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Resumen

V. Resumen

Se sabe que como consecuencia de un traumatismo craneoencefalico (TCE) severo se
producen alteraciones de la funcion hipocampal. En este estudio se evalud el efecto del
tratamiento subcronico con Propilparabeno (PPB). EI PPB demostr6 un efecto neuroprotector
ante las consecuencias corto y largo plazo del status epilepticus (SE). Tomando en cuenta las
caracteristicas fisiopatoldgicas que comparten SE-TCE se desconoce si existe un efecto
neuroprotector del PPB ante las consecuencias de un TCE. Para tal proposito, se utilizaron
29 ratas macho de la cepa Wistar (250-300 g). Los cuales se dividieron en 4 grupos
independientes: 1) SHAM y 2) TCE los cuales recibieron una administracion de vehiculo; 3)
PPB (control) y 4) TCE-PPB los cuales recibieron el tratamiento con PPB (178 mg/kg). El
tratamiento o su respectivo vehiculo se administraron por via i.p. durante 5 dias post-
craneotomia o post-TCE. Para la induccion del trauma se utilizd el modelo de lesion por
percusion lateral de fluidos (2.8-3.3 atm). Posteriormente, se evalud que el TCE indujera
hematoma intracraneal, apnea y convulsiones. Adicionalmente, se realizd la prueba de
neuroscore para evaluar el dafio motor. Al dia 23 post-TCE o post-craneotomia, los animales
fueron implantados a nivel de hipocampo ventral ipsilateral con un electrodo bipolar para la
evaluacion de la excitabilidad hipocampal (umbral post-descarga (UPD)) al dia 30. A
continuacidn, los animales fueron sacrificados para la obtencion de su tejido cerebral con el
propdsito de realizar pruebas histoldgicas para la evaluacion de la preservacion neuronal
(inmunohistoquimica NeuN) en CAl, CA3, hilus y giro dentado (GD). ElI TCE indujo
hematoma intracraneal, apnea (15.2 £ 5.1 seg) y en un 36.6% convulsiones inmediatamente
después del trauma. EI UPD del grupo SHAM (299 + 22.5 pA) se consideré como el 100%,
mismo que no se modifico en el grupo PPB (291.7 + 21.58 pA). El grupo TCE mostro una
reduccion del 64.2% (107.4 + 25.15 PA, p<0.001) del UPD, en comparacién con el SHAM.
Contrario a esto, el UPD del grupo TCE-PPB (249.5 + 75.17 pA, p>0.05) fue similar al UPD
del grupo SHAM. Ademas, en la prueba de neuroscore el grupo con TCE mostrd una
disminucion significativa en el puntaje obtenido con respecto al SHAM al dia 2 (p<0.001),
23 (p<0.05) y 31 (p<0.05) post-TCE. La administracion del PPB post-TCE disminuyo el
dafio neuromotor observado al dia 23 (p>0.001) y 31 post-TCE (p>0.001). El grupo PPB no
mostré cambios significativos (28.00 £ 0.0 al dia 2, 27.43 + 0.29 al dia 23 y 28.00 + 0.0 al
dia 31, p=0.0953) respecto al SHAM. Por otra parte, en la evaluacion de la preservacion
neuronal se observé una disminucion significativa (ipsilateral: GD, 59% (p= 0,0061); hilus,
74% (p=0,0056); CAL, 55% (p=0,0081) y CA3, 52% (p=0,0009); y contralateral: GD, 58%,
(p=0,0011); hilus, 60% (p=0,0017); CA1 70% (p=0,0002) y CA3 76% (p=0,0001)) en el
conteo de nucleos neuronales del grupo TCE en todas las areas evaluadas con respecto al
SHAM. El tratamiento con PPB post-TCE (TCE-PPB) preservo un mayor nimero de ndcleos
neuronales (35% para CA1, (p= 0,0003); un 44% para CA3 (p= 0,0059), un 42% para GD
(p= 0,0534) y un 57% para hilus (p=0,0243), datos similares a los obtenidos del area
contralateral un 45% para CA1 (p=0,0167), un 49% para CA3 (p=0,0099), un 48% para GD
(p=0,0015) y un 43% para hilus (p=0,072)). Este parametro no se modific6 en el grupo
control PPB respecto al SHAM. Por tanto, el tratamiento subcrénico con PPB evita la
hiperexcitabilidad hipocampal y disminuye la muerte neuronal subsecuente a un TCE severo.
Estos resultados permiten vislumbrar al PPB como una estrategia terapéutica para evitar las
consecuencias del TCE en la funcién hipocampal.




Abstract

V. Abstract

It is well known that alterations in hippocampal function occur as a consequence of severe
traumatic brain injury (TBI). In this study, the effect of subchronic treatment with
Propylparaben (PPB) was evaluated. The PPB demonstrated a neuroprotective effect on the
short and long-term consequences of status epilepticus (SE). Considering the
physiopathological characteristics shared by SE-TBI, it is unknown whether there is a
neuroprotective effect of PPB on TBI-induced damage. To investigate that, 29 male Wistar
rats (250-300 g) were used. Animals were divided into 4 independent groups: 1) SHAM and
2) TBI which received a vehicle administration; 3) PPB (control) and 4) TBI-PPB which
received the treatment with PPB (178 mg/kg). The treatment or its respective vehicle were
administered i.p. for 5 days post-craniotomy or post-TBI. Lateral fluid percussion injury
model (2.8-3.3 atm) was used to induce trauma. Subsequently, it was evaluated wether the
TBI induced intracranial hematoma, apnea and seizures. Additionally, the neuroscore test
was performed to evaluate motor damage. On day 23 post-TBI or post-craniotomy, the
animals were implanted at the ipsilateral ventral hippocampus level with a bipolar electrode
for evaluation of hippocampal excitability (after-discharged threshold (ADT) at day 30.
Then, the animals were sacrificed to obtain their brain tissue to performe histological
methods and evaluate neuronal preservation (NeuN immunohistochemistry) in CA1, CAS3,
hilus and dentate gyrus (GD). The TBI induced intracranial hematoma, apnea (15.2 + 5.1 seg)
and convulsions (36.6%) immediately after the trauma. The ADT of SHAM group (299 +
22.5 pA) was considered as 100% and was not modified in PPB group (291.7 £ 21.58 pA).
TBI group showed a reduction of 64.2% (107.4 + 25.15 pA, p <0.001) of the ADT compared
to SHAM group. Conversely, the ADT of TBI-PPB group (249.5 + 75.17 pA, p> 0.05) was
similar to the ADT of SHAM group. In addition, in neuroscore test, TBI group showed a
significant decrease in the score obtained compared to SHAM at days 2 (p<0.001), 23 (p<0.05)
and 31 (p<0.05) post-TBI. The administration of PPB in TBI-PPB group decreased the
neuromotor damage observed at day 23 (p>0.001) and 31 post-TBI (p>0.001). The PPB group
showed no significant changes (28.00 + 0.0 at day 2, 27.43 + 0.29 at day 23 and 28.00 + 0.0 at day
31, p=0.0953) compared to SHAM. On the other hand, in the evaluation of neuronal
preservation it was observed a significant decrease (ipsilateral: GD, 59% (p= 0,0061); hilus, 74%
(p=0,0056); CAL, 55% (p=0,0081) and CA3, 52% (p=0,0009); contralateral: GD, 58%, (p=0,0011);
hilus, 60% (p=0,0017); CA1 70% (p=0,0002) and CA3 76% (p=0,0001)) in neuronal nuclei of TBI
group in all the areas evaluated compared to SHAM group. The treatment with PPB post-
TBI (TBI-PPB) preserved a greater number of neuronal nuclei (35% CAL, (p= 0,0003); 44%
in CA3 (p= 0,0059); p<0.05 vs SHAM), 42% in GD (p= 0,0534) and 57% in hilus (p=0,0243),
contralateral 45% in CA1 (p=0,0167), un 49% in CA3 (p=0,0099), 48% in GD (p=0,0015) and 43%
in hilus (p=0,072)). This parameter was not modified in PPB control group to refer with
SHAM. In conclusion, subchronic treatment with PPB avoids the hippocampal
hyperexcitability induced by severe TBI. These results reveal the PPB as a therapeutic
strategy to avoid the consequences of the TBI in hippocampal function.
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1.1. Traumatismo Craneoencefalico
1.1.1. Definicién

El traumatismo craneoencefalico (TCE) es causado por una fuerza externa, como un
golpe, sacudida, aceleracion, desaceleracion o por una herida penetrante en la cabeza que
induce cambios estructurales y/o alteraciones fisiopatologicas que interrumpen alguna
funcién normal del cerebro (CDC, 2013; Johnson et al., 2015). Un paciente con TCE presenta
una perturbacion de la funcion cerebral, como por ejemplo pérdida de conciencia, pérdida de
memoria de eventos inmediatamente antes o después del accidente, alteraciones del estado
mental en el momento del accidente (aturdimiento, desorientacion o confusion) y déficit

neuroldgico focal que puede o no ser transitorio (Head, 1993; Frieden et al., 2015).

1.1.2. Epidemiologia

El TCE es la principal causa de muerte y discapacidad grave en personas menores de
45 afos. Cada afio aproximadamente 1.7 millones de personas en los EE. UU sufren algin
tipo de TCE que requiere al menos una visita al hospital. En México, el TCE es la tercera
causa de muerte con un indice de mortalidad de 38.8 por cada 100 mil habitantes y con mayor
incidencia en hombres de 15 a 45 afios. Por otro lado, modelos estadisticos determinaron que
se espera la presencia de 64 a 74 millones de casos nuevos de TCE cada afio (Ontiveros et
al., 2014; Dewan et al., 2018).

Aunque el TCE es un problema de importancia médica y socioecondémica, su
patogénesis no se entiende completamente, y es dificil reconstruir los acontecimientos que
Ilevan a las lesiones cerebrales primarias y secundarias de diferente gravedad. Anualmente,
el TCE representa el 22% de la incidencia de accidentes y por lo general, deja a los sujetos
con déficit persistentes que llevan para el resto de la vida. (Finnie y Blumbergs, 2002; Kay
et al., 2003).

1.1.3. Clasificacion

No existe una sola clasificacion del TCE que abarque todas las caracteristicas clinicas,

patoldgicas, celulares y moleculares de este complejo proceso. La gravedad de la lesion
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puede ser determinada en el periodo agudo post-traumético. Se han desarrollado una serie de
clasificaciones clinicas a lo largo de los afios, ejemplo de ellas es la escala de Coma de
Glasgow (GSC). Esta considera componentes como la apertura ocular, respuesta verbal y
respuestas motoras. Dependiendo del déficit determinado, se podra dividir al TCE como leve,

moderado o severo (Friedland y Hutchinson, 2013; Teasdale, 1974).

