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Resumen

La epileptogénesis es el proceso de adquisicion y extension de tejido hiperexcitable.
Se ha sugerido que la sobreexpresion de glicoproteina P (GPP) puede mediar la
hiperexcitabilidad neuronal y favorecer la epileptogénesis. Por otro lado, la estimulacién
eléctrica focal transcraneal (EFT) es una técnica de neuromodulacion no invasiva que
retrasa la generalizacion de las crisis convulsivas en un modelo de epileptogénesis y evita
la sobreexpresion de GPP después de una crisis convulsiva generalizada. En este
estudio primero se evalué la expresion de GPP en areas cerebrales involucradas con la
propagacion de las crisis convulsivas en el modelo de epileptogénesis inducida por
kindling eléctrico amigdalino (KEA). Después, se determing si el efecto antiepileptogénico
de la EFT est4 asociado con evitar la sobreexpresion de GPP en areas cerebrales
involucradas con la propagacion de las crisis convulsivas en el modelo de epileptogénesis
inducida por KEA.

Para el primer objetivo se utilizaron ratas Wistar macho previamente implantadas en
la amigdala basolateral derecha. Estas ratas fueron estimuladas diariamente para inducir
el KEA. La expresion de GPP fue evaluada en distintas fases de la epileptogénesis en
hipocampo y corteza frontal, areas cerebrales importantes para la propagacion de las
crisis. El grupo de fase | presenté un incremento del 85% en la expresion de GPP en
hipocampo ipsilateral al sitio de estimulacion. El grupo de fase Il mostré un incremento
en la expresion de GPP del 58% y 57% en hipocampo ipsi- y contralateral,
respectivamente. El grupo kindled mostré sobreexpresion de GPP en hipocampo ipsi- y
contralateral (92% y 90%, respectivamente), y en corteza frontal ipsi- y contralateral (93%

y 143%, respectivamente).

Para el segundo objetivo, se utilizaron ratas Wistar macho previamente implantadas
en amigdala basolateral derecha y a las cuales se les implanté un electrodo para EFT
sobre la linea media, entre bregma y lambda. La EFT fue aplicada diariamente después
de cada estimulo tipo kindling durante 20 dias y al final del protocolo se evalud la
concentracion proteica de GPP en corteza frontal e hipocampo. No se encontraron

cambios en la concentracién proteica de GPP del grupo EFT en ninguna estructura




analizada. El grupo kindled mostré un incremento del 132% y 138% en la concentracion
de GPP en hipocampo ipsi- y contralateral, respectivamente; y en corteza frontal de 51%
y 92%, ipsi- y contralateral, respectivamente. El grupo kindled + EFT no progreso en el
modelo de KEA y no se encontraron cambios en la concentracién proteica de GPP en

ninguna estructura.

Nuestros resultados muestran que la progresion de la epileptogénesis inducida por el
KEA estd asociada con aumento en la expresion de GPP. Estos cambios son
dependientes de la estructura cerebral involucrada y de la severidad de las crisis
convulsivas. La sobreexpresion de GPP inducida por el KEA podria facilitar la
excitabilidad neuronal y, por lo tanto, favorecer la epileptogénesis. La GPP podria ser un
blanco terapéutico novedoso para evitar la epileptogénesis. En linea con lo anterior, la

EFT inhibi6 la sobreexpresion de GPP vy evito la propagacion de las crisis convulsivas.

Una limitacion importante de este estudio es que no se realizé la evaluacion de la
expresion neuronal de GPP en las distintas condiciones experimentales. Estudios futuros
deberan ser realizados para determinar la relacion entre la sobreexpresion de GPP y la

hiperexcitabilidad neuronal durante la epileptogénesis.
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Abstract

Recent evidence suggests that P-glycoprotein (GPP) overexpression mediates
hyperexcitability and is associated with epileptogenesis. Transcranial focal electrical
stimulation (EFT) delays epileptogenesis and inhibits P-gp overexpression after a
generalized seizure. Here, first we measured GPP expression during epileptogenesis and
second, we assessed if EFT antiepileptogenic effect was related with GPP overexpression

avoidance.

Male Wistar rats were implanted in right basolateral amygdala and stimulated daily
for electrical amygdala kindling (KEA), GPP expression was assessed during
epileptogenesis in relevant brain areas. Stage | group showed 85% increase in GPP
ipsilateral hippocampus (p< 0.001). Stage Il group presented 58% and 57% increase in
GPP in both hippocampi (p< 0.05). Kindled group had 92% and 90% increase in GPP in
both hippocampi (p< 0.01), and 93% and 143% increase in both neocortices (p< 0.01).
For the second experiment, EFT was administrated daily after each KEA stimulation for
20 days and GPP concentration was assessed. No changes were found in the EFT group
(p> 0.05). Kindled group showed 132% and138% increase in GPP in both hippocampi (p<
0.001) and 51% and 92% increase in both cortices (p< 0.001). Kindled + EFT group

presented no changes (p> 0.05).

Our experiments revealed that progression of KEA is associated with increased P-
gp expression. These changes are structure-specific and dependent on seizure severity.
KEA-induced P-gp overexpression would be associated with neuronal hyperexcitability
and thus, epileptogenesis. GPP could be a novel therapeutical target to avoid
epileptogenesis. In accordance with this, TFS inhibited GPP overexpression and
interfered with KEA. An important limitation of the present study is that GPP neuronal
expression was not evaluated under the different experimental conditions. Future studies
should be carried out to determine GPP neuronal overexpression in hyperexcitable
networks during epileptogenesis. The EFT-induced lessening of GPP overexpression

could be a novel therapeutical strategy to avoid epileptogenesis in high-risk patients.

Xl
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1. Introduccion

1.1. Glicoproteina P

La glicoproteina P (GPP) es una proteina transmembranal de 170 kDa que forma parte
de la superfamilia de transportadores ABC (ATP binding cassettes) y es producto del gen

MDR-1 (Multidrug resistance type 1) (Figura 1).

En situaciones fisioldgicas, la expresion de GPP se limita a érganos y tejidos con
funciones excretoras y a células de la barrera hematoencefalica (Cordon-Cardo et al.,
1989). Estos datos sugieren que la GPP posee un papel importante en la proteccion del

organismo promoviendo el transporte de sustancias.

Externo

Figura 1 Estructura de la GPP. La GPP es una de las bombas moleculares mas
comunes en los mamiferos. Al activarse, la GPP cambia su conformacion abriendo el asa
al exterior, extruyendo la molécula capturada. La membrana celular se representa de
forma esquematica en color gris (Modificado de Goodsell, 2010).
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En el sistema nervioso central (SNC), la GPP se expresa en el lado luminal de las
células endoteliales que forman la barrera hematoencefélica (BHE) (Beaulieu et al., 1997,
Cordon-Cardo et al., 1989), en los procesos astrociticos presentes en el lado abluminal

(Golden & Pardridge, 1999) y en el epitelio de los plexos coroideos (Rao et al., 1999).

Entre los farmacos transportados por la GPP encontramos diversas sustancias que
no comparten estructura quimica o mecanismo de accion (Tabla 1). En estos farmacos

podemos destacar los antineoplasicos y farmacos anticrisis por su relevancia terapéutica.

Tabla 1 Farmacos susceptibles al transporte por glicoproteina P

Uso Farmaco Mecanismo de accién Autor
Indinavir _
) _ _ o _ (Kim et al., 1998)
Antirretroviral Saquinavir Inhibidor de proteasa viral
Nelfinavir
) . ) Apertura de canales de _
Antihelmintico Ivermectina (Schinkel et al., 1994)
cloro
Vinblastina Antimitético (Schinkel et al., 1994)
Antineoplasico o Inhibicion de la sintesis de _
Etopdsido (Schinkel et al., 1996)
ADN
o o o (Lee et al., 2001;
Antiarritmico Digoxina Inhibicion de ATPasa ]
Schinkel et al., 1995)
Corticoesteroide | Dexametasona Glucocorticoide sintético (Schinkel et al., 1996)
] Agonista de receptores 5-
Ondansetrén
L HT3 _
Antiemético : (Schinkel et al., 1996)
_ Antagonista de receptores
Domperidona
D2
Antidiarreico Loperamida Agonista p-opioide (Schinkel et al., 1996)
Bloqueo de los canales de (Potschka & Ldscher,
Anticrisis Fenitoina sodio dependientes de 2001; Tishler et al.,
voltaje 1995)
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Agonista de receptores
GABAa

Blogueo de canales de

Fenobarbital

Lamotrigina sodio dependientes de
voltaje (Potschka et al., 2002)

Inhibicién de canales de
Felbamato calcio y de sodio
dependientes de voltaje

Inhibicion de los canales de
Carbamazepina sodio dependientes de (Potschka et al., 2001)

voltaje

GABAa: Receptor de acido y-aminobutirico tipo a

1.2. Sobreexpresion de GPP en la epilepsia y en modelos de crisis
convulsivas

La epilepsia es uno de los padecimientos neuroldgicos méas frecuentes, pues afecta
aproximadamente a 50 millones de personas en el mundo (World Health Organization,
2019). Esta patologia se caracteriza por la predisposicién a presentar crisis epilépticas
espontaneas y recurrentes que pueden ser focales (se originan en una region) o
generalizadas (abarcando ambos hemisferios) (Potschka et al., 2001). Ademas de ser
muy frecuente, la epilepsia representa un reto terapéutico pues se estima que 1 de cada
3 pacientes padecen epilepsia farmacorresistente pues no presentan mejoria a pesar del

uso adecuado de farmacos anticrisis (Regesta & Tanganelli, 1999).

