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V.

Resumen

El propilparabeno (PPB) es un antimicrobiano ampliamente utilizado
que bloguea canales de Na* dependientes de voltaje en células piramidales
de CA1l, asi como en cultivos de cardiomiocitos de rata. Sin embargo, se
desconoce si la administracion aguda y subcrénica de PPB solo y en
combinacion con un farmaco antiepiléptico (FAE) modifica la liberacion de
glutamato, hiperexcitabilidad y gliosis hipocampal, en ratas sometidas a Status
Epilepticus (SE). Inicialmente, se investigaron los efectos de la administracion
Unica de PPB después del SE. El grupo de animales tratados con diazepam
(DZP) mas PPB presentd una disminucion en la liberacion de glutamato en el
hipocampo (126%, p<0.001; 30 min después del tratamiento). Efecto que se
asocié con un incremento en la actividad neuronal de baja frecuencia
(p<0.001), disminucion de las oscilaciones en las bandas 30-250 Hz (p<0.001)
y menor dafio neuronal en el hipocampo (evaluado 24 h después del SE), en
comparacion con las ratas que recibieron DZP mas vehiculo después del SE.
Posteriormente, se evalué si la administracion subcrénica de PPB y su
combinacion con levetiracetam (LEV, un FAE de amplio espectro utilizado para
el tratamiento de la epilepsia) durante el periodo post-SE, previene las
consecuencias a largo plazo inducidas por la actividad epiléptica asociada al
SE. En comparacion con los animales que fueron tratados de forma subcronica
con vehiculo después del SE, las ratas administradas con PPB (178 mg/kg,
i.p.) durante 5 dias presentaron una disminucién en la excitabilidad neuronal,
liberacién interictal de glutamato y gliosis, asi como un efecto neuroprotector
selectivo de las células granulares de giro dentado evaluado durante la etapa
cronica del modelo (30 dias post-SE). Por otra parte, en los animales
administrados con la combinacion PPB-LEV se observé una disminucion en el
dafio neuronal y en la liberacién de glutamato (con respecto a las ratas tratadas
solo con LEV o PPB). Finalmente, se evaluaron los efectos toxicos inducidos
por la administracion subcronica de distintas dosis de PPB y su combinacion
con LEV. Unicamente la dosis de 178 mg/kg, (i.p.) de PPB indujo cambios en
la histologia hepética y actividad motora evaluada mediante la prueba de
campo abierto. Estos cambios se revirtieron después de suspender el
tratamiento. Los resultados indican que el PPB solo o en combinacién con un
FAE podria representar una alternativa terapéutica para reducir las
consecuencias de la actividad epiléptica inducida durante el SE.
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V. Abstract

Propylparaben (PPB) is an antimicrobial widely used that blocks voltage-
dependent Na* channels in rats CAl pyramidal cells as well as in
cardiomyocyte cultures. However, it's not known if the acute and subchronic
administration of PPB alone and in combination with an antiepileptic drug
(AED) modifies the glutamate release, hyperexcitability and hippocampal
gliosis in rats subjected to Status Epilepticus (SE). Initially, the effects of a
single administration of PPB after SE were investigated. The results showed
that animals treated with diazepam (DZP) plus PPB had a decrease in
hippocampal glutamate release (126%, p<0.001; 30 min after treatment). This
effect was associated with an increase in low frequency neuronal activity
(p<0.001), decreased oscillations in the 30-250 Hz bands (p<0.001), and
reduction of neuronal damage in hippocampus (evaluated 24 h after SE),
compared with rats receiving DZP plus vehicle after SE. The subsequent
experiment, examined if the subchronic PPB administration and its combination
with levetiracetam (LEV, a broad-spectrum AED used for epilepsy treatment)
during the post-SE period prevent the long-term consequences induced by the
seizure activity associated with SE. Compared to animals that were
synchronously treated with vehicle after SE, the rats administered with PPB
(178 mg / kg, i.p.) for 5 days had a decrease in neuronal excitability, interictal
glutamate release and gliosis, as well as selective neuroprotective effect in
dentate gyrus granule cells evaluated during the chronic period of the model
(30 days post-SE). On the other hand, in the animals administered with the
PPB-LEV combination a decrease in neuronal damage and glutamate levels
was observed (compared to rats treated only with LEV or PPB). Finally, the
toxic effects induced by the subchronic administration of different PPB doses
and PPB-LEV combination were evaluated. Only the 178 mg/kg (i.p.) dose of
PPB induced changes in the liver histology and motor activity assessed by the
open field test. These changes were reversed after treatment cessation. The
results indicate that PPB alone or associated with an AED could represent a
therapeutic alternative to reduce the consequences of seizure activity induced
during SE.



1. Introduccién

1.1 Epilepsia
1.1.1 Definicién

La palabra epilepsia se deriva del verbo griego émAnyia (epilamvanein)
que significa “ser atacado”. En la antigua Grecia la gente hablaba de "ser
atacado" y de haber tenido un "ataque". Esta terminologia se derivo de la
nocion de que todas las enfermedades son representadas usualmente como
ataques de los dioses o espiritus malignos (Engel y Pedley, 1997). De acuerdo
a la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés), la
epilepsia se define como un trastorno cerebral que se caracteriza por la
predisposicidbn a generar crisis epilépticas, asi como las consecuencias
neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales asociadas a esta condicion
(Fisher et al., 2005).

1.1.2 Fisiopatologia

Desde el punto de vista fisiopatoldgico las crisis epilépticas son
producidas por descargas sincrénicas anormales y excesivas de subgrupos
neuronales. La sincronizacion anormal es generada por el incremento de la
neurotransmision excitatoria mediada principalmente por el neurotransmisor
glutamato y la reduccion de la neurotransmision inhibitoria mediada por el
acido y-aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés) (Bradford, 1995). Las
caracteristicas de las crisis epilépticas son variables y dependen de la zona
del cerebro en la que se origina el trastorno, asi como de su propagacion.
Durante las crisis epilépticas pueden producirse sintomas transitorios como

arresto conductual o pérdida del conocimiento, trastornos del movimiento y de



los sentidos (en particular alteraciones en la vision, audicion y el gusto), asi

como alteraciones del humor o de otras funciones cognitivas (Engel, 2001).

1.1.3 Etiologia

La epilepsia idiopética (de causa no identificable) es el tipo de epilepsia
mas frecuente y afecta a 6 de cada 10 personas con este trastorno. La
epilepsia con causas conocidas se denomina epilepsia secundaria o
sintomatica y es consecuencia de un desorden conocido del sistema nervioso
central (SNC). Entre las causas que originan la epilepsia sintomatica se
incluyen; neoplasias benignas y malignas (p. ej. meningioma, gliomas,
metastasis), canalopatias y alteraciones genéticas (p. ej. Sindrome de Dravet,
epilepsia mioclénica juvenil, errores innatos del metabolismo, epilepsias
focales de origen genético, trastornos cromosOomicos), trastornos de la
migracion neuronal (p. ej. displasias corticales), enfermedades
neurodegenerativas (p. ej. enfermedad de Alzheimer), lesiones vasculares (p.
ej. angiomas cavernosos, malformaciones arteriovenosas, evento vascular
cerebral, Status Epilepticus (SE)), encefalopatia anoxo-isquémica (p. e€j.
hipoxemia neonatal, paro cardiorespiratorio), neuroinfecciones (p. ej.
neurocisticercosis, encefalitis viral), trastornos metabodlicos y trastornos
autoinmunes (p. ej. encefalitis limbica, sindrome de Kozhevnikov-Rasmussen)
(Engel, 2001).

1.1.4 Epidemiologia

La epilepsia es considerada como una de las enfermedades con mayor

prevalencia en todo el mundo (1-2% de la poblacion), con una incidencia

acumulada de por vida que se acerca al 3% (Laroche y Helmers, 2004;

McNamara, 1999). En la actualidad existen de 40 a 50 millones de pacientes

epilépticos en el mundo. Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la
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Salud (OMS) anualmente se diagnostican alrededor de 2.4 millones de casos de
epilepsia y cerca del 80% de los pacientes viven en paises con bajos ingresos
(OMS, 2016). En México la prevalencia en los centros del Programa Prioritario de
Epilepsia (PPE) es de 11 a 15 pacientes por cada 1000 habitantes (PPE, 2014).
Por tanto, se estima que en México hay alrededor dos millones de personas con
epilepsia (Secretaria de Salud, 2016). Datos del Instituto Mexicano del Seguro
Social mencionan que en el 2012 la epilepsia ocupaba el lugar nimero 17 de la
consulta de medicina familiar y el lugar nimero 13 de la consulta de neurologia
(PPE, 2014).

1.1.5 Repercusiones sociales y econdomicas

La epilepsia tiene importantes repercusiones econdmicas debido a la
atencién sanitaria que requiere, muertes prematuras y la pérdida de
productividad laboral que ocasiona. En 2012 la epilepsia provoco la pérdida de
alrededor de 20.6 millones de afios de vida ajustados en funcion de la
discapacidad que genera. En Estados Unidos el costo anual promedio que
resulta del cuidado de la salud por paciente con epilepsia oscila entre 1,022 y
19,749 dolares (Begley y Durgin, 2015). Un estudio realizado en la India (1998)
revelé que el costo del tratamiento antiepiléptico por paciente representaba el
88.2% del producto nacional bruto per capita y los gastos relacionados con la
epilepsia incluidos los gastos médicos, de transporte y la pérdida del tiempo
de trabajo superaban los 2600 millones de doélares al afio (Megiddo et al.,
2016).

1.1.6 Comorbilidades de la epilepsia

Los pacientes con epilepsia presentan una serie de comorbilidades que
incluyen disfunciones cardiovasculares, respiratorias y psiquiatricas. En
especial los pacientes con epilepsia tienen una mayor probabilidad (20-40%)
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de presentar trastornos psiquiatricos en comparacion con la poblacién general
(Devinsky, 2003). Los trastornos psiquiatricos mas frecuentes son la ansiedad,
depresion, psicosis, alteraciones cognitivas y desordenes de personalidad
(LaFrance et al., 2008). En pacientes con epilepsia la ansiedad y depresion
son las enfermedades que muestran una mayor prevalencia (15-25% y 11-
80%, respectivamente), comparado con la poblacién en general (5.1-7.2% y 5-
17%, respectivamente). El riesgo de psicosis en los pacientes con epilepsia es
significativamente mayor (6-12 veces) que en la poblacion general y la
prevalencia se ha estimado en un 10% (LaFrance et al., 2008; Torta y Keller,
1999). Especificamente, los pacientes con epilepsia tienen una probabilidad
dos veces mayor a presentar esquizofrenia. Por otra parte, la probabilidad de
padecer trastorno de déficit de atencion e hiperactividad es 4 veces mayor en
relacion a la poblacién en general. Los desordenes de personalidad se
presentan en 5-18% de las personas con epilepsia (Matsuura et al., 2003).

Ademas de las comorbilidades psiquiatricas, los pacientes con epilepsia
pueden presentar otro tipo de comorbilidades entre los que se encuentran
anemia, trastornos cardiovasculares, accidentes cerebro-vasculares, migrafa,
tumores y apnea de sueiio (Chihorek et al., 2007; Forsgren y Nystrém, 1990;
Li et al., 1997; Malow et al., 2008; Rogawski, 2012).

Aungue los efectos sociales pueden variar segun el pais, la
discriminacion y la estigmatizacion social que rodean a los pacientes con
epilepsia en todo el mundo, son a menudo mas dificiles de vencer que las
propias crisis epilépticas. Las personas que viven con epilepsia pueden ser
objeto de prejuicios y la estigmatizacion de la enfermedad puede hacer que

los pacientes no busquen tratamiento (OMS, 2016).



1.1.7 Epilepsia de l6bulo temporal

La epilepsia de l6bulo temporal (ELT) es el tipo de epilepsia focal mas
comun en adultos y cerca del 30% de los pacientes son refractarios al
tratamiento farmacologico (Engel, 1996). Mas del 70% de los pacientes con
ELT presentan esclerosis temporal mesial, la cual estd caracterizada por
atrofia hipocampal, acompafada de pérdida neuronal y proliferacion de células
gliales (Malmgren y Thom, 2012). Ademas, los pacientes con ELT sufren
frecuentemente de comorbilidades que van desde alteraciones en procesos
de memoria hasta alteraciones severas en procesos cognitivos (Hermann
et al., 2007).

1.1.7.1 Causasdela ELT

Entre los factores que pueden predisponer al desarrollo de ELT se
encuentran los siguientes: crisis febriles durante la nifiez, alteraciones
cerebrales durante nacimiento, traumatismo craneo encefalico y SE. Cada una
de estas lesiones cerebrales puede desencadenar una serie de procesos
neurodegenerativos y la reorganizacion anormal de los circuitos neuronales

conduciendo al desarrollo de epilepsia (Engel, 1996; Mathern et al., 1997).

1.2 Status Epilepticus
1.2.1 Definicién

El SE es una condicién epiléptica aguda que se caracteriza por crisis
repetidas (parciales o generalizadas, convulsivas o no convulsivas) durante un
periodo de mas de 30 minutos y sin recuperacion entre ellas; sin embargo,
también se puede considerar como una crisis prolongada con una duracion
mayor a cinco minutos (Wasterlain y Chen, 2008). Recientemente la ILAE

propuso una nueva definicion basada en el conocimiento de la fisiopatologia y
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la necesidad de tratamiento clinico. Definiendo al SE como el resultado de la
falla en los mecanismos responsables de la terminacion de las crisis o por el
inicio de los mecanismos que conducen al desarrollo de actividad epileptiforme

por mas de 30 minutos (Trinka et al., 2015).

El SE es una de las emergencias neurolégicas mas comunes con una
incidencia anual de 10 a 41 casos por cada 100,000 habitantes (Coeytaux
et al., 2000; DeLorenzo et al., 1996; Hesdorffer et al., 1998a; Knake et al.,
2001; Vignatelli et al., 2003). Ademas, el SE se asocia con la mayor morbilidad
y mortalidad que cualquier otra alteraciébn neurolégica (22,000 a 42,000
muertes por afo) y factores como la edad (>60 afios), etiologia y duracion del
SE son determinantes en la severidad de este padecimiento (DeLorenzo et al.,
1996; Towne et al., 1994).

1.2.2 Clasificacién del SE

Con base en la presencia o0 ausencia de sintomas motores, el SE se
puede clasificar en: SE con sintomas motores prominentes (SE convulsivo) y
el SE sin manifestaciones motoras (SE no convulsivo). El término “convulsivo”
se refiere a la presencia de episodios de contracciones musculares anormales,
excesivas y habitualmente bilaterales que pueden ser sostenidas o
interrumpidas (Blume etal., 2001; Trinka et al., 2015). EI SE convulsivo
comprende 37-70% de todas las formas de status y su incidencia anual es de
hasta 40 casos por cada 100,000 habitantes (Trinka et al., 2012; Waterhouse,
2008).

1.2.3 Consecuencias del SE

El desarrollo de SE refractario al tratamiento farmacol6gico incrementa

significativamente el riesgo de la aparicidon de crisis epilépticas no provocadas
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(epilepsia, 41%) (Hesdorffer et al., 1998a, 1998b; Holtkamp et al., 2005). En
algunos casos el desarrollo de crisis recurrentes espontaneas (CRE), puede
ser consecuencia de un episodio prolongado de SE que induce el desarrollo

de epileptogénesis (Trinka et al., 2012).

1.2.3.1 Epileptogénesis

La epileptogénesis se refiere al fendmeno en la que diversos tipos de
alteraciones cerebrales (p. ej. lesion cerebral traumética, accidente
cerebrovascular, crisis febriles y SE) desencadenan una cascada de
alteraciones que culminan con la aparicion de CRE (Pitkanen y Lukasiuk,
2009). En el proceso de epileptogénesis se pueden definir 3 etapas: 1) Dafio
inicial, 2) fase latente (periodo libre de crisis) y 3) aparicion de CRE (epilepsia,

Figura 1).

Durante la fase latente de la epileptogénesis, se han podido identificar
una cascada de alteraciones entre las que se incluyen; el dafio neuronal,
neurogénesis, rearborizacibn o crecimiento axonal, gliosis, inflamacion,
ruptura de la barrera hematoencefélica (BHE), angiogénesis, incremento en la
liberacion de glutamato, alteraciones en la matriz extracelular, asi como cierto
tipo de canalopatias y actividad electrografica de alta frecuencia, que en
conjunto contribuyen de manera importante al desarrollo de epilepsia (CRE,
Figura 1) (Loscher, 2015; Pitkdnen y Lukasiuk, 2009).

1.2.3.1.1 Incremento en la liberaciéon de glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC. Por
estudios en modelos animales se sabe que antes del inicio del SE, los niveles
de este neurotransmisor se incrementan considerablemente y se mantienen
elevados hasta la etapa crénica del modelo (Millan et al., 1993; Smolders et al.,

1997; Soukupova et al., 2015). A la fecha, no hay evidencia directa que asocie
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el incremento de glutamato y el proceso de epileptogénesis; sin embargo, es
posible sugerir que los altos niveles de glutamato juegan un papel importante
en la cascada de alteraciones que contribuyen de manera importante al
desarrollo de CRE (epilepsia) (Pitkdnen y Lukasiuk, 2009).

El incremento en los niveles extracelulares de glutamato en la epilepsia
podria deberse a una falla en la expresidon o funcionamiento de los
transportadores de este neurotransmisor, lo cual ha sido confirmado por la
disminucién en la expresion del transportador de glutamato (EAAT, por sus
siglas en inglés) EAAT1, EAAT2, EAAT3 y EAAT4, en el tejido de pacientes
con epilepsia (Proper et al., 2002; Rakhade y Loeb, 2008).

Por resultados obtenidos a partir de la cuantificacion de receptores
glutamatérgicos en el foco epiléptico de pacientes con ELT, se ha reportado un
incremento en la densidad de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), a-
amino-hidroxil-5-metil-4isoxanol propionato (AMPA) y kainato. (Brines et al.,
1997; Geddes et al., 1990; Hosford et al., 1991; Zilles et al., 1999). Ademas,
estudios en modelos animales y en tejido de pacientes muestran un aumento
significativo en la expresion de receptores metabotropicos de glutamato
(mGIuR1,358), asociado a una mayor expresion glial, en aquellas regiones
donde aun no se observa una pérdida neuronal masiva, lo cual favorece la
vulnerabilidad de estas zonas a ser hiperexcitables (Blimcke et al., 2000; Tang
et al., 2001).
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Figura 1. Alteraciones neuronales que ocurren durante el proceso de epileptogénesis.
Distintos tipos de dafios neuronales como el SE, lesidn cerebral traumética y
accidente cerebrovascular pueden desencadenar el proceso de epileptogénesis.
Entre las alteraciones neuronales se incluye el incremento en la liberacion de
glutamato, dafio neuronal, neurogénesis, gliosis, neuroinflamacion, rearborizacion de
axonal, angiogénesis y aparicién de actividad eléctrica de alta frecuencia, que en
conjunto inducen el desarrollo de epilepsia.

1.2.3.1.2 Dafo neuronal

El hipocampo es la principal estructura involucrada en la generacion de
crisis parciales y SE. A partir del hipocampo la actividad epiléptica se propaga
a regiones cerebrales limbicas y extra limbicas (Clifford et al., 1987; Jope
et al., 1986; Turski et al., 1983). Los modelos animales de SE muestran un
incremento de la actividad metabolica de estructuras como CA1, giro dentado
(GD), subiculo y presubiculo (Bertram y Cornett, 1994). Dicho incremento
conduce a la pérdida neuronal, con la consecuente disminucion de la inhibicién
GABAérgica en hipocampo (hipétesis de “células de canasta durmientes”)
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(Lothman et al., 1990). Siendo la region ventral del hipocampo, el area méas
susceptible al dafio neuronal inducido por el SE (Fujikawa, 1996; Fujikawa
etal.,, 1999). Ademas, el dafio neuronal también es observado en otras
estructuras como la amigdala, corteza entorrinal, corteza perirrinal y algunas

areas extratemporales como talamo y cerebelo (Pitkanen y Lukasiuk, 2009).

Diversas evidencias han asociado la exposicion a glutamato con la
muerte neuronal dando lugar a la teoria de la excitotoxicidad celular, que
puede explicar el dafio neuronal asociado al SE (Choi, 1987; Olney et al.,
1974). De acuerdo con esta teoria la activacion postsinaptica de los receptores
NMDA inducida por la liberacion excesiva presingptica de glutamato,
incrementa los niveles de Ca?* intracelular, que a su vez, dispara diversos
procesos bioquimicos dando como resultado final la muerte celular (necrosis
0 apoptosis) (Covolan y Mello, 2006; Fujikawa, 1996). En este contexto, la
neuroproteccion es considerada esencial para la prevencion de la
epileptogénesis. Por otra parte, la disminucién del dafio neuronal durante el
SE reduce las alteraciones conductuales y cognitivas inducidas por la actividad
epiléptica (Cunha et al., 2009). Sin embargo, existen algunas evidencias que
demuestran el desarrollo de epileptogénesis secundaria al SE a pesar del uso
de farmacos con efectos neuroprotectores (André et al., 2001; Francois et al.,
2011, 2006).

1.2.3.1.3 Neurogénesis

La induccidn de crisis epilépticas desencadena el proceso de formacion
de nuevas neuronas en GD (neurogénesis) (Parent, 2007). El aumento de la
neurogénesis puede ser detectado pocos dias después del SE y se mantiene
elevado durante varias semanas (Parent et al., 1997). La actividad epiléptica
gue se presenta durante el SE modifica la migracion de las nuevas neuronas
resultando en una localizacién ectdpica en hilus, conectividad aberrante y en
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el incremento de la excitabilidad celular (Scharfman et al., 2000). Por otra
parte, la supresion del proceso de neurogénesis en animales con SE
disminuye las alteraciones cognitivas sin modificar el desarrollo de

epileptogénesis (Pekcec et al., 2008).
1.2.3.1.4 Gliosis

El andlisis de la inmunoreactividad para la proteina fibrilar glial (GFAP,
por sus siglas en inglés) muestra la presencia de células gliales hipertréficas
(gliosis reactiva) como una caracteristica morfolégica del tejido esclerdtico de
pacientes y modelos animales de epilepsia (Wetherington et al., 2008). En el
SNC existen tres tipos de células gliales: 1) astrocitos, 2) oligodendrocitos y 3)

microglia (Allen y Barres, 2009).