Otros sistemas de clasificacion pueden ser patoldgicos 0 mecanicos. Los mecanicos
dividen al TCE como TCE abierto (penetracion al tejido) o cerrado. Mientras que los
patoldgicos pueden ser anatomicos (lesiones focales o difusas) o fisiopatoldgicos (lesiones
primarias y secundarias). Todas estas clasificaciones en conjunto tienen la finalidad de

predecir consecuencias a largo plazo secundarias al TCE (Smith, 2011; Thurman, 2016).

1.1.4. Fisiopatologia
1.1.4.1. Lesion primaria

El TCE es un proceso dindmico que implica una fisiopatologia cambiante.
Inmediatamente después del impacto se produce la lesién primaria consecuencia del dafio
biomecénico causado por el desgarro y/o estiramiento de neuronas, axones, glia y vasos
sanguineos (Loane y Faden, 2010; Lozano et al., 2015).
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Figura. 1 Fisiopatologia de un TCE. (Modificado de Xiong, et al., 2013)
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La lesion primaria puede ser difusa, focal o una combinacion de ambos. Esta lesion
incluye dafio tisular directo, alteracion del metabolismo celular, como disminucion de las
reservas de ATP, asi como la falla de las bombas idnicas de la membrana celular (Alted et
al., 2009; Lozano et al., 2015; Xiong, et al., 2013). Como consecuencia de estos mecanismos,
se genera una lesion axonal y vascular, un incremento de la presion intracraneal y
hemorragias (intracerebral, subdural, epidural y subaracnoidea). Estas Gltimas favorecen la

muerte celular por mecanismos adn no determinados (Xi, 2006).

Por otro lado, se describié formacion de edema vasogénico, en el cual se encuentra
involucrada la disrupcién a la barrera hematoencefalica y la extravasacion de metabolitos
como prostaglandinas y leucotrienos que contribuyen a incrementar los procesos de
inflamacion (Baskaya et al.,, 2007). Otras consecuencias incluyen la presencia de
pseudoaneurisma, contusion e isquemia. Esta tltima puede ser global o focal y dependera del
grado de lesion. Todo en conjunto resulta en pérdida neuronal directa por muerte celular
necrotica, asi como el desencadenamiento de la lesion secundaria. (Girgis et al., 2016;
Hatton, 2001; Moore et al., 2012).

1.1.4.2. Lesién secundaria

Para los sujetos que sobreviven la lesion primaria, la morbilidad y mortalidad seran
determinadas por los procesos de lesion secundaria (Figura 1), la cual es progresiva y
silenciosa, y se asocia a la activacion de cascadas bioquimicas que conducen a cambios
metabdlicos y celulares. Esta activacion ocurre desde los primeros minutos después del

trauma y puede durar dias, meses o afios (Kabadi y Faden, 2014).

Algunos mecanismos inmediatos de lesién secundaria mas importantes implican la
despolarizacion sostenida de la membrana neuronal, excitotoxicidad producida por el
incremento de neurotransmisores excitadores (glutamato y aspartato) asi como la activacion
de canales de Ca?*, Na* dependientes de voltaje. También se observa la falla de la bomba
Na'/ K* ATPasa, que a su vez conduce a un desequilibrio de la homeostasis i6nica entre el
espacio intra- y extracelular, con el riesgo de conducir a lisis neuronal (Pinheiro et al., 2018;
Greve et al., 2009).
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El dafio celular post-traumatico es exacerbado por el exceso de Ca®* intracelular, el
cual activa a peroxidasas lipidicas, proteasas y fosfolipasas que en conjunto aumentan la
concentracion intracelular de &cidos grasos y radicales libres. Aunado a esto, la ruptura de la
barrera hematoencefalica junto con la activacion de la microglia, astrocitos y liberacion
prolongada de mediadores proinflamatorios (IL-6 y TNF ), incrementan el dafio neuronal
mediante la liberacion de moléculas neurotéxicas como éxido nitrico (NO) (Byrnes y Faden,
2007; Kabadi y Faden, 2014).

En el proceso secundario a la lesién también existe la activacion de caspasas y
endonucleasas que conducen a cambios progresivos en la estructura membranal, asi como a
la fragmentacion e inhibicion de la reparacion del ADN. La sumatoria de estos procesos
conducen a la muerte celular necrética o programada (apoptosis). Sin embargo, el tratamiento
clinico post-traumatico solo se enfoca en controlar condiciones subsecuentes de la lesion
primaria (Diaz-Arrastia et al., 2014; Ghajar, 2000).

1.1.5. Tratamiento para la lesion primaria

En la clinica el tratamiento para sujetos con TCE se basa en atender y controlar las
condiciones como el aumento de la presién intracraneal (ICP), presion arterial media,
neuroinflamacion, hemorragias, edema y el nivel electrolitico (Roberts, et al., 1998).
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Farmacos como esteroides, ciclosporinas, cannabinoides, antagonistas NMDA,
antagonistas de calcio y progesterona (Figura 2), entre otros, controlan algunos de los eventos
de la cascada fisiopatoldgica primaria. Sin embargo, estos tratamientos no evitan los procesos
de lesion secundaria, los cuales son responsables de la neurodegeneracion crénica y del
deterioro neuroldgico progresivo. Estos procesos en conjunto derivan de la atrofia
significativa en varias areas del encéfalo que conducen a consecuencias tardias post-

traumaticas. (Beauchamp et al., 2008; Freedom et al., 2013; Rios-Romenets et al., 2007).

1.1.6. Consecuencias tardias subsecuentes a la lesion secundaria

Las consecuencias tardias a un TCE derivan de la interaccion de las diversas cascadas
bioquimicas de lesidn secundaria. Investigaciones clinicas y experimentales demostraron una
atrofia progresiva del sistema nervioso central (SNC) post-traumatico que puede resultar en
una variedad de trastornos cerebrales. Cada afio més de 80 mil personas presentan
discapacidades neuroldgicas a largo plazo relacionadas con un TCE (Ghajar, 2000).

Los trastornos neuropsiquiatricos asociados con TCE incluyen deterioro cognitivo,
trastornos del estado de &nimo, trastorno de ansiedad, psicosis y problemas de conducta (Rao
y Lyketsos, 2000). Aunque los déficits cognitivos varian con la gravedad de la lesion,
generalmente incluyen problemas de atencién, concentracién, memoria y funcionamiento
ejecutivo (Warden et al., 2006). Estudios en animales y en pacientes sugieren una relacién
entre antecedentes de un TCE y el desarrollo esporadico de enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica y epilepsia
(Gavett et al., 2010; Uryu et al., 2007).

Varios autores sugieren que el desarrollo de estas patologias después de un TCE puede
estar relacionado con las lesiones encontradas en diversas estructuras cerebrales, que
incluyen a la corteza cerebral, sustancia blanca, sustancia gris, talamo, ganglios basales,
cuerpo calloso e hipocampo. Este ultimo es altamente susceptibles a las reacciones
excitotoxicas, periodos de hipoxia-isquemia y a los cambios metabodlicos caracteristicos del
TCE (Finnie y Blumbergs 2002; Junqué, 1999; Masel y Dewitt, 2010; Werner y Engelhard,
2007).
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1.2. Hipocampo

El hipocampo forma parte del I6bulo temporal, en la region medial del telencéfalo. El
termino de hipocampo fue adquirido debido a su semejanza con un “caballito de mar”,
otros acufaron el término “cuerpo de carnero” en honor a Amon Ra (Egipto). El
hipocampo es una estructura compuesta por 4 regiones. Entre las que se incluye: el &rea
de giro dentado, el cuerno de Amon compuesto por subcampos (CAL, CA2, CA3), el
complejo subicular (subiculum, presubiculum y parasubiculum) asi como proyecciones
hacia corteza entorrinal (media y lateral) (Figura 3) (Amaral y Writter, 1989; Olivares et
al., 2015; Ulmer y Jansen, 2013).
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Figura. 3 Estructura hipocampal (Rata)
(Modificado de Amaral y Witter, 1989; Fallis, 2013)
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El hipocampo forma parte del sistema limbico y sus funciones se relacionan con
aprendizaje y memoria. La poblacion neuronal del hipocampo es heterogénea y destacan 2
tipos de neuronas, las piramidales (CA1, CA2 y CA3) y las granulares (giro dentado). Entre
otros tipos celulares destacan las interneuronas, predominantes en el area de hilus de giro
dentado. Las vias que se activan en hipocampo son unidireccionales y se pueden dividir en
4: perforante, colaterales de Shaffer, fibras musgosas y la via de CA1-Corteza entorrinal.
Todas en conjunto son conocidas como la tradicional via excitatoria trisinaptica (Figura 4)
(Leuner y Gould. 2010; Miki et al., 2000; Olivares et al.,2015; Scharfman y Myers, 2013).
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Figura. 4 Circuitos neuronales hipocampales.
La tradicional via excitatoria trisinaptica (CE-GD)-CA3-CA1-CE) es descrita por las flechas de
colores (flecha azul: via perforante; flecha naranja: via de fibras musgosas; flecha verde: colaterales
de Schaffer; flecha roja; proyecciones de CA1 hacia la CE). CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado;
Sub: subiculum (Modificado de Olivares et al.,2015)

1.2.1. Lesion hipocampal secundaria a un TCE
1.2.1.1. Hemorragias y Edemas

En modelos animales de TCE durante las primeras horas posteriores al trauma, se ha
descrito presencia de hemorragia hipocampal (Mclintosch et al., 1989). En la region CA3 de
hipocampo de ratas con TCE moderado se observo edema vasogénico desde las primeras 4

horas y edema citotdxico a las 24 horas post-TCE. La presencia de edema y hemorragia desde




1. Introduccién

las primeras horas post-traumaticas, inician procesos de atrofia hipocampal (Cernak et al.,
2004; Bagkaya et al., 1997).

1.2.1.2. Atrofia

Estudios de imagen de resonancia magnética (IRM) registrados por Ariza y
colaboradores en sujetos con antecedentes de TCE 2 afios antes del estudio, revelaron una
atrofia significativa del hipocampo anterior que involucra ambas regiones de este. Esta atrofia

era independiente de la localizacion de la lesion primaria (Ariza et al., 2006).

