esta aproximacion, adicionalmente permite registros de varias
horas, lo que es de especial importancia para evaluar el efecto a un plazo de mayor

duracion que el utilizado en el presente estudio.

89



Finalmente, proponemos caracterizar las concentraciones cerebrales del
PPB después de ser administrado a través de diferentes vias sistémicas,
informacion que no existe hasta el momento. Esto nos permitiria definir con
precision el efecto inhibitorio directo en el SN dependiendo de la dosis administrada,

y con ello, definir dosis terapéuticas efectivas.

Ya que el bloqueo de canales de Na* es un mecanismo de accion compartido
por diversos farmacos, como los anestésicos locales, los antiarritmicos y

anticonvulsivos, seria pertinente evaluar su uso potencial para cada caso particular.
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Virtual screening methodologies predicted anticonvulsant activity of PPB that was confirmed in vivo.
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that act on sodium channels, PPB acts in a use-dependent manner.
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1. Introduction

Propylparaben (PPB) is an alkyl ester of p-hydroxybenzoic acid
commonly used as an antimicrobial preservative in foods, drugs,
and cosmetics. Due to its extensive use for more than 70 years,
pharmacological and toxicological characteristics of PPB are
constantly reviewed (Aalto et al, 1953; Soni et al.,, 2001). Acute
toxicity studies indicate that PPB is not significantly toxic,
mutagenic, or carcinogenic (“Final Report on the Safety Assess-
ment of Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, and Butyl-
paraben,” 1984). However, some studies have shown that parabens
bind to estrogen receptors, exerting disrupting endocrine effects
(Chen et al,, 2007; Routledge et al., 1998). The information of the
adverse effects of parabens, conflicting results and some contro-
versial issues, is available elsewhere (Bledzka et al., 2014; Olmo
et al,, 2015; Tavares et al., 2009).

In addition, it is well known that other parabens, including
Methyl- and butylparaben inhibits Ba®>* and K* currents in PC-12
cells (Inoue et al,, 1994). In contrast, little is known about the

* Corresponding author at: Departamento de Farmacobiologia, Cinvestav Sede
Sur, Calz. Tenerios No. 235, Col. Granjas Coapa, México City, 14330, Mexico.
E-mail address: ejgalvan@cinvestav.mx (EJ. Galvan).

http://dx.doi.org/10.1016/j.neurc.2016.09.019
0161-813X/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

effects of PPB on ion channels. For instance, PPB induces K" efflux
on bacterial membranes (Bredin et al., 2005). This effect has been
ascribed to a possible modulation of the mechanosensitive K*
channels (Nguyen et al., 2005). In rodents, the oral administration
of PPB was reported to induce ataxia, paralysis and deep
depression comparable to the effects of anesthesia (Matthews
et al, 1956). In another study, the effect of parabens used as
preservative of local anesthetics preparations demonstrated that
PPB {1 mM) blocks the electrical conduction on isolated peripheral
nerve (Kitamura, 1979). Lastly, PPB reversibly blocks voltage-gated
sodium channels of rat cardiomyocytes in a concentration- and
voltage-dependent manner (Ji et al., 2004).

The modulation of voltage-dependent currents suggests that
parabens, including PPB, modify the excitability of central nervous
system neurons. For example, by using a virtual screening
methodology, a study successfully predicted the anticonvulsant
activity of PPB, which was confirmed with a maximal electroshock
stimulation test (Talevi et al., 2007).

Although the evidence above indicates that parabens exert
modulatory activity on ion channels, there is no information
available of the effects that PPB might exert on the electrophysio-
logical properties of neurons in the central nervous system,
Therefore, in the present study, we examined the effects of PPB on
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the voltage-gated Na* channels, neuronal excitability and passive
membrane properties of CA1 neurons on acute hippocampal slices.
We demonstrate that PPB evokes a significant concentration-
dependent decrease of the neuronal excitability by blocking
voltage-gated sodium channels, a mechanism that might explain
the anticonvulsant and neuroprotective effect exerted by this
relevant paraben.