Los astrocitos regulan los niveles extracelulares de potasio y la
recaptura de glutamato. Ademas, de participar en el metabolismo y sintesis de
diversas moléculas (p. ej. proteasas). También son capaces de sintetizar y
liberar mediadores inflamatorios después del dafio cerebral inicial (p. ej. SE),
asi como durante la fase crénica del modelo (CRE) (Coulter y Steinhauser,
2015; Vezzani y Baram, 2007).

En cuanto a los oligodendrocitos, estos son responsables de formar la
vaina de mielina alrededor de los axones en el SNC. La vaina de mielina es
importante en la comunicacion interneuronal manteniendo las redes
neuronales y la conduccion de los impulsos eléctricos (Allen y Barres, 2009).
Existen algunas evidencias que han demostrado desmielinizacion de las
neuronas del hipocampo durante el proceso de epileptogénesis. Razon por la
cual, estas células juegan un papel importante en el desarrollo de la epilepsia
(Luo et al., 2015; Ye et al., 2013; You et al., 2011).
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Por su parte, las células microgliales son extremadamente sensibles a
las alteraciones en la homeostasis cerebral y responden rapidamente a
cualquier patologia (Hailer, 2008). El incremento en la microglia y la migraciéon
hacia el lugar de la lesion puede ser observada entre 12 y 24 h después de la
lesion, alcanzando su pico méximo de expresion después de 72 h y puede
permanecer elevado durante varias semanas (Hailer et al., 1999; Jgrgensen
et al., 1993). La microglia activada libera compuestos con efectos nocivos para
las neuronas como citocinas pro-inflamatorias (interleucina-1, interleucina-6,
factor de necrosis tumoral a), proteasas y oxido nitrico (Allan et al., 2005;
Kreutzberg, 1996; Nathan, 1992). Por otra parte, la microglia activada también
puede liberar factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas
en inglés), neurotrofina-3 o factor de crecimiento nervioso, que tienen un efecto
neuroprotector y pueden promover la regeneracién neuronal (Miwa et al.,
1997).

1.2.3.1.5 Rearborizacién o crecimiento axonal

El crecimiento axonal de células granulares glutamatérgicas o fibras
musgosas es la forma mas estudiada de la plasticidad axonal en la epilepsia.
Diversos dafios cerebrales (p. ej. SE, lesién cerebral trauméatica y los
accidentes cerebrovasculares) desencadenan la formaciéon de fibras
musgosas (Mathern et al., 1996; Pitkdnen et al., 2007). La rearborizacion
axonal se produce antes de la aparicién de CRE y se mantiene durante toda
la vida (Nissinen et al., 2001). La aparicion de fibras musgosas se produce en
los axones de las células piramidales de CA1 del hipocampo, asi como en la
corteza entorrinal del ser humano (Mikkonen et al., 1998). La hipotesis central
sugiere que la pérdida de interneuronas GABAérgicas a nivel del hilus y la

formacion de nuevos circuitos glutamatérgicos aumentan la excitabilidad
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neuronal que conduce a una mayor susceptibilidad para el desarrollo de crisis
epilépticas (Ben-Ari, 2001).

1.2.3.1.6 Dafo a la BHE

El dafio a la BHE, la consiguiente expresion de factores angiogénicos
(factor de crecimiento endotelial vascular, VEGF por sus siglas) (Chopp et al.,
2008; Rigau et al., 2007). Evidencias experimentales sugieren que la actividad
epiléptica prolongada induce la apertura de la BHE y angiogénesis (Hellsten
et al., 2005; Rigau et al., 2007; Van Vliet et al., 2007). La apertura de la BHE
puede desencadenar actividad epileptiforme y llevar a un circulo vicioso que

favorece a la excitabilidad neuronal (Seiffert et al., 2004).

En general, la secuencia y magnitud de las alteraciones secundarias al
SE es fundamental para el desarrollo de epilepsia (Ben-Ari y Dudek, 2010).
Por lo cual, el periodo de latencia que ocurre entre el dafio inicial (p. ej. SE) y
el desarrollo de CRE, ofrece una ventana terapéutica para evitar el proceso de
epileptogénesis (Loscher, 2015; Loscher et al., 2013; Pitkanen y Lukasiuk,
2011).

1.2.3.1.7 Actividad eléctrica de alta frecuencia

Durante la conducta de suefio y vigilia se puede observar la aparicion
de potenciales de campo ritmicos espontaneos, entre los que se incluyen
actividad delta (0.1-4Hz), theta (4-8 Hz), alfa (8-13 Hz), beta (13-30 Hz),
gamma (30-90 Hz) y oscilaciones de alta frecuencia (90-500 Hz), que en
conjunto corresponden al incremento del ritmo y la sincronia de las descargas
neuronales. En comparaciéon con actividad theta y gamma, las redes
neuronales encargadas de la generacion de actividad de alta frecuencia (90-
250 Hz) son mas pequefias en tamafio y duracion, pero el incremento en el

namero y sincronia de las descargas que se produce en una escala temporal
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de unos pocos milisegundos pueden ser mucho mayores, debido a que la
actividad de alta frecuencia puede facilitar la transmision sinptica a través de
redes locales (Buzsaki etal.,, 1992). En el hipocampo normal de rata la
actividad de alta frecuencia se genera en el area de CA1 y se presenta durante
episodios de inmovilidad y durante el periodo de suefio de ondas lentas
(Buzsaki et al., 1992). Ademas, las oscilaciones de alta frecuencia pueden ser
encontradas en CAS, subiculo y la corteza entorrinal (Chrobak y Buzsaki,
1996; Csicsvari etal., 1999). Fisiolégicamente las oscilaciones de alta
frecuencia son desencadenadas por rafagas de subpoblaciones celulares del
area de CA3 resultado de una reduccion transitoria en la inhibicién y son
capaces de reflejar grandes potenciales postsinapticos en el area de CAl y
células sub-piramidales (Buzsaki, 1986). Las oscilaciones de alta frecuencia
participan en la transferencia de la informacion y la consolidacion de la
memoria. La alteracion de las redes neuronales asociada a la epilepsia, puede
generar actividad de alta frecuencia anormal o patoldgica en areas cerebrales
capaces de generar crisis como GD, subiculo y corteza entorrinal (Bragin et al.,
1999). Debido a que las oscilaciones de alta frecuencia no se presentan en el
GD de animales normales, esta es una de las principales caracteristicas de la
actividad patoldgica y su presencia puede ser utilizada como un biomarcador
de epileptogénesis (Bragin et al., 2004; Lévesque et al., 2011; Staba y Bragin,
2011).

1.2.4 Modelos animales de SE

Los modelos animales de SE permiten la comprensién de los
mecanismos involucrados en la generacion del status y la subyacente
epileptogénesis. Lo anterior ayuda a evaluar la eficacia de FAE y otras
alternativas terapéuticas para el tratamiento de la epilepsia y las

consecuencias cognitivas asociadas a este padecimiento.
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El hipocampo es la principal estructura involucrada en la generacion de
crisis parciales y SE. A partir del hipocampo la actividad epiléptica se propaga
a regiones cerebrales limbicas y extralimbicas (Clifford et al., 1987; Jope et al.,
1986; Turski etal., 1983). Los modelos animales de SE muestran un
incremento de la actividad metabdlica de estructuras como CA1, GD, subiculo
y presubiculo (Bertram y Cornett, 1994). Después del SE ocurre un periodo de
latencia (dias-semanas) en el que no se presentan crisis y la actividad
electroencefalografica aparentemente es normal. Posterior al periodo de
latencia, en todos los modelos animales de SE se observa el desarrollo gradual
y progresivo de CRE (epileptogénesis). Por ello los modelos animales de SE

son considerados modelos de epilepsia de I6bulo temporal (ELT).

1.2.4.1 Modelo de Pilocarpina y Litio-Pilocarpina

La pilocarpina es un agonista de los receptores muscarinicos (M1)
altamente expresados en el hipocampo (principalmente en las células
granulares de GD), estriado y corteza cerebral (Adem et al., 1997; Kuhar y
Yamamura, 1976). La administracion sistémica de pilocarpina (300 a 400
mg/kg, i.p.) induce el desarrollo de SE en ratas y ratones (Turski et al., 1983).
Sin embargo, esta dosis tiene importantes efectos periféricos, por ello, es
necesaria la administraciéon concomitante de antagonistas muscarinicos, como
metilescopolamina en dosis de 1 mg/kg, i.m. Por otra parte, la administracion
de cloruro de litio (3 meg/kg) 24 h antes de la inyeccién de pilocarpina (30 a
60 mg/kg), disminuye la dosis de esta y los efectos periféricos (Jope et al.,
1986).

El modelo de pilocarpina o litio pilocarpina se caracteriza por inducir tres
fases caracteristicas (aguda, latente y cronica) (Jope et al., 1986; Turski et al.,
1983). La fase aguda en la mayoria de los animales, comienza 5-10 min
después de la administracién de pilocarpina. Se caracteriza por una actividad
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electroencefalografica de bajo voltaje en corteza cerebral y amigdala, que se
correlaciona con la conducta de crisis que implica acinesia, piloereccion,
erguimiento de orejas, temblor, salivacion y diuresis. Entre 15 y 20 min
después de la administracion de pilocarpina se presenta actividad
electroencefalografica de alto voltaje, que inicialmente se registra en
hipocampo y posteriormente se extiende a corteza y amigdala; reflejandose
en conducta de masticacion, mioclonias de cabeza, guifio, salivacion,
sacudidas de perro mojado, clonus de miembros anteriores, posicion de
canguro y pérdida de la postura corporal. El SE se establece aproximadamente
20 min después de la administracion de pilocarpina, teniendo una duracién
hasta de 3 h y se caracteriza por la presencia de crisis limbicas repetidas, con
prominente actividad de alto voltaje en hipocampo, corteza y amigdala. En la
fase latente del modelo de pilocarpina se observan registros
electroencefalograficos aparentemente normales, que se correlacionan con
una conducta habitual; esta fase también es llamada silenciosa y tiene una
duracion de 4-44 dias. La fase cronica del modelo de pilocarpina, se
caracteriza por la presencia de crisis limbicas espontaneas y recurrentes (2-3
por semana) con actividad rapida de alto voltaje, registrada en hipocampo,
corteza y amigdala (Jope et al., 1986; Scorza et al., 2009; Turski et al., 1983).

1.2.4.2 Modelo del Acido Kainico

El acido kainico (AK) es un agonista de los receptores ionotropicos
glutamatérgicos expresados con mayor densidad en hipocampo,
especialmente en CA3, amigdala, corteza perirrinal y entorrinal (Miller et al.,
1990). El AK induce actividad epiléptica repetida con subsecuente dafo
neuronal en hipocampo y amigdala, que se asemeja a los efectos producidos
por la ELT en humanos (Ben-Ari et al., 1981; Nadler et al., 1978).
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El AK puede ser administrado por via intraperitoneal, intravenosa,
subcutanea, intracerebroventricular, o] mediante iInyecciones
intrahipocampales. En ratas adultas la dosis necesaria de AK para producir
actividad epileptiforme y SE oscila entre 10 y 14 mg/kg, i.p. La actividad
convulsiva ocurre en los primeros 60 min después de la administracion de AK
(Dudek et al., 2006).

Este modelo es principalmente usado en ratas neonatas de entre 5y 20
dias tras la aplicacion sistémica (2-10 mg/kg, i.p) del alcaloide (Dudek et al.,
2006). El AK se emplea para inducir actividad epiléptica originada en el
sistema limbico e incluso puede causar SE (etapa aguda), el cual produce
cambios neurales que promueven el proceso de epileptogénesis (etapa de
latencia) dando lugar al desarrollo de CRE (etapa cronica) (Ben-Ari et al.,
1981; Dudek et al., 2006; Lothman y Collins, 1981). Por lo tanto, este modelo
puede emplearse para inducir SE o para estudiar sus consecuencias,

incluyendo procesos de dafio neuronal y epileptogénesis.

1.2.4.3 Modelo de Estimulacién Eléctrica

La estimulacion eléctrica en distintas areas del cerebro genera
descargas electroencefalograficas que se correlacionan con cambios
conductuales. El modelo de SE inducido por estimulacién eléctrica deriva de
una observacion casual, en donde ratas que estaban paralizadas, con oxigeno
y que mantenian buen equilibrio metabdlico; recibieron una estimulacion
eléctrica cada minuto durante mas de 25 min, mostrando actividad
epileptiforme en el registro electroencefalografico después de que la
estimulacion eléctrica habia sido detenida. La severidad y duracion de las
crisis auto sostenidas se correlacionaba con la duracion de la estimulacion
eléctrica (Wasterlain, 1974, 1972). Estudios posteriores mostraron que la
estimulacién eléctrica continua de alta o baja frecuencia en estructuras
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limbicas puede inducir SE (Cain etal.,, 1992; Milgram etal., 1985). Las
estructuras limbicas susceptibles al desarrollo de SE por estimulacion eléctrica
son la via perforante, hipocampo y amigdala (Gorter et al., 2003; Lothman
etal,, 1989; Mazarati etal.,, 1998; Nissinen etal.,, 2000; Sloviter, 1987;
Vicedomini y Nadler, 1987).

El modelo de SE por estimulacion eléctrica consiste en realizar la
implantacion de dos electrodos (uno de estimulacion y otro de registro), en
alguna de las regiones antes mencionadas (via perforante, hipocampo o
amigdala), aplicando pulsos monofasicos cuadrados de 1 ms de duracion a
una frecuencia de 20 Hz durante 30 minutos.

1.2.5 Tratamiento farmacolégico del SE

El principal objetivo del tratamiento durante el SE es el rapido control de
las crisis con el fin de evitar las alteraciones cognitivas a largo plazo (Abend y
Dlugos, 2008). La primera linea de tratamiento para el SE incluye la
administracion intravenosa de benzodiacepinas tales como diazepam (DZP) o
lorazepam, incrementando la inhibicion GABAérgica (Prasad etal., 2014;
Treiman, 2007). Sin embargo, del 35 al 50% de pacientes con SE presentan
farmacorresistencia a tratamientos de primera eleccion (benzodiacepinas),
20% responde a farmacos de segunda eleccion (fenobarbital, fenitoina y acido
valproico) y solamente 31% de los pacientes responde a la combinacién de
ambos grupos de farmacos (Alldredge et al., 2001; Holtkamp, 2011; Rossetti y
Lowenstein, 2011; Treiman, 2007).

La duracion del SE es una de las principales variantes que influye en la
respuesta farmacoldgica a benzodiacepinas (Neligan y Shorvon, 2011). Esto
es, debido a que durante el SE los pacientes se vuelven progresivamente

resistentes a dichos agentes. Sin embargo, los pacientes responden a
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antagonistas de los receptores NMDA llegado a ser particularmente eficaces
para el tratamiento del SE de larga duracién (Mazarati et al., 1998; Mazarati y
Wasterlain, 1999). La pérdida de respuesta al tratamiento farmacoldgico
durante el SE se debe a la internalizacion de receptores GABAérgicos y
externalizacion de receptores tipo NMDA (Naylor etal.,, 2013, 2005).
Considerando lo anterior, el uso de benzodiacepinas para el tratamiento del
SE es relativamente limitado. Aunado a la refractariedad farmacoldgica del SE,
los tratamientos utilizados actualmente causan severos efectos secundarios
entre los que se encuentran: sedacion, erupciones cutaneas, fallas
multiorganicas, alteraciones de la funcion motora, trastornos psiquiatricos y
exacerbacion de la actividad epileptiforme (Abend y Dlugos, 2008; Holtkamp,
2011; Manno, 2003). Por otra parte, no existe ningun farmaco que detenga el

dafio neuronal inducido por el SE (Loscher, 2015).

Lo anterior hace necesario la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas para el control del SE con menos efectos secundarios y capaces
de disminuir el dafio neuronal asociado al status. Actualmente se ha sugerido
el uso de la combinacién de farmacos con multiples mecanismos de accién
(farmacologia en red) para el control del SE y sus consecuencias del mismo
(L6scher, 2015). Para lo cual, se ha sugerido el uso del levetiracetam (LEV, un
farmaco de nueva generacién y con amplio espectro de eficacia clinica) como
un candidato ideal para su combinacién con otros farmacos antiepilépticos
(FAE) (Kaminski et al., 2009).

1.2.5.1 Levetiracetam

El LEV ((S)-a-etil-2-oxo-1-pirrolidina acetamida) es un FAE de amplio
espectro utilizado como mono y poli-terapia para el tratamiento de crisis
parciales refractarias al tratamiento farmacol6gico con o sin generalizacion
secundaria (Aiguabella et al., 2011; Lyseng-Williamson, 2011) (Figura 2). El
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LEV también es utilizado para el tratamiento de crisis mioclonicas juveniles y
crisis idiopéticas tonico clénicas generalizadas (Lyseng-Williamson, 2011).

El LEV tiene efectos anticonvulsivantes en ratones con crisis
audiogénicas; ademas, retrasa el desarrollo de epileptogénesis en el modelo
de kindling amigdalino (Gower et al., 1992; Léscher et al., 1998). Sin embargo,
no evita las crisis generalizadas inducidas por la estimulacion eléctrica maxima
y por la administracion de pentilenetetrazol (Gower et al., 1992; Klitgaard et al.,
1998; Loscher y Honack, 1993).

El pretratamiento con LEV previene el desarrollo de SE y reduce el dafio
neuronal evaluado a corto plazo (Itoh et al., 2015; Lee et al., 2013; Mazarati
etal.,, 2004; Oliveira etal., 2005; Zheng etal.,, 2010). Sin embargo, la
administracion repetida de LEV (231-315 mg/kg, por dia durante 4 semanas)
después del SE no evita la aparicion de CRE. Ademas, desarrolla tolerancia
al tratamiento, se observa un incremento en la frecuencia y duracién de las
crisis (Brandt etal., 2007; Glien etal., 2002). La pérdida de actividad
anticonvulsivante se asocia al incremento en el dafio neuronal durante la fase
crénica del modelo, condicion asociada a niveles elevados de glutamato en el

periodo interictal (Brandt et al., 2007; Soukupova et al., 2015).

Actualmente el LEV ha sido utlizado para el tratamiento del SE
refractario a farmacos, obteniéndose resultados satisfactorios y con un alto
indice de seguridad en pacientes pediatricos (Abend et al., 2009; Abend y
Dlugos, 2008; isgiider et al., 2016).

1.2.5.1.1 Mecanismo de accion

A la fecha el mecanismo de accion del LEV no esta completamente
elucidado. Sin embargo, existe una fuerte correlacion funcional entre la

afinidad del LEV con la proteina vesicular sindptica 2A (SV2A) y su potencia
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como anticonvulsivante (Lynch et al., 2004). Por otra parte, el LEV produce
una reduccion de las corrientes de Ca?* activadas por alto voltaje en neuronas
piramidales de hipocampo y reduce las corrientes rectificadoras entrantes
mediadas por K* (Madeja et al., 2003; Niespodziany et al., 2001). Este efecto
se encuentra asociado a la disminucién en la liberacién intracelular de Ca?*
(Nagarkatti et al., 2008). Por estudios en rebanadas de hipocampo de rata se
pudo observar que el LEV no modula los parametros de excitabilidad neuronal
mediados por el canal de Na* dependiente de voltaje (Zona et al., 2001). En
cuanto a su efecto sobre la actividad inhibitoria, el LEV suprime los efectos de
moduladores alostéricos negativos (B-carbonilos y zinc) sobre las corrientes

de los receptores GABAAa y glicina (Rigo et al., 2002).

O
O/\/

HO

PPB

Figura 2. Estructura molecular del propilparabeno (PPB) y levetiracetam (LEV).
1.2.6 Busqueda de nuevos FAE

Como se mencioné anteriormente, un alto porcentaje de pacientes con
SE son refractarios al tratamiento farmacoldgico. Ademas, los FAE utilizados
actualmente causan severos efectos secundarios (Abend y Dlugos, 2008;
Holtkamp, 2011; Manno, 2003). Por otra parte, al presente no existe ningun
FAE capaz de evitar el proceso de epileptogénesis inducido por el SE. Lo
anterior hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para
el control del SE con efectos adversos minimos y que eviten el desarrollo de

CRE.
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En las ultimas décadas, la industria farmacéutica internacional ha
reconocido la potencialidad (en términos terapéuticos y econdémicos) del
proceso conocido como ’reutilizacién de farmacos” o "reprogramacién de
farmacos”, esto es, identificar nuevas indicaciones terapéuticas para un
farmaco conocido (Sleigh y Barton, 2010; Verma et al., 2005). Entre los
numerosos ejemplos que pueden ser mencionados, se encuentra el uso de la
aspirina (tradicionalmente utilizado como analgésico, antipirético vy
antiinflamatorio) como cardioprotector; el uso del sildenafil (originalmente
desarrollado para el tratamiento de la angina de pecho) en el tratamiento de la
disfuncién eréctil y la talidomida (utilizada para el tratamiento de insomnio y
nauseas en embarazadas) para el tratamiento del eritema nodoso en

pacientes con lepra (Garcia-Domenech et al., 2008).

Tradicionalmente la deteccion de segundos usos terapéuticos se
producia por azar. Sin embargo, actualmente se han desarrollado algunas
metodologias computacionales de busqueda racional de farmacos que
permiten abordar la reutilizacion de farmacos desde una perspectiva racional
y sistemética. Una de las metodologias utilizadas es el “Screening” virtual (SV),
un conjunto de técnicas computacionales que permite identificar compuestos
potencialmente interesantes desde el punto de vista farmacoldgico a partir de
representaciones de la estructura molecular de los compuestos quimicos
(Rollinger et al., 2008).