1.2.1.3. Excitotoxicidad

En ratas con TCE moderado, hay un incremento en la liberacion de aminoacidos
excitadores como aspartato y glutamato, en las areas de CA2 y CA3 del hipocampo, situacion
evidente desde los 20 minutos y que permanece por lo menos una hora después del trauma
(Benveniste, 1984; Katayama et al., 1989). Hallazgos similares se reportaron en pacientes,
los cuales presentaron aumentos significativos de glutamato por varios dias incluso semanas
posterior al trauma a nivel cerebral (Andrew et al., 1993). Adicionalmente, la constante
activacion de receptores N-metil d-aspartato (NMDA) por el exceso de glutamato se
relaciona con la activacion de cascadas que llevan a hipoxia y muerte neuronal hipocampal
(Ariza et al., 2006; Ikonomidou y Turski, 2002).

1.2.1.4. Muerte neuronal

Se ha establecido una relacion entre el nivel de muerte neuronal y la gravedad de la
lesion. A través de técnicas de cuantificacion estereoldgicas se determind una reduccion
significativa del nimero de neuronas hilares (~40%), del area CA2 y CAL1 del hipocampo de
ratas. Esta pérdida hilar predomina casi en su totalidad en el area ipsilateral a la lesién y se
observa desde las primeras 2 semanas hasta el primer mes post-TCE. En secciones
histoldgicas de hipocampo (Figura 5) se reporta pérdida significativa hilar desde el dia 1. La
destruccion neuronal junto con los desequilibrios i6nicos promueve cambios en el patrén de
excitabilidad del hipocampo (Pinheiro et al., 2018; Grady et al., 2003).
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50 um

Figura. 5 Ampliacion de una seccion coronal a nivel de hilus de giro dentado marcada con fluoro-jade
(Tomada de Grady et al., 2003)

1.2.1.5. Hiperexcitabilidad

La pérdida de neuronas hilares posterior a un TCE puede conducir a un incremento
de la excitacion neuronal y dar lugar a una disfuncion celular (Lyeth et al., 1990). Esto es
debido a que las neuronas hilares participan en la inhibicion celular que controla la
excitabilidad hipocampal. Una reduccion hilar lleva a desequilibrios en la excitacion-
inhibicidn que conlleva al desarrollo de patologias a largo plazo (Lowenstein et al., 1992).
Ejemplo de ello, es lo reportado en sujetos con antecedentes de TCE con presencia de
convulsiones y descargas epileptiformes de mas de 10 minutos de duracion.
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Figura. 6 Hiperexcitabilidad postraumatica en giro dentado.

(A) Respuestas poblacionales representativas obtenidas de la capa granular de células de control
simulado (CON) y un animal con TCE (FPI). (B) Resumen de los datos obtenidos de las espigas del
panel A (Modificado de Santhakumar et al., 2000).
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Estudios electrofisiologicos reportaron hiperexcitabilidad en el &rea de giro dentado
subsecuente a un TCE. Esto fue estimulando la via perforante hipocampal de células de
rebanadas cerebrales de ratas con TCE y comparandolas con animales de cirugia simulada
(SHAM). Se observo un incremento en la amplitud de espigas de las ratas con TCE a una
estimulacion baja (2 mA) que permaneci0 elevada durante todo el experimento en
comparacion con las SHAM (Figura 6) (Santhakumar et al., 2000).

La relacién entre TCE y todas las consecuencias antes descritas son consistentes con
la hip6tesis de que la disfuncion, muerte neuronal, atrofia e hiperexcitabilidad del hipocampo
pueden explicar la patogénesis de trastornos a largo plazo. Como ejemplo, deterioro en
aprendizaje y memoria, asi como el desarrollo de enfermedades como Alzheimer, Parkinson

y epilepsia post-traumatica (EPT) (Golarai et al., 2001; Lowenstein et al., 1992).

A pesar de las diversas investigaciones que proponen al TCE como un proceso dinamico que
no tiene fin, los objetivos terapéuticos se siguen enfocando en la lesion primaria dejando a

un lado la prevencion de consecuencias post-traumaticas a largo plazo.

1.3. Busqueda de nuevos tratamientos para las consecuencias a largo plazo de
TCE

Uno de los componentes claves en la industria farmacéutica es la busqueda de nuevas
moléculas, lo cual implica inversién econdémica en desarrollo y produccién de nuevos
medicamentos. Consecuencia de esto, se ve reflejado un aumento en los costos de las terapias,
costos de atencion médica e inaccesibilidad para ciertas poblaciones a estos medicamentos
(DiMasi et al., 2003). En el desarrollo de nuevas moléculas, pasando por la fase preclinica,
fases clinicas y llegando finalmente al mercado se invierte un costo aproximado de 350
millones de délares y un tiempo de mas de 10 afios de investigacion, con tan solo un 5% de

probabilidad de éxito global de aprobar todas estas etapas (Ldscher et al., 2013).

El desarrollo de nuevas tecnologias y estrategias de reutilizacion de moléculas se hacen
presentes como nuevas formas de innovacion y que son aceptadas en la industria
farmacéutica. “La reutilizacion de farmacos” es una herramienta que permite ahorrar en
costos y tiempo, ya que se comprueba un segundo uso de moléculas de las cuales se conoce

su farmacocinética, farmacodinamia y que han comprobado su seguridad en pruebas
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toxicoldgicas. Ejemplo de estas herramientas es el desarrollo de plataformas
computacionales como el “Screening virtual” (SV). El SV se basa en algoritmos y modelos
computacionales para la identificacion y seleccion de nuevos compuestos bioactivos de

posible interés terapéutico (Rollinger et al., 2008; Sleigh y Barton, 2010).

En el 2007 mediante SV se describi6 al propilparabeno (PPB) como una molécula con
potencial efecto terapéutico en el tratamiento de las convulsiones (Talevi et al., 2007) y méas
recientemente se describi6 como un agente neuroprotector en status epilepticus (SE)
(Santana-Gomez, et al., 2017)

1.3.1. Propilparabeno

El PPB es un éster del acido para-hidroxibenzoico (Figura 7) que se usa desde hace
50 afios como conservador en la industria alimenticia, farmacéutica y cosmética. Su uso
popular se debe a que presenta baja toxicidad, aceptacion en la normativa mundial,
biodegradabilidad y bajo costo. Una ventaja adicional es su excelente estabilidad quimica en

relacién con el pH (eficaz entre pH 4,5-7,5) y temperatura (Soni et al., 2001).

O
O/\/

HO
PPB

Figura. 7 Estructura molecular del PPB (Tomado de Santana-Gomez, 2017)

1.3.1.1. Mecanismo de accién y efectos

Los mecanismos elucidados del PPB en bacterias son la interaccion con canales
mecanosensibles bacterianas, asi como la inhibicion de la sintesis del ADN y ARN (efecto-
antimicrobial) (Nguyen et al., 2005; Ma y Marquis, 1996; Bredin et al., 2005). En rebanadas
cerebrales de rata, el PPB demostr6 ser un blogueador de canales de Na* dependientes de
voltaje en células piramidales de CAl. En estas Ultimas, inhibe el disparo sostenido de
rafagas de potenciales de accion, disminuyendo asi la actividad neuronal (Lara-Valderrabano
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et al., 2016). En cardiomicitos aislados de rata se observo un efecto cardioprotector mediado
por el blogueo de canales de sodio (Ji et al., 2004).

Estudios previos concluyeron que los efectos del PPB reducen la actividad
epileptiforme y la actividad sinaptica espontanea inducida por 4-aminopiridina (4-AP) in
vitro (Lara-Valderrabano et al., 2017). En modelos in vivo, la administracion unica de PPB
revierte el incremento en la liberacion de glutamato y disminuye el dafio neuronal inducido

por SE en ratas (Santana-Gomez et al., 2017).

Adicionalmente, se demostré que la administracion subcronica de PPB al término del
SE induce efectos significativos en las alteraciones observadas durante el proceso de
epileptogénesis inducido por el SE. Estas observaciones estdn relacionadas con la
cuantificacion neuronal y excitabilidad hipocampal. El tratamiento subcrénico con PPB en
animales con crisis recurrentes espontaneas (CRE) presenta una preservacion neuronal en
todas las areas de hipocampo siendo mas evidente en la zona ventral. Respecto a excitabilidad
hipocampal el PPB disminuye la hiperexcitabilidad hipocampal en animales con CRE. Estos
eventos podrian estar relacionados con la disminucion en la liberacion de glutamato

observado en la fase aguda de SE con tratamiento de PPB (Santana-Gomez et al., 2017).

Debido a los antecedentes protectores del PPB en eventos que comparten caracteristicas
fisiopatoldgicas con el TCE, se esperaria un efecto similar en las consecuencias de un TCE.
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2. Justificacion

2. Justificacion

A la fecha no existen farmacos que eviten el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas subsecuentes a un TCE. De manera especial, el hipocampo de los sujetos
con TCE es susceptible a presentar muerte neuronal e hiperexcitabilidad post-traumatica.

La administracién de PPB demostré un efecto neuroprotector hipocampal ante las
consecuencias a corto y largo plazo del SE. Tomando en cuenta que después de un TCE se
presentan procesos como hiperexcitabilidad, excitotoxicidad y dafio celular al igual que en

el SE, es posible sugerir un efecto neuroprotector sobre las consecuencias del TCE.
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3. Hipotesis y Objetivos
3.1. Hipotesis

El PPB reducira el dafio celular y cambios en la hiperexcitabilidad en el hipocampo

que resultan de un TCE severo.

3.2. Objetivos
3.2.1. General
Analizar el efecto del PPB en el dafio celular e hiperexcitabilidad en el hipocampo
inducidos por un TCE severo.
3.2.2. Especificos

e Caracterizar el dafio y los cambios en la excitabilidad en el hipocampo
inducidos por un TCE severo en ratas Wistar.
e Evaluar el efecto del PPB en el dafio celular y excitabilidad en el hipocampo

inducidos por un TCE severo en ratas Wistar.

14

——
| —



4. Materiales y métodos

4. Metodologia experimental
4.1. Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar con un peso de entre 300-350 g. Los
animales se mantuvieron en cajas de acrilico transparente 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 realiz6 de acuerdo con 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).