En patologias neoplasicas, la sobreexpresion de GPP ha sido asociada al fracaso
terapéutico de los tratamientos (revisado por Karthika et al., 2022). Con base en estos
antecedentes, diversos autores evaluaron si existia relacion entre la sobreexpresion de
GPP y la farmacorresistencia en epilepsia. Tishler y colaboradores reportaron que existe
sobreexpresion cerebral de GPP en tejido resecado de pacientes con epilepsia
farmacorresistente. Los autores sugirieron que el fracaso terapéutico se debia a la
extrusion de los farmacos anticrisis (Tishler et al., 1995). La sobreexpresion cerebral de
GPP ha sido reportada por otros autores tanto en tejido humano como en modelos
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animales de crisis convulsivas farmacorresistentes y epilepsia farmacorresistente
(Aronica etal., 2004, 2012; Enrique etal.,, 2017; Feldmann etal., 2013; Fonseca-
Barriendos et al., 2022; Léscher & Potschka, 2002, 2005; Marchi et al., 2004; Pérez-
Pérez et al., 2021; Potschka & Loscher, 2001; Seegers et al., 2002b; Sisodiya et al., 2002;
Vega-Garcia et al., 2021). Ademas de la expresion, se ha evaluado la funcionalidad de la
GPP en modelos animales. Potschka y colaboradores reportaron que la GPP mediaba la
acumulacion en parénquima cerebral de fenobarbital, lamotrigina y felbamato (Potschka
et al., 2002). Rizzi y colaboradores reportaron que el raton knock out de GPP permitia la
acumulacion cerebral de fenitoina y carbamazepina (Rizzi et al., 2002). En linea con
estos hallazgos, van Vliet y colaboradores reportaron que inhibir la sobreexpresion de
GPP en ratas con crisis convulsivas espontaneas aumenta la acumulaciéon de fenitoina
en parénquima cerebral (van Vliet etal., 2010). De forma similar, Luna-Munguia y
colaboradores reportaron que la perfusion intrahipocampal de R-verapamil en ratas que
aumentoé el umbral posdescarga (UPD) en ratas que respondian y que no respondian a
fenitoina. Los autores sugieren que al bloquear la GPP, el R-verapamil evita la
hiperexcitabilidad mediada por esta proteina (Luna-Munguia et al., 2011). Con base en
estos antecedentes, Asadi-Pooya y colaboradores afiadieron un inhibidor de la GPP al
tratamiento anticrisis a pacientes con epilepsia farmacorresistente. Después de ocho
semanas, los autores reportaron que en 36% de los pacientes la farmacorresistencia se
habia revertido (Asadi-Pooya etal., 2013). La hipotesis de la sobreexpresion de
transportadores como causante de la farmacorresistencia busca explicar la epilepsia
farmacorresistente desde los hallazgos sobre la expresién de GPP y actualmente es una

de las hipotesis mas estudiadas (revisado por Czornyj et al., 2021).

Sin embargo, en la epilepsia farmacorresistente, la sobreexpresién de GPP no se
restringe Unicamente a elementos de la BHE. En tejido cerebral de pacientes con
epilepsia del I6bulo temporal farmacorresistente, Marchi y colaboradores reportaron
expresion de GPP en 64% de las neuronas y 85% de los astrocitos parenquimales. Los
autores describieron que la expresion de GPP aumentaba la supervivencia de neuronas
y astrocitos al ser expuestos a concentraciones citotoxicas de fenitoina (Marchi et al.,
2004). La expresion neuronal de GPP también se ha reportado en epilepsia del I6bulo
frontal (Fonseca-Barriendos et al., 2022) y en esclerosis tuberosa (Lazarowski et al.,
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1999), sugiriendo que esta alteracion no depende de la etiologia. Es importante destacar
que, en condiciones fisiologicas, las neuronas no expresan GPP (Cordon-Cardo et al.,
1989) y la expresion de dicha proteina en condiciones patolégicas podria ser un
mecanismo para aumentar la viabilidad celular en condiciones citotoxicas (Bankstahl
et al., 2008; Marchi et al., 2004; Merelli et al., 2019; Volk, Burkhardt, et al., 2004).

La expresion neuronal de GPP también se ha descrito en modelos animales de
crisis convulsivas severas repetidas. Lazarowski y colaboradores reportaron
sobreexpresion de GPP en corteza cerebral e hipocampo de ratas sometidas a la
induccion de 4 6 7 crisis convulsivas severas por acido 3-mercaptopropionico (3MP). La
administracion de 3MP se utiliza como modelo de crisis convulsivas farmacorresistentes
por lo que la expresién capilar fue asociada con farmacorresistencia. Sin embargo, la
expresion neuronal de GPP no era esperada (Lazarowski et al., 2004). De forma similar,
Volk y colaboradores reportaron expresion neuronal de GPP en hipocampo 24 h después
de inducir status epilepticus en ratas (Volk, Burkhardt, et al., 2004). En linea con estos
resultados, Merelli y colaboradores describieron la expresion neuronal de GPP en corteza
cerebral de rata 15 dias después del status epilepticus. Ademas, los autores reportaron
gue un pulso citotoxico de glutamato (300uM) fue capaz de inducir la expresion de GPP
en un cultivo de neuronas corticales (Merelli et al., 2019). Estos antecedentes muestran
que las crisis convulsivas repetidas y el status epilepticus inducen la sobreexpresiéon de
GPP. Sin embargo, se desconocia si esta alteracion ocurria desde la primera crisis
convulsiva. Por lo tanto, Pérez-Pérez y colaboradores evaluaron la expresién de GPP en
corteza cerebral e hipocampo de rata después de inducir una crisis Unica severa por 3MP.
Los autores encontraron que una sola crisis convulsiva fue suficiente para inducir la

sobreexpresion de GPP en corteza cerebral e hipocampo (Pérez-Pérez et al., 2021).

Auzmendi y colaboradores evaluaron la asociacién entre estos dos eventos in vivo. Los
autores indujeron crisis convulsivas repetidas por administracion diaria de
pentilenetetrazol (PTZ) por 7 dias y reportaron la sobreexpresion de GPP en hipocampo.
A continuacion, los autores analizaron la excitabilidad hipocampal mediante registros in

vitro. Estos resultados evidenciaron que la sobreexpresion de GPP en hipocampo se
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asocié con hiperexcitabilidad neuronal, misma que era abatida cuando se afiadia un
inhibidor de la GPP a la soluciéon (Auzmendi et al., 2013).

1.3. GPP e hiperexcitabilidad celular

La sobreexpresion de GPP se ha asociado con hiperexcitabilidad celular in vitro. Luz
y colaboradores describieron que la transfeccion de esa proteina en células de ovario de
h&dmster indujo resistencia a vinblastina, colchicina y doxorrubicina. Ademas, los autores
encontraron una relacion positiva entre la expresion de GPP y la disminucién del potencial
de membrana en reposo (Luz et al., 1994). Este efecto podria ser consecuencia de la
disminucion en la cantidad de intercambiadores anionicos, lo cual también explicaria la
alcalinizacion de las células que expresan GPP (Luz et al., 1994; Valverde et al., 1992).
Hoffman y colaboradores, utilizando el mismo modelo, encontraron que la alcalinizacion
celular y la disminucién del potencial de membrana en reposo se asocian directamente
con la expresion de GPP y la resistencia a citotéxicos (Hoffman et al., 1996). Romsicki y
colaboradores demostraron que la GPP actuaba como flippasa en un modelo de
proteoliposomas. Esta funcion es capaz de cambiar la distribucion de los fosfolipidos,
como la fosfatidilserina, en la membrana celular, lo cual altera el potencial de membrana
en reposo (Romsicki & Sharom, 2001). A partir de estas observaciones, Lazarowski y
colaboradores propusieron que la expresion neuronal de GPP en pacientes con epilepsia
(o modelos animales de crisis repetidas) modificaria el potencial de membrana en reposo
de las neuronas favoreciendo un estado de hiperexcitabilidad (Figura 2) (Lazarowski
et al., 2007).
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Figura 2 Hipétesis de la hiperexcitabilidad neuronal mediada por GPP (modificado
de Lazarowski et al., 2007). En condiciones fisiologicas, las neuronas presentan un
potencial de membrana en reposo de -70mV. (linea punteada). De acuerdo con los
antecedentes, la expresion de GPP es capaz de reducir el potencial de membrana en
reposo, favoreciendo la hiperexcitabilidad neuronal (linea discontinua). Por lo tanto, la
administracion de un inhibidor de GPP revertiria el estado de hiperexcitabilidad,
regresando el potencial de membrana a -70mV (linea continua).