1.2.6.1 Ventajas del “Screening” virtual

El principal objetivo del SV es identificar moléculas capaces de
interaccionar con un objetivo macromolecular de interés. Siendo una
herramienta ideal para investigar de manera economica y eficiente posibles

segundos usos terapéuticos de farmacos ya conocidos (Rollinger et al., 2008).
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En nuestra region la aplicacion del SV es particularmente interesante,
debido a que permitiria obtener patentes de segundos usos e introducir en el
mercado medicamentos innovadores con una inversion radicalmente menor a
la que se necesita para desarrollar un nuevo farmaco. La reduccion en los
costos se debe a que, cuando se descubre una nueva indicacion para un
farmaco que ya ha demostrado seguridad para su uso en humanos y que
posee un perfil farmacocinético conocido, es posible evitar la realizacion de

buena parte de las investigaciones clinicas.

Entre las ventajas del SV se encuentran su rapidez de andlisis, bajo
costo, caracter teodrico, posibilidad de encontrar nuevas indicaciones
terapéuticas para farmacos ya conocidos y aplicados en clinica. Ademas,
responden a la filosofia de las pautas de bioética vigentes a nivel internacional
gue proponen utilizar modelos computacionales y ensayos in vitro previos a la
realizacion de ensayos preclinicos y clinicos in vivo (Talevi y Bruno-Blanch,
2009). Mediante el uso de la técnica de SV basada en descriptores
topologicos, Talevi et al. (2007) describieron al propilparabeno (PPB), como

una molécula con potencial efecto anticonvulsivante.

1.2.5.1.1 Propilparabeno

El PPB es un éster del &cido para-hidroxibenzoico utilizado como
agente antimicrobial contra mohos y levaduras (Soni et al., 2001) (Figura 2).
El PPB reune los criterios del conservador ideal con amplio espectro de
actividad antimicrobial, de uso seguro y estable en un amplio rango de pH. El
PPB es comunmente usado como conservador en la industria cosmética,
farmacéutica y de alimentos desde hace aproximadamente 65 afios (Soni
et al., 2001).

23



1.2.6.1.1.1Mecanismo de accidn

El PPB ejerce su actividad antimicrobiana a través de la interaccion con
canales mecanosensibles alterando los gradientes osmoticos en las bacterias
(Nguyen et al., 2005). Ademas, de inhibir la sintesis de ADN y ARN, asi como
de algunas enzimas clave tales como: ATPasas y fosfotransferasas en
especies bacterianas o por interrupcién de los procesos de transporte de
membrana (Freese et al., 1973; Ma y Marquis, 1996). Por otra parte, el PPB
bloquea canales de Na* dependientes de voltaje en células piramidales de
CAl, asi como en cultivos de cardiomiocitos de rata (Ji et al.,, 2004; Lara-
Valderrabano et al., 2016).

1.2.6.1.1.2PPB y modelos de crisis convulsivas

La administracion de PPB evita el desarrollo de crisis tonicas
caracteristicas del modelo de estimulacion eléctrica maxima (Talevi et al.,
2007). Datos previos del laboratorio demostraron que la administracion
intraperitoneal de PPB (60 mg/kg) en conjunto con dosis subefectivas de FAE
(DZP y fenobarbital) incrementa de manera significativa la latencia para el
desarrollo de crisis convulsivas en el modelo de pentilentetrazol en roedores

(Enrique et al., en proceso de publicacion).

En un experimento previo de nuestro laboratorio, se evaluo el efecto de
la administracion de PPB (178 mg / kg, i.p.) 3 h después del inicio de la
actividad convulsiva inducida por el SE. Observando que el PPB disminuye
considerablemente el dafio neuronal en GD, hilus y CAS3; sin presentar

cambios aparentes en las células piramidales de CAl (Santana-Gomez, 2012).

1.2.6.1.1.3Efectos adversos del PPB

Una cuestion importante a considerar es que el PPB induce una serie

de efectos adversos entre los que se incluyen la disminucion en la liberacion
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de testosterona, débil actividad estrogénica, aumento en la expresion del gen
para el receptor a progesterona. Ademas, de producir cambios en la
morfologia del atero (Blair et al., 2000; Chen et al., 2007; Lemini et al., 2004;
Okubo et al., 2001). Adicionalmente, se ha descrito que los parabenos pueden
ser encontrados en de tumores de mama (Darbre y Harvey, 2014). Por lo cual
esta serie de evidencias representan un motivo de preocupacion en relacion

con el impacto del PPB en la salud de los pacientes.
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2. Justificacion

A pesar del desarrollo de nuevos FAE, estos no han podido evitar la
presencia de las alteraciones neuronales y epileptogénesisis secundarias a un
dafio inicial (p. ej. SE). Por otra parte, la administracion de dosis Unicas de
PPB al término del SE disminuye el dafio neuronal evaluado 7 dias después
del mismo. Sin embargo, al dia de hoy no hay evidencias disponibles que
demuestren si este efecto es permanente. Dado que el PPB es capaz de
bloquear canales de Na* dependientes de voltaje, es posible sugerir que la
administracion sola o en combinacion con un FAE con distinto mecanismo de
accion como el LEV (FAE de nueva generacion y con amplio espectro de
eficacia clinica) evite la epileptogénesisis inducida por el SE. Efectos
asociados a una disminucién de la liberacién de glutamato, hiperexcitabilidad

y gliosis hipocampal.

3. Hipotesis

El PPB y su combinacion con LEV evitan el dafio neuronal a corto y
largo plazo inducido por el SE en rata. Este efecto se asocia a una reduccién

en la liberacion de glutamato, hiperexcitabilidad y gliosis hipocampal.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar a corto y largo plazo los efectos neuroprotectores del PPB solo
y asociado a LEV, en ratas con SE y su correlaciéon con la liberacién de

glutamato, hiperexcitabilidad y gliosis hipocampal.

4.2 Objetivos particulares
4.2.1 Objetivo 1

Evaluar el efecto de la administracion aguda post-SE del PPB en la
liberacion de glutamato y oscilaciones hipocampales (actividad electrogréafica)
secundarias al SE, asi como el dafio neuronal y gliosis 24 h después del

mismo.

4.2.2 Objetivo 2

Evaluar el efecto de la administracién subcrénica post-SE del PPB y su
combinacion con LEV en el dafio neuronal, liberacibn de glutamato,

excitabilidad y gliosis hipocampales en animales con CRE inducidas por el SE.

4.2.3 Objetivo 3

Evaluar en animales sanos, los efectos toxicos inducidos por la
administracion sub-crénica de PPB, solo y en combinacion con LEV, en la

actividad motora, dafio renal y hepatico.
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5. Metodologia general

A continuacion, se describe la metodologia general utilizada para la

realizacion de los experimentos 1y 2.

5.1 Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de entre 250-
300 g. Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico transparentes bajo
condiciones ambientales controladas (ciclos de luz/oscuridad 12 h, 22-25 °C)
con acceso a alimento y agua ad libitum. El protocolo experimental se realizé
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) y los Comités
de Etica del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto

Politécnico Nacional (protocolo # 0125-15).

5.2 Cirugia

Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (80 mg/kg,
i.p.) y xilazina (20 mg/kg, i.m.). Posteriormente, se montaron sobre el marco
estereotactico y un electrodo bipolar acoplado a una canula guia formado por
dos hebras torcidas de alambre de acero inoxidable aislado excepto en las
puntas, se implantd a nivel de hipocampo ventral derecho acoplado a una
canula guia de acuerdo a las siguientes coordenadas con referencia a bregma
y a la superficie craneal: anteroposterior -5.3 mm; lateral -5.2 mm; profundidad
-7.3mmy -4.3 mm para los electrodos y las canulas; respectivamente (Paxinos
y Watson, 2007). Para dar soporte al implante se colocaron tornillos de acero
inoxidable en el craneo sobre la corteza frontal y cerebelar. Los electrodos se
acoplaron a un conector y se fijaron al craneo con acrilico dental.
Posteriormente, las ratas se dejaron recuperar durante 7 dias antes de

cualquier manipulacion adicional. Después del periodo de recuperacion los
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animales recibieron una administracion diaria de solucion salina (1 ml/kg,

i.p./dia) durante 5 dias para habituarlos a la manipulacion.

5.3 Induccioén del SE

Veinticuatro horas después de la dltima administracion de solucion
salina, los animales recibieron cloruro de litio (3 meg/kg, i.p.) y posteriormente
(20 h), metilescopolamina (1 mg/kg, i.m.). A continuacién (30 min), se
administré hidrocloruro de pilocarpina (30 mg/kg, i.p.) y se evalué la latencia
para el establecimiento del SE (Honchar et al., 1983; Turski et al., 1983). El
inicio del SE se determin6 cuando los animales presentaron crisis convulsivas
de forma continua durante mas de 2 min sin recuperacion entre ellas. Para
controlar las crisis convulsivas, los animales recibieron DZP 2 y 8 h después
del inicio del SE (2.5 y 1.25 mg/kg, i.m.; respectivamente) (Dubé et al., 2001,
Francois et al., 2006).

5.4 Experimento de microdialisis

Para el experimento de microdialisis se utilizé una canula construida de
acuerdo con Maidment et al. (1989) y disefiada para sobresalir 3 mm mas alla
de la punta del borde inferior de la canula guia en hipocampo ventral. La parte
activa de la canula de microdidlisis consisti®6 en una membrana de
poliacrilonitrilo (poro de 40,000 Da). La canula de microdialisis se perfundio
continuamente a un flujo de 2 pl/min con liquido cefalorraquideo artificial fresco
previamente filtrado y esterilizado (concentraciones en mM: cloruro de sodio
125, cloruro de potasio 2.5, fosfato dibasico de sodio 0.5, fosfato monobasico
de sodio 5, cloruro de magnesio 1, acido ascoérbico 0.2, cloruro de calcio 1.2;
pH 7.4). Después de un periodo de estabilizacion (2 h), los dializados se
recuperaron cada 30 min durante el experimento. Posterior a la recuperacion,

las muestras se diluyeron con acido perclorico (HCIO4, 2 N, 1:20) y se utilizaron
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para determinar la liberacion de glutamato mediante el andlisis por

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés).

5.5 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Para la separacion y cuantificacion de glutamato se utilizaron 16 pl de
la mezcla (dializado-HCIO4) que se combinaron con 6 pl de orto-ftaldialdehido
(OPA). La mezcla se agitd durante 30 s y 2 min mas tarde se inyectd en el
cromatdgrafo. El sistema de HPLC consistiéo de un detector de fluorescencia
utilizando una A de excitacién de 360 nm y una A de emisién de 450 nm. Para
la separacion y cuantificacion de glutamato se utilizé una columna de
cromatografia de fase reversa de 3.9 x 150 mm (Nova-Pack, 4 pm, Cis,
Waters®), como fase moévil se usé una solucion A ( 3.26 gr de acetato de sodio
disuelto en metanol al 10%; pH 5.75) y solucion B (20% de solucién A'y 80%
de metanol; pH 6.75) a una velocidad de flujo de 0.5 ml/min con un sistema de
deteccién fluorescente (Waters® modelo 474) (Kendrick et al., 1988). Los
niveles de glutamato se expresaron en valores de concentracion (uM) y como
porcentaje de cambio con respecto a las condiciones basales. Dependiendo
del experimento los resultados obtenidos a partir de la liberacion de glutamato
se analizaron mediante la prueba t-Student o ANOVA de una via seguida por

una prueba post-hoc LSD de Fisher.

5.6 Evaluacion de la actividad electrografica hipocampal

La actividad electrografica del hipocampo se registr6 con un
amplificador modelo P511 (Grass, Massachusetts) y las sefiales se analizaron
con un filtro pasa banda entre 0.1-250 Hz. Se realiz6 el andlisis espectral
usando el método de la Transformada Ré&pida de Fourier (TRF) durante
periodos de 1 min para cada etapa de interés. El procesamiento de las sefales
obtenidas se realiz6 mediante el uso del programa computacional ADQ8
desarrollado en el Instituto Nacional de Psiquiatria "Ramoén de la Fuente
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Mufiz" (Fernandez-Mas et al., 1998; Valdés-Cruz et al., 2012). Para el analisis
de TRF se utilizaron registros libres de artefactos que se segmentaron en
periodos de 60 s para cada animal y condicién experimental. Con el propésito
de eliminar la variabilidad inter-individual los espectros de potencia se
normalizaron por separado para cada sujeto y condicién experimental (0.1-4,
4-8, 8-13, 13-30, 30-90 y 90-250 Hz). Los datos obtenidos se presentaron
como valores de potencia relativa y dependiendo del experimento se evaluaron
mediante la prueba t-Student o ANOVA de una via seguida por una prueba

post-hoc LSD de Fisher de multiples comparaciones.

5.7 Evaluacion de la excitabilidad hipocampal

La estimacion del umbral post-descarga (UPD) es una herramienta que
permite evaluar la excitabilidad neuronal de un area especifica del cerebro. El
UPD se define como la intensidad minima de corriente necesaria para producir
un cambio conductual y/o post-descarga electrografica mayor a 3 s. Esta
determinacién consisti6 en la aplicacion de un estimulo eléctrico en el
hipocampo ventral a través de un procedimiento en escalera, esto es,
aplicando una serie de estimulos (pulsos cuadrados de 1 ms, 60 Hz por 1 s)
en intervalos de 1 min comenzando con una corriente de 10 pA e
incrementandola en escalones de 20% cada min con respecto a la corriente
previa hasta alcanzar el umbral, indicado generalmente a partir de un cambio
conductual (como guifio o movimientos de cabeza) o postdescarga con una
duracion mayor a 3 s (Racine, 1972a). Los estimulos eléctricos se generaron
con un estimulador modelo GRASS S-48. Dependiendo del experimento los
valores de UPD se analizaron mediante la prueba t-Student o ANOVA de una
via seguida por una prueba post-hoc LSD de Fisher y se expresaron como la

media + EE de la corriente requerida (pA) para alcanzar el UPD.
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5.8 Andlisis histoldgico
5.8.1 Perfusidn

Para el proceso de perfusion los animales se anestesiaron con una
mezcla de ketamina (100 mg/kg, i.p.), xilacina (20 mg/kg, i.p.) y se perfundieron
via ventriculo izquierdo pasando solucion salina (0.9%) con heparina (Img/l)
durante 15 min (aproximadamente 200-250 ml). Posteriormente, los animales
se perfundieron con paraformaldehido al 4% + 0.2% de glutaraldehido en una
solucion amortiguadora de fosfatos (220 mosm).

Después de perfundir a los animales se extrajeron los distintos tejidos
de interés (cerebro, tejido hepatico y tejido renal), que posteriormente se
colocaron en paraformaldehido al 4%, durante 168 h a una temperatura de 4
°C (Luna, 1968). Inmediatamente después, las muestras se incluyeron en

parafina para su procesamiento.

Posterior a la perfusion, una porcidn adicional de tejido hepético se
sumergié en sacarosa al 30% durante 48 h. Después, las muestras se
mantuvieron en congelacion a una temperatura de -75 °C para su posterior

evaluacion, mediante la tincion de rojo oleoso (ver seccion 6.3.1.2.2).

5.8.2 Evaluacién del tejido cerebral

Se obtuvieron cortes coronales seriados de 5 um de espesor a nivel de
hipocampo dorsal y ventral. Los cortes obtenidos se montaron en laminillas
previamente cubiertas con adhesivo poli-L-lisina (Sigma Aldrich). Las
secciones se desparafinizaron y rehidrataron mediante el uso de xileno y
soluciones a concentraciones decrecientes de alcohol (100%, 96% y 70%; 5
min en cada solucion). Dependiendo del analisis a realizar se utilizaron

distintas laminillas para la evaluacion del sitio de implante (tincion de Nissl),
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preservacion neuronal (inmunofluorescencia para NeuN) y dafio neuronal
(Fluoro-Jade B), asi como la evaluacion de la gliosis (inmunofluorescencia
para GFAP).

5.8.2.1 Tincién de Nissl

Este colorante es una anilina basica (cargada de forma positiva) que se
une a las regiones basofilas de las células, lo cual permite observar la
trayectoria del electrodo bipolar y la cdnula de microdidlisis, asi como tener un
primer acercamiento del dafio neuronal en diversas areas cerebrales (Luna,
1968).

Las laminillas desparafinadas y rehidratadas se incubaron en una
solucioén violeta de cresilo durante 30 min. Posteriormente, las muestras se
lavaron con agua destilada durante 1 min y a continuacion, se sumergieron en
alcohol al 70%, 96%, 100% Yy por ultimo en xileno (5 min en cada solucion).
Las laminillas se cubrieron con resina sintética Entellan® (Merck Millipore)

para ser observadas con un microscopio 6ptico (Luna, 1968).

5.8.2.2 Tincién de Fluoro-Jade B

El Fluoro-Jade B es un fluorocromo derivado de la fluoresceina que se
utiliza para identificar neuronas en proceso de dafio en el sistema nervioso
(Schmued et al., 1997). Para realizar esta tincion las laminillas se sumergieron
en alcohol béasico (20 ml de hidréxido de sodio al 5% + 80 ml de alcohol
absoluto) durante 5 min. Después, se incubaron en alcohol al 70% y agua
destilada durante 2 min en cada solucién. Posteriormente, las muestras se
pasaron a una solucion de permanganato de potasio al 0.06% durante 15 min
agitandose suavemente sobre una plataforma giratoria y a continuacion, se
realizé un lavado con agua destilada (2 min). Finalmente, las muestras se

incubaron en una solucidon de Fluoro-Jade B (0.0001%, en &cido acético,
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Millipore) durante 24 h. Después de la tincion, las laminillas se lavaron con
agua destilada y se montaron con resina sintética (Schmued et al., 1997).

5.8.2.3 Inmunofluorescencia para NeuN-GFAP-DAPI

Las muestras se incubaron en una solucion buffer de citratos (pH 6.0)
durante 2 min en microondas y se mantuvieron en agitacion durante otros 20
min. Posteriormente, se lavaron tres veces con buffer de fosfatos (PBS, por
sus siglas en inglés; pH 7.4, 5 min cada una) y se bloquearon con suero de
cabra (5%), albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés, 3%) y
Triton (0.3%) durante 2 h. Las secciones se incubaron durante toda la noche
con el anticuerpo primario: anti-NeuN (1:100, # MAB3077 Millipore) y anti-
GFAP (1:500, # 20334 DAKO) a una temperatura de 4 °C. Después de esto,
las laminillas se enjuagaron tres veces con PBS y se incubaron durante 2 h
con anticuerpos secundarios (Alexa Fluor 488 y 648 Molecular Probes®,
Invitrogen™) a temperatura ambiente. Las secciones se contra tifieron con
dihidrocloruro de 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, por sus siglas en inglés) y se
montaron con Vectashield (Vector Labs.).

5.8.2.4 Cuantificaciéon celular

Las secciones de tejido cerebral procesadas con inmunofluorescencia
para NeuN-GFAP-DAPI y tincion de Fluoro-Jade B se evaluaron con un
microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss), el cual cuenta con una camara
refrigerada “Evolution” y un analizador de imagenes Image Pro Plus 5 de
Media Cybernetics. La densidad celular promedio por unidad de volumen
(mm3) para las células positivas a NeuN y Fluoro-Jade B se determiné en el
GD, hilus, CA1 y CA3 de las secciones dorsal y ventral del hipocampo

utilizando el método de conteo fraccionario (West et al., 1991).
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Para este analisis se evaluaron cortes seriados hipocampales de 5 ym
de espesor evaluando un corte de cada serie (5 series en total). Por lo cual, la
fraccion de muestreo (ssf) correspondié a 1/5. Para la realizacion del célculo
se tomo la fraccion de volumen de cada area del hipocampo evaluada asf =
area (cuadro) / area (x,y) y que correspondio al area de conteo (0.460 - 0.600
mm). La altura del disector, h, se calcul6 en relacion al espesor del corte t (t/h).
El nimero de células se calculé usando la siguiente formula: N = (2Q") - (t/h) -
(1/asf) - (1/ssf). En esta formula, Q™ representa el nimero de células positivas
en una fraccién de volumen conocida de cada area del hipocampo (West et al.,
1991). La comparacion estadistica de la densidad de células positivas para
NeuN se realiz6 mediante la prueba de ANOVA de una via seguido de la
prueba de multiples comparaciones post-hoc de Fisher LSD y para el dafio
neuronal (tincion de Fluoro-Jade B) se empled la prueba t de Student. Los
valores se expresaron como la media + el EE del nimero de células positivas

por mm3,
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6. Experimentos

6.1 Experimento 1: Evaluacion de los efectos del PPB en las
consecuencias a corto plazo inducidas por el SE

Este experimento se disefio para determinar si la administracion Unica
de PPB durante el SE modifica la actividad electrografica, liberacion de

glutamato y dafio neuronal subsecuente (Figura 3).

6.1.1 Metodologia

Protocolo experimental

DZP
! PEG/
llIIE’ SE v PF;B D%P ?acrlflcar
iy ! R v H
L% 11 1%, 1 11 0%k L//L_/f Ly
2 -0.50 1 2 3 4 5 6577 11 24 (h)
________ [ |
Condicion Experimento de Microdialisis I
basal (2 h)

PEG 30%: 10 ml/kg, i.p.
PPB: 178 mg/kg, i.p.

Figura 3. Protocolo experimental utilizado para determinar los efectos del PPB en el
periodo post-SE. M, metilescopolamina; P, pilocarpina; DZP, diazepam; PPB,
propilparabeno; PEG, polietilenglicol. Los simbolos (*) indican los periodos de registro
electrografico para su posterior analisis.

6.1.1.1 Grupo SE-PPB178

Después del periodo de habituacién, los animales previamente
implantados (n=5, ver seccién 5.2) se administraron con cloruro de litio (20 h
antes de la induccion del SE). Posteriormente, se implantdé la canula de
microdialisis y se comenzo con la recoleccion de dializados (ver seccion 5.4).
Durante el periodo basal se realizé la administracién de metilescopolamina y
30 min después se inyecto pilocarpina para la induccion del SE (ver seccion
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5.3). Dos horas después del establecimiento del SE, los animales recibieron
DZP (2.5 mg/kg, i.m.) y una hora después PPB (178 mg/kg, i.p.) diluido en
polietilenglicol (PEG, 30%). Esta dosis de PPB se eligio basandose en
experimentos preliminares realizados en nuestro laboratorio para determinar
la dosis efectiva 50 para evitar las crisis tonico-clonicas durante el SE inducido
por litio-pilocarpina (Santana-Gomez, 2012). Ocho horas después de la
primera administracion de DZP los animales recibieron una segunda dosis del
mismo farmaco (1.25 mg/kg, i.m.). La actividad electrografica del hipocampo
se registro durante diferentes intervalos de interés para el analisis de TRF
(condicién basal, 5 min post establecimiento del SE y 60 min post

administracion de PPB/PEG, ver seccién 5.6) (Figura 3).