4.2. Induccién de TCE
4.2.1. Craneotomia

Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (80 mg/kg, i.p.) y xilacina
(20 mg/kg, i.m.). Posteriormente se montaron sobre el marco estereotaxico y se procedi6 a
realizar una incision sagital de 1,5 cm en la linea media entre las orejas extendiéndose hacia
la nariz. Con la ayuda de un hisopo de algoddn se eliminé el periostio que recubre el craneo.
Se realiz6 un trépano de 5 mm de didmetro lateral a la linea media (5 mm de lambda y bregma
y 4,0 mm de la sutura sagital). Se observo que la duramadre estuviera intacta, se fijo el “luer-
lock” al diametro del trépano Yy se relleno con solucion salina para verificar la ausencia de
fugas en la base del craneo. Se coloco 1 tornillo de acero inoxidable en la parte lateral anterior
a bregma para dar soporte temporalmente al casco de acrilico dental. La induccién del TCE
se realiz6 90 minutos posteriores al inicio de a la anestesia (Mclntosch, et al., 1989).

4.2.2. Lesion lateral por percusion de fluidos (LLFP)

El fundamento de LLFP se basa en un pulso de presion aplicado al cerebro a través de
la duramadre intacta (Rostami, 2016). El equipo de LLFP modelo FP302 (Figura 8) esta
compuesto por un cilindrico de Plexiglas relleno de solucion salina estéril con un extremo
terminal unido a un transductor que se conecta al “luer lock” del casco de acrilico dental. La
lesion se generd por medio de un péndulo que golped el pistdn del cilindro y que generd un
pulso de presidn. Este ultimo viajo a través del transductor hasta el craneo del animal. La

gravedad de la lesion dependié de la fuerza del pulso de presion. Se considerd que los
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animales recibieron una lesion severa si el pulso de presion entr6 en el rango de 2.8 a 3.3 atm
(Mclintosh et al., 1989). Después de la induccion del TCE los animales que perdieron mas

del 30% de su peso inicial, se descartaron para los experimentos posteriores.

sitio de lesion

Figura. 8 Modelo de LLFP (Modificado de Xiong et al., 2013)

4.2.3. Neuroscore

El neuroscore es una escala de evaluacion de la funcion motora post-traumatica. Se
evalu6 cada uno los siguientes indices: capacidad para mantenerse sobre un plano
inclinado a diferentes angulos (35° a 75°) de forma vertical y lateral (izquierda (I) y
derecha (D)) contraflexion de extremidad posterior (I-D), contraflexion de extremidad
anterior (I-D) durante la suspension por la cola y el nivel de resistencia a la pulsion lateral
(I-D). La puntuacion para cada prueba inici6 en 4 puntos para una funcion normal a una
puntuacion de 0 si el animal perdié6 completamente la funcion. Los animales con un
neuroscore de 28 puntos se consideraron controles y aquellos con puntuacion inferior o
igual a 15 se consideraron con TCE severo (Pierce et al., 1998).
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4.3. Evaluacion de la excitabilidad hipocampal
4.3.1. Cirugia

Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (80 mg/Kg, i.p.) y xilacina
(20 mg/Kg, i.m.). Posteriormente, se montaron sobre el marco estereotaxico para la
colocacion de un electrodo conformado por dos hebras enrolladas de alambre de acero
inoxidable aislado con excepcion de las puntas. Este Gltimo se implant6 a nivel de hipocampo
ventral izquierdo de acuerdo con las siguientes coordenadas (referencia a bregma):
anteroposterior -5.3 mm; lateral -5.2 mm; profundidad — 7.5 mm dependiente de la superficie
craneal (Paxinos y Watson, 2007). Adicionalmente se colocaron 3 tornillos de acero
inoxidable en el craneo sobre la corteza frontal y cerebelar para dar soporte. El electrodo se
fijo al craneo con acrilico dental. Finalmente, las ratas se dejaron recuperar durante 7 dias

antes de cualquier manipulacion adicional.

4.3.2. Determinacion del umbral post-descarga (UPD)

La estimacion del UPD es una herramienta que permite evaluar la excitabilidad
neuronal de un area especifica del cerebro y su generalizacion hacia otras areas. EI UPD se
define como la intensidad minima de corriente eléctrica necesaria para producir un cambio
conductual y/o post-descarga electrografica mayor a 3 segundos. Esta determinacion
consistio en la aplicacion de un estimulo eléctrico en el hipocampo ventral, mediante 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 forma progresiva un 20% de
la corriente inmediata anterior cada minuto hasta que se alcanzé el umbral (Racine, 1972a).

Los estimulos eléctricos se generaron con un estimulador modelo GRASS S-48.

Los cambios conductuales inducidos por la estimulacién se clasificaron en crisis
parciales o generalizadas con base en la escala de Racine (tabla 1). Estos cambios se
relacionaron con la presencia o no, de generalizacion de la post-descarga hacia otras areas
cerebrales. Esto Gltimo mediante el analisis de duracion de la post-descarga (segundos) asi

como el numero de espigas (Hz) en el electroencefalograma (Racine b, 1972).
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Tabla 1 Escala de Racine (modificada de Racine b, 1972)

Escala Caracteristicas

Fase | Inmovilidad, masticacion y movimiento facial ] o _

Fase 11 Sacudida de cabeza - Crisis parciales
Fase 111 Movimiento clonico de miembros anteriores

Fase IV La rata se pone de pie sobre sus patas traseras Crisis generalizadas
Fase V Convulsiones generalizadas

El UPD de cada animal se representd en JA. Los datos obtenidos por grupo se

promediaron y se analizaron utilizando ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc.

4.4. Evaluacion histologica
4.4.1. Perfusidn, obtencién y preparacion del tejido cerebral

Los animales se anestesiaron con pentobarbital (100 mg/Kg, ip) y se perfundieron via
ventriculo izquierdo con solucién salina-heparina (0.9%-1mg/l) durante 30 min,
aproximadamente 250 ml. Inmediatamente después, los animales se perfundieron con
paraformaldehido al 4% (250 ml). Después de la perfusion, se realizé una craneotomia para
la obtencion del tejido cerebral, el cual se colocd en paraformaldehido al 4%, durante 24 h a

una temperatura de 4 °C (Luna, 1968).

Los tejidos cerebrales se deshidrataron utilizando un tren de alcoholes (70%, 96%,
100%) durante 15 minutos cada uno, seguido de 2 cambios de Xileno por 15 min a una
temperatura de 50 °C. Finalmente se colocaron en 2 cambios de parafina liquida (Surgipath,

Leica) por 2 horas.

Se obtuvieron cortes coronales seriados a nivel del hipocampo dorsal y ventral que se
montaron en laminillas previamente tratadas con adhesivo poli-L-lisina (Sigma Aldrich).
Para la evaluacion del sitio de implante (Tincion de Hematoxilina-Eosina) y para la
observacién de preservacion neuronal (Inmunohistoquimica de NeuN) se utilizaron cortes de

5 um de espesor.
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4.4.2. Tincion de Hematoxilina-Eosina (HyE)

La hematoxilina es un colorante catidnico, que tifie estructuras acidas (basofilas) en
tonos azul y purpura (nacleos celulares). Por su parte la eosina es un colorante anionico que

tifie componentes basicos en tonos de color rosa (proteinas citoplasmaticas) (Luna, 1968).

Para realizar esta tincion los cortes de tejido cerebral se rehidrataron y se sumergieron en
hematoxilina durante 5 min. Posteriormente, se lavaron con agua destilada para eliminar los
excesos de colorante y se pasaron rapidamente por alcohol &cido (28 ml de etanol al 50% +
1.2 ml de &cido clorhidrico concentrado). Las laminillas se lavaron nuevamente con agua y
se sumergieron en eosina durante 30 s. Los cortes se deshidrataron utilizando concentraciones
crecientes de alcohol (70%, 96%, 100%) y xileno 100% (5 min en cada solucion). Las

muestras se cubrieron con resina sintética y se analizaron a través de un microscopio optico

4.4.3. Inmunohistoquimica de NeuN

La poblacion neuronal se evalu6 mediante inmunohistoquimica de proteina nuclear
anti-neuronal (NeuN). Las laminillas con los cortes cerebrales desparafinados y rehidratados
se incubaron en una solucién DIVA (pH 8.0) caliente durante 10 min. Posteriormente, se
lavaron con 2 veces con buffer de fosfatos 1x (PBS por sus siglas en inglés) durante 5 min 'y
se incubaron con peroxido 30% por 15 min, seguido de 2 lavados con PBS (5 min).
Inmediatamente se bloquearon con suero normal bovino (1:200) por 30 minutos, y se
procedid a incubarlas con un anticuerpo primario monoclonal de raton dirigido contra NeuN
(1:200; Millipore Corporation, Billerica, EE. UU.) durante 48 h a una temperatura de 4° C,
una vez concluido el tiempo de incubacion se lavaron con PBS-Triton 1x (5 min). A
continuacion, se incubaron con un anticuerpo secundario antiraton peroxidasa (1:200; Vector
Laboratories International, Burlingame, EE. UU.) por 3 h. Finalmente, se utilizd
tetraclorhidrato de diaminobencidina (Sigma-Aldrich) durante 5 min para su posterior

revelacion (Faure et al., 2013).

4.4.4. Estereologia

La estimacion del nimero de neuronas por volumen (mm?) de las diferentes regiones
de hipocampo (Giro dentado (GD), hilus, CA1, CA2 y CA3) se determind utilizando conteo

fraccionario (West et al., 1991). De los cortes coronales (5 pm) seriados se evalud 1 corte de
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cada serie (3 series en total) el conteo fraccionario de las células se realizd6 mediante la

férmula que se muestra a continuacion:

N=(3 Q) (th) - (L/asf) - (L/ssf)

donde N represent6 el nimero total de células por mm?3, Q el nimero de células positivas
para NeuN en una fraccidon de volumen conocido, t es el espesor del corte, h la altura del
disector, asf el area (cuadrado)/area (x, y) que correspondio al area de conteo (0.460 - 0.600
mm) y ssf que representd la fraccion de muestreo que corresponde en este caso a 1/3 (West
etal., 1991).

Para la comparacion de la densidad de células positivas a NeuN se realiz6 el analisis
estadistico de ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc. Los valores se expresaron

como la media + el EE del nimero de células positivas por mm?,
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5. Experimento 1

5. Experimento 1: Caracterizacion del dafio y los cambios en la
excitabilidad en hipocampo inducidos por un TCE severo en ratas
Wistar

Este experimento se disefié para determinar si el TCE inducido por el modelo de LLPF

replicaba las caracteristicas de interés de este trabajo (muerte neuronal e hiperexcitabilidad

hipocampal) en ratas Wistar macho adultas.