Para determinar la asociacion entre la sobreexpresion de GPP y la
hiperexcitabilidad en SNC, Auzmendi y colaboradores indujeron crisis severas repetidas
en ratas mediante la administracion diaria de PTZ. Después de 7 administraciones, los
autores reportaron la sobreexpresion de GPP en hipocampo. A continuacion, realizaron
registros de potenciales excitatorios postsinapticos de campo y observaron que los
animales sometidos a crisis repetidas presentaban hiperexcitabilidad hipocampal.
Después, agregaron fenitoina al bafio de las rebanadas de tejido y encontraron que la
adicién del farmaco anticrisis no modifico la hiperexcitabilidad, sugiriendo que las crisis
repetidas indujeron farmacorresistencia. Por altimo, agregaron un bloqueador de la GPP
a la solucion y observaron que por si solo no modificaba la respuesta registrada pero
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cuando se combinaba con fenitoina era capaz de revertir el estado de hiperexcitabilidad
(Auzmendi et al., 2013). Estos antecedentes sugieren que la expresion neuronal de GPP
ocurre en consecuencia de las crisis convulsivas repetidas y al modificar el potencial de

membrana en reposo de las neuronas estaria facilitando la ictogénesis.

Con base en las observaciones previas en crisis convulsivas repetidas, Pérez-
Pérez y colaboradores evaluaron la expresion de GPP en corteza cerebral e hipocampo
en respuesta a una sola crisis convulsiva generalizada inducida por administracion de
3MP. Los autores demostraron que una sola crisis convulsiva generalizada es capaz de
inducir sobreexpresion de GPP en corteza cerebral e hipocampo (Pérez-Pérez et al.,
2021).

Insulto

4

Primera crisis #
convulsiva

Crisis convulsivas
subsecuentes

]

Aumentodela
susceptibilidad

Sobreexpresion de GPP

Hiperexcitabilidad

Figura 3 La sobreexpresion de GPP estaria asociada al incremento en la
hiperexcitabilidad y aumento en la susceptibilidad a presentar crisis subsecuentes. De
acuerdo con los antecedentes, la primer crisis convulsiva es capaz de inducir la
sobreexpresion de GPP. La expresion neuronal de GPP favoreceria la
hiperexcitabilidad neuronal. El tejido hiperexcitable es mas susceptible a presentar
actividad epileptiforme y, por lo tanto, favorece la aparicion de crisis convulsivas
subsecuentes. El proceso de epileptogénesis esta representado por el triangulo.

Estos antecedentes muestran que la sobreexpresion de GPP ocurre desde la

primer crisis convulsiva y media la hiperexcitabilidad del tejido cerebral. Por lo tanto, la
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sobreexpresion de GPP podria estar facilitando la induccion de nuevas crisis convulsivas

y estaria asociada con el proceso de epileptogénesis (Figura 3).

1.4. Epileptogénesis

Se define como epileptogénesis al proceso de adquisicion y/o propagacion de tejido
susceptible a presentar actividad epiléptica (Pitkanen et al., 2015; Pitkdnen & Engel,
2014). Este proceso patologico es iniciado por un insulto (trauma, malformacion, crisis
febriles, evento cerebral vascular, entre otros) y que, en presencia de factores como la
localizacion y severidad del insulto, edad, factores genéticos y ambientales, provoca un
reordenamiento continuo y progresivo de la red neuronal que provoca el desbalance entre
los sistemas excitatorios e inhibitorios del SNC aumentando la susceptibilidad a presentar
actividad epileptiforme (L6scher & Brandt, 2010). Debido a la carga que la epilepsia
representa, la prevencion del desarrollo de la epilepsia es algo atractivo. Sin embargo,
para desarrollar estrategias preventivas se requiere entender los mecanismos detras de

la epileptogénesis (World Health Organization, 2019).

El modelo de kindling eléctrico amigdalino (KEA) es un modelo de epileptogénesis
inducida por estimulacion eléctrica. Este modelo involucra cambios neuronales
permanentes que resultan en un estado de hiperexcitabilidad. El KEA se caracteriza por
la progresion de las crisis focales a crisis focales secundariamente generalizadas (Rice
& Delorenzo, 1998). La progresion del KEA se asocia al reclutamiento de diversas
estructuras cerebrales a la red aberrante durante la propagaciéon de la actividad
epileptiforme (Blumenfeld et al., 2007; Corcoran et al., 1975; Hewapathirane & Burnham,
2005).

En ratas, el KEA se divide en 5 fases de acuerdo con la escala de Racine (Racine,
1972). Las crisis de fase | se caracterizan por ser crisis focales de corta duracion donde
la actividad epileptiforme propaga de la amigdala ipsilateral al hipocampo ventral
ipsilateral (Blumenfeld et al., 2007; Hewapathirane & Burnham, 2005) y a las cortezas
perirhinal y entorhinal ipsilaterales (Figura 4) (Hirsch et al., 1997; Kajiwara et al., 2003).

Las crisis de fase Il son crisis focales de mayor severidad y duracion en comparacion a
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las crisis de fase I. Durante esta fase, la actividad epileptiforme se propaga de la amigdala
estimulada al hipocampo dorsal ipsilateral (Figura 4) (Hewapathirane & Burnham, 2005).
Las crisis convulsivas de fase Il son crisis focales secundariamente generalizadas, es
decir, aquellas donde la actividad epileptiforme se propaga fuera de las estructuras
limbicas ipsilaterales. La transicion de la fase Il a la fase Il involucra la propagacion de
la actividad epileptiforme al circuito rhinencefalico (Rice & Delorenzo, 1998) y al
hipocampo contralateral (Hewapathirane & Burnham, 2005). A partir de la primer crisis
fase lll, todos los estimulos eléctricos provocan actividad epileptiforme en ambos
hipocampos (Figura 4) (Hewapathirane & Burnham, 2005). Las fases IV y V se
caracterizan por presentar crisis clonicas secundariamente generalizadas. Durante estas
fases, la actividad epileptiforme se propaga a la corteza perirhinal contralateral y a la
neocorteza frontal, parietal y temporal (Rice & DeLorenzo, 1998). La fase V se caracteriza
por ser un estado irreversible. Una vez alcanzada dicha fase, los animales pueden
permanecer sin estimulacion durante largos periodos y no hay cambios en la
susceptibilidad a las crisis (Figura 4) (Rice & DelLorenzo, 1998). Cabe destacar que la
lesion de la corteza frontal interfiere con la adquisicion del kindling (Corcoran et al., 1975).
Cuando los estimulos eléctricos evocan crisis convulsivas de fase V en dias consecutivos
se considera que los animales han alcanzado el estado kindled. Dicho estado representa
un cambio crénico de hiperexcitabilidad de la red neuronal pues a pesar de suspender
los estimulos eléctricos tipo kindling durante largos periodos, la administracién de

estimulacién eléctrica es capaz de evocar crisis convulsivas de fase V.
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Figura 4 Propagacion del kindling eléctrico amigdalino. La actividad epileptiforme de
las crisis focales fase | y Il propagan al hipocampo ipsilateral ventral y dorsal,
respectivamente. Las crisis convulsivas de fase Ill se caracterizan por la propagaciéon de
la actividad epileptiforme al hipocampo contralateral. Durante las crisis convulsivas fase
IV, la actividad epileptiforme propaga a estructuras del diencéfalo y mesencéfalo. Las
crisis convulsivas de fase V se caracterizan por el reclutamiento de la corteza frontal.

El KEA presenta validez de constructo, aparente y predictiva (Cavazos et al., 1991,
Cavazos & Sutula, 1990; Hewapathirane & Burnham, 2005; Mody, 1993; Mody &
Heinemann, 1983), razones por las cuales ha sido frecuentemente utilizado para evaluar
el efecto antiepileptogénico de diversas sustancias (Tabla 2) y que, a diferencia de otros

modelos, permite el control espacial y temporal de las crisis convulsivas.

Es importante notar que, a pesar del efecto antiepileptogénico mostrado por diversos
farmacos, estos fueron administrados previo a la estimulacion eléctrica amigdalina y en
dosis superiores a las utilizadas en la clinica como anticonvulsivo, provocando la

aparicion de efectos adversos (Tabla 2).
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Tabla 2 Farmacos con efecto antiepileptogénico en el modelo de KEA

_ Mecanismo _ Efectos )
Sustancia . Dosis Referencia
de accion adversos
] Hipotonia
Antagonista o
MK-801 2 mg/kg Esterotipia (Sato et al., 1988a)
NMDA )
Ataxia
Potenciador )
Letargia
GABA 400 ] ]
Valproato . Ataxia (Silver et al., 1991)
Inhibidor mg/kg )
Pérdida de peso
VGSC
. Agonista Ataxia ]
Fenobarbital 40 mg/kg ] (Silver et al., 1991)
GABAa Letargia
o Hiperactividad
_ Inhibidor (Loéscher et al., 1997;
Levetiracetam 50 mg/kg locomotora
SVA2 ] Stratton et al., 2003)
Tolerancia
. Inhibidor -
Lamotrigina 20 mg/kg No especificado (Stratton et al., 2003)
VGSC
Potencia el
_ estado o
Lacosamida ) ) 30 mg/kg | Crisis espontaneas (Brandt et al., 2006)
inactivo de
VGSC

NMDA: Receptor de N-metil-D-aspartato, SVA: Glicoproteina de vesicula sinaptica

A2, VGSC: Canal de sodio dependiente de voltaje.