Veinticuatro horas después de la administracion de pilocarpina, los
animales se anestesiaron y perfundieron para la realizacion de los posteriores
procedimientos histolégicos (tincion de Nissl, Fluoro-Jade B e

inmunohistoquimica para NeuN, ver seccion 5.9).

6.1.1.2 Grupo SE-PEG (vehiculo)

Los animales (n=7) se manipularon como se describi6 para el grupo SE-
PPB (ver seccion 6.1.1.1), excepto que, en lugar de PPB se administré6 PEG
(10 ml/kg, i.p.).

6.1.1.3 Grupo control

El grupo de animales control (n=7) se manipulé de la misma manera
que el grupo SE-PEG (ver apartado 6.1.1.2), excepto que, en lugar de
administrar cloruro de litio, metilescopolamina y pilocarpina para la induccién
del SE, se administré solucion salina (1 ml/kg, i.p.) a los tiempos establecidos.

Adicionalmente, se realizé la evaluacion de la excitabilidad neuronal mediante
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el analisis del UPD durante el experimento de microdidlisis (ver seccion 5.7)
(Figura 3).

6.1.2 Resultados

El andlisis histolégico mostrd que tanto los extremos inferiores de los
electrodos, como de las canulas de microdialisis en todos los animales

implantados se localizaron dentro del hipocampo ventral (Figura 4).

B

| A B - Grupos:

Control
SE-PEG
SE-PPB178
CRE-PEG
CRE-PPB90
CRE-PPB178
CRE-LEV
CRE-PPB-LEV

CEONON N N N N J

|
1 mm

Figura 4. Evaluacion histolégica de la trayectoria del electrodo bipolar y canula de
microdidlisis. A) Microfotografia representativa de una seccién coronal tefiida con
Nissl mostrando el area de implante del electrodo y canula en el hipocampo ventral.
La linea roja indica la zona activa de la membrana de microdidlisis (3 mm). B)
Diagrama a -5.28 mm de bregma (modificado de Paxinos y Watson, 2007) indicando
el sitio de implante de la canula y electrodo bipolar en el hipocampo ventral de los
animales utilizados para los diferentes experimentos.

6.1.2.1 Grupo control

En los animales del grupo control (n=7) no se observaron cambios
electrograficos o de conducta durante los procedimientos experimentales. La
actividad electrografica hipocampal mostro prevalencia homogénea en todas

las bandas analizadas (Figuras 5 y 6). El promedio de los valores de UPD fue
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de 301 £ 35 pA y la liberacién de glutamato se mantuvo estable a lo largo del
experimento de microdidlisis (1.2 + 0.3 uM) (Figura 7). Derivado de la
evaluacion del UPD, el 100% de los animales desarrollé crisis fase | en la

escala de Racine (Racine, 1972b).

El andlisis estereoldégico mostré la presencia de células
immunopositivas para NeuN en hipocampo dorsal (GD, 5397 + 331, hilus, 1078
+19; CA1, 1293 + 59 y CA3, 1442 + 192 nlcleos neuronales por mm3) y ventral
(GD, 3857 + 375; hilus, 1036 + 38; CA1, 1629 + 73 y CA3, 1161 + 41 nucleos
neuronales por mm3) (Figuras 8 y 9). Se observaron escasas neuronas en
proceso de dafio (tincion de Fluoro-Jade B), asi como escasa inmnuno-
reactividad para GFAP (Figuras 8 y 13).
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Figura 5. Representacion tiempo-frecuencia del espectro de potencia (0.1-250 Hz) y
actividad electrogréfica hipocampal bajo distintas condiciones experimentales. Barra
de color: Rojo indica actividad de alta energia, mientras que el color azul indica baja
energia. En contraste con las condiciones basales (primer panel), se incrementé la
potencia en todas las frecuencias 5 min después del inicio del SE (segundo panel). A
pesar de la administracion de DZP mas vehiculo (PEG), la actividad de alto voltaje y
frecuencia se mantuvo 4 h después del establecimiento del SE (tercer panel). Por el
contrario, los animales administrados con DZP mas PPB mostraron una disminucién
de la actividad sincronica de alta frecuencia 4 h después del inicio del SE (panel
inferior).

6.1.2.2 Grupo SE-PEG

En condiciones basales la actividad electrografica de los animales del
grupo SE-PEG fue similar a la observada en el grupo control. Las ratas llegaron

al SE 43.2 + 2.5 min después de la administracion de pilocarpina, situacion
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que se asocio con la presencia de actividad electrografica caracterizada por
espigas rapidas de alto voltaje y un incremento de la potencia espectral en las
bandas de 0.1 a 250 Hz (p<0.001, en comparacion con las condiciones
basales). Después de la primera inyeccion de DZP los animales mostraron una
reduccion de la actividad convulsiva que se asocié con la disminucién de la
amplitud y frecuencia de la actividad epileptiforme, asi como una reduccién de
la potencia relativa en las bandas de 4-8 y 8-13 Hz (p<0.001). Sin embargo, el
aumento en las oscilaciones de alta frecuencia (13 a 250 Hz, p<0.001) y la
liberacion de glutamato (230% mayor que en condiciones basales, p<0.001)
fueron evidentes hasta el final del experimento, 5.5 h después del
establecimiento del SE (2.5 h después de la administracién de PEG) (Figuras
6y7).
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Figura 6. Analisis espectral de la actividad eléctrica del hipocampo en las siguientes
condiciones experimentales: Condiciones basales (barras abiertas), 5 min después
del establecimiento del SE (barras negras), asi como 1 h después de la administracion
de PEG (barras con lineas verticales) o PPB (barras grises). Nétese el aumento de la
potencia relativa de las oscilaciones de baja frecuencia en los animales tratados con
DZP més PPB, en contraste con el grupo SE-PEG en el que prevalecieron
oscilaciones de alta frecuencia. *p<0.001; en comparacion con las condiciones
basales; ©p<0.001; cuando se compara con el grupo SE-PEG. Los valores
representan la media £+ EE de la potencia relativa en cada una de las bandas
analizadas.

Cuando se comparé con el grupo control, los animales tratados con
PEG (grupo SE-PEG) mostraron una disminucion en el porcentaje de células
inmunoreactivas para NeuN en hipocampo (Dorsal: GD, 29%, p=0.0301; hilus,
47%, p=0.012; CA1, 67%, p=0.003 y CA3, 57%, p=0.015; Ventral: GD, 63%,
p=0.008; hilus, 73%, p<0.001; CA1, 65%, p=0.002 y CA3, 64%, p=0.013). En
estos animales también se observd un aumento en el numero de células
positivas para la tincion de Fluoro-Jade B en el hipocampo (Dorsal: GD, 1040.3
+ 829.7; hilus, 536.3 + 182.3; CAl, 608.3 + 271.0 y CA3, 600.9 + 203.2
neuronas por mm?3; Ventral: GD, 671.0 + 307.3; hilus, 429.8 + 141.7; CA1,
634.8 + 412.6 y CA3, 514.8 *+ 148.1 neuronas por mm?3) (Figuras 8 y 9).
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Figura 7. Liberacién de glutamato (%) en condiciones basales, durante el SE y
después del tratamiento con vehiculo (grupo SE-PEG) o PPB (grupo SE-PPB178).
En el grupo SE-PEG la liberacién de glutamato se incrementé progresivamente
después de la administracion de pilocarpina efecto que se mantuvo a pesar de la
inyeccion de DZP. Por el contrario, en el grupo SE-PPB178, la administraciéon de PPB
después de la inyeccion de DZP redujo la liberacion de glutamato. Los valores
representan la media + EE del porcentaje de cambio con respecto a la liberacion
basal. Grupo SE-PEG: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; con respecto a su propio basal.
Grupo SE-PPB178: ©p<0.01, @@p<0.001; en comparacion con sus condiciones
basales. *p<0.001; con respecto al grupo SE-PEG. M, administracion de
metilescopolamina; P, administracion de pilocarpina; linea roja, periodo de SE; DZP,
administracién de DZP; PPB, administracion de PPB.

6.1.2.3 Grupo SE-PPB178

En el grupo SE-PPB178 las ratas llegaron al SE 40.3 + 2.0 min después
de la administracion de pilocarpina. Durante el SE, los animales mostraron un

patrén en la liberacién de glutamato y actividad electrogréafica similar al grupo
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SE-PEG. Después de la administracion de PPB, se observé una disminucion
gradual de la actividad epileptiforme. Este efecto se correlacion6 con los
siguientes cambios: a) Aumento en la potencia relativa de las oscilaciones de
baja frecuencia (bandas de 0.1-13 Hz, 1 h después de la administracion de
PPB, p<0.001); b) reduccién en la actividad de alta frecuencia (30-250 Hz,
p<0.001) y c¢) disminucién significativa en la liberacion de glutamato (126%
menor con respecto al grupo SE-PEG, p<0.001). Estos cambios fueron
evidentes 30 min después de la administracion de PPB y permanecieron hasta
el final del experimento (5.5 h después del establecimiento del SE) (Figuras 5-
7).
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Figura 8. Microfotografias representativas de secciones coronales de hipocampo
dorsal a nivel de hilus, del grupo control y de animales que recibieron DZP mas
vehiculo (grupo SE-PEG) o DZP mas PPB (grupo SE-PPB178) durante el periodo
post-SE. Las secciones se tifieron con Nissl (panel superior), inmunohistoquimica
para NeuN-DAPI (panel medio) y tincidon de Fluoro-Jade B (panel inferior). En
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contraste con el tejido control, los animales del grupo SE-PEG mostraron una
disminucion de la preservacién neuronal (NeuN-DAPI, flechas) condicion asociada
con el incremento del dafio neuronal (Fluoro-Jade B, flechas). Estos cambios fueron
menos evidentes en las secciones del grupo SE-PPB178.

Cuando se compar6 con el grupo SE-PEG, los animales del grupo SE-
PPB178, mostraron mayor preservacion de nucleos neuronales en el
hipocampo (Dorsal: GD, 30%, p=0.13; hilus, 115%, p=0.003; CA1, 197%,
p=0.004 y CA3, 170%, p=0.004; Ventral: GD, 117%, p=0.046; hilus, 245%,
p<0.001; CAl, 174%, p=0.003 y CA3, 171%, p=0.016). Ademas, se observd
un menor porcentaje de células en un proceso de muerte (positivas para
Fluoro-Jade B) (Dorsal: GD, 81%, p<0.001; hilus, 55%, p<0.001; CA1l, 98%,
p<0.001 y CA3, 86%, p<0.001; Ventral: GD, 70%, p=0.006; hilus, 91%,
p<0.001; CA1, 96%, p<0.001 y CA3, 88%, p=0.004) (Figuras 8 y 9).
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Figura 9. Preservacion (panel superior) y dafio neuronal (panel inferior) en las
regiones dorsal y ventral del hipocampo, evaluado 24 h después del SE. Los animales
tratados con PPB después del SE mostraron un incremento en la preservacion
neuronal (NeuN) y disminucién del nimero de células en proceso de dafio (Fuoro-
Jade B), con respecto al grupo tratado con vehiculo (grupo SE-PEG). Panel superior:
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; con respecto al grupo control; @p<0.05; ®©@p<0.01,
@@@<0.001; con respecto al grupo SE-PEG. Panel inferior: **p<0.01, ***p<0.001; con
respecto al grupo control. Los valores representan el promedio de dafio y
preservacion neuronal por mm?® = EE. ND, no determinado.
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6.1.3 Discusién

Estudios previos indican que la actividad epileptiforme observada
durante el SE inducido por la administracion de pilocarpina tiene un inicio
colinérgico con el subsecuente mantenimiento glutamatérgico (Smolders et al.,
1997; Turski et al., 1983). El incremento de la neurotransmisién glutamatérgica
durante el SE estd ampliamente asociada con el proceso de excitotoxicidad
mediado por receptores NMDA principalmente en células piramidales y
granulares del hipocampo (Fujikawa, 1995; Isokawa y Mello, 1991). El dafo
neuronal generado durante la actividad epiléptica esta involucrado en el
desarrollo de CRE (epileptogénesis) y el deterioro cognitivo provocado por el
SE (Cunha et al., 2009; Roch et al., 2002).

Los resultados mostraron que la administracién de DZP combinado con
PPB disminuy6 el incremento en la liberaciébn de glutamato y la actividad
electrogréfica inducida por el SE. El bloqueo de los canales de Na*
dependientes de voltaje disminuye la liberacion de glutamato y atenua el dafio
neuronal inducido por isquemia (Calabresi etal., 2003; Xie etal., 1994).
Ademas, estudios previos han demostrado que el PPB es capaz de inhibir los
canales de Na* dependientes del voltaje en neuronas piramidales del
hipocampo (Lara-Valderrdbano et al., 2016). Lo anterior sugiere que el efecto
del PPB sobre los canales de Na* puede participar en la disminucién de la
liberacién de glutamato y algunos de los efectos neuroprotectores observados

en el presente estudio.

Actualmente se desconoce el tipo de interaccion entre el PPB vy los
canales Na*. Sin embargo, considerando la estructura molecular del PPB, este
podria compartir mecanismo de accion con la fenitoina, un farmaco que induce
efectos anticonvulsivantes y neuroprotectores al bloquear los canales de Na*

dependientes de voltaje (Raftopoulos et al., 2016). Los grupos carbonilo y
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amino de la fenitoina forman puentes de hidrogeno con la estructura proteica
del canal de Na*, lo cual le confiere la actividad anticonvulsivante (Poupaert
et al.,, 1984). En cuanto a la estructura molecular de PPB, la presencia de
electrones libres en el grupo éster de la molécula (Cashman y Warshaw, 2005),
podrian permitir la formacién de puentes de hidrogeno con el canal de Na*. Lo
anterior, apoyaria la hipotesis de que el PPB y la fenitoina pudieran compartir
el mecanismo de accion (Enrique et al., en proceso de publicacion).

Durante el SE inducido por la administracion de pilocarpina se
incrementa la actividad neuronal del hipocampo (Karunakaran et al., 2012;
Santana-Gomez et al., 2015). Bajo nuestras condiciones experimentales, se
encontr6 que la administracion de PPB durante el SE disminuy6 las
oscilaciones electrograficas de alta frecuencia (90-250 Hz). Un efecto similar
es producido por farmacos con efectos sedantes como la ketamina, tiopental
y morfina (Faulkner et al., 1998; Whittington et al., 2000). Por otro lado, el
analisis de TRF mostré que la administracion de DZP mas PPB aumentoé la
potencia de las oscilaciones de baja frecuencia (0.1-30 Hz), efecto asociado
con la reduccion de la actividad epileptiforme. Se sabe que la actividad theta
(4-8 Hz) se incrementa durante los periodos suefio vigilia, asi como durante la
anestesia inducida por isoflurano o sevoflurano (Bland, 1986; Hagihira, 2015;
Whittington et al., 2000). Ademas, la induccién hipocampal de actividad theta
reduce la actividad epileptiforme producida por la inyeccion intracerebral de
penicilina y pentilenetetrazol (La Grutta y Sabatino, 1988; Miller et al., 1994).
Estos resultados apoyan la idea de que la prevalencia de oscilaciones de bajas
frecuencias puede estar asociada con efectos antiepilépticos (La Grutta y
Sabatino, 1988; Miller et al., 1994).

Por otra parte, los parabenos incluyendo el PPB producen efectos
estrogénicos débiles (30,000 veces menos potentes que el 17 B-estradiol)

(Blair etal., 2000; Routledge etal.,, 1998). El 17 B-estradiol induce la
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neuroproteccion en el SE, asi como, en los modelos de isquemia cerebral
(Dubal etal., 1998; Simpkins et al., 1997; Veliskova et al., 2000), efecto
asociado con mecanismos antioxidantes (Behl etal., 1997), bloqueo de
canales Ca?* dependientes del voltaje (Mermelstein et al., 1996) y reduccion
en la activacion de receptores NMDA (Weaver et al., 1997). Considerando lo
anterior, es posible considerar que los efectos observados en el presente
estudio también podrian estar mediados por la actividad estrogénica del PPB.
Sin embargo, se desconoce si estos efectos podrian evitar el desarrollo de

epileptogénesis inducido por el SE.
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6.2 Experimento 2: Evaluacion de los efectos del PPB y su combinacién
con LEV en las consecuencias a largo plazo inducidas por el SE

Durante la etapa crénica del modelo de SE, los animales presentan
actividad epiléptica espontanea, una condicidn asociada con alta excitabilidad
neuronal e incremento en la liberacion de glutamato, asi como dafio neuronal
y gliosis hipocampal. El presente experimento se disefi0 para determinar si la
administracion subcrénica de PPB y su combinacién con LEV durante el
periodo post-SE modifica los efectos a largo plazo inducidos por el SE (Figuras
10y 16).

6.2.1 Metodologia para la evaluacion del efecto de distintas dosis de
PPB en las consecuencias a largo plazo inducidas por el SE

Protocolo experimental

PEG/
DZP PPB DZP Administracion diaria Cirugia  Sacrificar

; H ; . de PEG/PPB , i :

ooy v ] ' v v
LSE| 1 1 /721 1 1 1 1 /2 1% | » Dias
0 2 3 1074 2 3 4 5 87/ 22 23
L [ L [ ] 4
|| ] | ., . | '

Tiempo (h) Deteccidn de la primer '

CRE por video Exper.imento de microdidlisis
- hidi
monitoreo (8hfdia) y evaluacién del UPD

PPB: 90 o 178 mg/kg, i.p. (Dias después de la primera CRE)

Figura 10. Protocolo experimental para la evaluacion de los efectos del PPB en las
consecuencias a largo plazo inducidas por el SE. El simbolo (*) indica el periodo de
tiempo del registro electrografico para su posterior analisis.

6.2.1.1 Grupo CRE-PPB178

Posterior al proceso de habituacién, los animales se sometieron al SE
mediante la administracion de litio-pilocarpina (n=5) (ver seccién 5.3). Dos
horas después del inicio del SE, la actividad convulsiva se control6 mediante
la administracion DZP como se describié anteriormente. Posteriormente (1 h

después de la administracion de DZP), se comenzo con la administracion de
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PPB, la cual se repitié durante 5 dias (178 mg/kg, i.p., por dia). La latencia a
la aparicion de CRE se determind a través del video-monitoreo de los animales
(8 h/dia). Siete dias después de la aparicion de la primera CRE, las ratas se
implantaron con una canula guia acoplada a un electrodo bipolar para
posteriormente, ser sometidas al experimento de microdidlisis (ver seccion
5.2). Veintiddés dias después de la aparicion del primera CRE, se realiz6 el
experimento de microdialisis para determinar la liberacion de glutamato
durante el periodo interictal (periodo de tiempo que existe entre las crisis
espontaneas, ver seccién 5.4). Durante el experimento de microdialisis se
realiz6 la evaluacion del UPD y se obtuvieron registros electrograficos, los
cuales se utilizaron para calcular espectros de potencia mediante TRF (ver
secciones 5.6 y 5.7). Veinticuatro horas después del experimento de
microdialisis, los animales se sacrificaron y se obtuvo el cerebro para realizar
los procedimientos histologicos posteriores (tincion de Nissl, Fluoro-Jade B e

inmunohistoquimica para NeuN-GFAP-DAPI, ver seccion 5.8) (Figura 10).

6.2.1.2 Grupo CRE-PPB90

Los animales (n=6) se manipularon de la misma manera que el grupo
CRE-PPB (ver seccion 6.2.1.1), excepto que, en lugar de 178 mg/kg (i.p.) de
PPB, se administr6 una dosis media (90 mg/kg, i.p.) durante 5 dias.
Veinticuatro horas después del experimento de microdialisis las ratas se
sacrificaron y se obtuvo el cerebro para realizar la evaluacion del sitio de
implante y dafio neuronal (tincion de Nissl y Fluoro-Jade B; respectivamente,

ver seccién 5.8) (Figura 10).
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6.2.1.3 Grupo CRE-PEG

Las ratas (n=6) se manipularon de la misma manera que el grupo CRE-
PPB (seccion 6.2.1.1), excepto que, recibieron administraciéon subcronica de
PEG (10 ml/kg, i.p.) en lugar de PPB.

6.2.2 Resultados

El grupo control correspondié a los animales tratados con solucion

salina a los tiempos establecidos (ver seccién 6.1.2.1).

6.2.2.1 Grupo CRE-PEG

Los animales del grupo CRE-PEG desarrollaron la primera crisis
espontanea 4.7 + 1.6 dias después del SE. El andlisis de la actividad
electrogréfica durante el periodo crénico del modelo mostré actividad
espontanea de alto voltaje con alta prevalencia en todas las bandas de
frecuencia analizadas (Figura 11). Esta condicion se asocio con un incremento
en la liberacion de glutamato (420% en comparacion con el grupo control,
p=0.021) y aumento de la excitabilidad hipocampal revelada por valores bajos
de UPD (36.7 = 12.2 yA, 88% inferior al grupo control, p<0.001) (Figuras 12 y
13). Derivado de la evaluaciéon del UPD, el 17% de los animales (1 de 6)
presento crisis fase Ill, 33% fase IV (2 de 6) y 50% de los animales (3 de 6
animales, p=0.0329, con respecto al grupo control) fase V en la escala de
Racine (Racine, 1972b).
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Figura 11. Evaluacién de los cambios en la actividad electrografica durante el periodo
interictal de animales tratados con PEG o PPB a distintas dosis. A) Representacion
tiempo-frecuencia del espectro de potencia (0.1-250 Hz) durante el periodo interictal
(grupos CRE-PEG, CRE-PPB178 y CRE-PPB90). Barra de color: Rojo indica
actividad de alta energia, mientras que el color azul indica baja energia. Notese el
incremento en todas las frecuencias evaluadas de la actividad eléctrica del grupo
CRE-PEG y CRE-PPB90. Estos cambios fueron menos evidentes en los registros
obtenidos del grupo CRE-PPB178. B) Representacion grafica del andlisis de potencia
de la actividad eléctrica del hipocampo durante el periodo interictal. La actividad
electrogréfica del grupo CRE-PPB178 (barras negras) fue significativamente menor
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cuando se compar6 con los grupos CRE-PEG (barras con lineas verticales) y CRE-
PPB90 (barras grises). Los valores representan la media + EE de la potencia relativa,
*p<0.001; con respecto al grupo CRE-PEG; ®p<0.001; con respecto al grupo CRE-
PPB9O0.