5.1. Metodologia

I'CE-Vehiculo (n=7)
Neuroscore
Neuroscore . Implantacion electrodo .
_ Neuroscore (hipocampo ventral) UrD Sacrlﬁmo_
f ] - I ? ? ? >
1 | | I I
. L 3h v Dia 5 . \
Dia 1 pre-cirugia = T Dia 23 Dia30  Dia31
Vehiculo ¢/24h ip
Sham (n=7) Neuroscore
Implantacion electrodo
Neuroscore (hipocampo ventral) UPD Sacrificio _
+ Cimga ! - _R
1 I I 1 ! |
. _— 3h ' Dia 5 i 23 I. .I
Dia 1 pre-cirugia : T Dia 23 Dia 30 Dia 31
Vehiculo c24h ip

Vehiculo: Polietilenglicol (PE(

Figura. 10 Protocolo experimental utilizado para caracterizar el dafio celular y los cambios en la
excitabilidad hipocampal posterior a un TCE.

5.1.1. TCE-Vehiculo (n=7)

Se utilizaron ratas a las cuales se les realizé una craneotomia e induccion de un TCE
severo utilizando el modelo de LLFP (ver seccién 4.2). Tres horas posteriores a la lesion se
realizd la administracién intraperitoneal (i.p) de una dosis de vehiculo (polietilenglicol 30%),
que se repitié cada 12 horas por 5 dias. Veintitrés dias posteriores al TCE se realizd una
cirugia para la implantacion de un electrodo bipolar en el hipocampo ipsilateral (ver seccion
4.3.1). Después de la implantacion se dejaron a los animales en recuperacion por 7 dias. La
determinacion de la excitabilidad hipocampal se realiz6 al dia 30 por medio de la prueba de

UPD (ver seccién 4.3.2). Al dia 31 post-TCE se sacrificaron a los animales y se determind el
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grado de dafio neuronal hipocampal a través de pruebas histoldgicas (ver seccion 4.4). A
todos los animales se les realizo la prueba de Neuroscore 24 horas antes de la craneotomia y
al dia 2, 23 y 31 post-TCE (ver seccion 4.2.3). Adicionalmente, se realizo seguimiento del
peso de los animales para su evaluacién fisica durante la administracién del vehiculo,

implantacion de electrodo y prueba de UPD.

5.1.2. Falsamente Operados (SHAM) (n=7)

Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en la seccion

anterior con la diferencia que no se sometieron a induccion de TCE (Fig. 9).
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5.2. Resultados
5.2.1. Grupo SHAM

Los animales del grupo de SHAM (n=7) presentaron un peso promedio de 284.2 +
28.9 g durante el experimento. Los animales ganaron ~40% de peso al final del experimento
respecto a su peso inicial (Fig. 10). Los puntajes obtenidos en la prueba de neuroscore se
mantuvieron estables a lo largo del experimento (27.29 £ 0.4 al dia 2; 25.71 + 1.3 al dia 23;
27.00 £ 0.6 puntos al dia 31) (Fig. 12).

El promedio de los valores de UPD obtenidos fue de 299.3 + 22.53 pA (Figura 13). La
preservacion neuronal en hipocampo dorsal para cada una de las areas evaluadas fueron los
siguientes: para el area ipsilateral de CA1 (1914 + 210 NeuN*/mm?), CA3 (1308 + 39
NeuN*/mm?®), GD (2897 + 314 NeuN*/mm?) e hilus (823.3 + 35.80 NeuN*/mm?®), mientras
que para el area contralateral fueron los siguientes: CA1 (2892 + 65.61 NeuN*/mm?®), CA3
(2892 + 65.61 NeuN*/mm?®), GD (3103 * 198.9 NeuN*/mm?®) e hilus (848.4 + 41.07
NeuN*/mm?) respectivamente (Figura 14 y 15).

5.2.2. Grupo TCE

Inmediatamente después de la induccion del trauma, los animales presentaron
hematoma intracraneal (100%), apnea (100%, 15.2 + 5.1 seg) y un 36.6% de los animales
presentaron convulsiones (Fig. 11). El porcentaje de supervivencia en los animales fue de un
64%. Los animales presentaron una disminucion de peso estadisticamente significativo con
respecto al grupo SHAM (p<0.05 al dia 2; p<0.01 al dia 4 y 5; p<0.001 al dia 3, 23 y 31 post-
TCE) (Fig. 10)

El puntaje obtenido en la prueba de neuroscore demostré una disminucion de la
capacidad motora de los animales que se mantuvo durante todo el experimento (dia 2
p<0.001, dia 23 p<0.05, dia 30 p<0.05 vs SHAM) (Fig. 12). El promedio de los valores de
UPD fue de 107.4 = 25.15 pA (64.2 % menor, con respecto al grupo SHAM, p<0.001), lo
que se interpreta como mayor hiperexcitabilidad (Figura 13). Derivado de la evaluacion del
UPD, un 28.5% de los animales (2 de 7) presentaron crisis fase 1V, 57.2% crisis fase Il (4 de

7 animales) y 14.3% fase | (1 de 7) en la escala de Racine. En el 100% de los animales se
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indujo post-descarga, con una duracion promedio de 85.00 + 20.1 segundos a una frecuencia
de 6.3 + 0.24 Hz (tabla 2) (Racine, 1972).

Los animales mostraron menor preservacion de neuronas en el hipocampo dorsal en
todas las areas evaluadas respecto al SHAM, de manera ipsilateral GD 59%, p=0.0061; hilus,
74%, p= 0.0056; CAL, 55%, p= 0.0081 y CA3, 52%, p=0.0009; contralateral: GD 58%,
p=0.0011; hilus, 60%, p=0.0017; CA1, 70%, p=0.0002 y CA3, 76%, p=0.0001 (Figura 14 y
15).
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60 -

-o—- SHAM
= -»- TCE
S 404
=M
<=
e ek
= 20 - ek
5

() ]5 [ ST WY U { R peso inicial
<
'20 T T
23 31

Dias post-TCE

Figura 10. EI TCE induce pérdida de peso. Analisis del registro de peso del experimento 1. Notese
la disminucién del peso del grupo con TCE severo en contraste con el grupo SHAM. Los valores
representan la media £ EE. ANOVA 2V-Sidak *p<0.05, **p< 0.01, ***p<0.001 vs SHAM.

Craneotomia sin TCE Craneotomia con TCE

Figura 11. ElI TCE induce hematoma intracraneal. Imagenes representativas de la presencia de
hematoma intracraneal (Craneotomia con TCE) posterior a un trauma severo vs una craneotomia sin
TCE.
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Figura 12. EI TCE induce dafio neuromotor. Analisis del puntaje registrado en la prueba de
neuroscore al dia 2, 23 y 31 post-traumatico del grupo TCE vs SHAM. Nétese la disminucién del
puntaje al dia 2 que sigue siendo evidente hasta el dia 31 post-traumatico en contraste con el grupo

SHAM. t-test ***p<0.001 vs SHAM.
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Figura 13. ElI TCE aumenta la excitabilidad hipocampal. Gréfica en la que se muestra los valores de
UPD al dia 30 posterior al TCE. Notese la disminucion en el umbral post-descarga de los animales
sometidos a TCE respecto al grupo SHAM Los valores representan la media + EE de la corriente
necesaria para la generacion del UPD (uA). t-test ***p<0.001 vs SHAM.

Tabla 2 Fases conductuales detectadas en respuesta al UPD (Experimento 1)

SHAM Fase I (100%) 0 0

Fase I (14.3%)

Fase II (57.2%)

TCE 85.00 +20.21 (100%) 6.300+0.24

Fase IV (28.5%)

Se observo en el 100% de los animales con TCE presencia de post-descarga. En rojo se muestra el
porcentaje de animales con crisis generalizadas. Los valores representan el % de los animales
clasificados respecto a las fases observadas, la media + EE del tiempo de post-descarga y frecuencia
de espigas (Hz).
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Figura 14. EI TCE induce muerte neuronal hipocampal (ipsilateral). Gréfica en la que se muestra la
preservacion neuronal por inmunohistoquimica de NeuN. Los animales al dia 30 post-TCE presentan
un decremento en el conteo de nucleos neuronales con respecto al grupo SHAM. Los valores
representan el promedio de preservacion neuronal por mm?® + EE. t-test (**p<0.01; ***p<0.001 vs

SHAM).
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Figura 15. ElI TCE induce muerte neuronal hipocampal (contralateral). Gréafica en la que se muestra
la preservacion neuronal por inmunohistoquimica de NeuN. Los animales al dia 30 post-TCE
presentan un decremento en el conteo de nicleos neuronales con respecto al grupo SHAM. Los
valores representan el promedio de preservacion neuronal por mm® + EE. t-test (**p<0.01;
***p<0.001 vs SHAM).
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6. Experimento 2: Evaluacion el efecto del PPB en el dafio celular y

excitabilidad hipocampal inducidos por un TCE severo en ratas Wistar.

Este experimento se disefié para determinar si la administracion subcroénica con PPB post-
TCE severo modifica las consecuencias subsecuentes al trauma como el dafio neuromotor,
pérdida de peso, muerte e hiperexcitabilidad hipocampal que se observaron son inducidos

por el modelo de LLPF en ratas (experimento 1).

(Los resultados de este experimento incluyen la comparacion con los datos del experimento 1).

6.1.1. Metodologia

LCE-PPE (n=T7)
Neuroscore

Neuroscore
Implantacion electrodo

Neuroscore ; , UPD Sacrificio
T (hipocampo ventral)
[ i+ T g
| | | S 1 t ¢ >
I J

|
I

I [ I | |
. A 3h Dia 5
Dia | pre-cirugia u r ) Dia 23 Dia30 Dia3l
PPB 178 mg/Kg
¢/24h 1p
Craneotomia-PPB Neuroscore
\'e!r_i'o score Implantacion electrodo
. ‘ Newroscore (hipocampo ventral) UPD Sacrificio -
% IS B 1 t 1 —
1 T | | T | | 1
. . 3h Dia 5 Dia 23 , .
Dia 1 pre-cirugia \ I ] 1 23 Dia 30 Dia 31
PPB 178 mg/Kg
c/24h 1p

Figura 16. Protocolo experimental utilizado para la evaluacion del efecto del PPB en el dafio
celular y cambios en la excitabilidad hipocampal posterior a un TCE.