2. Methods
2.1. Experimental procedures

Animal use was in accordance with the Mexican Official Norm
for utilization and care of laboratory animals “NOM-062-Z00-
1999” and approved by the local Ethics Committee (Cinvestav-IPN).
Wistar rats {28 days old) were deeply anesthetized with 50 mg/kg
pentobarbital ip. decapitated, and their brains were quickly
removed and placed in ice-cold (4° C) sucrose slicing solution
containing the following composition {inmM): 210 Sucrose, 2.8
KCl, 2 MgS0,, 1.25 NayHPO,4, 25 NaHCO3, 1 MgCly, 1 CaCl; and 10

p-(+)-Glucose, Transverse hippocampal slices (385 pwm thick)
obtained with a Vibratome (Leica, VI'1000 S, Nussloch, Germany)
were incubated for 30 min at 30° C and then stabilized for at least
1h at room temperature in a solution containing {(inmM): 125
Nacl,

2.5 KCl, 1.2 Na2HPO4, 25 NaHCO3, 4 MgCl2, 1 CaCl2 and 10 b-
(+)-Glucose. Slices were transferred to an immersion recording
chamber placed on an upright microscope (Nikon ECLIPSE FNT1,
Nikon Instruments, USA), equipped with infrared differential
interference contrast (DIC) video camera. The slices were super-
fused at a rate of 4-6 ml/min with bubbled ACSF and heated to 30
—33° C during the recordings. The composition of the standard
artificial cerebrospinal fluid (ACSF) was (in mM); 125 Nadl, 3 Kcl,
1.25 NayHPQO,, 25 NaHCOs, 2 MgCl,, 2 CaCl, and 10 p-(+)-Glucose.
The ACSF was continuously bubbled with 95% 0,-5% CO, carbogen
mixture. The total exchange of solution in the recording chamber
was complete within ~2.5 min,

To isolate the sodium currents, a modified ACSF containing (in
mM): 125 NacCl, 25 NaHCO,, 1.25 KCl, 1.25 KH;PO,, 1.5 MgCl,, 2.0
CaCl,, 10 4-Aminopyridine (4-AP), 20 Tetraethylammonium
chloride (TEA-CI), 16 p-(+)-Glucose and 200 M CdCl, (Zhang
et al., 2010) was used instead. PPB was prepared daily, dissolved in
DMSO and deionized water as a stock solution. DMSO volume
diluted in ACSF did not exceed 0.04% of total volume, and the
preparation was bath applied using a peristaltic pump.

2.2. Electrophysiology

Pyramidal neurons located in the stratum pyramidale of CAl
were identified based on size and shape. The whole-cell recordings
were obtained using an Axopatch-1D amplifier (Molecular Devices,
USA). Patch pipettes (4 — 8 M{)) were back-filled with an internal
solution containing (in mM): 135K*-gluconate {substituted with
135 Methanesulfonate K for the Iy,p experiments), 10 KCl, 5 NaCl,
10 HEPES, 1 EGTA, 2 Mg?*-ATP, 0.4 Na*-GTP, and 10 Phosphocrea-
tine, buffered to pH 7.2 — 7.3 with KOH. For the isolated sodium
currents experiments, the patch pipettes had a resistance of 7-10
MW when backfilled with a solution containing (in mM): 140 CsCl,
2 MgCl,, 10 HEPES, 10 EGTA, 2 Mg-ATP, buffered to pH 7.2-7.3 with
CsOH. In some experiments, biocytin {(0.15%) was added to the
pipette solution to allow subsequent identification of the recorded
neurons based on morphology. In a set of experiments, PPB {50 and
200 wM) was included in the intracellular pipette solution. The
inclusion of PPB to the patch pipette yielded no changes in the
intracellular solution osmolarity.

The Membrane potential (Vy,) of the recorded cells was set to
—65mV by injecting DC current when needed. Series resistance
(10-15 M£)) was continuously monitored, and experiments were
rejected if the series resistance changed >20% during the record-
ings. Input Resistance (Ry) was measured as the slope of the linear
portion of the voltage-current plot constructed from the steady-
state voltage response to current injections corresponding to —30
PA, 0 pA and 30 pA steps. The hyperpolarization-activated sag was
measured by the difference between the peak and the steady state
hyperpolarization (as a percentage of the peak) produced by a
1000ms-300pA current step (Tamagnini et al, 2015). The
rheobase current was measured as the first step of current
injection (1000 ms duration, 10 pA increments) that elicited one or
more action potentials from Vy,. The AP threshold was determined
as the voltage where the value of dV/dt exceeded 20 mVms~—. The
AP amplitude was measured as the voltage difference between the
threshold and peak of the action potential. The frequency of action
potentials {APs) was measured by calculating the number of APs in
one second (Hz) elicited by 1000 ms somatic current injections
ranging from 0 to 450 pA in 50 pA increments from the Vi,
(—65mV).