1.5. Neuromodulacion y estimulacion eléctrica focal transcraneal

La modulacion eléctrica de las funciones cerebrales (neuromodulacion) es una

aproximacion terapéutica que se enfoca en restaurar el balance en la red neuronal
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afectada por el trastorno epiléptico (Rocha, 2013). Existen varios mecanismos que
explican como las diferentes técnicas de neuromodulacion eléctrica ejercen sus efectos
(Rocha, 2013). Sin embargo, lo que distingue a cada una de las técnicas de
neuromodulacion son las caracteristicas del estimulo eléctrico (forma, duracion,
frecuencia, amplitud y polaridad) y los campos electromagnéticos que estos generan
(Peterchev et al., 2012).

La estimulacién eléctrica transcraneal aplica corriente eléctrica en el craneo a través
de electrodos colocados sobre el cuero cabelludo. Este tipo de neuromodulacion no
genera un campo eléctrico que abarca gran parte del parénquima cerebral (Peterchev
et al., 2012). En pacientes con epilepsia farmacorresistente, la aplicacion de estimulacion
eléctrica transcraneal redujo la frecuencia de las crisis convulsivas. Sin embargo, se
desconoce el mecanismo por el cual se presentd este efecto o la relevancia de los
farmacos anticrisis que estaban siendo administrados durante el protocolo (Yang et al.,
2019). La estimulacion magnética transcraneal genera un campo magnético a traves del
paso de corriente eléctrica a través de una bobina colocada perpendicular sobre el craneo
del paciente. A pesar de ser una técnica frecuentemente utilizada, existe incertidumbre
con respecto a la distribucién del campo eléctrico y la propagaciéon de la respuesta en el
cerebro (Peterchev et al., 2012; Siebner et al., 2022). Este tipo de neuromodulacién ha
sido utilizada en pacientes con epilepsia, sin embargo, estudios aleatorizados no han
mostrado efectos claros sobre la frecuencia de las crisis convulsivas comparados al grupo
control (Tavakoli & Heidarpanah, 2023). Ademas de la estimulacion transcraneal, existen
técnicas invasivas de neuromodulacion. El nervio vago es un componente esencial del
sistema nervioso autébnomo, media la integracion de informacion sensorial y proyecta al
nacleo del tracto solitario, nucleo dorsal del rafe y al sistema limbico. Diversos autores
han mostrado que la estimulacién eléctrica del nervio vago reduce la frecuencia de crisis
convulsivas en pacientes con epilepsia farmacorresistente, razon por la cual este
abordaje fue de las primeras técnicas aprobadas para el tratamiento de pacientes con
epilepsia focal farmacorresistente (Ahmadirad et al., 2023). A pesar de su eficacia
anticonvulsiva, la estimulacién del nervio vago presenta efectos adversos incluyendo

alteraciones en la respiracion durante el suefio (Gurung et al., 2020).
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La estimulacién eléctrica focal transcraneal (EFT) es una técnica novedosa de
neuromodulacién no invasiva que, a través de electrodos concéntricos tripolares,
proporciona una densidad de corriente uniforme debajo del electrodo capaz de penetrar
estructuras profundas como el hipocampo (Besio et al., 2011; Valdés-Cruz et al., 2019)
(Fig. 5). Ensayos previos han demostrado que la EFT es segura, pues no causa dafios
tisulares (W.Besio etal., 2010), no induce muerte neuronal en hipocampo (Mucio-
Ramirez & Makeyev, 2017) o altera la formacion de memoria (Luby et al., 2014). La EFT
ha mostrado efectos anticonvulsivos en modelos animales. Besio y colaboradores
reportaron que la EFT aplicada 5 min después de iniciar el status epilepticus disminuyo
la sincronicidad del trazo y redujo la conducta convulsiva (Besio et al., 2007a). De forma
similar, Santana-Gémez y colaboradores evaluaron el efecto de la EFT aplicada 30 min
después de iniciar el status epilepticus. Los autores encontraron que la EFT disminuyod el
voltaje y ritmicidad de la actividad epileptiforme en el hipocampo y que dicho efecto
estaba asociado con evitar la sobreliberacion de glutamato en esa estructura (Santana-
GOmez et al., 2015). Como pretratamiento, la EFT fue capaz de potenciar una dosis
subefectiva de diazepam y reducir la muerte neuronal en hipocampo inducida por status
epilepticus (Besio et al., 2013). Por otra parte, Pérez-Pérez y colaboradores evaluaron el
efecto de la aplicacion de EFT antes de inducir una crisis convulsiva severa con 3MP y
en animales con crisis convulsivas farmacorresistentes. Los autores encontraron que la
EFT evitd la sobreexpresion de GPP en corteza cerebral e hipocampo inducida por una
crisis severa y restauré la respuesta a fenitoina de los animales que previamente eran
farmacorresistentes (Pérez-Pérez et al., 2021). Estos antecedentes muestran que la EFT
es anticonvulsiva, disminuye la liberacion de glutamato y evita la sobreexpresion de GPP

inducida por una crisis Unica severa.

Por su parte, Valdés y colaboradores evaluaron el efecto de la EFT en la
epileptogénesis en el modelo de KEA en gatos. Los autores reportaron que la
administracion de EFT inmediatamente después del estimulo tipo kindling evito el
aumento en la severidad de las crisis convulsivas, manteniendo a los animales en crisis
focales durante 40 dias, mientras que el grupo control habia presentado crisis convulsivas
de maxima severidad. Con estos datos los autores concluyen que la EFT administrada

inmediatamente después del estimulo tipo kindling evita la propagacion de las crisis
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convulsivas interrumpiendo el establecimiento de redes aberrantes e interfiriendo con la

adquisicion de la epileptogénesis (Valdés-Cruz et al., 2019).

Estos antecedentes muestran que la EFT es antiepileptogénica, sin embargo, se
desconoce si este efecto estd asociado con evitar la sobreexpresion de GPP y el

incremento en la hiperexcitabilidad cerebral.

1.6. Justificacion

La sobreexpresion de GPP ocurre desde la primera crisis convulsiva generalizada vy, al
favorecer la hiperexcitabilidad celular, podria estar asociada con la epileptogénesis. Por
otro lado, la EFT es anticonvulsiva, antiepileptogénica, inhibe la sobreliberacion de
glutamato y evita la sobreexpresion de GPP inducida por una crisis convulsiva
generalizada. Sin embargo, se desconoce si el efecto antiepileptogénico esta asociado

con evitar la sobreexpresion de GPP durante la epileptogénesis.
2. Hipotesis

e La epileptogénesis se asocia al aumento progresivo en la expresiéon de GPP en

areas cerebral es que participan en la propagacion de las crisis convulsivas.

e La EFT aplicada diariamente después de cada estimulo tipo KEA evitara la
propagacion de las crisis focales

o El efecto antiepileptogénico de la EFT estara asociado con evitar el aumento en la

concentracion proteica de GPP en &reas cerebrales asociadas con la propagacion

de las crisis convulsivas.
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3. Objetivos generales

e Evaluar la expresion de GPP durante distintas fases de la epileptogénesis en areas
cerebrales que participan en la propagacién de las crisis convulsivas.

e Analizar el efecto de la EFT diaria en la expresién y propagacion de las
posdescargas inducidas por el KEA

e Determinar si el efecto antiepileptogénico de la EFT esta asociado con evitar el
aumento en la concentracion proteica de GPP en areas cerebrales que participan

en la propagacion de las crisis convulsivas.

3.1. Objetivos especificos

a) Evaluar la expresion de GPP en areas cerebrales especificas durante diferentes
fases del KEA.

b) Determinar si la aplicacion de EFT diaria modifica la progresion del KEA.

c) Analizar el efecto de la EFT diaria durante el KEA en la concentracion proteica de

GPP en areas cerebrales especificas durante el KEA.

4. Metodologia

4.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 300-350 g de peso. Los animales se alojaron en
cajas de acrilico transparente, en ciclos luz/oscuridad de 12 h, a 22+2 °C con acceso a
agua y alimento ad libitum. El protocolo experimental se realizé de acuerdo con la Norma
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Oficial Mexicana para uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-062Z00-1999) y
el comité de ética del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Mufiiz”
(proyecto NC123240.1).