6.1.2. Grupo TCE-PPB (n=8)

Se utilizaron ratas a las cuales previamente se les realizo la prueba de neuroscore un
dia antes de la realizacion de una craneotomia para la induccion de un TCE severo (ver
seccion 4.2). Tres horas posteriores a la lesion se realizé la administracion i.p de una dosis
de PPB (178 mg/Kg) diluido en polietilenglicol (PEG 30%). Dicha administracion se repitio
cada 12 horas por 5 dias. La prueba de neuroscore se repitié al dia 2. A partir del dia 23 en

adelante se procedié de manera similar al grupo TCE-Vehiculo (ver apartado 5.1.1).
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6.1.3. Grupo PPB (n=7)

Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en la seccion

6.1.1 con la diferencia que no se sometieron a induccion de TCE (Fig. 16).
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6.2. Resultados
6.2.1. Grupo PPB

Los animales del grupo de PPB presentaron un peso similar al registrado en el grupo SHAM
(280 + 22.6 gramos p=0.9768) (Fig.17). El andlisis del puntaje para la prueba de neuroscore
no demostré cambios significativos en la capacidad motora de los animales administrados
con PPB (28.00 £ 0.0 al dia 2, 27.43 + 0.29 al dia 23 y 28.00 + 0.0 al dia 31 post-craneotomia
p=0.0953) en contraste con el grupo SHAM (Fig. 18). El promedio de los valores de UPD
fue de 291.7 + 21.58 pA el cual no fue significativamente diferente de los valores del grupo
SHAM (p= 0.8123) (Figura 19). Derivado de la evaluacién del UPD en los animales del
grupo PPB un 100% de los animales (7 de 7) presentaron crisis fase | en la escala de Racine

sin presencia de post-descarga (tabla 3).

La inmunohistoquimica de NeuN no mostro diferencias significativas en el conteo de
niicleos neuronales respecto al SHAM (area ipsilateral CA1 (1532 + 103.1 NeuN*/mm?,
p=0.1351), CA3 (1122 * 124.4 NeuN*/mm?3, p= 0.2265) GD (2749 + 93.71 NeuN*/mm?,
p=0.6268 ¢ hilus (668.2 + 23.86 NeuN*/mm?3, p=0.0519); 4rea contralateral, CA1 2555 + 224
NeuN*/mm?, p= 0.2230), CA3 (1157 + 104.7 NeuN*/mm?, p= 0.5848), GD (2398 + 269.2
NeuN*/mm3, p= 0.1073) e hilus (712.3 = 70.72 NeuN*/mm3, p= 0.1473) (Figura 20, 21y
tabla 4).

6.2.2. Grupo TCE-PPB

Los animales del grupo TCE-PPB presentaron una disminucion de peso
estadisticamente significativa al dia 4 y 5 (p<0.05 vs SHAM). Esta pérdida de peso se
recupero a valores controles al SHAM al dia 23 y 31 (p>0.05 vs SHAM; p<0.001 vs TCE)
(Fig.17). El andlisis del neuroscore mostré una disminucion significativa de la capacidad
motora de los animales durante nuestras condiciones experimentales al dia 3, 23 (p<0.001 vs
SHAM) y 31 post-traumatico (p<0.01 vs SHAM). Esta disminucion fue menos evidente que
el obtenido por el grupo TCE al dia 23 (p<0.01) y 31 (p<0.001) (Fig. 18).

El promedio de los valores de UPD fue de 317.6 + 26.78 YA (66.2% mayor con
respecto al grupo TCE p<0.001, sin modificaciones respecto al SHAM) (Fig. 19). Derivado

de la evaluacion del UPD el 25% de los animales (2 de 8) presentaron crisis fase 11y un 75%
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crisis fase | (6 de 8) en la escala de Racine. El 75% de los animales presentaron post-descarga
(17.83 £4.3 segundos p<0.001 vs TCE) contrario a un 28.5% en la cual no se observo
presencia (protegidos). Respecto a la frecuencia de espigas, existe una disminucion de estas
con respecto al grupo TCE (3.56 £ 0.8 Hz, p<0.01).

Respecto al conteo de nucleos neuronales por inmunohistoquimica de NeuN, el
tratamiento con PPB incrementa la preservacion neuronal post-TCE en el area ipsilateral a la
lesion el 35% para CAL (p<0.05 vs TCE; p>0.01 vs SHAM), el 44% para CA3 (p= 0.0059
vs TCE; p<0.05 vs SHAM), el 42% para GD (p<0.5 vs TCE) y el 57% para hilus (p<0.001
vs TCE), datos similares a los obtenidos del area contralateral el 45% para CAl (p=0.0167
vs TCE; p<0.01 vs SHAM), el 49% para CA3 (p=0.0099 vs TCE), el 48% para GD (p=0.0015
vs TCE) y el 43% para hilus (p=0.0723 vs TCE; p<0.05 vs SHAM). Por lo tanto, el PPB tiene
un efecto neuroprotector en la muerte neuronal producida por un TCE severo en ratas (Figura
20, 21 y tabla 4).
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% Cambio de peso

Dias post-TCE
Figura 17. La administracion de PPB previene la disminucion de peso posterior al TCE. Gréfica en
la que se muestra el analisis del registro de peso del experimento 2. Iniciando con los 5 dias de la
administracion respectiva de propilparabeno (178 mg/kg + PEG 30%), al dia 23 del implante
hipocampal y al dia 31 del sacrificio. Nétese la recuperacion de peso del grupo TCE-PPB en contraste
con el grupo TCE. Los valores representan la media + EE. ANOVA 2V-Tukey (*p<0.05, ** p<0.01
vs SHAM; 4p<0.001 vs TCE).
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Figura 18. La administracién de PPB mejora el dafio motor post-traumatico. Analisis del puntaje
obtenido en la prueba de neuroscore al dia 1 pre-cirugia, 3, 23 y 31 post-traumatico de los diferentes
grupos experimentales. Notese el aumento del puntaje tanto al dia 23 y 31 post-traumatico del grupo
TCE-PPB en contraste con el grupo TCE. Anova 2V-Tukey (**p<0.01, ***p>0.001 vs SHAM;

&&p<0.01, 444p<0.001 vs TCE).
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Figura 19. La administracion de PPB disminuye la hiperexcitabilidad post-traumatica. Grafica en la
que se muestran los valores de UPD al dia 30 posterior al TCE de los diferentes grupos
experimentales. Notese la disminucion de la hiperexcitabilidad hipocampal de los animales TCE-PPB
respecto al grupo TCE. Los valores representan la media £ EE de la corriente necesaria para la
generacion del UPD (UA). Anova de 1V- Tukey ***p>0.001 vs SHAM; 4&&p<0.001 vs TCE).

Tabla 3 Fases conductuales detectadas en respuesta al UPD (Experimento 2)

SHAM Fase I (100%) 0 0

PPB Fase I (100%) 0 0

Fase I (14.3%)
TCE Fase 11 (57.2%) 85.00 + 20.21 (100%) 6.300 + 0.24
Fase IV (28.5%)

Fase 1 (71.5%) 17.83 +4.3 (75%)***

*k
Fase I (28.5%) 0 (25%) 3.56+0.8

TCE-PPB

Notese que el 100% de los animales del grupo TCE-PPB presentaron crisis parciales. En rojo se
muestra los animales con crisis generalizadas. En azul se muestran los animales con TCE que no
presentaron post-descarga. Existe una disminucion en el tiempo de post-descarga del grupo TCE-PPB
(p<0.001 vs TCE) asi como en la frecuencia de espigas del grupo (p<0.01 vs TCE). Los valores
representan el porcentaje (%) de los animales clasificados respecto a las fases observadas, la media £
EE del tiempo de post-descarga y frecuencia de espigas (Hz) de los diferentes grupos experimentales
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Figura 20. Preservacion neuronal de la region neuronal hipocampal ipsilateral a la lesiéon. Los
animales tratados subcronicamente con PPB al dia 30 post-TCE presentan un incremento en la
preservacion neuronal (NeuN) con respecto al grupo TCE. Los valores representan el promedio de

preservacion neuronal por mm?® + EE. Anova 1V-Tukey (*p<0.05; **p<0.01; *p<0.001 vs SHAM;
4p<0.05; 4%%p<0.001 vs TCE).
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Figura 21. Preservacion neuronal de la region neuronal hipocampal contralateral a la lesion. Los
animales tratados subcronicamente con PPB al dia 30 post-TCE presentan un incremento en la
preservacion neuronal (NeuN) con respecto al grupo TCE. Los valores representan el promedio de
preservacién neuronal por mm?® + EE. Anova 1V-Tukey (*p<0.05; ***p<0.001 vs SHAM;
&&p<0.005; #4%p<0.001 vs TCE).
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Tabla 4 Microfotografias representativas de inmunohistoquimica de NeuN a nivel de hipocampo
dorsal
SHAM TCE TCE-PPB

GD

CA3

CAl

Microfotografias representativas de secciones coronales de GD, CA3 y CA1 en la region dorsal del
hipocampo de los grupos SHAM, TCE y TCE-PPB. Las secciones se evaluaron mediante la
inmunohistoquimica de NeuN. Nétese la disminucion de la densidad neuronal en el grupo TCE vs al
SHAM. Estos cambios fueron menos evidentes en el grupo TCE-PPB.
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6.3. Discusion

En el presente estudio se utilizd el modelo de LLFP para inducir un TCE severo en ratas.
Durante todo el experimento se observd una disminucion en la ganancia de peso y la
capacidad neuromotora de los animales con TCE comparado contra el grupo SHAM.
También, se comprobd la presencia de muerte neuronal e hiperexcitabilidad hipocampal al
dia 30 post-TCE. Finalmente, un porcentaje de animales present0 crisis convulsivas
generalizadas (Fase 1V) inmediatamente después de la estimulacién (UPD) lo que indica una

generalizacion de la post-descarga a otras areas cerebrales.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la administracién subcrénica de PPB (178
mg/kg) durante 5 dias en ratas con TCE redujo el dafio neuromotor y la pérdida de peso. Al
dia 30 post-TCE, en la prueba de UPD se observé una disminucion de la hiperexcitabilidad
hipocampal post-traumatica. Las fases conductuales evocadas de esta estimulacion se
aislaron a crisis parciales fase (I y fase Il). A pesar de la presencia de post-descarga en un
numero de animales con TCE-PPB, el tiempo de post-descarga y la frecuencia de espigas
fueron significativamente menor con respecto al grupo TCE. Un porcentaje significativo de
animales no presentd post-descarga. Respecto a la preservacion neuronal, el tratamiento
subcrénico con PPB incrementa la preservacion neuronal post-TCE del hipocampo de

manera bilateral.