After the initial break-in, the cells were allowed to stabilize for
at least 10 min before the sodium current recordings. Then, the
membrane potential was held at —65mV and slow voltage ramps
(20mV/s) from —98 to —28 mV were applied (Yamada-Hanff and
Bean, 2013). For the isolated sodium currents (Iy,), cells were held
at —70mV and current responses were acquired by applying
depolarizing pulses {20 ms duration) from — 70 to +30 mV. Also, the
cells were held at —80 mV and the Iy, was generated by applying
pulses from —70 to +60 mV with 10 mV steps. To determine the Iy,
steady-state inactivation, cells were held at -70mV and a double-
pulse protocol was applied: first, 50 ms conditioning prepulse was
applied at potentials between —95mV and —15mV in 5mV
increments, followed by a 20ms pulse to —10mV. Lastly, to
determine the recovery from inactivation, neurons were held at
—90mV and a double pulse protocol was applied as follows: a
50 ms conditioning pulse to —40 mV (to fully inactivate the sodium
currents), and then a 50 ms test pulse of —40 was applied after a
series of —~90mV pulses in intervals varying from 2 to 36 ms (in
2 ms increments). With the exception of the Inap experiments, a P/4
subtraction procedure was applied on the current protocols.

2.3. Statistical evaluation and data analysis

The pClamp 10.5 software (Axon Instruments Inc. Foster City,
CA, USA) was used for stimulus generation, data display,
acquisition, storage and off-line analysis. Statistical analyses
included paired and unpaired Student’s t-test for comparisons of
two groups and one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunn's or Kruskal-Wallis test {when appropriate) as post hoc
evaluation of comparisons to control values. All hypothesis testing
was performed with «=0.05. All values are expressed as mean 4 SE
(unless mentioned otherwise) and statistically significant differ-
ences are indicated with an asterisk.

3. Results

Whole-cell recordings were obtained from 225 CA1 pyramidal
neurons. The cells included in this study exhibited overshooting
APs and stable resting membrane potential after the initial break-
in. The recorded CAl pyramidal neurons had a mean RMP of
—66.4+0.57 mV; input resistance of 103 +3.4M() and did not
display spontaneous activity. In a series of preliminary experi-
ments, PPB (200 or 500 p.M) was bath perfused and the RMP was
monitored up to 40 min. These experiments revealed that PPB did
not alter the RMP (n=7; data not shown).
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3.1. Effects of PPB on the voltage-gated sodium currents

We first evaluated the effect of PPB on the fast voltage-gated
sodium current (Iy,) of hippocampal neurons. The Iy, was isolated
as previously described for acute slices (Zhang et al., 2010; see
Methods for details). A series of depolarizing pulses (20 ms) from
—70 to +30mV were applied to elicit current responses that
reached a maximal mean value of 750 pA. In the presence of PPB
(500 M), the currents exhibited a reduction of the maximal peak
amplitude of 46.8% (Fig. 1A, B; n=9; p < 0.001), suggesting that PPB
induces a tonic block of the Iy,. A similar result was observed in the
I-V relationship, as PPB yielded a significant decrease in the peak
amplitude from —40 to +60mV (Fig. 1C, n=9; p < 0.001). Lastly, the
blockade of sodium currents in the presence of PPB was
corroborated by converting the mean Iy, peak to current density,
in which PPB caused a comparable block, as illustrated in Fig. 1D
(current density in control= —53.18 +0.54; current density in the
presence of PPB = -34.01 4+-5.32 pA/pF; p < 0.05).

Next, the effect of PPB on the sodium channel steady-state
activation was evaluated. The cells were held at —70mV and
depolarizing steps from —70 to +40 mV (20 ms) were applied. The
resulting conductance (G) was expressed as G=I/(V — V), where V
is the voltage and V; is the reversal potential. The resulting peak
conductance (Gmax) was plotted against each test potential (Right
axis of the scatter plot on Fig. 2B; filled squares, control; empty
squares, PPB). The resultant curves were well fitted (control
?=0.97 and PPB r* =0.80) to the Boltzmann function: G/Guax=1/
{1 +exp[(V— Vh)[k]}, where V}, is the half maximal conductance
and k is the steady-state slope factor. These experiments indicate a

Vy, value of —42.58 +9.7 mV for control and —38.74 +1.1 mV for PPB
(n=9; n.s.; p>0.05). Also, from the values of the fitting function, it
was determined that the slope factor k was 1.01 +5.5 in control and
3.08 = 1.5 for PPB (n=9; n.s.; p>0.05), indicating that PPB did not
produce a significant shift in the activation-voltage curve nor a
significant change in slope factor k of the Iy,.