4.2. Cirugia e implante de electrodos

Los animales se anestesiaron con una mezcla de Zoletil 50 (50mg/kg IM) y xilacina
(12 mg/kg IM). Después se rap6 la cabeza del animal, fue fijado en el marco estereotaxico
y se realizaron los procedimientos de asepsia con una solucién de yodopovidona al 10%.
La cirugia inici6 con una incisién longitudinal sobre la linea media desde el vértice
posterior de las cuencas oculares hasta el hueso occipital y se diseco el periostio para
exponer el crAneo. Se realizaron 3 trépanos: el primero posterior a la unién parietofrontal
sobre la linea ocular externa izquierda, el segundo anterior a la cisura parietooccipital
izquierda sobre la linea ocular externa izquierda y el tercero en hueso occipital sobre la
linea ocular externa derecha y se colocaron los tornillos de soporte (Figura 5). Utilizando
como referencia el punto de unién entre bregma y la cisura media, se procedio a realizar
un trépano en las coordenadas anteroposterior -2.8 y lateral +4.8. Dicho trépano permitio
la implantacién del electrodo de estimulacién amigdalina el cual consistié en tres hebras
de acero inoxidable aislados excepto en las puntas. Mediante el uso del marco
estereotaxico, el electrodo de estimulacion amigdalina fue implantado a una velocidad de
1 mm por cada 120 segundos, hasta alcanzar -8.6 mm de profundidad con respecto a las
coordenadas de origen (Brandt, 2006) (Figura 5). Se colocd gasa hemostasica y cera
Osea en el trépano para evitar la filtracion y el electrodo se fij6 al tornillo occipital con
acrilico dental. Después se implantaron dos electrodos epidurales en ambas cortezas
motoras (Figura 5). Los electrodos y los tornillos fueron soldaron a un conector Berg
macho y la preparaciéon se fij6 al craneo con acrilico dental. Los animales tuvieron un
periodo de recuperacion de 7 a 10 dias durante los cuales se proporcionaron cuidados
basicos de herida quirdrgica y profilaxis antibiotica (enrofloxacina 12mg/kg VO).
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Figura 5 Esquema representativo del implante de electrodos. Se implantaron 3
tornillos de soporte (circulos grises), un electrodo tripolar de estimulacion amigdalina
(circulo amarillo) y 2 electrodos epidurales (barras azules). El electrodo de estimulacion
amigdalino se representa en la imagen derecha (modificado de Santos-Valencia et al.,
2019).

4.3. UPDyKEA

Después del periodo de recuperacion, se realizé la determinaciéon del umbral
posdescarga (UPD) que representa la corriente minima necesaria para evocar la
actividad epileptiforme en cada animal (Corcoran et al., 1975; Hewapathirane & Burnham,
2005). Para determinar el UPD, a cada rata se le aplicé un estimulo eléctrico compuesto
por pulsos cuadrados monofasicos de 1 ms de duracién a 60 Hz, con una duracion total
del tren de 1 s e iniciando con 100 pA (Figura 6) a través de un estimulador Grass S11
(Grass, MA, USA). Se realizaron incrementos del 20% en la intensidad de corriente cada
2 min hasta evocar la posdescarga (o actividad epileptiforme) > 4 s acompafiada de algun
cambio conductual asociado a crisis limbicas de acuerdo con la escala de Racine (Tabla
3) (Loscher & Schmidt, 1988; Palencia et al., 2011; Racine, 1972). Los estimulos tipo
kindling iniciaron 24 h después aplicando diariamente la misma intensidad de corriente
determinada en el UPD (Figura 6) hasta evocar tres crisis convulsivas de fase V en dias
consecutivos. Durante todo el protocolo se registré la conducta y la actividad

electrografica en amigdala y corteza frontal.
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100 uA —[ | 60 pulsos en un segundo

1ms,60Hz, 1s 1 segundo de estimulo

Figura 6 Determinacion del UPD y KEA. La imagen izquierda representa el
protocolo para determinar el UPD en el que se administran pulsos cuadrados
monofésicos de 1 ms de duracién a 60 Hz durante 1 s iniciando a 100 pA. Cada 2
min se realiza el incremento de 20% de la intensidad de corriente anterior hasta
evocar un cambio conductual de acuerdo con la escala de Racine acompafnado de
actividad epileptiforme > 4 segundos. La imagen derecha representa el pulso
eléctrico administrado para el KEA. Este estimulo esta conformado por pulsos
cuadrados monofasicos de 1 ms de duracién a 60 Hz durante 1 s utilizando el UPD
como intensidad de corriente.

Tabla 3 Escala de Racine.

Fase Actividad

I Movimientos faciales, parpadeo unilateral, aversion, congelamiento

1 Cabeceo, masticacion

1] Mioclonias
\Y Postura de canguro
\% Postura de canguro con pérdida sustento
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4.4. Registros electroencefalograficos y actividad epileptiforme

La actividad electrografica registrada del electrodo amigdalino y ambos electrodos de
corteza frontal se obtuvo a través del equipo de registro poligrafico 78E (Grass, MA, USA).
Los trazos fueron amplificados, filtrados entre 3-300 Hz y almacenados utilizando un
equipo de conversion analdgica-digital con una frecuencia de muestreo de 500 Hz
(ADQHS8, Ciudad de México, México). Tanto el equipo de conversion analdgica a digital
como el software utilizado son hechos a medida (Valdés-Cruz et al., 2012, 2019). Todos
los trazos iniciaron con 30-60 s de actividad basal y concluyeron 1 min después de la
tltima espiga de la posdescarga evocada. El analisis de los trazos se realiz6 off-line. Se
midio la duracion de la posdescarga, desde el artefacto de la estimulacion hasta el fin de
la actividad de alta amplitud y ritmicidad, y la frecuencia de espigas durante el desarrollo
del KEA (Fernandez-Guardiola et al., 1996; Y. L. Wang et al., 2018) (Figura 7).

| 4

|
Actividad basal Actividad epileptiforme

5s

Figura 7 Registro de la actividad epileptiforme inducida por el KEA. Trazo
representativo de 30 s que muestra la actividad basal (antes de la flecha roja), el artefacto
de la estimulacion eléctrica (flecha) y la actividad epileptiforme (llave).

20|Pagina



4.5. Estimulacion eléctrica focal transcraneal

La cirugia y el implante de electrodos se llevé a cabo de acuerdo con lo descrito en la
seccion 4.2. Excepto que, se implanté un electrodo concéntrico tripolar (ECT, 6 mm de
diametro) sobre la linea sagital, entre bregma y lambda (Figura 8). Los electrodos se

soldaron a dos conectores Berg, uno para la EFT y el segundo para el KEA.

Figura 8 Esquema representativo del implante de electrodos para KEA y
EFT. Se implantaron 3 tornillos de soporte (circulos grises), un electrodo tripolar
de estimulacion amigdalina (circulo amarillo), dos electrodos de registro epidural
en la corteza motora (barras azules) y el ECT para la EFT sobre la linea media,
entre bregma y lambda.

Se utiliz6 como referencia el modelo esférico reportado por Valdés-Cruz y colaboradores
para determinar los parametros de la EFT (Figura 9) (Valdés-Cruz et al., 2019). Utilizando
dicho modelo, los autores estimaron la intensidad y profundidad del campo eléctrico que
la EFT generaba. Asi, los autores concluyen que la EFT crea un campo eléctrico capaz
de activar e interrumpir con las neuronas activas durante la descarga epileptogénica en
estructuras como la amigdala, corteza piriforme e hipocampo (Francis et al., 2003;

Valdés-Cruz et al., 2019).
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Figura 9 El campo eléctrico de la EFT penetra a estructuras subcorticales en el gato.
La imagen izquierda representa los pulsos que conforman la estimulacion EFT. La
imagen de la derecha muestra el modelo esférico del craneo del gato, asi como la
intensidad y profundidad que el campo eléctrico presenta durante la EFT (modificado de
Valdés-Cruz et al., 2019).

Con base en este antecedente, la EFT en la rata debe generar un campo eléctrico de
0.45-0.5 mV/mm capaz de penetrar 7-9 mm para alcanzar estructuras como el
hipocampo, amigdala y corteza piriforme (Paxinos & Watson, 2006). En 2011, Besio y
colaboradores registraron cambios en el voltaje del hipocampo ventral de la rata en
respuesta a corrientes crecientes de EFT. A partir de estos datos, los autores estimaron
la intensidad del campo eléctrico que la EFT generaba en el hipocampo ventral (W. Besio
et al., 2011).

Con base en estos antecedentes la EFT aplicada en este proyecto consistié en pulsos
cuadrados simétricos bifasicos, de 200 ps de duracion, 100 us de interfase, a 300 Hz, por

2 min con una intensidad de corriente de 1.5 mA.

4.6. Experimento 1: Evaluar la expresion de GPP en areas cerebrales
especificas durante las diferentes fases del KEA.

Este experimento nos permitié evaluar la expresion de GPP en estructuras de interés
durante el proceso de epileptogénesis inducido por el KEA. Antes de iniciar, se realizo el
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implante de animales piloto para verificar la correcta localizacion del electrodo de

estimulacién amigdalina. Tanto las fases a evaluar como las estructuras se definieron con

base en la propagacion de la actividad epileptiforme descrita en la seccién 1.4. El disefio

experimental esta representado en la figura 10.