El analisis histolégico revelé disminucion en el porcentaje de células
inmunoreactivas para NeuN en el hipocampo (Dorsal: GD, 38%, p=0.003;
hilus, 61%, p=0.005; CALl, 77%, p=0.001 y CA3, 54%, p=0.005; Ventral: GD,
65% p=0.027; hilus, 77%, p=0.001; CAl, 73%, p=0.001 y CA3, 66%, p<0.001)
con respecto al grupo control (ver seccion 6.1.2.1). Ademas, se observé un
elevado numero de células positivas para Fluoro-Jade B en el hipocampo
(Dorsal: GD, 61 * 3; hilus, 29 £+ 23; CA1, 244 + 63 y CA3, 101 £ 12, células por
mm?; Ventral: GD, 56 + 10; hilus, 21 + 22; CA1 836 + 69 y CA3, 330 * 66
células por mm?3). Finalmente, los animales mostraron un incremento en la
inmunorreactividad para GFAP caracteristica de la astrogliosis en el

hipocampo principalmente en la region hiliar (Figuras 14 y 15).

-
o

% [ Control
T %%k% [0 CRE-PEG

1 CRE-PPB90
Il CRE-PPB178

&

@
2

0

Figura 12. Liberacion de glutamato (uM) en el hipocampo de ratas control y durante
el periodo interictal de animales con CRE tratados de forma subcrénica con vehiculo
o PPB a distintas dosis (grupos CRE-PEG, CRE-PPB178 y CRE-PPB90). En
comparacion con los grupos control y CRE-PPB178, los animales que recibieron
vehiculo (grupo CRE-PEG) o la dosis subefectiva de PPB (grupo CRE-PPB90),
mostraron un incremento significativo en la liberacion de glutamato. Los valores
representan la media + EE de glutamato (uM). *p<0.05; ***p<0.001; en comparacion
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con el grupo control. ©p<0.05; en comparacion con el grupo CRE-PEG. ¥p<0.05; en
comparacion con el grupo CRE-PPB90.

6.2.2.2 Grupo CRE-PPB90

Los animales del grupo CRE-PPB90 desarrollaron la primera CRE 5.2
+ 1.7 dias después de SE (p=0.892, con respecto al grupo CRE-PEG). El
analisis de la actividad electrografica del hipocampo revel6 la prevalencia de
oscilaciones en las bandas de 13-30 y 90-200 Hz, pero con una menor
potencia relativa en comparacion con el grupo CRE-PEG (p<0.001) (Figura
11). En cuanto a los experimentos de microdialisis se observo un incremento
en la liberacién de interictal de glutamato (483%, p<0.001) y excitabilidad
hipocampal (84%, p<0.001) con respecto al grupo control, valores similares a
los observados para el grupo CRE-PEG (Figuras 12 y 13). Posterior a la
evaluacion del UPD, 60% de los animales desarrollaron crisis fase Il (3 de 5)
y 40% fase V en la escala de Racine (p=0.04 y p=0.06, respectivamente;
cuando se compara con el grupo control) (Racine, 1972b).

400, [ Control

— 0 CRE-PEG
= CRE-PPB90
Bl CRE-PPB178

*@ o

dedek *k%

0 U AR

Figura 13. Valores de UPD en condiciones control y durante el periodo interictal de
animales con CRE tratados con vehiculo (PEG) o PPB a distintas dosis. Noétese la
disminucion en la excitabilidad neuronal de los animales del grupo CRE-PPB178, con
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respecto a los grupos CRE-PEG y CRE-PPB90. Los valores representan la media =
EE de la corriente necesaria para la generaciéon del UPD (pA). *p<0.05; **p<0.001;
en comparacion con el grupo control; ®p<0.001 en comparacion con el grupo CRE-
PPB; p<0.001; con respecto al grupo CRE-PEG.

En comparacién con el grupo CRE-PEG, los animales tratados con PPB
(90 mg/kg; i.p.) no presentaron alteraciones en el nUmero total de neuronas

hipocampales (positivas para Fluoro-Jade B) (Figura 15).

6.2.2.3 Grupo CRE-PPB178

Los animales del grupo CRE-PPB presentaron la primera CRE 5.2 +1.8
dias después del SE (p=0.395, con respecto al grupo CRE-PEG). El analisis
de la actividad electrografica del hipocampo mostré una menor potencia
relativa de todas las bandas analizadas (p<0.001; con respecto al grupo control
y CRE-PPB90) (Figura 11). En este grupo experimental la liberacion de
glutamato fue menor a lo mostrado por los grupos CRE-PEG y CRE-PPB90
(71%, p=0.035; 74%, p=0.008; respectivamente) y se observé una disminucion
en la excitabilidad neuronal revelada por el incremento en los valores de UPD
con respecto al grupo CRE-PEG (534%, p=0.0003) y CRE-PPB90 y (403%
p=0.0005) (Figuras 12 y 13). Con la evaluacion del UPD, el 60% de los
animales presenté crisis fase Il (p=0.06, con respecto al grupo CRE-PEG) y

40% (2 de 5 animales) crisis fase Il en la escala de Racine (Racine, 1972b).
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Figura 14. Evaluaciéon de la preservacion neuronal y gliosis hipocampal durante el
periodo crénico del modelo de SE. Panel superior, microfotografias representativas
de secciones coronales de hilus en la regién dorsal del hipocampo de los grupos
control, CRE-PEG y CRE-PPB178. Las secciones se evaluaron mediante la
inmunohistoquimica de NeuN-GFAP-DAPI. Notese la disminucién de la densidad
neuronal y el aumento de la gliosis (expresién de GFAP) en el grupo CRE-PEG
(flechas). Estos cambios fueron menos evidentes en el grupo CRE-PPB178 (flechas).
En la parte inferior se muestra la cuantificacion neuronal en el hipocampo dorsal y
ventral. La region de GD (dorsal y ventral) de los animales tratados con PPB (grupo
CRE-PPB178) mostré una preservacion neuronal similar al grupo de control. Los
valores representan la media + EE de células positivas a NeuN por mm?®. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001; en comparacion con el grupo de control. ©p<0.05, ®@p<0.01;
con respecto al grupo CRE-PEG.

El nidmero de células inmunoreactivas para NeuN y las células
marcadas con Fluoro-Jade B en el area de GD (dorsal y ventral) del grupo
CRE-PPB fueron similares al grupo de control. Por otro lado, el hipocampo
dorsal mostré una disminucién en las células inmunoreactivas para NeuN en
hilus, CA1 y CA3 (valores similares a los observado en el grupo CRE-PEG).
Situacion que se correlaciono con un incremento en el nimero de células
teflidas con Fluoro-Jade B en estas areas. En hilus y CA3, se observo un

incremento significativo del dafio neuronal con respecto al grupo CRE-PEG
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(238%, p=0.038 y 206%, p=0.004; respectivamente) y CRE-PPB90 (607%,
p=0.0112 y 500%, p=0.011; respectivamente). En cuanto a la regién ventral
del hipocampo en las areas de hilus, CA1 y CA3, el nimero de células
inmunoreactivas para NeuN fue similar al grupo control. Sin embargo, la tincién
con Fluoro-Jade B mostré un incremento en el nimero de células en proceso
de muerte (valores similares a los grupos CRE-PEG y CRE-PPB90). Por otra
parte, la inmunoreactividad para GFAP fue similar a la observada bajo

condiciones control (Figuras 14 y 15).
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Figura 15. Evaluacion del dafio neuronal en el hipocampo dorsal y ventral durante el
periodo crénico del modelo de SE. Los animales tratados con vehiculo y PPB (90
mg/kg, i.p.), mostraron un incremento en el nimero de células positivas para Fluoro-
Jade B en todas las &reas del hipocampo. La region de GD (dorsal y ventral) de los
animales tratados con PPB (178 mg/kg, i.p., grupo CRE-PPB178), revel6 una
disminucién en el numero de células en proceso de muerte (positivas para Fluoro-
Jade B). Sin embargo, no se observaron cambios en las &reas de hilus, CA1l y CA3.
Los valores representan la media + EE por de células positivas a Fluoro-Jade B por
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mm?3. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; en comparacion con el grupo CRE-PEG.
@p<0.05; con respecto al grupo CRE-PPB90. ND, no determinado.
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6.2.3 Metodologia para la evaluacion de los efectos de la combinacion
de dosis subefectivas de PPB con LEV en las consecuencias a
largo plazo inducidas por el SE

La combinacion de farmacos con mudltiples mecanismos de accion
puede ser una estrategia farmacoldgica adecuada para el control de SE y sus
consecuencias (Loscher, 2015). Considerando que la administracion
subcronica de PPB (178 mg/kg, i.p.) no evitd el desarrollo de epilptogénesis
inducida por el SE, el presente experimento se disefi0 para determinar si la
administracion subcronica de una dosis subefectiva de PPB con LEV durante
el periodo post-SE modifica los efectos a largo plazo inducidos por el SE
(Figura 16).

Protocolo experimental

DZP PPB-LEV DZPAdministracién diaria Cirugia Sacrificar

t Y ! | dePPB-LEV , H H

ooy ooy ' v v
LSE| 1 L/z1 1 1 1 1 /2 1% | » Dias
0 2 3 1077 2 3 4 5 g§/f 22 23
L [ L [ ‘
] 1 | ., . 1 H

Tiempo (h) Deteccion de la primer :

CRE por video Exper.imento de microdialisis
X hidi

LEV: 150 mg/kg, i.p. monitoreo (8h/dia) y evaluacién del UPD
PPB-LEV: 90-150 mg/kg, i.p. (Dias después de la primera CRE)

Figura 16. Protocolo experimental para la evaluacion de los efectos de la combinacion
de PPB y LEV en las consecuencias a largo plazo inducidas por el SE. El simbolo (*)
indica el tiempo en los cuales se tomo el registro electrogréafico de 1 minuto para su
posterior andlisis.

6.2.3.1 Grupo CRE-PPB-LEV

Los animales (n=6) se manipularon de la misma manera que el grupo
CRE-PPB178 (apartado 6.2.1.1), excepto que, en lugar de PPB recibieron la
combinacion PPB-LEV (90-150 mg/kg, i.p.) durante 5 dias (Figura 16).
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6.2.3.2 Grupo CRE-LEV

Las ratas se (n=6) manipularon de la misma manera que el grupo CRE-
PPB-LEV (apartado 6.2.3.1), excepto que, en lugar de PPB-LEV se administré
LEV (150 mg/kg, i.p.) durante 5 dias (Figura 16).

6.2.4 Resultados
6.2.4.1 Grupo CRE-LEV

Los animales del grupo tratado con LEV después del SE (grupo CRE-
LEV), presentaron la primera CRE en una latencia similar a la observada para
el grupo CRE-PEG (7.3 £ 2.4 dias después de SE, p=0.0679). El andlisis del
registro electrografico por TRF mostrd la prevalencia de oscilaciones de alta
frecuencia (90-250 Hz) (Figura 17). Durante el periodo interictal, los
experimentos de microdiélisis mostraron una liberacion de glutamato de 4.7 +
0.3 uM (59% menor con respecto al grupo CRE-PEG, p=0.0088) (Figura 18).
El promedio de los valores de UPD fue de 216.8 + 40.3 YA (484% mayor, con
respecto al grupo CRE-PEG, p<0.05) (Figura 19). Derivado de la evaluacion
del UPD, el 14% de los animales (1 de 7) presenté crisis fase Il, 28% fase Il
(2 de 7) y 57% crisis fase IV (4 de 7 animales, p=0.0329 con respecto al grupo
CRE-PEG) en la escala de Racine (Racine, 1972b).
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Figura 17. Actividad electrografica del hipocampo durante el periodo interictal de
animales con CRE tratados con LEV o la combinacion PPB-LEV. A) Representacion
tiempo-frecuencia del espectro de potencia (0.1-250 Hz) de la actividad electrografica
(grupos CRE-LEV y CRE-PPB-LEV). Barra de color: Rojo indica actividad de alta
energia, mientras que el color azul indica baja energia. B) Analisis espectral de
potencia relativa de la actividad eléctrica del hipocampo durante el periodo interictal.
Notese el aumento de la potencia relativa de las oscilaciones que van de 0.1-90 Hz y
la disminucion de la actividad de alta frecuencia (90-250 Hz) en los animales tratados
con la combinacion PPB-LEV con respecto al grupo CRE-LEV. Los valores
representan la media + EE de la potencia relativa, *p<0.001; con respecto al grupo
CRE-LEV.
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Figura 18. Liberacion de glutamato (uM) en el hipocampo de ratas tratadas con LEV
0 la combinacién PPB-LEV durante el periodo interictal secundario al SE. En
comparacion con el grupo CRE-LEV, los animales tratados con la combinaciéon PPB-
LEV presentaron una disminucion significativa en la liberacion de glutamato. Los
valores representan la media £ EE de glutamato (uM). ***p<0.001. La linea punteada
representa los valores basales de glutamato en el grupo control.

El andlisis histoldégico mediante la tincion de Fluoro-Jade B mostro que
los animales del grupo CRE-LEV presentaron células en proceso de dafio para
Fluoro-Jade B en el hipocampo (Dorsal: GD 4.4 £ 2.9; hilus, 63.2 + 7.9; CAL,
1.8 £1.8y CAS3, 23.5+9.7; Ventral: GD, 10.3 £ 5.5; hilus, 105.8 + 56.3; CAL,
360.0 + 114.4 y CA3, 36.7 + 21.0) (Figura 20).
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Figura 19. Valores de UPD durante el periodo interictal de animales con CRE
tratados de manera subcrénica con LEV o la combinacion PPB-LEV. No se
observaron cambios significativos entre los grupos CRE-LEV y CRE-PPBLEV. Los
valores representan la media + EE de la corriente necesaria para la generacién del
UPD (pA). La linea punteada representa los valores de UPD en el grupo control.

6.2.4.2 Grupo CRE-PPB-LEV

Los animales del grupo CRE-PPB-LEV presentaron la primera CRE 7.5
+ 2.9 dias después del SE. El andlisis de la actividad electrogréafica del
hipocampo mostré una prevalencia de oscilaciones de baja frecuencia (bandas
0.1-90 Hz, p<0.001, en comparaciéon con el grupo CRE-LEV). Estos cambios
se asociaron con una disminucion de la actividad de alta frecuencia (90-250
Hz, p<0.001, con respecto al grupo CRE-LEV) (Figura 17). Los experimentos
de microdialisis mostraron una disminucion en la liberacion interictal de
glutamato (53% menor en comparacion con el grupo CRE-LEV, p<0.001). Sin
observarse cambios en la excitabilidad neuronal con respecto al grupo CRE-
LEV (UPD, 224.5 + 53.9 YA, p=0.92) (Figura 19). Como consecuencia de la
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evaluacion del UPD, el 50% de los animales presento crisis fase Il (3 de 6
animales), 33% fase Il (2 de 6) y 17% fase IV (p=0.048 con respecto al grupo
CRE-LEV) en la escala de Racine (Racine, 1972b).

El analisis histoldgico de los animales tratados con la mezcla de PPB-
LEV después de la induccidén SE, mostré una disminucién del dafio neuronal
(células positivas para Fluoro-Jade B) en el hilus del hipocampo dorsal (55%,
p=0.0372), asi como en las regiones de CA1l y CA3 (80%, p=0.0370; 90%,
p=0.0100; respectivamente) del hipocampo ventral, con respecto a lo
observado para el grupo CRE-LEV (Figura 20).
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Figura 20. Evaluacion del dafio neuronal en el hipocampo dorsal y ventral durante el
periodo interictal de animales administrados con LEV (grupo CRE-LEV) o la
combinacion PPB-LEV (grupo CRE-PPB-LEV). A) Microfotografias representativas de
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secciones coronales que muestran la estructura del hipocampo dorsal (tincion de
Nissl, panel superior), asi como el dafio neuronal (Fluoro-Jade B, panel inferior) en el
area de hilus. B) Representacién grafica del dafio neuronal en el hipocampo dorsal y
ventral. Los valores representan la media + EE por de células positivas a Fluoro-Jade
B por mm?®, *p<0.05, ***p<0.001; en comparacion con el grupo CRE-PEG; ®p<0.05;
con respecto al grupo CRE-LEV.

6.2.5 Discusioén

En el presente estudio se observd que la administracion subcronica de
PPB no evit6 el desarrollo CRE. Sin embargo, la administracion de 178 mg/kg
de PPB (i.p.) disminuyé la liberacion interictal de glutamato, efecto asociado
con una menor excitabilidad neuronal y neuroproteccion restringida a GD. En
cuanto a los animales tratados con la combinacion de PPB-LEV se observo
una disminucion en el dafio neuronal y en la liberacion de glutamato (con

respecto a las ratas tratadas solo con LEV).

La esclerosis hipocampal durante el proceso de epileptogénesis,
consiste en un patrén caracteristico de pérdida neuronal en las regiones de
GD, hilus, CAl1 y CA3. Este dafio se encuentra asociado con la presencia de
hiperplasia astroglial y rearborizacion axonal (Léscher y Brandt, 2010; Sloviter,
1999). Es importante destacar que durante el proceso de epileptogénesis, las
células granulares de GD presentan un incremento en la neurotransmision
glutamatérgica mediada principalmente por el receptor NMDA, asi como un
aumento en la unidon de receptores a benzodiacepinas/GABAa (Kamphuis
et al., 1995; Rocha y Ondarza-Rovira, 1999; Scimemi et al., 2006). Es posible
sugerir que debido a los efectos estrogénicos inducidos PPB (178 mg/kg, i.p.),
este pueda interaccionar con el receptor a benzodiazepinas/GABAa en las
células granulares del GD de animales con CRE, incrementando la
neurotransmision GABAEérgica, lo cual se refleja con el efecto neuroprotector
selectivo. La neuroproteccion inducida por PPB, mantiene la idea del papel del

GD como una compuerta que impide la propagacion de la actividad epiléptica
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desde el hipocampo a otras areas cerebrales (Cohen et al., 2003; Krook-
Magnuson et al., 2015).

Por otro lado, la administracion subcrénica de PPB durante el periodo
post-SE no evitd el dafio neuronal en hilus, CA1 y CA3, asi como la aparicion
de CRE durante el periodo crénico del modelo. Nuestros datos son
consistentes con el dafio celular encontrado después de la administracion
subcronica de FAE como vigabatrina, LEV, topiramato y DZP en animales
sometidos a SE (André et al., 2001; Cunha et al., 2009; Rigoulot et al., 2004).
Sin embargo, es necesario realizar experimentos enfocados en evaluar si la
administracion de dosis altas de PPB puede inducir efectos neuroprotectores
en todas las areas del hipocampo y asi evitar el desarrollo de CRE después
del SE.

Con respecto a la actividad glial, estudios previos han demostrado que
estas células juegan un papel importante en la generacion y propagacion de
la actividad epiléptica, contribuyendo a la generacion de la despolarizaciéon
paroxistica de las neuronas a través de la liberacién de glutamato (Coulter y
Steinh&user, 2015; Seifert y Steinh&user, 2013; Tian et al., 2005). Es posible
considerar que la disminucién en la liberacion de glutamato observada (grupos
CRE-PPB178 y CRE-PPB-LEV), sea a causa de la reduccion de la expresiéon
glial en el hipocampo, efecto asociado con una disminucién en el dafio
neuronal observado. Sin embargo, estos cambios también podrian reflejar un
incremento de la recaptura de glutamato mediada principalmente por los
cotransportadores (EAAT), asi como alteraciones en su metabolismo (Eid
et al., 2004).

Durante el proceso de epileptogénesis secundario al SE se presenta
actividad de alta frecuencia en el hipocampo (90-250 Hz) que habitualmente

antecede la aparicion de las crisis epilépticas (Bragin et al., 2004; Lévesque
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et al.,, 2015, 2011). Nuestros resultados mostraron una disminucion de la
actividad de alta frecuencia, efecto que se asocidé con la reduccion de la
excitabilidad neuronal (valores altos de UPD). Con base en lo anterior,
podemos sugerir que la supresion de las oscilaciones de alta frecuencia y la
excitabilidad neuronal inducida por la administracion de PPB (178 mg/kg, i.p.),
podria representar una estrategia farmacoldgica para evitar las consecuencias

de la actividad epiléptica.

El LEV es un farmaco de nueva generacion que ha sido ampliamente
utilizado en diversos modelos animales. La administracion subcrénica de LEV
retarda el desarrollo de CRE, disminuye el dafio neuronal en las regiones de
hilus, CA1 y CA3 del hipocampo; ademas de reducir la excitabilidad neuronal
(Margineanu et al., 2008; Yan et al., 2005; Zhou et al., 2007). En el presente
estudio, se observé que la combinacion de PPB-LEV (90-150 mg/kg, i.p.)
disminuy¢ significativamente el dafio neuronal en hilus (hipocampo dorsal) y
las areas de CAl y CA3 de hipocampo ventral, con respecto a los animales
tratados solamente con LEV. Sin embargo, la combinacién PPB-LEV no evitd
el desarrollo de CRE. Las diferencias en el efecto neuroprotector observado
se derivan de la susceptibilidad diferencial de las neuronas del hipocampo a
distintos tipos de dafio. Especificamente, las neuronas del hilus, CA1 y CA3
son vulnerables a los dafios inducidos por las crisis convulsivas inducidas por
distintos modelos animales (Borges et al., 2003). Estos hallazgos indican que
la coadministracion de estos farmacos incrementa los efectos
neuroprotectores asociados a una disminucion en la liberaciéon de glutamato.
Sin embargo, son necesarios mas experimentos para encontrar una

combinacion optima que evité el desarrollo de CRE.