Next, we evaluated the effect of PPB on the inactivation of
sodium channels. For this, a double pulse protocol consisting of a
50ms conditioning prepulse applied at potentials between
—95mV and —-15mV (5mV increments), followed by a 20ms
pulse to —10mV (bottom panel, Fig. 2A) was applied. The
inactivation conductance-voltage relationships were well fitted
(control r*=0.95 and PPB r*=0.91) to the Boltzmann function:

IImax=1/{1 +exp[{V — Vpn)/k|}, where V), is the potential for half-
maximal inactivation and k is the slope factor of the steady-state
inactivation curves. The V; value for inactivation of the Iy, in
control was —44.19+0.45mV and —47.01 +0.42mV for the PPB
condition (n=9; p <0.001), indicating that PPB evokes a hyper-
polarizing shift of the half-maximal inactivation potential of the
sodium channels. The k values were 4.60+ 0.39 for control and
3.16 +0.36 for PPB (n=9; p <0.05) (Fig. 2B, left axis and circles),
indicating that PPB stabilizes the inactivated state of the sodium
channel; that binds with higher affinity to this state of the channel
and acts in a use-dependant manner (Hille, 1977),

In the next set of experiments, we determined the effect of PPB
on the channel recovery from inactivation. The cells were held at
—90mV and a double pulse protocol consisting of a 50ms
conditioning pulse to —40mV (to fully inactivate the sodium
currents) followed by a 50 ms test pulse from —40 after a series of
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from inactivation.

—90mV pulses in intervals varying from 2 to 36ms (2ms
increments) was applied (see bottom panel in Fig. 2C). The time
course of inactivation was fitted to a monoexponential function
(I/Imax = —A x {1-exp[ -At/z]}). In control, the Iy, recovery time

constant from inactivation was T =8.49 ms; PPB caused a slower I,
recovery that was not reliable adjusted (7 not calculated), and
exhibited a lag before the onset of recovery (Fig. 2D), indicating
that PPB markedly delays the sodium channel recovery from the

w

-28 =]
2 200 < 400 _//I_
g 9 - S 200+
& -200 g O N -
5 -400 5 2004
(@) - Control O 200 - Control
-600 - Riluzole 50 yM 400+ - PPB 500 uM
T T T r T T ] I T . :
-90 -70 -50 -30 -90 -70 -50 -30
mV
c D E <50+
T oA % < 404
= 4 200 oy
= i Sl
o -100+ T U e L 3 20~
3 = 0]
© 200 3 -200 & 10+
= = Control O
a -400 m— < 0+ *P
-300 T T T T REB 500Uk -—
-90 -70 -50 -30 -80 -60 -40 Ctrl  PPB
mV mV

Fig. 3. PPB blocks the persistent sodium current (Inap) of CA1 pyramidal cells A) Representative current traces elicited with a slow voltage ramp (12mV/s; from —98 to
-28mV) in control and in the presence of the Iy,p blocker, riluzole (50 LM). B) Iy ,p acquired in control and in the presence of PPB 500 .M (gray trace). C) Average PPB-sensitive
current. The digital subtraction eliminates the current component insensitive to PPB (N =7). D) In some experiments, the voltage ramp evoked unclamped action currents that
were successfully suppressed by bath applications of PPB (overimposed gray trace). E) Summary of the effects of PPB on the occurrence of unclamped action currents. PPB
induced a marked reduction in the instantaneous frequency of the action currents. Gray circles represent individual experiments; filled circles, the average of all the
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inactivated state. The observed lag on the recovery time-course
indicates an accumulating PPB use-dependent blockade of the
sodium channel.

3.2. Effects of PPB on the persistent sodium current (Ixap)

We also explored whether PPB can modulate the persistent
sodium current of pyramidal cells, a depolarizing inward current
known to amplify subthreshold responses and repetitive firing
(Vervaeke et al,, 2006; Yue, 2005). To uncover the Inap pyramidal
cells were held in voltage clamp mode (—65 mV) and a slow voltage
ramp (20 mV/s) was applied. In control condition, the voltage ramp
evoked a linear current response between —90 and —60 mV and a
resting membrane potential of —64 +4 mV for I=0, followed by an
increased inward current that reached a peak amplitude of