4.6.1.Grupos experimentales

Grupo kindled (n=5): Los animales fueron estimulados diariamente hasta presentar
3 crisis consecutivas de fase V. A continuacion, fueron sacrificados mediante
decapitacion 24 h después de la ultima crisis fase V y se realizo la diseccién de
corteza frontal e hipocampo del hemisferio ipsi- y contralateral con respecto a la
amigdala estimulada. El tejido recolectado fue almacenado a -70 °C hasta la

determinacién de la expresion proteica de GPP mediante western blot.

Grupo fase Il (n=5): Este grupo se manipul6 al igual que el grupo kindled excepto
gue los animales fueron estimulados diariamente hasta presentar la primera crisis
convulsiva de fase lll. El tejido se obtuvo de la misma forma que el grupo kindled
excepto que los animales fueron sacrificados 24 h después de presentar la primera

crisis convulsiva de fase Ill.

Grupo fase | (n=5): Este grupo fue manipulado al igual que el grupo fase lll,
excepto que a los animales Unicamente se les determiné el UPD. El tejido se
obtuvo de la misma forma que el grupo fase Il excepto que los animales fueron

sacrificados 24 h después de determinar el UPD.

Grupo naive (n=5): Los animales fueron manipulados al igual que el grupo fase |
del experimento 1 excepto que no fueron sometidos al implante quirdrgico de los
electrodos ni recibieron estimulacion eléctrica. El tejido se obtuvo de la misma

forma que el grupo fase | excepto que los animales fueron sacrificados 24 h
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después del ultimo dia de habituacion. Los resultados de este grupo fueron

considerados como condicién control.

Grupo Fase | Gruplt;l Fase
.
7 dias de recuperacion KEA diario
| | | : | | | = Sacrificio
Cirugia Dia0
24 h después
. Grupo Naive PN Hipocampo
C=_~ Corteza frontal
Manipulacién . i
} } Sacrificio _,, Western blot
Dia0 Dia 8 :

n=5 por grupo

Figura 10 Disefio experimental para evaluar la expresion de GPP en areas
cerebrales asociadas con la propagacion de las crisis convulsivas en diferentes fases
del KEA. Se obtuvieron 3 grupos experimentales de ratas previamente implantadas y
sometidas al protocolo de KEA. Se realizo el sacrificio y diseccion de las estructuras
de interés 24 h después de la ultima manipulacion y se cuantifico la expresion proteica
de GPP mediante western blot. Los datos fueron comparados contra los obtenidos de
un grupo naive, el cual nicamente fue habituado.

4.6.2.Cuantificacion de GPP mediante Western blot

El Western blot es una técnica sensible y semicuantitativa que permite analizar
cambios en la expresion proteica incluso cuando ocurre en el rango de picogramos

(Ghosh et al., 2014). Con los anticuerpos correctos, el Western blot es una técnica muy
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sensible y especifica, razones por las cuales se eligio para evaluar cambios en la

expresion de GPP durante la epileptogénesis inducida por EKA.

Las muestras de tejido cerebral fueron homogenizadas en solucién amortiguadora de
lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA y 0.1% Triton X-100) con un
coctel de inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) en bafio frio a
4 °C. A continuacion, los homogenados fueron centrifugados a 14,000 x g durante 10 min
a 4 °Cy el sobrenadante (extracto proteico total) fue recuperado, dividido en alicuotas y
almacenado a -70 °C hasta su uso. La concentracion proteica de los extractos fue
evaluada mediante el método de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
utilizando albumina de suero bovino (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) como
estandar. Las muestras (50 pg) fueron hervidas por 5 min a 95 °C en solucion
amortiguadora de Laemmli (500 mM Tris-Hcl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 10%-
mercaptoetanol y 0.1% azul de bromofenol). La electroforesis se llevé a cabo en solucion
amortiguadora de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1% SDS, pH 8.3; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) a 85 V por 30 min y 100 V por 2 h en un gel de
electroforesis de SDS-poliacrilamida (7.5%). La electrotransferencia se realiz6 a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF; Immun-Blot, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) a 0.6 A por 30 min en solucion amortiguadora de transferencia (25
mM Trizma base, 250 mM glicina 'y 20% etanol, pH 8.3). La union inespecifica se bloqued
por 1 h a 4 °C con solucion blogueadora al 5% (Blot-QuickBlocker, EMD Millipore,
Oakville, Ontario, CA, USA) disuelta en solucién amortiguadora TBS-T (20 mM Tris, 500
mM NacCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5). Las membranas se incubaron toda la noche con los
anticuerpos primarios a 4 °C con agitacion leve. Los anticuerpos utilizados fueron:
monoclonal de conejo anti-GPP (1:1000; Cat. Ab170904; Abcam, Walthman, MA, USA),
monoclonal de conejo anti-actina (1:1000; Cat. Ab179467; Abcam, Walthman, MA, USA).
Todos los anticuerpos primarios fueron diluidos en soluciéon amortiguadora TBS (20 mM
Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5). Después de la incubacion se realizaron 3 lavados con
solucion amortiguadora TBS-T a 4 °C por 5 min cada uno. A continuacion, se realizé la
incubacion del anticuerpo secundario HRP cabra anti-conejo 1gG (1:5000 y 1:10,000 para
GPP y actina, respectivamente) por 2 h a 4 °C. El anticuerpo secundario fue diluido en

solucion amortiguadora TBS. Posterior a la incubacion, se realizaron 3 lavados con
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solucion amortiguadora TBS a 4 °C por 5 min cada uno. Finalmente, las membranas
fueron incubadas en una solucién de peréxido/luminol (Clarity Western ECL substrate,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) a temperatura ambiente por 5 min. La sefal
quimo luminiscente fue normalizada usando actina como proteina constitutiva,
obteniendo asi un radio de expresion relativa. Todas las muestras se analizaron por

duplicado.

Los resultados de este experimento fueron comparados mediante andlisis de varianza
de una via y prueba post hoc de Tukey. Ademas, la expresion relativa de GPP y los datos
del KEA (UPD, dias de estimulo, duracion de la posdescarga y frecuencia de espigas)
fueron sometidos al analisis de correlacion de Spearman. La significancia estadistica se
establecié p<0.05. El analisis estadistico y la construccion de graficos se realizaron
utilizando GraphPad Prism v.8.01 (GraphPad Software Inc., Boston, MA, USA).

4.7. Experimento 2: Determinar si la aplicacion de EFT diaria modifica la
progresion del KEA en rata

El objetivo de este experimento fue determinar si la aplicacion de EFT diaria
inmediatamente después de cada estimulo del KEA modificaba la progresion de este.

4.7.1.Grupos experimentales

- Grupo K + EFT (n=5): Después de la recuperaciéon, se determiné el UPD de
acuerdo con lo descrito en la seccion 4.3. y 24 h después inicié el protocolo de
KEA diario. Inmediatamente después de cada estimulo KEA se aplicé la
estimulacién EFT a través del disco central y el anillo externo utilizando un
estimulador Grass S88 (Grass, MA, USA). Este procedimiento se repitio
diariamente por 20 dias y se registré la actividad electroencefalografica y la

conducta de acuerdo con lo descrito en las secciones 4.3.y 4.4.
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Grupo kindled (n=5): Los animales fueron manipulados al igual que el grupo K +
EFT excepto que no recibieron estimulacion EFT y el protocolo terminé cuando

presentaron 3 crisis convulsivas de fase V consecutivas.

Grupo EFT (n=5): Los animales fueron manipulados al igual que el grupo kindled
excepto que Unicamente recibieron la EFT diariamente por 20 dias.

4.8. Experimento 3: Analizar el efecto de la EFT diaria durante el KEA en

la concentracion proteica de GPP en areas cerebrales especificas
durante el KEA.

Este experimento nos permitio evaluar el efecto de la aplicacién diaria de EFT durante

el KEA en la concentracidn proteica de GPP en areas cerebrales especificas. El disefio

experimental se muestra en la Figura 11. Las estructuras se definieron con base en la

propagacion de la actividad epileptiforme descrito en la seccién 1.4.

4.8.1.Grupos experimentales

Grupo K + EFT (n=5): Se utilizaron a los animales del grupo K + EFT del
experimento 3 (seccion 4.4.1.). Los animales fueron sacrificados mediante
decapitacion 24 h después de la dltima manipulacion y se realiz6 la diseccion de
corteza frontal e hipocampo de los hemisferios ipsi- y contralateral, con respecto a
la amigdala estimulada. El tejido recolectado se utilizé para determinar la

concentracion proteica de GPP mediante Elisa (seccion 4.5.2.).
Grupo kindled (n=5): Se utilizaron a los animales del grupo kindled del experimento

3 (seccidn 4.4.1.). La obtencion del tejido y el analisis de la concentracion proteica

se realiz6 al igual que en grupo K + EFT.
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- Grupo EFT (n=5): Se utilizaron a los animales del grupo EFT del experimento 3

(seccion 4.4.1.). La obtencion del tejido y el andlisis de la concentracion proteica

se realizo al igual que en grupo kindled.

- Grupo naive (n=5): Los animales fueron manipulados al igual que el grupo EFT del

experimento 3 (seccion 4.4.1.) excepto que no fueron sometidos al implante

quirargico de los electrodos ni recibieron estimulacion eléctrica. La obtencion del

tejido y el analisis de la concentracion proteica se realizé al igual que en grupo

EFT. Los resultados de este grupo fueron considerados como condicion control.