6.3.1. TCE y consecuencias fisicas

Se sabe que el TCE inducido por LLFP en ratas resulta en déficits motores y
cognitivos significativos que permanecen a lo largo del tiempo (desde los primeros dias-hasta
un afo) (Bruns y Hauser; 2003; Gooijers et al., 2016; Kabadi et al., 2010). Esto concuerda
con la incidencia (13 millones por afio) de déficits motores en pacientes con TCE (Pinheiro
etal., 2018).

En nuestros resultados se observo una disminucion significativa de la capacidad
neuromotora de los animales durante los primeros dias con una recuperacién parcial de la
misma al dia 23 y 31 sin llegar a valores controles. Estos ultimos datos coinciden con lo
reportado desde 1987 y 1989 por Mclnstosh y colaboradores, donde se observo en ratas con
TCE severo una disminucion de la capacidad motora desde las primeras 24 horas posteriores
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al trauma con una recuperacion parcial a las 4 semanas post-TCE (Mclntosh et al., 1987;
Mclintosh et al., 1989).

Este déficit neuromotor, esta asociado directamente con el dafio en los mecanismos
neuronales que controlan los movimientos, asi como la lesion directa a estructuras como
corteza motora primaria (Irimia y Horn, 2015). Se ha descrito que esta ruptura en los
mecanismos es exacerbada por la lesién axonal difusa (Kasahara et al., 2011) y el edema
cerebral (Cernak et al., 2004). Este ultimo, alcanza su dafio maximo durante los primeros
dias después del TCE y se considera un factor causal de déficits motores subsecuentes
(Hakon et al., 2015).

Por otro lado, respecto a la disminucién observada en la ganancia de peso de los
animales con TCE se puede relacionar cualitativamente con la pérdida de fuerza y movilidad
de los animales para conseguir su alimento. Nuestras observaciones coinciden con la hechas
en 1995 donde reportan una disminucion de la actividad motora y el comportamiento de
alimentacion durante los primeros 8 dias post-traumaticos (Schimitd y Grady, 1995). Sin
embargo, pese a la diversidad de estudios en TCE, no existen reportes en animales donde
sugieran mecanismos alterados relacionados con los nlcleos hipotalamicos que controlan el
apetito y la saciedad o el posible papel del dolor post-traumatico como limitante en la
alimentacion. Por otro lado, en sujetos con TCE solo se tienen estudios longitudinales de
seguimiento de peso, donde el 42% de los pacientes ganaron peso y el 28% perdieron peso
durante un periodo de 38 meses. Sin embargo, en estos estudios solo se realiz6 la analogia
con la ingesta de alimentos, la pérdida de peso en terapia intensiva, problemas de ansiedad,
depresion o sindrome metabdlico (Creen, et al., 2014). Por lo que se requieren estudios que
profundicen en vislumbrar mecanismos que pudieran estar alterados después de un TCE y su

relacion con el patrén de alimentacion.

6.3.2. TCE y muerte neuronal

Estudios previos en sujetos y en modelos animales de TCE reportaron la presencia de
muerte neuronal subsecuente a un trauma en diversas areas cerebrales como: corteza,
cerebelo, tAlamo e hipocampo. Se sabe que este dafio es dependiente de la gravedad (leve,
moderado o severo) de la lesion inicial (Hicks et al., 1993; Raghupathi, 2004; Ross et al.,
1993; Stoica y Faden, 2010).
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En congruencia con nuestros datos en hipocampo de ratas con TCE, la expansion del
dafio celular se observo de manera bilateral, a pesar de que la induccion de la lesion se realizo
de manera unilateral. Este dafio esta presente desde las primera horas post-TCE y es
progresivo hacia semanas y meses (Hamm et al., 1991; Lowenstein et al., 1992; Werner et
al., 2007). Estos datos concuerdan con lo encontrado post-mortem en sujetos con TCE donde
existio hasta un 86% de pérdida bilateral de neuronas hipocampales (Graham et al., 1994).
Desde 1989 existen reportes como los llevados a cabo por Cortez y colaboradores quienes
encontraron en ratas con 4 semanas post-TCE moderado, muerte neuronal en todas las areas
de hipocampo, siendo més evidente en GD, CA1l y CA3 (Cortez et al., 1989); datos similares
se reportaron por otros autores (Hicks et al., 1996; Graham et al., 2000; Thompson et al.,
2005; Xiong et al., 2013). En conjunto, todos estos datos coinciden con nuestros resultados
experimentales en los cuales se observo un decremento significativo en la preservacion

neuronal en hipocampo de manera bilateral al dia 30 post-TCE.

Este dafio neuronal, se ha asociado a procesos de lesion primaria por la disrupcion
fisica inmediata de membranas celulares, asi como a procesos subsecuentes de lesion
secundaria. Entre estos ultimos, se incluye la isquemia (Bouma et al., 1991) y mecanismos
de muerte celular (Rink et al., 1995; Stoica y Faden, 2010; Sutton et al., 1993). Respecto a
este ultimo, se sabe que la necrosis puede persistir a través del tiempo y que lleva a procesos
neuroinflamatorios progresivos (Wallach et al., 2016; Chan et al., 2015), fragmentacion del
ADN (Fujikawa, 2015) y al aumento de radicales libres (Itoh et al., 2012), lo que resulta en

una exacerbacioén del dafo.

Por otro lado, como consecuencia inmediata post-TCE diversos autores concuerdan que
existe un aumento en la liberacion de glutamato en la hendidura sindptica. El glutamato
participa en la generacién de edema post-traumatico, asi como en los déficits cognitivo
motores observados post-TCE (Mclntosh et al., 1990; Guerriero et al., 2015). Se ha sugerido
gue un aumento en los niveles de glutamato puede mediar los efectos excitotoxicos post-
traumaticos por la sobreactivacion del receptor NMDA vy canales de Na* dependientes de
voltaje, generando asi un circulo excitotoxico que exacerba el dafio neuronal (Hinzman et
al., 2016; Okiyama et al., 1995; Strijbos et al., 1996).
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En estudios reportados por Lara-Valderrabano y col. (2016), se demostré que el PPB es
un bloqueador de canales de Na* dependientes de voltaje de neuronas piramidales de CAL.
El bloqueo de estos canales disminuye la liberacion de glutamato y la muerte neuronal en SE
(Santana-Gomez et al, 2017) asi como una atenuacion del dafio neuronal producido por
isquemia (Calabresi et al., 2003). Como ya se menciond anteriormente, el glutamato
(principal neurotransmisor excitador en el cerebro) se libera inmediatamente a la lesion

primaria y este puede permanecer elevado hasta por 6 horas post-TCE (Faden et al., 1989).

En conjunto, los datos anteriores podrian sugerir que el efecto del PPB sobre los canales
de Na* puede participar en los efectos neuroprotectores observados en el presente estudio
mediante la disminucion de la liberacion de glutamato y por consecuente la disminucion de

la excitotoxicidad.

6.3.3. TCE e hiperexcitabilidad

Esta muerte neuronal hipocampal subsecuente a un TCE que se abord6 anteriormente
podria estar relacionada también con disrupciones de las conexiones hipocampales entre sus
propias areas (via perforante, via de fibras musgosas; colaterales de Schaffer; via
temporoamonica), asi como a otras regiones cerebrales (Olivares et al.,2015; Orbéan et al.,
2015). El modelo de LLFP induce una lesion por percusion del fluido cerebral (liquido
cefalorraquideo) lo que genera un desplazamiento del cerebro y un dafio progresivo. Este
dafio, como ya se menciono en la seccion anterior, incluye al hipocampo. La muerte neuronal
hipocampal no es selectiva y afecta a una poblacién importante de neuronas que controlan la
excitabilidad neuronal como lo son las neuronas del hilus (interneuronas de canasta) y de GD
(Grady et al., 2003; Mclntosh et al., 1989; Sloviter, 1991; Xiong et al., 2013).

Lowenstein en 1992 determind in vivo, que después de generar una lesién en corteza
cerebral, el dafio producia muerte neuronal bilateral en la region del hilus (interneuronas
inhibitorias) y cambios persistentes de la excitabilidad de las neuronas granulares de GD.
Este dafio fue asociado a la susceptibidad de estas neuronas a periodos de isquemia presentes
en el TCE (Lowenstein et al., 1992). Estudios recientes in vitro mediante estimulacion de la
via perforante demostraron hiperexcitabilidad de la regién de CA3, ya que se observo una
mayor frecuencia de espigas y su correspondiente amplitud. Con estos datos, la conclusion

fue que esta hiperexcitabilidad no es Gnica de GD si no que genera una propagacion aberrante

42

——
| —



6. Experimento 2

de excitacion a CA3 posiblemente a través de las rutas de las fibras musgosas (Webster,
2017). En este contexto, en el 2000 se establecid una hipotesis respecto a la hiperexcitabilidad
de GD como consecuencia de una mayor irritabilidad de las células musgosas (las cuales
reciben entradas mono y polisinapticas de la via perforante), por lo que una disrupcion por la
muerte neuronal implica cambios en el circuito normal de excitabilidad (Santhakumar, et al.,
2000).

La prueba de UPD permiti6 evaluar la excitabilidad de un area especifica cerebral, en
nuestro caso hipocampo. El valor obtenido de pA para generar el umbral en hipocampo, nos
indica la excitabilidad de nuestro foco de estimulacion (a mayor umbral menor
hiperexcitabilidad). Por otro lado, la post-descarga de la prueba UPD puede propagarse a
estructuras adyacentes a nuestro foco de estimulacion (Figura 22). Nuestros datos revelaron
que al dia 31 post-TCE se necesita un menor estimulo (uA) para generar una respuesta en los
animales con TCE, lo que se interpreta como mayor excitabilidad hipocampal. Es importante
destacar que los cambios conductuales evocados por la estimulaciéon incluyeron crisis
generalizadas de fase IV (Racine, 1972b). Estas crisis se relacionan con un mayor dafio a
estructuras cerebrales adyacentes a hipocampo como talamo, corteza, ganglios basales y tallo
cerebral (Veliskova y Velisek, 2017). Estas ultimas estructuras se saben estan dafiadas post-
TCE. Por otro lado, la excitabilidad hipocampal no se modifica en nuestro grupo TCE con
tratamiento de PPB respecto nuestro grupo SHAM, mientras que los cambios conductuales
evocados por el UPD se aislaron a crisis parciales. Concluyendo que el PPB no solo protege
a hipocampo de la hiperexcitabilidad, sino que también tiene efectos neuroprotectores sobre

estructuras adyacentes como talamo, corteza y tallo cerebral.