A1

Control

0 - 450 pA

~110.4 +7.5 pA near —40 mV (Fig. 3A). To confirm that the inward
deflection corresponded to the In,p, we applied the sodium channel
blocker TTX (200 nM; n = 3; data not shown) or riluzole (50 uM), a
well characterized Iy,p blocker (Park et al., 2013; Urbani and
Belluzzi, 2000). In the presence of riluzole, neither the RMP nor the
input resistance was affected; however, bath application of riluzole
resulted in a partial suppression of the inward current (Fig. 3A) and
was completely abolished in the presence of TTX (data not shown).
In another group of cells, the effects of PPB (500 M) on the ramp-
evoked inward current was also tested. Bath perfusion of PPB
suppressed the inward deflection of the current, reaching a value of
101.1+23.8pA at —45mV (n=9; p <0.001; Fig. 3B). The Fig. 3C
shows the mean PPB-sensitive component of the recorded currents
(n=9); the averaged trace was obtained by subtracting the PPB
trace to the control trace. We also noticed that the slow ramp
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Fig. 4. Propylparaben decreases action potential firing frequency of CA1 pyramidal cells A1, A3) Left panels: Examples of action potential trains (10 continuous sweeps)
evoked with 0-450 pA steps in 50 pA increments. Right panels are the voltage responses from the same cells in the presence of PPB at the indicated concentration. In the
presence of PPB 1000 M, the current stimulation reached 700 pA (15 continuous voltage sweeps), but not spike activity was observed. B) Scatter plot constructed from the
average firing frequency of pyramidal cells and the effects of increasing concentrations of PPB (open circles). C) Normalized concentration-response relationship of the effect
of PPB on the firing frequency. Data were fitted using Hill equation, resulting in 1C50=127.3 pM.
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protocol, randomly caused bursts of unclamped action currents in
some pyramidal cells. Thus, we also evaluated the effects of PPB on
the ramp-evoked putative inward sodium currents. As illustrated
in Fig. 3D, bath perfusion of PPB {500 uM) blocked both the
persistent as well as the unclamped action currents, suggesting
that PPB can also block the action potentials on pyramidal cells. PPB
decreased the mean frequency of the action current burst
(Control=32.25+3.9Hz; in the presence of PPB: 0.74 +0.5Hz;
n=7; p<0.001) and caused a total suppression of unclamped
action potential-mediated currents in 5 of 7 cells (Fig. 3E).

3.3. PPB inhibits the sustained firing of action potentials

In the next set of experiments, we tested whether PPB blocks
action potential generation, and alters the fire frequency of
pyramidal neurons. To examine this, the cells were held in current
clamp at —65mV and current steps (0-450 pA in 50 pA steps; 1s
duration at 0.2 Hz) were applied. In control condition, pyramidal
cells fired trains of action potentials that reached a mean frequency
of 27.04 +1.5 Hz with the injection of 450 pA (Fig. 4B). Increasing
concentrations of PPB (200, 500 or 1000 uM), effectively reduced
and suppressed the generation of APs, as summarized in Fig. 4. At
the highest PPB concentration tested (1000 uM) the AP occurrence
was totally abolished (p< 0.001; n=5) (Figs. 4A3, B and Table 1).
Next, we determined the half maximal inhibitory concentration
(ICsp) at which PPB block action potential generation by
constructing a concentration-response curve. The firing frequency
was normalized to the response obtained with 450 pA and was
plotted as a function of drug concentration. The plot was well fitted
(r*=0.972) to the sigmoid curve derived from the Hill equation and
provided a PPB IC50=127.3 uM (Fig. 4C; n=45). PPB also increased
the required current to elicit action potentials (rheobase current);
thus, in control condition at V,,, =-65 mV, the mean rheobase was
158.8 = 8.1 pA; perfusion of PPB caused a concentration-dependent
increase of the rheobase current. The changes in the rheobase
current in the presence of PPB are summarized in Table 2.

3.4, Intracellular dialysis of PPB has no effects on the fire frequency of
pyramidal cells

It is well known that antiepileptic drugs that block sodium
channels interact on specific sites of the Na* channel. Thus,
phenytoin, carbamazepine or lamotrigine act on the extracellular
side of the membrane and have no effect when applied
intracellularly (Kuo, 1998). To determine the site of action of
PPB, the patch pipettes were filled with an internal solution
containing PPB 200 .M (n=8). The intracellular diffusion of PPB

Table 1
Comparison of action potential properties of CA1 pyramidal neurons in control
versus PPB 200 and 500 puM.

Control PPB 200 pM PPB 500 pM
(n=11) (n=8)
(I'=Rheobase)
AP amplitude (mV) 858+ 1 76.8+£2.3% N/A
AP Threshold -399+0.8 —26.7 £2.9* N/A
Half-width (ms) 1.6 +0.1 3.6+£1.2* N/A
Max Rise slope (mV/ms) 134 +4 93.24+ 15" N/A
Max Decay Slope (mV/ms) 60+2.6 42+ 11 N/A
(I=2X Rheobase)
AP amplitude (mVv) 78.7+1 67.8 +2.5* 50.8 +9*
Half-width (ms) 21+02 6.1+ 2% 12.6 +£2**
Max Rise slope (mV/ms) 119+5.1 641 11" 171+ 8*
Max Decay Slope (mV/ms) 464+3 274+ 10" 3.6+0.3*

All values are mean +SE. NfA: Not Applicable, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
compared to control.