Por otro lado, durante la induccion de crisis parciales (fases I-11) existe
un incremento en la actividad metabdlica en estructuras como corteza

entorrinal, corteza piriforme, septum medial y la region limbica anterior (lo cual
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refleja un incremento en la actividad de estas areas). En cuanto a las crisis
generalizadas (fases: IlI-V), el patron de respuesta consiste en incrementos de
la actividad metabdlica bilateral del hipocampo, corteza entorrinal y estructuras
extrahipocampales como tadlamo, sustancia nigra y neocorteza frontoparietal,
gue en su conjunto presentan proyecciones descendentes que inervan a
motoneuronas (Engel et al., 1978; ladarola y Gale, 1982; Miller et al., 1987).
En este estudio se observé que después de la evaluacion del UPD, los
animales tratados con la combinacion PPB-LEV desarrollaron crisis fase Il y llI
en la escala de Racine (Racine, 1972b), en comparacién con los animales del
grupo CRE-LEV y CRE-PEG que se mantuvieron en fases IV y V.
Considerando la posible interaccién del PPB con el receptor GABAA, es posible
sugerir que la reduccion de crisis generalizadas después de la evaluacion del
UPD podria ser resultado de la actividad inhibitoria del PPB en regiones
extrahipocampales como el tdlamo o la substancia nigra que se han descrito
como esenciales en la propagacion anatomica de las crisis convulsivas
(Lothman et al., 1991).

En la actualidad, el PPB se utiliza como conservador en algunas formas
farmacéuticas orales de FAE, tales como: LEV (Keppra), carbamazepina
(Tegretol), Oxcarbazepina (Trileptal), DZP (Actavis, UK LTD) y gabapentina
(Rosemont Pharmaceuticals Limited) (EMC, 1999). Teniendo en cuenta que el
PPB induce efectos inhibidores en el SNC (Lara-Valderrabano et al., 2016;
Matthews et al., 1956), es posible proponer que su combinacién con los FAE,
pueda resultar en una terapia mas eficaz para reducir la actividad epiléptica.
Sin embargo, son necesarios experimentos adicionales para apoyar esta

hipotesis.

Desde hace algunos afios existe el debate acerca de si la combinacion
de FAE con diferentes mecanismos de accién pueden ser mas beneficiosos

qgue la farmacologia dirigida a un solo blanco (Deckers et al., 2000; Jonker
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etal., 2007). Aunque se pueden encontrar ejemplos que apoyen ambos
escenarios, parece que, la combinacibn de dos farmacos con distintos
mecanismos de accion pueden proporcionar un mayor beneficio que el de dos
farmacos que actuan sobre el mismo blanco terapéutico (Cunha et al., 2009;
Loscher y HoOnack, 1994; Mazarati etal., 2004). En este contexto, el
incremento en los efectos antiepileptogénicos mostrado por el tratamiento con
PPB-LEV podrian ofrecer una alternativa farmacoldgica para el tratamiento
inicial del SE. Sin embargo, las combinaciones de FAE deben de ser
cuidadosamente seleccionadas basandose en el potencial de sinergia, la
asociacion con interacciones farmacocinéticas desfavorables y toxicidad
(Kaminski et al., 2009).
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6.3 Experimento 3: Evaluaciéon de los efectos toxicos inducidos por la
administracion subcrénica de PPB y su combinacion con LEV

La administracion subcronica de distintos FAE induce la exacerbacion de
los efectos téxicos, los cuales se reflejan con alteraciones en el funcionamiento
de las principales vias metabolicas. El presente experimento se disefié para
determinar si la administracion subcronica de PPB y su combinacion con LEV

modifica la actividad motora, dafio renal y hepatico de ratas sanas (Figura 21).

6.3.1 Metodologia general

A continuacién, se describe la metodologia general para la realizacion

del experimento 3.

6.3.1.1 Prueba de campo abierto

Con el propésito de evaluar el efecto de los distintos tratamientos en la
actividad motora de los animales se llevo a cabo la prueba de campo abierto.
Esta prueba consistié en colocar al roedor en una de las esquinas de una caja
de acrilico (50 x 33 x 45 cm) dividida en 12 cuadrantes iguales.
Inmediatamente después, se comenzd a contar el nimero de veces que el
animal cruzo con las 4 patas cada uno de los cuadrantes durante un periodo
de 5 min (Pruty Belzung, 2003). Los valores de actividad motora se analizaron
mediante la prueba de ANOVA de una via seguida por una prueba post-hoc
LSD de Fisher y se expresaron como la media + EE del nimero de cruces

durante 5 min.

6.3.1.2 Evaluacion del tejido renal y hepatico

Para el andlisis del tejido renal y hepatico se obtuvieron cortes

transversales de 5 um de espesor.
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6.3.1.2.1 Tincién de hematoxilina-eosina

La hematoxilina es un colorante catidénico o basico, que tifie estructuras
acidas (basofilas) en tonos azul y parpura (p. €j. nucleos celulares). Por su
parte la eosina es un colorante que tifie componentes basicos (acidoéfilos) en
tonos de color rosa (p. €j. proteinas citoplasmaticas), gracias a su naturaleza
anibénica o acida (Luna, 1968).

Para realizar esta tincion los cortes de tejido renal y hepético se
manipularon de igual manera que en el apartado 5.8.2.1, excepto que después
de rehidratar, las muestras se sumergieron en hematoxilina durante 10 min.
Posteriormente, se lavaron con agua destilada para eliminar los excesos de
colorante y se pasaron rapidamente por alcohol acido (28 ml de etanol al 50%
+ 1.2 ml de acido clorhidrico concentrado). Las laminillas se lavaron
nuevamente y se sumergieron en eosina durante 30 s. Los cortes se
deshidrataron utilizando concentraciones crecientes de alcohol (70%, 96%,
100%) y por ultimo en xileno (5 min en cada solucién). Las muestras se
cubrieron con resina sintética y se analizaron a través de un microscopio

optico.
6.3.1.2.2 Tincion de rojo oleoso

El rojo oleoso es un colorante soluble en grasas que se utiliza para la
tincion de lipidos y triglicéridos neutros. Se utilizaron cortes de tejido hepético
en congelacion, los cuales se sumergieron en isopropanol al 60% durante 5
min. Posteriormente, las muestras se incubaron en la solucion de trabajo de
rojo oleoso durante 15 min a temperatura ambiente (25-28 °C). Después, se
enjuagaron con isopropanol al 60% y agua destilada (5 min en cada solucion).
Las laminillas se contrastaron con hematoxilina (2 a 3 min); después, se

lavaron con agua destilada para eliminar los excesos de colorante y se
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pasaron rapidamente por alcohol &cido (28 ml de etanol al 50% + 1.2 ml de
acido clorhidrico concentrado). Los cortes se lavaron con agua destilada, se
dejaron secar y finalmente se montaron con glicerina para ser analizados a

través de un microscopio éptico.

6.3.2 Metodologia para la evaluacion de los efectos en la actividad
motora, dafio renal y hepético de ratas sanas inducidos por la
administracion subcronica de PPB y su combinacion con LEV

Protocolo experimental

T.x T.x T.x T.x T.x T.x §acrificar

H v v v v v v

L# # 1 # ## ## #1# ## #) -

1 2 3 4 5 6 7 >Dlas

Tx: PEG 30%, PPB (30 o 178 mg/kg), LEV (150 mg/kg), PPB-LEV (90-150 o 178-150 mg/kg)

Figura 21. Protocolo experimental para la evaluacion de los cambios en la actividad
motora, dafio renal y hepatico, inducido por la administracién subcrénica de PPB y su
combinacion con LEV en ratas sanas. Tx, tratamiento; #, evaluacion de la actividad
motora 30 min después de cada tratamiento; #, evaluacion de la actividad motora 23
h después de cada tratamiento.

6.3.2.1 Grupos PPB

Veinticuatro horas después de la ultima inyeccion de solucién salina
(habituacion), se inyecté PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.; n=4 por dosis) repitiendo
la administracion cada 24 h durante 6 dias. La evaluacion de la actividad
motora mediante la prueba de campo abierto se realizé media hora y 23 h
después de cada tratamiento (ver seccién 6.3.1.1) (Figura 21).

Inmediatamente después de la ultima evaluacion conductual (dia 7), los
animales se perfundieron para el posterior andlisis histolégico del tejido renal
y hepatico mediante las tinciones de hematoxilina-eosina y rojo oleoso (ver

seccion 6.3.1.2) (Figura 21).
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6.3.2.2 Grupo LEV

Este grupo se manipulo como el grupo tratado con PPB (ver apartado
6.3.2.1), excepto que, se administré LEV (150 mg/kg, i.p.) en lugar de PPB
(n=4).

6.3.2.3 Grupos PPB-LEV

Los animales se manipularon como el grupo PPB (ver apartado 6.3.2.1),
excepto que, se administré6 la combinacion PPB-LEV (90-150 o 178-150
mg/kg, i.p., n=4 por dosis) en lugar de PPB.

6.3.2.4 Grupo control

Las ratas del grupo control se manipularon de la misma manera que los
animales del grupo PPB (ver apartado 6.3.2.1), con la excepciéon de que se
administré PEG (10 ml/kg, i.p., n=4) en lugar de PPB.

6.3.3 Resultados
6.3.3.1 Grupo control

En las ratas del grupo control la administracién subcronica de PEG no
indujo cambios significativos en la actividad motora evaluada media hora
después de cada administracion. El promedio de cruces entre cuadrantes
durante 6 evaluaciones fue de 43.9 + 2.9. Estos valores se mantuvieron
constantes en las pruebas realizadas 23 h después de cada administraciéon

(42.5 + 3.5, cruces entre cuadrantes) (Figuras 22y 23).

El analisis histolégico del tejido renal mostr6 la presencia de tubulos
contorneados proximales y distales (medula renal) de caracteristicas

histolégicas normales (Figura 24). En cuanto a la histologia del tejido hepatico,
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se observd una arquitectura lobulillar clasica conformada por hepatocitos en
disposicion hexagonal sin aparentes cambios morfolégicos inducidos por la
administracion subcronica de PEG. No se observaron depositos de lipidos

evaluados mediante la tincién de rojo oleoso (Figuras 25y 26).
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Figura 22. Evaluacion de la actividad motora media hora después del tratamiento con
PPB, LEV o la combinaciéon PPB-LEV. El tratamiento con ambas dosis de PPB (90 o
178 mg/kg, i.p.), asi como su combinacién con LEV disminuy6é de manera significativa
la actividad motora en la prueba de campo abierto. Los valores representan el
promedio del nimero (#) de cruces entre los cuadrantes + EE de la media, evaluados
durante 5 min por dia. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001; con respecto al grupo control
(PEG).

6.3.3.2 Grupos tratados con PPB

Las ratas tratadas con ambas dosis de PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.)

mostraron una disminucién significativa de la actividad motora, efecto que fue
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mas evidente en el grupo tratado con 178 mg/kg (i.p.) (40% menor con
respecto al grupo control, p<0.001). La disminucion de la movilidad inducida
por la administraciéon de PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.) se mantuvo constante
hasta el final del experimento (29%, p<0.05y 67%; p<0.001; respectivamente,
cuando se compara con el grupo control) (Figura 22). Sin embargo, 23 h
después de cada tratamiento, ambos grupos mostraron una recuperacion de
la movilidad alcanzando valores similares a los observados en los animales

control (Figura 23).

= Control (PEG)
= PPB (90 mg/kg)
=+ PPB (178 mg/kg)
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Figura 23. Evaluacion de la actividad motora 23 h después de la administracion
repetida de PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.) y su combinacién con LEV. Né6tese que 23 h
después de cada tratamiento, todos los animales recuperaron la actividad motora
observandose una actividad valores similares al grupo control. Los valores
representan el promedio del nimero (#) de cruces entre los cuadrantes + EE de la
media, evaluados durante 5 minutos.
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La evaluacion histologica del tejido renal mostré que la administracion
subcroénica de distintas dosis de PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.) no indujo cambios
estructurales observandose células bien preservadas con caracteristicas
morfologicas similares a las encontradas en los animales control (Figura 24).
En cuanto a la evaluacion del tejido hepético los animales tratados con PPB
(178 mgl/kg, i.p.) presentaron infiltrados leucocitarios perivasculares. Estos

efectos se asociaron con la presencia de depdsitos citoplasmaticos de lipidos

(prueba de rojo oleoso) (Figuras 25 y 26).
Control (PEG) PPB (90 mg/kg) PPB (178 mg/kg)

Figura 24. Microfotografias representativas de tejido renal evaluado mediante la
tincion de hematoxilina-eosina 6 dias después de la administracién subcrénica de
distintas dosis de PPB y su combinacion con LEV. Los cortes histol6gicos muestran
el area de la medula renal compuesta principalmente por tibulos renales cortados
longitudinal o transversalmente y que presentan una disposicion radial (flechas). En
todos los tejidos se observaron caracteristicas histolégicas normales (similares al
grupo control) demostrando que la administracion subcronica del PPBy LEV no indujo
cambios renales aparentes.

6.3.3.3 Grupo LEV

En los animales tratados con LEV no se observaron cambios en la
actividad motora con respecto a los animales del grupo control (p>0.05).

Situacion que fue persistente 23 h después de cada tratamiento y se mantuvo
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hasta el final del experimento (Figuras 22 y 23). En cuanto a la evaluacion

histoldgica no se observaron cambios en el tejido renal y hepatico con respecto

al grupo control (Figuras 24-26).
Control (PEG)
i A TN A PR

PPB (90 mglkg) PPB (178 mglkg)

Figura 25. Microfotografias representativas de tejido hepatico evaluado mediante la
tincion hematoxilina-eosina 6 dias después de la administracion subcrénica de
distintas dosis de PPB y su combinacion con LEV. En las imagenes se observa la
arquitectura lobulillar clasica de la glandula hepatica que tiene forma hexagonal. En
el centro del hexagono se encuentra la luz vascular que corresponde a la vena
centrolobulillar (VC). En la periferia, formando los &ngulos del hexagono, se distinguen
espacios triangulares o espacios porta, constituidos por estructuras vasculares y
canaliculos biliares sostenidas por un tejido conectivo. Solamente el grupo de
animales tratado con PPB (178 mg/kg, i.p.) presentd infiltrados leucocitarios
perivasculares (flechas).

6.3.3.4 Grupos PPB-LEV

En los animales tratados con la combinacién de PPB y LEV a las
distintas dosis (90-150 y 178-150 mg/kg, i.p.) se observé una disminucion de
la actividad motora a partir de la primera administracion con respecto al grupo
control (32%, p<0.01 y 35%, p<0.001; respectivamente). Este efecto se
mantuvo hasta el final del experimento (28%, p<0.05 y 69%, p<0.001,;
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respectivamente) (dia 6). En ambos grupos la actividad motora se recuperé 23
h después de cada tratamiento (Figuras 22 y 23).

En la evaluacién histolégica del tejido renal no se observaron cambios
con respecto al tejido control. Sin embargo, al igual que el grupo tratado
solamente con PPB (178 mg/kg, i.p.), la administracion subcrénica de la
combinacion PPB-LEV (178-150 mg/kg, i.p.) mostro infiltrados leucocitarios
alrededor de las arterias hepaticas. La evaluacion del tejido con rojo oleoso

revel6 depdsitos intracelulares de lipidos (Figuras 24-26).

gvf _¢3 PR S LR .
Figura 26. Microfotografias representativas de la tincion de rojo oleoso en el tejido
hepatico evaluado 6 dias después de la administracion subcrénica de distintas dosis
de PPB y su combinacién con LEV. Los tejidos de animales tratados con PPB (178

mg/kg, i.p.) y PPB-LEV (178-150 mg/kg, i.p.) resultaron positivos para la prueba de
rojo oleoso, observandose depdsitos citoplasmaticos de lipidos (flechas).

6.3.4 Metodologia para la evaluacion de la recuperacion hepatica
después de la administracién subcrénica de PPB

Como se mostro anteriormente la administracion subcronica de PPB
induce dafio hepéatico. Sin embargo, considerando la capacidad del higado
para regenerar sus funciones, estos efectos pueden ser revertidos después de
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suspender el tratamiento. El presente experimento se disefié para evaluar la
recuperacion del tejido hepatico 30 dias después de la administracion

subcroénica de PPB.

Protocolo experimental

Administracion diaria .Sacrificar
y dePPB (178 mglkg, i.p.) ;
I 1 1
\ 4
L ] | | | | | ] | Yy | 1
T2 3 4 5 6 7 8 9 7/ 35— »Dias

°
Andlisis histologico

Figura 27. Protocolo experimental para la evaluacién del tejido hepéatico 30 dias
después de la administracion diaria de PPB (178 mg/kg, i.p.).

6.3.4.1 Administracion subcronica de PPB

Después del periodo de habituacién, se realizé la administracion diaria
de PPB (178 mg/kg, i.p., por dia, n=4), la cual se repiti6 durante 6 dias.
Posteriormente (30 dias después de la primera administracion de PPB), los
animales se sacrificaron para la evaluacion histoldgica del tejido hepéatico
(tinciones de hematoxilina-eosina y rojo oleoso, ver seccion 6.3.1.2) (Figura
27).

6.3.5 Resultados
6.3.5.1 Administracion subcrénica de PPB

El 100% de los animales sobrevivio treinta dias después de la
administracion subcronica de PPB. En cuanto a la evaluacion histolégica, se
observaron tejidos hepaticos bien preservados y sin aparentes depdsitos

citoplasmaticos de lipidos (Figura 28).
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Hematoxilina-Eosina Rojo Oleoso

Figura 28. Microfotografias representativas de la evaluacién histolégica del tejido
hepatico mediante las tinciones de hematoxilina-eosina y rojo oleoso, evaluadas 30
dias después del tratamiento subcrénico con PPB (178 mg/kg, i.p.). En general se
observaron tejidos bien preservados con caracteristicas morfolégicas similares a las
mostradas por los animales control. Sin que se observaran depésitos citoplasmaticos
de lipidos (tincion de rojo oleoso).

6.3.6 Discusion

La evaluacion histoldgica del tejido hepatico inmediatamente después
de la administracion subcronica de PPB (178 mg/kg, i.p.), reveld la presencia
de depdsitos intracelulares de lipidos (higado graso), asi como infiltrados
leucocitarios. Estos efectos desaparecieron 30 dias después de la
administracion repetida de PPB (178 mg/kg/dia, i.p., durante 6 dias).

La enfermedad del higado graso (esteatosis hepatica) es la forma mas
comun de lesién hepética inducida por el metabolismo de farmacos, la cual se
caracteriza por la acumulacion anormal de ciertas grasas (principalmente
triglicéridos, acidos grasos, colesterol, éster de colesterol y fosfolipidos) dentro
de las células hepéticas, estrés oxidativo y reclutamiento de leucocitos en la
vasculatura hepatica (Farrell, 2002; Jaeschke, 2011; Jaeschke et al., 2002;
Mofrad et al., 2003).
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Mediante estudios en cultivos hepéaticos se ha descrito que la
acumulacion de PPB induce disminucion de la viabilidad celular hepatica
(Nakagawa y Moldeus, 1998). Efecto mediado por falla de la funcién
mitocondrial con la consecuente disminucion de los niveles de ATP,
incremento en la produccion de aniones superéxido y el deterioro de los
mecanismos antioxidantes en el organismo, conduciendo a la muerte celular
por apoptosis (Nakagawa y Moldéus, 1998; Szelag et al., 2016). Efecto similar
al observado con el tratamiento subcrénico de FAE como: valproato,
midazolam, fenobarbital, amiodarona, felbamato, propranolol y tamoxifeno
(Grover et al., 2016; Hamed et al., 2016; Schumacher y Guo, 2015).

En la fase experimental, la administracion subcrénica de uno o mas FAE
induce la exacerbacion de los efectos téxicos, lo que puede resultar en la
muerte de los animales (Léscher, 2011). Sin embargo, a diferencia de otros
FAE, el LEV tiene poco metabolismo hepatico mediado por el sistema
enzimatico citocromo P450, siendo la via renal su principal ruta de eliminacion
(Lyseng-Williamson, 2011; Patsalos, 2004). Esto concuerda con nuestros
resultados en donde se observé que el tratamiento subcrénico con LEV no
indujo aparentes efectos hepatotdxicos.

Considerando que los efectos toxicos inducidos por la administracion
subcronica de PPB se revirtieron 30 dias después del tratamiento, es posible
sugerir que estos cambios podrian representar etapas tempranas de
hepatotoxicidad causada por la acumulacion sistémica de PPB, sin que esta
acumulacion disminuya la viabilidad celular. En este contexto, en los ultimos
afios se ha sugerido que el tratamiento intermitente con FAE podria suprimir

los efectos toxicos inducidos por tratamientos a largo plazo (Kwan et al., 2001).