Grupos
experimentales
UPD Dia 20
Cirugia
Recuperacion KEA + EFT
} } t » Sacrificio
0 8 20
UPD FaseV FaseV FaseV
Kindled - Cirugia
Recuperacion KEA e
F + »  Sacrificio
0 8
Inicio EFT Dia 20
EFT - Cirugia
‘ Recuperacién ' EFT diaria > Sacrificio
0 8
Naive |
Manipulacién

% Sacrificio

n=5 por grupo

Figura 11 Disefio experimental

para evaluar

8

la asociacion entre

24 h después

H

Hipocampo
Corteza frontal

4

Elisa

el efecto

antiepileptogénico de la EFT y la concentracion proteica de GPP en areas cerebrales
involucradas en la propagacién de las crisis convulsivas.
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4.8.2.Ensayo de Elisa

Para cuantificar la concentracion proteica se eligio realizar un ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzima (ensayo de Elisa), pues esta técnica es muy sensible
y eficiente para hacer determinaciones cuantitativas de proteinas especificas dentro de
una mezcla compleja (Sakamoto et al., 2018). El ensayo se realiz6 de acuerdo con las
instrucciones del proveedor (US Biological Life Sciences Cat. 353596). De forma breve,
se homogenizaron las muestras con solucion amortiguadora de lisis (9 ml por cada gramo
de tejido) en frio. A continuacion, las muestras fueron centrifugadas por 5 min a 5000 x g
a4 °Cy el sobrenadante fue recolectado. Se realizaron 2 lavados de la placa con solucion
de lavado y se cargaron 100 uL de cada concentracién de la curva estandar y de las
muestras diluidas (1:10 en solucién de dilucién). Se realizé una incubacion de 90 min a
37 °C seguida por dos lavados. Después, se realizo la incubacion de biotina (100 pL por
pozo) durante 1 h a 37 °C. La incubacién terminé mediante 3 lavados y se afiadieron 100
UL por pozo de solucion de trabajo que fue incubada por 30 min a 37 °C. Por ultimo, se
realizaron 5 lavados y se afiadieron 90 pL de sustrato TMB a cada pozo. La placa se
cubrié de la luz por 5 min y se realizo la lectura a 450 nM inmediatamente después de
agregar la solucién de detencion (50 uL). La curva de calibracion permitié calcular la
concentracion proteica (ng/ml) de cada muestra a partir de la densidad Optica.

Los resultados de este experimento fueron comparados mediante andlisis de varianza
de una via y prueba post hoc de Tukey. Ademas, la expresion relativa de GPP y los datos
del KEA (UPD, dias de estimulo, duracion de la posdescarga y frecuencia de espigas)
fueron sometidos al analisis de correlacién de Spearman. La significancia estadistica se
establecio p<0.05. El andlisis estadistico y la construccién de graficos se realizaron
utilizando GraphPad Prism v.8.01 (GraphPad Software Inc., Boston, MA, USA).
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5. Resultados

Los ensayos preliminares revelaron que los electrodos de estimulacion eléctrica estaban
colocados en la amigdala basolateral. De acuerdo con lo anterior, la estimulacion
eléctrica de dicha estructura evocé cambios conductuales asociados con las crisis

limbicas de origen amigdalino descritas por Racine (Racine, 1972).

5.1. La epileptogénesis inducida por KEA se asocio con aumento en la
expresion de GPP en areas cerebrales involucradas con la
propagacion de las crisis convulsivas

El grupo naive no presenté ningin cambio conductual durante la habituacion. El
analisis por western blot mostré un indice de expresion relativa de GPP (GPP/actina)
similar en ambos hipocampos (0.12 + 0.014 y 0.14 + 0.03 hipocampo derecho e izquierdo,
respectivamente). El analisis de corteza frontal mostré un indice relativo de expresion de
0.13 + 0.023 y 0.12 + 0.018 en hemisferio derecho e izquierdo, respectivamente (Figura
14).

El grupo fase | presenté un UPD de 284 + 92 pA. Durante la determinacién del UPD,
el registro de la actividad electrogréfica de la amigdala revelé que la posdescarga tuvo
una duracion de 3.11 + 1.7 s con una frecuencia de 1.3 + 0.15 espigas por segundo
(Figuras 12 y 13). No se registré actividad epileptiforme en los electrodos epidurales. El
analisis por western blot mostré un incremento del 85% en la expresion relativa de GPP
en el hipocampo ipsilateral a la amigdala estimulada (0.24 + 0.048, p<0.001 vs grupo
naive). No se encontraron cambios en la expresion relativa en el hipocampo contralateral
(0.16 + 0.02, p>0.05 vs grupo naive) o en las cortezas cerebrales (0.10 + 0.054 y 0.15 +
0.04 en corteza frontal ipsi- y contralateral, respectivamente, ambas p>0.05 vs grupo

naive) (Figura 14). No se encontraron correlaciones estadisticamente significativas.

En el grupo fase lll, el UPD fue 341 + 132 pA (p > 0.05 vs grupo fase 1) y fueron
necesarios 4 + 1 estimulos tipo kindling para evocar la primer crisis fase Ill (Figura 12).

El registro electrogréfico revel6 que la primera crisis fase Il se asocid a una posdescarga
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de 13.31 + 7.14 s (p>0.05 vs grupo fase I) con frecuencia de 2.13 + 0.25 (p<0.001 vs
grupo fase 1) espigas por segundo en la amigdala estimulada. La actividad epileptiforme
se propag6 a la corteza frontal y dur6 13.1 + 6.68 s con frecuencia de 1.67 + 0.76 espigas
por segundo (Figura 13). El andlisis por western blot evidencié que la expresion relativa
de GPP aumento6 en 58.9% y 57.14% en hipocampo ipsi- y contralateral a la amigdala
estimulada (0.20 + 0.03 y 0.22 + 0.049, ipsi- y contralateral, respectivamente, ambos
p<0.05 vs grupo naive y p>0.05 vs grupo fase I). No se encontraron cambios en la
expresion relativa de GPP en corteza frontal (0.2 + 0.057 y 0.16 + 0.039, ipsi- y
contralateral, respectivamente, p>0.05 vs grupo naive y grupo fase 1) (Figura 14). El

analisis de correlacion no evidencio ninguna correlacion estadisticamente significativa.

El UPD del grupo kindled fue 446 + 125 pA (p>0.05 vs grupos fase | y fase Ill) y se
requirieron 15 + 1 estimulos tipo kindling para alcanzar el estado kindled (Figura 12).
Durante la ultima crisis fase V, la posdescarga registrada en la amigdala estimulada duré
75.29 + 44.63 s (p<0.01 vs grupo fase 11l y p<0.001 vs grupo fase I) y tuvo una frecuencia
de 2.26 + 0.07 (p<0.001 vs grupo fase | y p>0.05 vs grupo fase lll). La posdescarga
propago a la corteza frontal y durdé 74 + 42.43 s (p<0.05 vs grupo fase Ill) con frecuencia
de 2.2 + 0.11 (p>0.05 vs grupo fase lll) espigas por segundo (Figura 13). La expresion
relativa de GPP aumentd 92% en hipocampo ipsilateral y 90% en hipocampo contralateral
(0.249 + 0.035 y 0.271 + 0.06, p<0.001 y p<0.01 vs grupo naive, ipsi- y contralateral,
respectivamente). Con respecto a la corteza frontal, el andlisis por western blot mostro
aumento del 93% y 143% en ambos hemisferios (0.26 + 0.07 y 0.299 + 0.04, p<0.01y
p<0.001 vs grupo naive, ipsi- y contralateral, respectivamente) (Figura 14). El andlisis de
correlacion revel6 que la expresion relativa de GPP en hipocampo contralateral se
correlacion6 de forma positiva con la frecuencia de espigas durante las crisis de fase V
(Figura 15).
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Figura 12 Aumento progresivo de las fases asociadas al proceso de
epileptogénesis inducida por KEA. La grafica representa el cambio conductual (media +
DE) evocado por la estimulacion tipo kindling en cada ensayo. n=5 para todos los grupos.
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Figura 13 Aumento progresivo en la duracion de la posdescarga y frecuencia de
espigas durante el proceso de epileptogénesis inducida por KEA. Los datos representan
media + DE. En los paneles superiores se muestra la duracién de la posdescarga y la
frecuencia de espigas (espigas por segundo) del registro de la amigdala durante el KEA.
Los paneles inferiores muestran los datos obtenidos del registro en corteza frontal. Los
datos se presentan de acuerdo con las fases I, Il y V de la escala de Racine. n=5 para
todos los grupos.
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Figura 14 Aumento progresivo en la expresion proteica de GPP durante la
epileptogénesis inducida por KEA. Las graficas representan el indice de expresion de
GPP (media + EE) con respecto a actina en hipocampo (paneles superiores) y corteza
frontal (paneles inferiores). Las estructuras ipsilaterales se encuentran en la columna
izquierda y las contralaterales a la amigdala estimulada en la columna derecha. En el
grupo naive, las estructuras derechas representan hemisferio ipsilateral y las estructuras
izquierdas el hemisferio contralateral pues no se realizé el implante del electrodo de
estimulacion. Las imagenes representativas de la deteccion de GPP y su respectivo
control de carga se encuentran en la parte superior de cada grafico. Cada muestra fue
evaluada por duplicado. La diferencia estadisticamente significativa entre grupos se
representa por *p<0.05, *p<0.01, y **p<0.001. Analisis de varianza y prueba de Tukey.
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Figura 15 Grafica que muestra la correlacidon positiva entre la expresion relativa de
GPP en hipocampo contralateral y la frecuencia de espigas en amigdala durante las crisis
fase V del grupo kindled.