(for at least 15 min before the beginning of the experiment) did not
alter the resting membrane potential, firing frequency or AP
waveform (Fig. 5B, C). Nevertheless, when PPB was subsequently
added to the bath perfusion, the PPB-loaded cells exhibited a
significant decrease in the firing frequency (mean firing frequency
of CA1l cells dialyzed with 200 M PPB=29.6+2.5Hz; firing
frequency in the presence of external PPB=12.3+21Hz; n=8;
p<0.001; Fig. 5A-D), indicating that PPB acts through the
extracellular surface of the cellular membrane.

3.5. PPB modifies the action potential kinetics

In the next set of experiments, we determined the effects of PPB
on the kinetic properties of the action potential waveforms. In
control condition, the AP waveform had a threshold of —39.9
+ 0.8 mV; reached a maximal voltage peak of 85.8 +1mV, half-
width of 1.6+ 0.1 ms, maximal rise slope of 134 -4 mV/ms and
maximal decay slope of —60+2.6 mV/ms. When PPB (200 M)
was externally applied (n=11), it caused a significant decrease in
the AP amplitude (76.8 +2.3 mV; P < 0.05) and increased both AP
threshold (-26.7+2.9mV; P<0.05) and AP half-width
(3.6=1.2ms; P<0.05; Fig. 6A-F).

From the evoked trains on the preceding figures (Right panels in
Fig. 4A1 and Fig. 5A) it was evident that PPB caused a sustained
reduction in the amplitude of the AP spikes and increase in the AP
threshold (Fig. 6B). This observation was further confirmed by
analyzing the individual phase plots of consecutive APs elicited
during a 1s, depolarizing pulse in control and in the presence of
PPB (Fig. 6, panels G1 and H1). In control, the AP plots shows a
stable depolarizing and repolarizing phase (Fig. 6G2), consistent
amplitude and AP threshold (Fig. 6G3). By contrast, in the presence
of PPB, a dramatic decrease in rising, decay, amplitude and
threshold was observed, as illustrated in Fig. 6H1-H3, In addition to
Fig. 6, Table 1 summarizes the effects of PPB on the AP waveform
properties.

3.6. Propylparaben modifies the passive properties of CAl pyramidal
cells

Lastly, we explored the effects of different concentrations of PPB
(51M, 50 uM, 200 M, 500 M and 1000 wM) on the passive
properties of pyramidal cells. Ry was measured as the slope of the
linear portion of the -V plot (see methods for further details). The
initial Ry value of CA1 pyramidal cells was 103.1 +3.4 M{} (n=45),
Increasing concentrations of PPB caused a significant Ry reduction
in a concentration-dependent manner {Fig. 7B-D). The magnitude
of change in Ry induced by different concentrations of PPB is
summarized in Table 2. We also examined the effects of PPB on the
membrane time constant (T,,), and similar to Ry, T,,, was sensitive
to PPB in a concentration-dependent manner from 200pM
onwards (Fig. 7E). Lastly, we assessed the effects of PPB on the
hyperpolarization-activated sag and its rebound amplitude,
components mediated by the [;, channels. However, neither of
these parameters were modified by PPB (Fig. 7F and G).