La limitante de nuestro estudio es que pese a saber que existe esta hiperexcitabilidad
hipocampal subsecuente a TCE, no se puede discriminar de que region hipocampal se esta
generando. Sin embargo, podemos correlacionarlo con la hipotesis de Santhakumar y
colaboradores en el 2001, quienes al mes de la induccion de un TCE moderado y mediante
técnicas electrofisiologicas in-vitro observaron cambios persistentes (estructurales y
funcionales) en los circuitos inhibicion-excitacion que controlan el desarrollo de focos

hiperexcitables a nivel limbico (Santhakumar et al., 2001).
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Figura. 22 Estructuras cerebrales involucradas en la propagacion de la post-descarga (Prueba de
UPD)

Con la estimulacion y generacion de la post-descarga, esta puede o no propagarse a diferentes
estructuras cerebrales como hipotdlamo, ganglios basales, amigdala y corteza, la fase I y 1l son
crisis parciales unilaterales. Las crisis generalizadas de fase Il involucra areas bilaterales del
cerebro, si el animal evoca una fase IV o IV la propagacion llega hasta estructuras como tallo
cerebral. Cx: Corteza cerebral, HT: Hipotalamo, HP: Hipocampo, TC: Tallo cerebral, GB:
Ganglios basales. FI: Fase I, FII: Fase Il, FII1: Fase Ill, FIV: Fase IV: Fase IV, FV: Fase V.

Respecto a estos focos hiperexcitables, se ha demostrado en pacientes (con
antecedentes de TCE) descargas mayores a 10 minutos de actividad epileptiforme
hipocampal (Vespa et al, 2010). La ventaja de nuestros datos obtenidos por UPD es una
estimulacion focal, observando si existe 0 no propagacion de la post-descarga a otras areas
cerebrales adyacentes. La desventaja de otros estudios es la administracion de dosis bajas de
proconvulsivantes como es el caso del pentilentetrazol (PTZ), el cual es utilizado para
observar las fases conductuales evocadas subsecuentes a un TCE (Golarai et al., 2001). Es
importante destacar que el PTZ fue administrado a nivel sistétmico y que por lo tanto

interactUa con toda el area cerebral y no se puede relacionar con un area cerebral especifica.

Respecto al tratamiento subcrénico con PPB y la hiperexcitabilidad post-TCE, Wolf y
col. (2001) demostraron que existe una relacion directa entre el bloqueo de canales de Na*y

la disminucion del influjo del Ca*?a la célula. La atenuacion del Ca*? intracelular pudiese
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estar participando en la neuroproteccion de la lesion axonal difusa post-traumatica. La
disminucion de la lesion axonal difusa permite que conexiones hacia otras areas cerebrales
como corteza, tdlamo, cuerpo calloso e hipotdlamo no se vean interrumpidas o degradadas
por mecanismos de degeneracion walleriana (Meythaler et al., 2001). Estas ultimas

evidencias, pueden tener relacion directa con la disminucion de la hiperexcitabilidad.

Por otro lado, se sabe que existe un equilibrio fino entre neurotransmisores inhibitorios
como GABA vy los excitatorios como Glutamato. Estos Gltimos, pierden su homeostasis
después de un TCE (Giza et al., 2014). Como se menciono anteriormente, en hipocampo las
interneuronas inhibitorias de canasta son las que controlan la inhibicién de los circuitos como
la via perforante-fibras musgosas, por lo que un aumento en glutamato con la respectiva
disminucion de neuronas inhibitorias puede explicar la hiperexcitabilidad hipocampal post-
traumatica (Meythaler et al., 2001). En este contexto, el PPB podria desempefiar un papel
importante en la preservacion de estas neuronas hilares, como lo observado en nuestros
resultados de preservacion neuronal. Por lo tanto, la preservacion de estas Ultimas se
relaciona con su participacion en el control de la hiperexcitabilidad post-TCE. En otras areas
hipocampales, la reduccion de hiperexcitabilidad correlaciona con modelos in-vitro como los
Ilevados a cabo por Lara-Valderrabano y col. (2017), en el cual se observé hiperexcitabilidad
(actividad epileptiforme) inducida por 4-AP en neuronas de CA1, la cual fue abolida por el
PPB (Lara-Valderrabano et al., 2017).

Finalmente, se sabe que una sobre activacion de las caracteristicas excitables del
hipocampo predispone al desarrollo de disfunciones cognitivas y de memoria, asi como el
desarrollo de epilepsia post-traumatica, Parkinson y Alzheimer (Gavett et al., 2010; Lucke-
Wold et al, 2015; Uryu et al., 2007). Por lo tanto, se requiere la basqueda exhaustiva de
nuevas terapias enfocadas no solo a controlar consecuencias de la lesion primaria sino a
detener o atenuar esta hiperexcitabilidad y muerte neuronal relacionada con el desarrollo de
patologias a largo plazo. En este contexto, nuestros resultados obtenidos con el PPB pueden
ayudar a vislumbrar una nueva estrategia post-TCE, sin embargo, se requiere profundizar

mas en investigacion preclinica.

45

——
| —



6. Experimento 2

6.3.4. Otros posibles mecanismos neuroprotectores del PPB

El PPB es una molécula con pocos mecanismos elucidados a la fecha. Adicionalmente al
bloqueo de canales de Na* dependientes de voltaje, se sabe que tiene efectos estrogénicos
débiles (30,000 veces menos potentes que el 17 B-estradiol) (Blair et al., 2000). Por su parte,
el 17 p-estradiol demostré neuroproteccion neuronal de corteza y CA3 mediante la
disminucion de la muerte celular apoptética y reduccion de astrogliosis (Day et al 2017).
Estos mecanismos neuroprotectores, posiblemente se deban a la interaccion estradiol-canales
de Ca*? 0 mecanismos antioxidantes (Behl et al., 1997; Mermelstein et al., 1999; Peinado et
al., 2004).

Por otro lado, el 17 B-estradiol demostrd una interaccion con el receptor GABAA
incrementando la neurotransmision inhibitoria en corteza y areas subcorticales que incluyen
a los ganglios basales, hipotalamo, tdlamo e hipocampo (Blurton-Jones y Tuszynski, 2007).
Este mecanismo se describi6 como posible neuroprotector al atenuar la activacion del
receptor NMDA (Salch et al., 2003). Estos mecanismos neuroprotectores pueden mediar no
solo el control de la hiperexcitabilidad detallada anteriormente, sino la neuroproteccion a
otras areas cerebrales adyacentes a hipocampo (Engel et al.,1978; Veliskova y Velisek,
2017). En nuestros resultados un porcentaje de animales no presentaron post-descarga y las
fases observadas de los animales fueron crisis parciales aisladas Gnicamente a hipocampo
que era el foco de estimulacion. Por lo tanto, podemos sugerir una participacion inhibitoria
por parte del PPB a regiones adyacentes hipocampales que participan en la propagacion de
las crisis a otras areas cerebrales. Esta inhibicion posiblemente se deba a la interaccion PPB
con receptor GABAA. Por consiguiente no se puede descartar que el PPB ejerza sus efectos

neuroprotectores por mas de 1 mecanismo (Figura 23).

6.3.5. Ventajas y desventajas del tratamiento con PPB

En tratamientos subcrénicos con PPB en status epilepticus se demostré una esteatosis
hepética transitoria (que no afecta la viabilidad celular) y que se revierte al suspender el
tratamiento (Santana-Gomez et al., 2017). Por lo tanto, tratamientos subcrénicos deben
considerar la relacion riesgo-beneficio que se puede obtener con la preservacion neuronal y

la disminucion de la hiperexcitabilidad post-traumatica demostrada en este estudio.
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El PPB es excipiente de gran cantidad de formas farmacéuticas que incluyen a algunos
anticonvulsivantes. En el 2017 Santana-Goémez y col. demostraron que la combinacion de
PPB y Leviracetam reduce la liberacion de glutamato, la hiperexcitabilidad y el dafio
neuronal en animales con crisis recurrentes. Adicionalmente esta combinacion tiene minimos
efectos hepatotoxicos por lo cual, otras alternativas futuras para probar al PPB en TCE puede
ser en combinaciones con otros fArmacos que hayan demostrado neuro proteccion en modelos

con fisiopatologia similar al TCE.

Adicionalmente, el PPB demostré tener un amplio margen de seguridad, baja
toxicidad y bajo costo (Soni et al., 2001), por lo cual es una molécula con potencial efecto

neuroprotector en status y ahora en TCE a nivel agudo.
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Figura 23. Posibles mecanismos neuroprotectores del PPB en las consecuencias post-traumaticas.

(Realizado utilizando Servier Medical Art)
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7. Conclusiones
De los resultados obtenidos se desprenden las siguientes conclusiones:

= Elmodelo de LLFP es reproducible con respecto a las caracteristicas reportadas en la
literatura.

= La administracion subcronica con PPB después de la induccién de un TCE severo
tiene efectos neuroprotectores en la preservacion neuronal al dia 30 post-TCE.

» La administracion subcrénica con PPB después de la induccion de un TCE severo

tiene efectos neuroprotectores en la hiperexcitabilidad post-traumatica al dia 30.
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8. Perspectivas

El presente estudio es el primero en demostrar un efecto neuroprotector por parte del
PPB en un modelo de TCE. Con base en lo anterior, es necesario continuar con la
investigacion del PPB en las consecuencias post-traumaticas. En este contexto se derivan las

siguientes perspectivas.

e Determinar si la administracion de PPB es eficaz en otras consecuencias post-
traumaticas donde el hipocampo esté involucrado, como lo son aprendizaje y
memoria.

e Evaluar si los efectos adversos del PPB se reducen con la administracion de
una dosis menor mediante liberacion sostenida, haciendo uso de microbombas
implantadas de manera subcutanea.

e Determinar el efecto del PPB en la muerte neuronal e hiperexcitabilidad a
largo plazo que pudiese estar presente subsecuente a un TCE.

e Determinar el efecto del PPB en otras areas cerebrales, como talamo,
hipotdlamo y corteza neuronal, barrera hematoencefalica, de las que se sabe,
tienen dafio post-traumatico.

e Evaluar el efecto del PPB en la gliosis, estrés oxidativo, lesion axonal difusa
que son factores que exacerban la lesién neuronal post-TCE.

e Determinar si el efecto del PPB en un TCE severo es igual o mayor en
diferentes grados de severidad de lesion

e Evaluar el papel del PPB en diversos sistemas neuronales implicados en el
control de la hiperexcitabilidad (GABA, Glutamato)

e Evaluar el efecto del PPB en distintos trastornos post-traumaticos como
Ansiedad y Depresién, Alzheimer, Parkinson y Epilepsia post-traumatica.
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