En cuanto a los cambios observados en la prueba de campo abierto,

Matthews et al. (1956) reportaron que la administracion sistémica de PPB
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induce una depresion profunda del SNC, expresada con la pérdida del control
muscular (ataxia). Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren
gue el PPB tiene efectos sedantes, debido a la considerable disminucion de la
movilidad en la prueba de campo abierto, la cual es recuperada 24 h después
de cada tratamiento. Por otra parte, nuestros resultados confirman que el LEV
no modifica la actividad motora en la prueba de campo abierto (Gower et al.,
1992; Loscher y Honack, 1993). Ademas, de que no potenciar los efectos
sedantes observados con la administracion de PPB. Considerando lo anterior,
podriamos sugerir que la combinacion PPB-LEV induce efectos téxicos
minimos y podria representar una estrategia segura para el tratamiento

subcronico de la actividad epiléptica.
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7. Conclusiones

De los resultados obtenidos se desprenden las siguientes conclusiones:

e La administracion uUnica de PPB durante el SE disminuye los

incrementos en la liberacién de glutamato, dafio neuronal y excitabilidad

hipocampal, lo cual podria ser de utilidad en la basqueda de nuevas

estrategias para el tratamiento del status.

e La administracion subcronica de PPB, tiene efectos parciales en las

alteraciones observadas durante el proceso de epileptogénesis

inducido por el SE.

e La administracion subcréonica de PPB-LEV incrementa los efectos

anticonvulsivantes de ambos farmacos. Sin embargo, no evita el

desarrollo de CRE.

e Laadministracion subcrénica de PPB y su combinacién con LEV induce

efectos hepatotoxicos, los cuales son revertidos después de la

interrupcion del tratamiento.
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8. Perspectivas

El presente trabajo representa el primer estudio que demuestra el efecto
del PPB solo y asociado a un FAE en el desarrollo de la epileptogénesis
secundaria al SE. Con base en lo anterior, es necesario continuar con la
investigacion del PPB, ya que podria representar una alternativa en la
busqueda de nuevas estrategias para el control de las crisis epilépticas. En
este sentido, se mencionardn algunas perspectivas que derivan de esta

investigacion.

e Analizar el efecto de la coadministracion de PPB con distintos
FAE durante el proceso de epileptogénesis inducido por
diferentes modelos animales; con el propdsito de encontrar una
combinacion ideal y segura para evitar el desarrollo de CRE.

e Determinar si la administracibon de PPB es eficaz para el
tratamiento de actividad epileptiforme resistente al tratamiento
farmacoldgico.

e Evaluar el efecto de la liberacion sostenida del PPB durante el
proceso de epileptogénesis, mediante el uso de microbombas
implantadas de manera subcutanea.

e Evaluar el papel del PPB en diversos sistemas neuronales
implicados en el control de la actividad epiléptica como la
neurotransmision GABAérgica, dopaminérgica, serotoninérgica,
colinérgica y la mediada por opioides.

e Estudiar el efecto de la asociacién del PPB con otras estrategias
terapéuticas como el uso de estimulacion eléctrica transcraneal
o estimulacion del nervio vago, para el tratamiento de la
actividad epiléptica y alteraciones cognitivas asociadas a la

epilepsia.
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e Evaluar el efecto del PPB en distintos trastornos
neurodegenerativos como Alzheimer y la enfermedad de

Parkinson.
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Propylparaben (PPB) induces cardioprotection after ischemia-reperfusion injury by inhibiting voltage-
dependent Na* channels. The present study focuses on invesligating whether the i.p. application of
178 mg/kg PPB after pilocarpine-induced status epilepticus (SE) reduces the acute and long-term
consequences of seizure activity. [nitially, we investigated the effects of a single administration of PPB
alter SE. Our results revealed thal compared (o rats receiving diazepam {(DZP) plus vehicle alter 2 h of SE,
animals receiving a single dose of PPB 1h after DZP injection presented 126% (p - 0.001) lower
extracellular levels of glutamate in the hippocampus. This effect was associated with an increased
potency of low-frequency oscillations (0.1-13 Hz bands, p < 0.001), a reduced potency of 30-250Hz
bands (p < 0.001) and less neuronal damage in the hippocampus. The second experiment examined
whether the subchronic administration of PPB during the post-SE period is able to prevent the [ong-term
consequences of seizure activity. In comparison to animals that were treated subchronically with vehicle
aflter SE, rats administered with PPB for 5 days presented lower hippocampal excitability and interictal
glutamate release, astrogliosis, and neuroprotection in the dentate gyrus. Our data indicate that PPB,
when applied after SE, can be used as a therapeutic strategy to reduce the consequences of seizure
activity.

Keywords:
Neuroprotection
Glutamate

Cell damage
Electrographic activity
Neuronal excitability
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1. Introduction

‘The antimicrobial agent propylparaben (PPB) has been widely
used as a preservative in drugs, cosmetics and food for more than
60 years (Soni et al, 2001). Using the Central Nervous System
Multiparameter Optimization and Desirability Score (CNS MPO)
developed by Wager et al. (2010), it was predicted that PPB can act
in the brain due to its physicochemical properties, i.e., favorable
permeability, metabolic stability and low P-glycoprotein efflux.
This prediction and previous evidence obtained in dogs indicate
that PPB reaches the brain tissue when applied systemically (Jones
et al., 1956).

Studies have revealed that PPB blocks voltage-gated Na*
channels in cardiomyocytes and induces cardioprotection in rats

* Corresponding author.
E-mail address: Irocha@cinvestav.mx (L. Rocha).

http:{/dx.doi.org/10.1016/j.neuro.2017.01.009
0161-813X/@ 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

after ischemia-reperfusion injury (Ji et al, 2004). The data
obtained in our laboratory show that PPB blocks Na* channels
and decreases neuronal excitability in vitro (Lara-Valderrabano
etal., 2016). Because Na* channels participate in the generation of
nerve impulses that trigger the release of neurotransmitters such
as glutamate, their blockage by PPB may induce inhibitory effects
in the brain (Talevi et al, 2007). In addition, PPB may induce
neuroprotection under conditions in which high glutamatergic
neurotransmission leads to neuronal hyperexcitability and damage
due to the overactivation of Na* channels.

Status epilepticus (SE) and epilepsy are associated with
augmented extracellular levels of glutamate (Santana-Gémez
et al, 2015; Soukupova et al, 2015). High glutamate levels and
glutamatergic receptor activation have been associated with
excitotoxicity and neuronal death in several structures of subjects
experiencing SE (Fujikawa, 1996; Isokawa and Mello, 1991).
However, at present, no effective pharmacological treatment is
available to prevent neuronal damage after seizure activity (Kobow
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et al,, 2012; Pitkdnen and Lukasiuk, 2011; Rogawski and Léscher,
2004).

The present study investigated whether a single administration
of PPB lessens the augmented release of glutamate and neuronal
damage in hippocampus that are produced by pilocarpine-induced
SE. We also investigated whether subchronic treatment with PPB
after pilocarpine-induced SE can prevent the elevated glutamate
release, neuronal loss, and hyperexcitability that occur in the
hippocampus during chronic epileptic periods.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (250-300g) were maintained individually in
acrylic cages under controlled environmental conditions (12-h
light/dark cycles; temperature, 22°C) with access to food and
water ad libitum. All experiments were performed in accordance
with the Mexican Official Norm (NOM-062-Z00-1999) and with
the approval of the Internal Committee for the Care and Use of
Laboratory Animals of the Center for Research and Advanced
Studies {project 512-12). All efforts were made to reduce the
number of animals used and to minimize their suffering.

2.2. Surgery

The animals were anesthetized with a mixture of ketamine
(80 mg/kg, i.p.) and xylazine (20 mg/kg, i.m.). Next, the rats were
stereotactically implanted with a guide cannula attached to a
bipolar electrode that comprised two twisted strands of stainless
steel wire, which were insulated except at the cross-section of their
tips, into the right ventral hippocampus. The following coordinates
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relative to bregma were used: anteroposterior, —5.3 mm; lateral,

5.2 mm; and skull surface depth, 7.5 mm for the electrode and

45mm for the cannula (Paxinos and Watson, 1998). The
electrode was attached to male connector pins. Stainless steel
screws were threaded into the cranium over the frontal cortex to
fix the electrode assembly to the skull with dental acrylic. The
animals were allowed to recover for 7 days before further
manipulation, After the recovery period, the rats received a daily
administration of saline solution (1ml/kg, i.p.) for 5 days to
habituate them to manipulation.

2.3. Experiment 1: effects of PPB on the short-term consequences of SE

This experiment was designed to determine whether a single
dose of PPB after diazepam (DZP) administration can modify the
pilocarpine-induced electrographic activity, high release of gluta-
mate and neuronal damage in the hippocampus of rats receiving
this treatment (Fig. 1).

2.3.1. SE-PPB group (n=5)

Following habituation, a microdialysis probe, which was
constructed according to Maidment et al. {1989) and designed
to protrude 3mm beyond the cannula tip in the ventral
hippocampus, was inserted into the guide cannula and then fixed
to the socket with dental acrylic. A polyacrylonitrile membrane
{molecular weight cutoff of 40,000 Da) was the active part of the
dialysis probe. The dialysis system was continuously perfused with
fresh artificial cerebrospinal fluid {previously filtered and steril-
ized; concentrations in mM: sodium chloride 125, potassium
chloride 2.5, sodium dihydrogen phosphate 0.5, sodium hydrogen
phosphate 5, magnesium chloride 1, ascorbic acid 0.2, calcium
chloride 1.2; pH 7.4) during the microdialysis experiment at a flow

Protocol 1
DzP
? PEG/
'¥' f SE Y PP,B D%P !Sacnﬁce
bt — | |
PR Y % y
L L1 1 1 1 () 7 A |
2 050 1 2 3 4 5 o=/ ——//——»Hours
L X 1
" "Basal Microdialysi B t '
conditions (2 h) icrodialysis experimen
Protocol 2
PEG/
DZP PPB DZP Daily administration Surgery  Sacrifice
O of PEG/PPB H :
vV v v v
SE} 1 1L /21 1 1 1 Ly 1k | bDays
0 2 3 1077 2 3 4 5 8/l 22 23
A
Time (h) Video-monitoring 1
to detect the first SRS _ o] . .
(8 hiday) Microdialysis experiment

and ADT stimation
(days after the first SRS)

Fig. 1. Schematic representation of the experimental protocols used to determine the effects of PPB during the post-SE period (Protocol 1) and the chronic epileplic period
(Protocol 2). Protocol 1: Rats previously implanted with a bipolar electrode attached to a microdialysis cannula in the hippocampus were submitted to a microdialysis
experiment (see Section 2.3.1). The diagram illustrates the experimental protocol used to administer the various drugs to induce SE (methylscopolamine, M; pilocarpine, P}
and stop the convulsive activity (DZP). Notice that PPB or vehicle was applied 1 hafter the first administration ol DZP. Protocol 2: Animals previously submitted to pilocarpine-
induced SE received subchronic PPB or vehicle for 5 days. The animals were then recorded using a video-menitoring system to identify the first SRS, after which they were
implanted with a cannulafelectrode in the hippocampus. Microdialysis experiments and ADT estimation were carried out 22 days following the occurrence of the first SRS. All
animals were killed 24 h after the microdialysis experiment. Asterisks indicate the schedule used to obtain 1 min clectrographic recordings for subsequent analysis using Fast
Fourier Transform methods (see Section 2.6 for Protacol 1 (during the basal condition, 5 min after the establishment of SE and 60 min following PPB administration) and

Protocol 2 (during the interictal period).
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rate of 2 pl/min. Following a stabilization period (2 h), dialysates
were recovered every 30min during a 2-h period to evaluate
extracellular glutamate levels under baseline conditions. At the
end of the basal period, the animals were administered a
muscarinic receptor antagonist (methylscopolamine, 2 mg/kg, i.
p.) to minimize the peripheral cholinergic effects induced by
pilocarpine. Pilocarpine (300 mg/kg, i.p.) was injected 30 min after
the methylscopolamine. The latency to the establishment of SE was
then evaluated. The onset of SE was determined as the time at
which the animals showed seizures continuously for more than
2min without recovery between them. To stop the behavioral
convulsive seizures, the rats were given DZP at 2 and 10 h after the
onset of SE (2.5 and 1.25 mg/kg, i.m., respectively). This treatment
reduces the mortality rate induced by SE via DZP-induced
myorelaxant effects but does not revert the epileptiform activity
or elevated glutamate release in the hippocampus (Frangois et al.,
2011; Roch et al., 2002; Santana-Gémez et al,, 2015). One hour after
the first DZP administration, a single 178-mgjkg dose of PPB
diluted in polyethylene glycol (PEG) 30% was administered i.p. in a
total volume of 10ml/kg. This dose was chosen based on a
preliminary study in our laboratory, in which we evaluated the
dose-response anticonvulsant effects of PPB when applied 30 min
before pilocarpine injection. The results obtained from those
experiments revealed that PPB pretreatment does not modify the
expression of clonic seizures but does avoid tonic-clonic con-
vulsions in 50% of animals when administered at 178 mg/kg, i.p.
(data not shown). Electrographic activity in the ventral hippocam-
pus was recorded during the entire observation period (from basal
conditions to 6.5h after pilocarpine injection). The results were
evaluated for one-minute periods under different experimental
conditions using Fast Fourier Transforms (see Section 2.6): basal
condition, 5min after the establishment of SE, and 60min
following PPB administration {(corresponding to 4h after the
establishment of SE). After recovery, the perfusates were diluted
with perchloric acid (HCIO4, 2N) (1:20) and assayed to determine
extracellular glutamate levels (see Section 2.6). Twenty-four hours
after pilocarpine administration, the animals were anesthetized
and perfused, and their brains were used in subsequent histologi-
cal procedures (see Section 2.9) (Fig. 1).

2.3.2. SE-PEG group (n=7)

The animals were manipulated as described above for the SE-
PPB group, except that the animals were given PEG (10 mljkg, i.p.)
instead of PPB (Fig. 1).

2.4, Experiment 2: effects of subchronic PPB administration on the
long-term consequences of SE

It is known that over the long term after SE, animals present
spontaneous recurrent seizures (SRS), a condition that is associat-
ed with high neuronal excitability and elevated glutamate release,
as well as neuronal damage and gliosis in the hippocampus. This
experiment was designed to determine whether the subchronic
administration of PPB during the post-SE period can modify these
consequences in the hippocampus during the chronic epileptic
period (Fig. 1).

2.4.1. SRS-PPB group (n=5)

Following habituation, rats were subjected to SE (see Sec-
tion 2.3.1). Two hours after SE, the convulsive behavioral activity
was stopped using two doses of DZP as previously described (see
Section 2.3.1). PPB (178 mg/kg, i.p.} was injected daily for 5 days
starting one hour after the first DZP injection. The latency to the
onset of the first SRS was determined by video-monitoring the
animal’s behavior for 8 h each day. Seven days after the onset of the
first SRS, the rats were implanted with a bipolar electrode and a

guide cannula (see Section 2.2). The animals were subjected to
microdialysis experiments (see Section 2.3.1) 22 days after the
occurrence of the first SRS to determine the glutamate released
during the interictal period (the period between seizures).
Throughout the microdialysis procedure, electrographic record-
ings were obtained and used to calculate power spectra (see
Section 2.6). The afterdischarge threshold (ADT) of the ventral
hippocampus was determined to estimate neuronal excitability in
this brain area (see Section 2.7) (Racine, 1972 ). Twenty-four hours
after the microdialysis experiment, the animals were killed, and
the brain was examined in subsequent histological procedures (see
Section 2.9) (Fig. 1).

2.4.2. SRS-PEG group (n=6)

The animals were handled in the same way as that described for
the SE-PPB group (Section 24.1), except they were given
subchronic PEG (10 ml/kg, i.p.) instead of PPB (Fig. 1).

2.5. Control group (n=8)

The rats were implanted and submitted to manipulation as
described above (see Section 2.3.1) except that they received only
saline solution during the microdialysis experiment. The animals
were evaluated in terms of electrographic activity, ADT, glutamate
release and neuronal damage in the hippocampus and were also
examined under basal conditions.

2.6. Evaluation of hippocampal electrographic activity

Hippocampal electrographic activity was recorded using a
model P511 amplifier (Grass, MA, USA}; the signals were amplified,
band-pass filtered between 0.1 and 250 Hz, digitized at 1000 sam-
ples/s and stored on an optical disk. Off-line spectral analyses using
Fast Fourier Transform methods (one-minute periods) at each
stage of interest were performed using the ADQ8 software, which
was developed at the National Institute of Psychiatry “Ramon de la
Fuente Muiiiz”, Mexico (Ferndndez-Mas et al., 1998; Valdés-Cruz
et al,, 2012). The signals were undersampled to the final power
spectra bandwidth. We applied a finite impulse response filter
tuned to the stimulation frequency to remove associated artifacts.
Artifact-free recordings were segmented in consecutive epochs of
60 s for each subject and experimental condition. Power spectra
were then calculated for each epoch and averaged. To eliminate
interindividual variance in the absolute electrographic power, the
spectra were normalized by expressing each power estimation for
each frequency step (0.1-4Hz, 4-8 Hz, 8-13 Hz, 13-30Hz, 30-
90 Hz and 90-250 Hz) as a percentage of total power (the mean of
all power estimates) in a frequency window. This power estimation
is termed relative power. Power spectra were normalized
separately for each subject and experimental condition. The values
are presented as relative power and evaluated by one-way ANOVA
test followed by a Fisher's LSD post-hoc (acute study) or by t-
Student analysis (chronic experiment).

2.7. Estimation of hippocampal excitability

Hippocampal ADT values were used to estimate the excitability
of this brain area. ADT is defined as the minimum current
necessary to produce a behavioral response and/or electroenceph-
alographic afterdischarge with a duration of at least 3s. ADT was
determined by delivering a series of stimulations to the right
ventral hippocampus (1 ms rectangular pulses, 60 Hz for 1s) at
1 min intervals, beginning at 10 mA and increasing in increments of
approximately 20% of the previous current (Racine, 1972). The ADT
values were analyzed using one-way ANOVA tests followed by a
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post hoc Fisher's LSD test, and the results are expressed as the
means — SEM of the current required {pA) for ADT generation.

2.8. High-performance liquid chromatography (HPLC)

For the separation and quantification of glutamate, 16 pl of the
test mixture {perfusate-HCIO,) was mixed with 6ul of o-
phthalaldehyde (OPA), agitated for 30s and injected into the
solvent stream of an HPLC system 1.5 min later. The HPLC system
comprised a fluorescence detector operating at an excitation
wavelength of 360 nm and an emission wavelength of 450 nm. The
HPLC fluorometric detection procedure for amino acid quantitation
required the OPA-amino acids to be separated on a reversed-phase
3.9mm x 150 mm column (Nova-Pack, 4 pm, Cig, Waters™) using
solution A (sodium acetate dissolved in 90% milli-Q® water and
10% methanol; pH 5.75) as aqueous solvent and solution B (20%
solution A and 80% methanol; pH 6.75) as the other mobile phase
at a flow rate of 0.5 ml/min (Waters®™ model 474). Glutamate was
quantified by comparing peak height measurements of samples
against those of standard solutions (Kendrick et al, 1988).
Glutamate levels were expressed in units of M and as percent
changes with respect to basal conditions. The glutamate release
results were analyzed using one-way ANOVA followed by a post
hoc Fisher's LSD test.

2.9. Histological analysis

The animals were overdosed on pentobarbital and were first
transcardially perfused with saline solution (0.9%) containing
heparin (1 mg/fl) and then with 4% paraformaldehyde in phosphate
buffer solution {monobasic sodium phosphate and sodium
hydroxide; pH 7.4). The brain was removed, post-fixed for one
week at 4°C, and then embedded in paraffin. Coronal serial
sections of 5 wm thickness were cut with a microtome at the level
of the dorsal and ventral hippocampus. The sections were
deparaffinized and hydrated in water for subsequent processing
to evaluate the site of cannula and electrode implantation (Nissl
staining) and to visualize neuron nuclei {NeuN immunofluores-
cence) and neurons undergoing damage (Fluoro-Jade B). Astro-
gliosis (GFAP immunofluorescence) was evaluated only in cerebral
sections obtained from animals in the control, SRS-PEG and SRS-
PPB groups.

2.9.1. NeuN-GFAP immunofluorescence

The slides were exposed to citrate buffer (sodium citrate and
citric acid; pH 6.0) for 2 min and stirred for 20 min. The slides were
then washed three times (5 min each time) in phosphate-buffered
saline (PBS; containing sodium dihydrogen phosphate, sodium
chloride, potassium chloride and potassium hydrogen phosphate;
pH 7.4) and incubated in a blocking solution (goat serum 5% and
bovine serum albumin (BSA) 3%) containing Triton X (0.3%) for 2 h.
Sections were incubated overnight at 4 °C with primary antibodies
(anti-NeuN (1:100, #MAB3077 Millipore) and anti-GFAP (1:500, #
Z0334 DAKO)). Thereafter, the slides were rinsed three times with
PBS and incubated with secondary antibodies (anti-mouse Alexa
Fluor 488 and anti-rabbit Alexa Fluor 648 Molecular Probes™,
Invitrogen™) for 2h at room temperature. The sections were
counterstained with 4,6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride
(DAPI) and coverslipped with Vectashield (Vector Labs).

2.9.2. Fluoro-jade B staining

The slides were immersed in a solution containing 1% sodium
hydroxide and 80% alcohol for 5 min, followed by 70% ethanol for
2min and distilled water for 2min. The slides were then
transferred to a 0.06% potassium permanganate solution for
20 min and then rinsed in distilled water for 2 min. Next, the slides
were incubated in a Fluoro-Jade B solution (0.0004%, Histo-Chem,
Inc.) for 24 h. After rinsing 3 times (1 min each time) in distilled
water, the slides were dried. Finally, the slides were immersed in
xylene for 1 min and then mounted in a synthetic resin (Entellan®,
Merck Millipore) (Schmued et al., 1997).