4. Discussion

We provided experimental evidence that PPB, a p-hydroxy-
benzoic acid ester widely used as a preservative in the food,
pharmaceutical, and cosmetic industries also decreases the
excitability of hippocampal neurons. Although these preservatives,
including PPB, has been banned as a food additive in Europe (EFSA,
2004); the human exposure to parabens in the environmental,
cosmetic, commodities and food (Eriksson et al., 2008; Olmo et al.,
2015; Yamamoto et al., 2011) do not represent a major threat to
human health {Casas et al., 2011; CDC, 2015; Kang et al., 2016). Our
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Table 2
Comparison of passive membrane properties of CA1 pyramidal neurons in contrel and in the presence of increasing concentrations of PPB.
Control 5uM 50 pM 100 pM 200 pM 500 pM 1000 uM
(n=45) (n=6) (n=8) (n=7) (n=11) (n=8) (n=5)
Vi (mV) —65.2+£06 672+ 11 —671+£1.7 —64.7 05 —65.7 06 —65.6£0.7 —65+£0
Ry (M£)) 105.7+5.2 104.1 £8.6 95.8+9.7 1164+ 4.1 98.6 +18* 91.6 £ 9% 80.1 =12*
Membrane Time 251+06 251+15 241+15 239+21 193 +1.3* 19.9+15* 195+ 1.0"
Constant (ms)
sag (%) 6.34+027 749 +1.01 5.964+0.83 6.04+0.91 6.95 +0.65 5.68 +0.57 6.11+0.35
rheobase (pA) 158 +8.1 158 =24 206+17 207 +22* 227 +33** 350+ 57 N/A
Mean fire frequency (Hz) 27.04+15 24544 165 +2** 15.4 £ 2** 6416 2.7 L1 0
All values are mean + SE. NJA: Not Applicable, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared to control.
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Fig. 5. Intracellular dialysis of PPB has no effect on the firing frequency or AP kinetics A) AP trains obtained from cells loaded with PPB (200 uM). The intracellular dialysis of
PPB has no effect on the action potential fire frequency. The subsequent perfusion of PPB reduced the AP generation. B) Scatter plot summarizing the changes on the fire
frequency of the cells internally loaded with PPB (filled circles) and the subsequent effect of bath application of PPB (empty circles). The responses were elicited by current
injections from 0 to 450 pA in 50 pA increments. C) Representative AP waveforms showing the lack of effect of intracellular dialysis of PPB. The superimposed grey traces are

APs from the same cell after the bath perfusion of PPB.

study provides electrophysiological evidences of the effects of PPB
on mammalian neurons.

Previous reports have demonstrated that parabens modulate
calcium and potassium channels in peripheral neurons (Inoue
et al, 1994) and sodium currents of cultured cardiomyocytes
(Jietal., 2004). Here, we demonstrated that PPB effectively blocks
the fast-inactivating as well as the persistent sodium currents and
slows the recovery kinetics that follows the action potential
generation. Also, PPB decreases the intrinsic excitability of CA1l
hippocampal neurons in a concentration-dependent manner and
causes a reduction in the input resistance and membrane time
constant, shunting the current required for action potential
generation. The latter changes suggest that PPB might also
increase or activate membrane conductances active near the
resting membrane potential of CA1 cells, an observation that
requires further investigation.

Instead, our study focused on the effects that PPB has on the
firing rate of excitable neurons of the hippocampus. PPB decreased

the neuronal excitability by a mechanism that resembles the action
of antiepileptic drugs and local anesthetics, reducing the repetitive
firing of action potentials by slowing the sodium channel recovery
and exerting a use-dependent block (Hille, 1977). For instance, the
inhibition exerted by the anticonvulsants lamotrigine, phenytoin,
and carbamazepine, occurs when these drugs binds to the Na*
channel during the inactivated state and produce use-dependent
inhibition (Colombo et al., 2013; Kuo, 1998; Lang et al, 1993;
Willow et al,, 1985). This mechanism has been proposed to be
responsible for the protection against partial and generalized
tonic-clonic seizures (Rogawski and Loscher, 2004), The higher
concentrations of PPB tested in this study (500-1000 p.M) resulted
in a tonic block of the sodium currents (Ragsdale et al., 1991) and
use-dependent block of action potentials (200 uM), thereby
restraining the amount of sodium channels available for repetitive
firing and prolonging the refractory period (Courtney, 1975; Hille,
1977). The PPB ICso determined for AP inhibition was 127.3 pM
(Fig. 4C). Noteworthy, this value matches with the brain tissue
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concentration of PPB found in dogs (127.6 uM), when this
compound was intravenously administered at a total dose of
100 mg/kg (Jones et al., 1956).

Moreover, our experiments indicate that the main effect of PPB
was a slowing of the transition from inactivated to recovered state
of the sodium channel. Thus, in control condition, a large
proportion of the sodium current (>80%) was available within
the first 15 ms (Fig. 2D). This time-course was reliable fitted with a
monoexponential function. Conversely, PPB exposure substantially
increased the delay from inactivation, as <30% of the sodium
current was available within the same range of time, indicating a
lag in the onset of the recovery (Kuo and Bean, 1994). The PPB
action on the recovery rate resembles the time-course exhibited by
the sodium blocker phenytoin, suggesting that PPB might induce a
conformational change that interferes with the inactivation

particle (Kuo and Bean, 1994) or the voltage sensor of the sodium
channel (Capes et al., 2013).

Furthermore, PPB enhanced the steady-state inactivation, a
kinetic state that also explains the reduction in excitability (Schwarz
and Grigat, 1989). In our study, the steady-state inactivation was
evidenced by a hyperpolarizing shift of the inactivation curve. As a
minimal proportion of sodium channels(less than 5%) were available
to participate in AP generation, this might explain the increase in the
rheobase current required to elicit APs, suggesting that PPB limit the
amount of sodium channels available to open.

In addition to the fast inactivation of sodium channels
responsible for the AP generation, pyramidal cells also express a
slow, persistent sodium current that activates near the firing
threshold (French et al, 1990). This current is involved in the
amplification of subthreshold oscillations and synaptic responses;
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spike facilitation, and repetitive firing (Somjen and Muller, 2000;
Vervaeke et al, 2006; Yue, 2005). As the pathophysiological
hyperexcitability observed in several forms of epilepsy is
associated with an increase in the Iy, (Estacion et al., 2010;
Lossin et al., 2002; Rhodes et al, 2004), modulation of this
conductance has been considered as a potential target to control
the neuronal hyperexcitability (Ragsdale, 2008; Stafstrom, 2007).
Moreover, several antiepileptic drugs including the anticonvulsant
phenytoin decreases the neuronal excitability by blocking the
persistent sodium current (Chao and Alzheimer, 1995; Lampl et al.,
1998). Notably, PPB effectively acted on both the persistent and the
fast sodium current to decrease the neuronal excitability of
pyramidal cells, a mechanism that might explain its anticonvulsant
(Talevi et al., 2007), cardio and neuroprotective effects (Santana-
Goémez et al., in progress; Ji et al.,, 2004).

PPB caused a sustained reduction in the action potential
amplitude and maximal rate of rising, a modulatory effect that also
resembles the mechanism by which phenytoin blocks repetitive

firing (Lampl et al., 1998). A reduction in the AP amplitude and
maximal rate of rising are also indicative of a reduction in the total
inward sodium current mediated by voltage-gated sodium
channels (Capek and Esplin, 1994; McLean and Macdonald,
1986); whereas the preferential inhibition of the late phase of
the current-evoked action potentials, suggest that PPB acts in a
use-dependent manner (Calabresi et al, 1999). Additionally, the
recovery time course elicited with PPB is sufficient for the use-
dependent block (Quan et al., 1996). It is noteworthy that neurons
internally dialyzed with PPB exhibited unchanged AP waveforms,
kinetics, and firing frequency. Coincidentally, similar effects on
sodium currents have been reported for phenytoin, carbamaze-
pine, and lamotrigine, as these drugs can only exert their
pharmacological activity when applied on the external side of
the cellular membranes (Jo and Bean, 2014; Kuo, 1998). Therefore,
our data indicates that the pharmacological action of PPB on
central neurons responsible for the reduction of excitability occurs
on the extracellular side of the membrane.
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A drawback of the study of isolated currents in neurons in acute
slices is that the somatic voltage clamp does not completely control
them, as the voltage-gated currents occurring throughout the
dendritic trees and axonal shaft contribute to the current recorded
on the soma (Bar-Yehuda and Korngreen, 2008; Williams and
Mitchell, 2008). On the other hand, isolated neurons are exposed to
an aggressive enzymatic and mechanical treatment that trims
axons and dendrites and thus permits improved clamping of the
current recorded. Nevertheless, we decided to assess the effect of
PPB on the sodium currents from neurons maintained in a less
disruptive environment, namely the brain slice, as a previous
report demonstrated that sodium currents of pyramidal cells in
brain slices share kinetic and pharmacological similarities to those
recorded on isolated neurons (Somjen and Muller, 2000). Qur data
show that PPB decreases the sodium current amplitude that
ultimately leads to a reduction in the repetitive firing of action
potentials, yielding an overall decrease in neuronal excitability. In
addition to the cardioprotective effects reported for PPB (Ji et al.,
2004), our results suggest that PPB exerts anti-convulsant (Talevi
et al., 2007) and neuroprotective actions. Moreover, we have
experimental evidence that PPB suppresses the high-frequency
discharge of action potentials induced with 4-Aminopyridine in a
Mg?*-free ACSF, a well-known model of epileptiform activity (Lara-
Valderrabano et al, in progress). The latter observation supports
the virtual screening analysis reported by Talevi et al. (2007) that
predicted sodium blockade and anticonvulsant activity of PPB.

In summary, we have demonstrated that PPB, an alkyl ester of
p-hydroxybenzoic acid commonly used as an antimicrobial
preservative, effectively blocks the sodium channels responsible
for the action potential generation. The blockade exerted by PPB
leads to an overall decrease in the intrinsic excitability of
hippocampal neurons suggesting inhibition of network excitabil-
ity. Our data also indicate that PPB modulates other voltage-gated
channels involved in neuronal excitability, a notion that requires
further studies.
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