2.9.3, Cell counting

Two investigators who were blinded to the classification of the
tissue performed the cell count. Sections were examined under a
Zeiss Axiovert 40 CFL microscope, and digitized images were
obtained using Axiovision 4.8 software (Carl Zeiss Microlmaging,
Germany). The average cell density per unit of volume was
determined in the dentate gyrus (DG), hilus, CA1, and CA3 in the
dorsal and ventral hippocampus using the optical fractional
counting method (Besio et al, 2013; West et al., 1991). Briefly,
three serial sections (5 um in thickness) of the dorsal and ventral
hippocampus were evaluated. In this case, the sampling fraction
(ssf)was 1/5. The area sampling fraction (asf) = area (frame)/area (x,
y step) was calculated, and this fraction was considered the
counting frame (0.460 mm x 0.600mm). Then, the thickness

Groups:
@ Control
® SE-PEG
® SE-PPB
® SRS-PPB
© SRS-PEG

1mm

Fig. 2. (A) Representative microphotograph of a coronal section labeled with Nissl staining showing the area of electrode-cannula implantation in the ventral hippocampus.
The red line indicates the placement of the microdialysis membrane. (B) A diagram indicating the arcaat - 5.28 mm from Bregma (modified from Paxinos and Watson, 1998,
indicating that the electrode-cannula tips were implanted in the ventral hippocampus of all animals in the evaluated experimental groups. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
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Fig. 3. Time-frequency representation of the power spectrum (0.1-250Hz) of the
electrographic activity measured under different experimental conditions. Red
indicates the highest energy and blue indicates the lowest. In comparison with basal
conditions (first panel), the electrical activily presents a significant enhancement at
all frequencies when evaluated at 5min after the establishment of the SE (second
panel). The activity at high voltage and frequency is maintained at 4h after the
beginning of SE despite the administration of DZP plus vehicle (third panel). In
contrast, animals that received DZP plus PPB showed reduced hypersynchronous
high activity at low voltage at 4 h after the beginning of the SE (lower panel). (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred
to the web version of the article.)

sampling fraction was estimated as the dissector height (h) relative
to the section thickness t (t/h). The number of cells was calculated
using the following formula: N=(>>Q ) x (t/h) x (1/asf) x (1{ssf).In
this formula, @~ represents the number of cells in a known volume
fraction of each area of the hippocampus (West et al., 1991). The
cell count values were analyzed using one-way ANOVA followed by
a Bonferroni post hoc multiple comparison test (NeuN staining)

[ Basal
1.0 Il 5 min of SE
[ SE (1 h after PEG)
I SE (1 h after PPB)

0.81

Relative Power

0.1-4 4-8 8-13 13-30
Frequency (Hz)

30-90  90-250

Fig. 4. Representation of relative power spectral analyses of the hippocampal
electrical activity under various experimental conditions: basal conditions (open
bars); 5 min after the establishment of SE (black bars); and 4 h after the beginning of
SE in animals that received DZP plus vehicle (bars with vertical lines) or DZP plus
PPB (gray bars). Note the increase in the relative power of low-frequency
oscillations in the electrographic activity of animals that were treated with DZP plus
PPE; this compares with the SE-PEG group, wherein high-frequency oscillations
prevailed. Values represent means + standard errors, *p < 0.001 compared with
basal conditions; *p < 0.001 compared with the SE-PEG group.

icology 59 (2017) 110-120

and Student’s t-test (Fluoro-Jade B staining). \_/alues are expressed
as the means + SEM number of cells per mm?,

3. Results

Histological analysis showed that the tips of the electrodes and
the microdialysis cannula were implanted within the ventral
hippocampus in all animals evaluated in the present study (Fig. 2).

3.1, Control group

Rats in the control group did not show behavioral or electro-
graphic changes during the experimental procedure. Hippocampal
electrographic activity demonstrated a homogeneous prevalence
of all bands analyzed (Figs. 3 and 4). ADT values were 143 +35 pA,
and extracellular levels of glutamate (1.20 = 0.30 j.M) were stable
throughout the microdialysis experiments (Fig. 5). Histological
analysis revealed NeuN immunopositive cells in the dorsal (DG,
5397 +331; hilus, 1078 +19; CA1, 1293 +59 and CA3, 1442 +192
neuronal nuclei per mm?) and ventral hippocampus (DG,
3857 —375; hilus, 1036 —38; CA1, 1629+73 and CA3, 1161 =41
neuronal nuclei per mm?®). Scarce neurons undergoing death

® Control
® SE-PEG
A SE-PPB

0 1 0 1 2 3 4 5 6
Time (h)
3 Control
B SRS-PEG
B 10 * Ea SRS-PPB
= 8
=
2 s
0
o 4
>
a 2
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Fig. 5. (A) Glutamate release in the hippocampi of rats in the control, SE-PEG and
SE-PPB groups. In the SE-PEG group, glutamate release is progressively augmented
after pilocarpine administration, an effect that was maintained despite DZP
injection. In contrast, PPB administration after DZP injection reduced glutamate
release in the SE-PPB group. Values represent means | standard ermors of the
percentage of change from release under basal conditions. SE-PEG group: *p = 0.05,
b .01, ***p < 0.001 compared Lo basal conditions. SE-PPB group: ®p < 0.01,
*p« 0,001 compared Lo basal conditions. *p < 0.001 compared to the SE-PEG
group under similar experimental conditions. M, methylscopolamine administra-
tion; P, pilocarpine administration; SE period; DZP administration; PPB adminis-
tration. {B) Extracellular levels (M) of glutamate in the hippocampi of control rats
and during the interictal period of animals with SRS that were treated
subchronically with vehicle or PPB (the SRS-PEG and SRS-PPB groups, respectively).
Note the higher levels of glutamate in the SRS-PEG group compared with thatin the
control and SRS-PPB groups. Values represent means + standard errors. *p < 0.05
compared to the control and SRS-PPB groups.

116



CE. Santana-Gémez et al./NeuroToxicology 59 (2017) 110-120 115

(Fluoro-Jade B staining) and astroglial cells (GFAP immunofluo-
rescence) were detected in the areas evaluated (Figs. 6-8).

3.2. A single dose of PPB decreases the acute consequences of SE

3.2.1. SE-PEG group

Under basal conditions, the electrographic activity of rats in the
SE-PEG group was similar to that of rats in the control group. The
rats reached the SE at 43.2 = 2.5 min after pilocarpine administra-
tion, a situation that was associated with faster, high-voltage
rhythmic spikes, an increase in spectral potency in 0.1-250Hz
bands {p <0.001, compared with basal conditions), and a
progressive rise in glutamate release. After the first DZP injection,
the animals showed reduced convulsive activity, diminished
amplitude and frequency of the epileptiform activity and reduced
power in the 4-8 and 8-13Hz bands (p<0.001). However,
increases in the high-frequency oscillations bands (13-250Hz,
p=0.001) and glutamate release {230% compared with basal
conditions, p«0.001) were still evident at the end of the
experiment, 55h after SE establishment (2.5h after PEG)
(Figs. 3-5).

Compared with the rats in the control group, those in the SE-
PEG group showed a decrease in the number of NeuN immuno-
positive cells in the hippocampus (Dorsal: DG, 29%, p=0.0301;
hilus, 47%, p=0.012; CAl 67%, p=0.003 and CA3, 57%, p=0.015;
Ventral: DG, 63%, p=0.008; hilus, 73%, p<0.001; CA1l, 65%,
p=0.002 and CA3, 64%, p=0.013). A high number of Fluoro-Jade

@o

Control

DAPI NeuN

Fluoro-Jade B|

Fig. 6. Representative microphotographs of coronal sections of hilus at the dorsal hippocampus of rats in the control group and in animals receiving DZP plus vehicle (SE-PEG
group) or DZP plus PPB (SE-PPB group) during the post-SE period. The sections were stained with Nissl (upper pancels), NeuN-DAPI (middle panels) or Fluoro-Jade B {hottom
panels). In contrast with the control tissue, SE-PEG animals showed decreased neuronal preservation (NeuN-DAPI), a condition that is associated with augmented cellular

B-staining cells were also seen in the hippocampus (Dorsal: DG,
1040.29 — 829.65; hilus, 536.31 +182.27; CA1, 608.30 +271.00 and
CA3, 600.96+203.16 neurons per mm?; Ventral: DG,
671.00 =307.25; hilus, 429.78 + 141.76; CA1, 634.75+412.55 and
CA3, 514.76 +148.11 neurons per mm?) (Figs. 6 and 7).

3.2.2. SE-PPB group

Animals in the SE-PPB group achieved SE at 40.3 +2.0 min after
pilocarpine injection. During SE, animals in the SE-PPB group
showed a pattern of glutamate release and electrographic activity
that was similar to that seen in the SE-PEG group. The epileptiform
activity progressively decreased when PPB was applied. This effect
was correlated with the following changes: (a) an increase in the
power of low-frequency activity (0.1-13 Hz bands, p < 0.001); (b) a
reduced potency of high-frequency activity (30-250Hz bands,
p <0.001); and (c) a significant decrease in the release of glutamate
{126% lower with respect to the SE-PEG group, p < 0.001). These
changes were evident from 30 min to 2.5 h after PPB injection (i.c.,
5.5h after SE establishment) (Figs. 3-5).

When compared with rats in the SE-PEG group, animals in the
SE-PPB group showed higher numbers of NeuN-immunopositive
cells in the hippocampus {Dorsal: DG, 30%, p=0.13; hilus, 115%,
p=0.003; CA1, 197%, p=0.004 and CA3, 170%, p=0.004; Ventral:
DG, 117%, p=0.046; hilus, 245%, p < 0.001; CA1, 174%, p=0.003 and
CA3, 171%, p=0.016) and presented lower numbers of cells
undergoing damage (Fluoro-Jade B staining) in this brain area
{Dorsal: DG, 81%, p<0.001; hilus, 55%, p<0.001; CAl, 98%,

damage (Fluoro-Jade B). These changes were less evident in the sections obtained from animals in the SE-PPB group.
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p<0.001 and CA3, 86%, p<0.001; Ventral: DG, 70%, p=0.006;
hilus, 91%, p < 0.001; CA1, 96%, p < 0.001 and CA3, 88%, p=0.004)
(Figs. 6 and 7).

3.3. Subchronic administration of PPB during the early post-SE period
reduces long-term hippocampal hyperexcitability and glutamate
release

3.3.1. SRS-PEG group

Animals in the SRS-PEG group presented the first spontaneous
motor seizure at 4.7 + 1.6 days after the SE with a seizure frequency
of 8.7 — 1.7 seizures per day. Analysis of the electrographic activity
during the chronic epileptic period demonstrated interictal
spontaneous high voltage spikes in the hippocampus with a high
prevalence of all oscillations evaluated. This condition was
associated with high extracellular levels of glutamate (a 420%
increase relative to the control group, p=0.021) and augmented
hippocampal excitability revealed by low ADT values
(36.67 £12.18 pA; 74% lower than the control group, p=0.029)
(Figs. 5 and 9).

The histological analysis indicated lower numbers of NeuN
immunopositive cells in the hippocampus (Dorsal: DG, 38%,
p=0.003; hilus, 61%, p=0.005; CA1, 77%, p=0.001 and CA3, 54%,
p=0.005; Ventral: DG, 65%, p=0.027; hilus, 77%, p=0.001; CA1,
73%, p=0.001 and CA3, 66%. p < 0.001) compared with the control
group. A high number of Fluoro-Jade B-positive cells were also seen
in the hippocampus (Dorsal: DG, 61+3; hilus, 29=23; CAl,
244+63 and CA3, 101 +12, cells per mm?; Ventral: DG, 56 —10;
hilus, 21+22; CA1 836=69 and CA3, 330=066cells per mm?).
Strong GFAP-immunoreactivity, which is characteristic of astro-
gliosis, was detected in the evaluated areas, mainly in the hilar
region (Figs. 7 and 8).

3.3.2. SRS-PPB group

Animals in the SRS-PPB group presented the first spontancous
behavioral convulsion at a similar latency (5.2 —1.8 days after SE,
p=0.395) but the daily seizure frequency was significantly lower
(3.3+0.9 seizures per day, 62% less, p=0.0161, when compared
with SRS-PEG group). The analysis of interictal hippocampal
clectrographic activity showed a lower relative power of all
analyzed bands {p < 0.001) (Fig. 9). In this experimental group,
interictal extracellular levels of glutamate and ADT values achieved
control conditions (1.84=039uM, p=022 and 161+32pA,
p=0.131, respectively) (Fig. 5).

Histological analysis revealed that in the dorsal and ventral DG
of rats in the SRS-PPB group, the numbers of NeuN-immuno-
positive cells and neurons labeled with Fluoro-Jade B were similar
to those of rats in the control group. On the other hand, hilus, CA1
and CA3 of the dorsal hippocampus showed fewer NeuN-
immunopositive cells and greater Fluoro-Jade B staining. Indeed,
values obtained for hilus and CA3 were significantly higher than
those found in the SRS-PEG group (238%, p=0.038 and 206%,
p=0.004, respectively). In the ventral hippocampus, the numbers
of NeuN-immunopositive cells in hilus, CAT and CA3 were similar
to those in the control group. However, Fluoro-Jade B staining
revealed that a high number of these cells were undergoing death.
GFAP immunoreactivity in all hippocampal areas evaluated in the
SRS-PPB group was similar to that detected under control
conditions (Figs. 5 and 8).

4. Discussion

Extracellular levels of glutamate are increased during ictal and
interictal periods in the brains of subjects with SE or epilepsy
(During and Spencer, 1993; Luna-Munguia et al., 2011; Santana-
Gémez et al, 2015). The increased glutamatergic
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neurotransmission of subjects with SE is involved in NMDA
receptor-mediated excitotoxicity, especially in pyramidal and
granular cells of the hippocampus (Fujikawa, 1995; Isokawa and
Mello, 1991). This situation has been associated with neuronal
damage, the development of SRS (epileptogenesis) and neuro-
cognitive impairment (Cunha et al., 2009; Roch et al., 2002).
Our experiments revealed that the administration of DZP
combined with PPB lessened the increased glutamate release and
neuronal excitability that are induced by SE. It is known that the
blockage of Na* channels reduces glutamate release and attenuates
cellular damage (Calabresi et al., 2003; Xie et al, 1994). The
inhibition of voltage-dependent Na® channels in hippocampal
neurons by PPB (Lara-Valderrabano et al., 2016) can participate in

24 h after SE

o— Dorsal 600 Ventral
O Control
- [0 SE-PEG
£ 4000 4000 B SEPP8
=
3 2000 w 2000
=z

0 0
o 1200, DG Hilus'"CAT'"CAZ' = "DG'Hilus'"CAT'"CA3
£

£

@ 800 800

©

©

2 400 400

2

=]

3

[

DG Hilus CA1 CA3 CA1

Chronic epileptic period (SRS)

6000, 6000,

O Control
@ [0 SRS-PEG
- s B SRS-PPB
£ 4000 4000
E -
=
3 2000/
=
0
DG Hilus CA1 CA3
“g 100 100
& a2
E 201 [N == 20 I -
0 160] 160]
@
K
2 80 80
[
o
3 ND| | [ N N N
Fred o 0

DG Hilus CA1 CA3

DG Hilus CA1 CA3

Fig. 7. Upper panel: a graphic representation of neuronal preservation and damage
in the hippocampus as evaluated at 24 h after SE induction. Note the low neuronal
count {NeuN staining) and the high number of cells undergoing death (Fluoro-Jade
B staining) in all areas of the dorsal and ventral hippocampus of animals in the SE-
PEG group that were killed at 24 h after SE. In contrast, rats from the SE-PEG group
demonstrated neuronal preservation similar to that seen in the control group and a
low number of cells undergoing damage. Lower panel: illustration of neuronal
preservation and damage in the dorsal and ventral hippocampus of animals that
were evaluated during the chronic epileptic period. Animals in the SRS-PEG group
presented low neuronal counts and high numbers of cells undergoing death in all
arcas of the hippocampus. Dorsal and ventral DG of rats in the SRS-PPB group
showed neurenal preservation that was similar 1o that seen in rats in the control
group, which was associated with a low number of cells labeled with Fluoro-Jade B.
In contrast, hilus, CA1 and CA3 of these animals presented high numbers of cells

‘going death. Values ey means | standard errors per mm?. “p < 0.05,
*p <001, **p <0001 compared with the control group. “p <0.05, ®p < 0.01,
FEE) < 0.001 compared with the SE-PEG and SRS-PEG groups. ND, not determined.
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Fig. 8. Representative microphotographs of coronal sections of hilus at the dorsal hippocampus of rats in the control, SRS-PEG, and SRS-PPB groups during the chronic
epileptic period PPB. The sections were stained with Nissl (upper panels), NeuN-DAPI-GFAP (middle panels) and Fluoro-Jade B (bottom panels). Note the decreased neuronal
density and increased astrogliosis (GFAP expression) in the SRS-PEG group. These changes were less evident in the SRS-PPB group.

the decreased release of glutamate and some of the neuro-
protective effects that were observed in this study.

At present, the interaction between PPB and Na* channels is
unknown, but it may share some mechanisms with phenytoin, a
drug that induces anticonvulsant and neuroprotective effects by
blocking Na* channels (Raftopoulos et al., 2016). Studies indicate
that hydrogen bonds are established between the carbonyl and
amino groups of phenytoin and the protein structure of the Na*
channel (Poupaert et al., 1984). Concerning the molecular structure
of PPB, the presence of free electrons in the ester group (Cashman
and Warshaw, 2005) may allow the formation of hydrogen bonds
with Na* channels.

During pilocarpine-induced SE, the hippocampus presents
epileptiform activity and high-frequency oscillations (90-
250Hz) that persist despite DZP administration (Karunakaran
et al., 2012; Santana-Gémez et al., 2015). Our results indicate that
the administration of DZP in combination with PPB decreases the
epileptiform activity and high-frequency oscillations associated
with SE more effectively. Similarly, drugs with anesthetic effects
(ketamine, thiopental, and morphine) reduce the high-frequency
brain activity that is evoked by chemical or electrical stimulation
(Faulkner et al., 1998; Whittington et al., 2000). However, Fourier
analysis revealed that the combination of DZP and PPB increased
the potency of low-frequency oscillations (0.1-30Hz), an effect
that has been associated with reduced epileptiform activity. These
results support the notion that the high prevalence of oscillations
at low frequencies can be associated with antiepileptic effects {La
Grutta and Sabatino, 1988; Miller et al.,, 1994).

PPB is used as a preservative in some oral pharmaceutical forms
of antiepileptic drugs, such as levetiracetam {Keppra), carbamaze-
pine (Tegretol), oxcarbazepine {Trileptal), DZP {Actavis, UK LTD)
and gabapentin {Rosemont Pharmaceuticals Limited) (https:/
www.medicines.org.uk/emc/). Considering that PPB induces in-
hibitory effects in the CNS (Matthews et al, 1956; Lara-
Valderrabano et al, 2016), it is possible to suggest that its
combination with antiepileptic drugs may result in a more
effective therapy to reduce seizure activity. However, additional
experiments are necessary to support this hypothesis.

The results obtained revealed that the acute administration of
PPB induces neuroprotective effects in DG, hilus, CA1 and CA3,24h
after SE. In contrast, subchronic administration of PPB during the
post-SE period did not prevent the occurrence of SRS or the cellloss in
hilus, CA1, and CA3 through the chronic epileptic period. These
resultsindicate that the subchronic treatment of PPB during the post-
SE period was ineffective at preventing the epileptogenic process and
neuronal damage inthese brainareas. Similarly, cell loss is also found
after the subchronic administration of antiepileptic drugs such as
vigabatrin, levetiracetam, topiramate and DZP in animals that
undergo SE (André et al,, 2001; Brandt et al,, 2007; Frangois et al.,
2006). Further experiments are necessary to determine whether
antiepileptogenic and neuroprotective effects can be achieved using
PPB at higher doses or with longer treatments.

DG plays a role as a gate by reducing seizure propagation from
the hippocampus to other brain areas (Cohen et al., 2003; Krook
Magnuson et al,, 2015). We found that animals receiving chronic
PPB administration after SE presented a decrease in astrogliosis,
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Fig. 9. (A) Time-[requency representation of the power spectrum (0.1-250 Hz) of
the hippocampal electrographic activity during the interictal period of animals with
SRS that were treated subchronically with vehicle or PPB {Lhe SRS-PEG and SRS-PPB
groups, respectively). The notations are as described for Fig. 3. Note an increase in
the electrical activity at all evaluated frequencies for the SRS-PEG group. These
changes were less evident in the recordings obtained for animals in the SRS-PPB
group. (B) Representative relative power spectral analysis of the hippocampal
electrical activity during the interictal period. Note that the relative power activity
obtained for the SRS-PPB group (black bars) was significantly lower than that
obtained for the SRS-PEG group {open bars). Values represent means | standard
errors, "p < 0.001.

glutamate release and neuronal excitability during the chronic
epileptic period, conditions that have been associated with
neuroprotective effects that are restricted to DG. Parabens,
including PPB, produce weak estrogenic effects (30,000-fold less
potent than 17 B-estradiol) (Blair et al., 2000; Routledge et al.,
1998). The administration of 17 [3-estradiol induces neuro-
protection in both SE and ischemic animal models {Dubal et al,
1998; Simpkins et al., 1997; Veliskova et al., 2000). This effect is
associated with antioxidant mechanisms (Behl et al., 1997), the
blockage of Ca?* voltage-dependent channels (Mermelstein et al.,
1996), reductions in the activation of NMDA receptors (Weaver
et al, 1997) and the enhanced binding of -y-aminobutyric acid
(GABA) to GABA, receptors (Maggi and Perez, 1986). It is possible
to suggest that the high benzodiazepine/GABA4 receptor binding
that is induced in DG during the epileptogenic process (Kamphuis
et al, 1995; Rocha and Ondarza-Rovira, 1999) facilitates the
neuroprotection mediated by PPB. Indeed, this would explain the
lower seizure frequency and neuronal excitability in animals with
SRS. Further studies are necessary to support this idea.

Studies have revealed that the estrogenic activity of parabens
induces several important side effects (Byford et al., 2002; Darbre
et al, 2003; Okubo et al, 2001) that may restrict their use as
pharmacological neuroprotectants. These side effects include the
development of breast cancer (Darbre and Harvey, 2014), the
activation of genes and transductional mechanisms that are
associated with cell proliferation (Wrébel and Gregoraszczuk,
2014a,b, 2015) and uterotrophic alterations {Lemini et al., 2004).
Before proposing the administration of PPB for use as a new
neuroprotective treatment, it is important to test for any
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neurotoxic effects; ongoing experiments in our laboratory using
Fluoro-Jade B staining indicate that a daily PPB dose from 30 to
150 mg/kg, i.p., for 6 days does not induce neuronal damage.
However, additional experiments are essential to establish safe
conditions for chronic PPB administration.

5. Conclusion

PPB has awide margin of security that allows its administration
with a low probability of inducing toxic effects at low doses. In
addition, the pharmacokinetic aspects of PPB are widely known
(Soni et al,, 2001).

The results obtained in this study suggest that the systemic
administration of PPB could represent an appropriate therapeutic
strategy to reduce the neuronal damage and neuronal excitability
induced by SE and SRS. Future studies must be conducted to
investigate if the PPB associated with sub-effective doses of
antiepileptic drugs represent a novel pharmacological strategy to
reduce the consequences of SE and epilepsy.
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