5.2. La EFT aplicada inmediatamente después de cada estimulo tipo
KEA evita la propagacion de las crisis convulsivas

El grupo EFT no presentd ningdn cambio conductual o alteracion
electroencefalogréafica (Figura 17) durante la aplicacién diaria de EFT por lo que no se
incluyé en la grafica de la figura 16. El UPD del grupo kindled fue 356 + 73 pA'y requirieron
15 + 3.1 estimulos para alcanzar el estado kindled (Figura 16). Durante la dltima crisis
convulsiva fase V, la posdescarga en la amigdala dur6o 88.27 + 18.16 s y tuvo una
frecuencia de 3.14 + 0.26 espigas por segundo. La posdescarga propagé a la corteza
donde duré 70.11 + 34.1 s y tuvo una frecuencia de 2.2 + 0.26 espigas por segundo
(Figura 17). EIUPD del grupo K + EFT fue 284 + 71 pA (p>0.05 vs grupo kindled). Durante
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el protocolo experimental, la aplicacion de estimulos K + EFT solo evocaron crisis
convulsivas de fase | y Il (Figura 16). Durante la dltima estimulacion eléctrica, la
posdescarga de la amigdala duré 6.14 + 4.6 s (p<0.001 vs Ultima crisis convulsiva del
grupo kindled) y tuvo una frecuencia de 1.6 + 0.46 espigas por segundo (p<0.001 vs
altima crisis convulsiva del grupo kindled) (Figura 17). La posdescarga de este grupo

nunca propago a la corteza frontal.

V -

IV -

Progreso del KEA

I | | |
0 3 10 19 20

Dias de estimulo

@ Kindled @ K+EFT

Figura 16 Gréfica que representa el efecto de la EFT aplicada inmediatamente
después de cada estimulo tipo kindling. La grafica representa el cambio conductual
evocado (media + DE) por la estimulacion tipo kindling en cada ensayo. El grupo EFT no
esta incluido pues no presenté cambios conductuales durante el protocolo.
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Figura 17 Trazos representativos de los grupos kindled, K+EFT y EFT. Los paneles
muestran trazos representativos de la posdescarga de cada en el dltimo dia de
estimulacién. En el grupo kindled, el trazo muestra actividad ritmica y de alto voltaje en
amigdala y ambos electrodos corticales. En contraste, el grupo K + EFT muestra actividad
ritmica y de alto voltaje de corta duracion solo en amigdala. En el grupo EFT no se aprecia
actividad epileptiforme, Unicamente el registro testigo de la estimulacion focal
transcraneal. AM: amigdala ipsilateral, CxC: corteza frontal contralateral, Cxl: corteza
frontal ipsilateral, EFT: registro de sincronia de la estimulacion focal transcraneal, KEA:
kindling eléctrico amigdalino.

5.3. La EFT evita el aumento en la concentracién proteica de GPP
durante la epileptogénesis inducida por KEA

El ensayo Elisa revel6 que en el grupo naive la concentracién proteica de GPP fue
48.05 + 12.61 ng/ml en hipocampo derecho, 39.99 + 8.63 ng/ml en hipocampo izquierdo,
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66.03 + 15.27 ng/ml en corteza frontal derecha y 50.47 + 10.03 ng/ml en corteza frontal
izquierda (Figura 18). En el grupo EFT, la concentracion proteica de GPP fue similar al
grupo naive en todas las estructuras analizadas (50.31 + 15.5 y 54.22 + 6.78 ng/ml,
hipocampo ipsi- y contralateral, respectivamente; 60.55 + 8.88 y 59.75 + 10.69 ng/ml,
corteza frontal ipsi- y contralateral, respectivamente; p>0.05 en todas las comparaciones)
(Figura 18). En el grupo kindled, la concentracion proteica de GPP aumento6 en todas las
estructuras analizadas: 132% en hipocampo ipsilateral (111.6 + 27.1 ng/ml, p<0.001 vs
grupos naive y EFT), 138% en hipocampo contralateral (95.31 + 24.17 ng/ml, p<0.001 vs
grupos naive y EFT), 51% en corteza frontal ipsilateral (99.92 + 32.63 ng/ml, p>0.05 vs
grupo naive y p<0.05 vs grupo EFT) y 92% en corteza frontal contralateral (97.3 + 13.76
ng/ml, p<0.001 vs grupo naive y p<.0.01 vs grupo EFT) (Figura 18). El andlisis del tejido
del grupo K + EFT mostr6 que la concentracion proteica de GPP se mantuvo similar a la
obtenida en el grupo naive en ambos hipocampos (0.39% y 6%, 48.24 + 9.97 y 52.94 +
3.32 ng/ml, ipsi- y contralateral a la amigdala estimulada, respectivamente, p>0.05 vs
grupo naive y p<0.001 vs grupo kindled) y en ambas cortezas frontales (-0.7% y 3%,
62.73 +8.17y 62.29 + 12.7 ng/ml, ipsi- y contralateral, respectivamente, p>0.05 vs grupo
naive y p<0.05 vs grupo kindled) (Figura 18).
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Figura 18 Concentracion proteica de GPP en hipocampo y corteza frontal ipsi- y
contralateral. A comparacion del grupo kindled, el grupo K + EFT no presentd aumento
en la concentracion proteica de GPP en ninguna estructura analizada. La gréfica
representa la concentracion media + EE de GPP en hipocampo (paneles superiores) y
corteza frontal (paneles inferiores) ipsi- y contralaterales al sitio de estimulacion de los
grupos experimentales. En el grupo naive, las estructuras derechas representan el
hemisferio ipsilateral y las estructuras izquierdas el hemisferio contralateral pues no se
realizo el implante de electrodos. La diferencia estadistica se indica por: *p<0.05 y
***p<0.001 vs grupo naive, @p<0.05, @@p<0.01 y @@@p<0.001 vs grupo EFT; ¢p<0.05,
€4p<0.01 y 4%4p<0.001 vs grupo K + EFT. Andlisis de varianza con prueba de Tukey.
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6. Discusion

Los resultados del presente trabajo mostraron que la epileptogénesis inducida por
KEA esta asociada con incrementos progresivos en la expresion de GPP. Este
incremento es dependiente de la estructura cerebral y de la severidad de las crisis
convulsivas. Por otro lado, el efecto antiepileptogénico de la EFT durante el KEA estuvo
asociado con la intensidad del campo eléctrico y la inhibicion de la sobreexpresion de la
GPP.

6.1. Epileptogénesis inducida por KEA

La aplicacion diaria de estimulos eléctricos en la amigdala basolateral indujo cambios
electrograficos y conductuales asociados a crisis convulsivas de origen limbico que
incrementaron en severidad. La progresion reportada en este estudio es similar a lo
reportado por otros autores (Goddard et al., 1969; Liu et al., 2013; Rocha, Ackermann,
et al., 1996) y por el grupo de investigacion del laboratorio de neurofisiologia del control

y la regulacién del Instituto Nacional de Psiquiatria (Dominguez Zafiga, 2018).

La progresion del KEA se asocia al reclutamiento de diversas estructuras cerebrales
a la red aberrante durante la propagacion de la actividad epileptiforme (Blumenfeld et al.,
2007; Corcoran et al., 1975; Hewapathirane & Burnham, 2005). El mecanismo molecular
que media la adquisicion del KEA estd centrado en la plasticidad neuronal por
sobreliberacion de glutamato (Minamoto et al., 1992; Peterson et al., 1983; Trommer &
Pasternak, 1990). Se asume que la aplicacidon de estimulos eléctricos provoca la
despolarizaciébn de las terminales sinapticas generando un incremento en la
concentracion extracelular de glutamato. Esto debido a que la aplicacion de glutamato en
la amigdala es capaz de inducir el kindling y el bloqueo de receptores NMDA evita la
progresion de este (Mori & Wada, 1987; Trommer & Pasternak, 1990) . El glutamato
activa receptores NDMA permitiendo la entrada de calcio a la terminal postsinaptica. En
las neuronas del hilus, el aumento intracelular de calcio es capaz de iniciar mecanismos

de muerte neuronal (Cavazos et al., 1994; Cavazos & Sutula, 1990; Sato et al., 1988Db;
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Trommer & Pasternak, 1990). En respuesta a la muerte de células hilares, las células
granulares activan mecanismos de rearborizacién que son capaces de generar circuitos
aberrantes (Cavazos et al., 1991). Por otro lado, la acumulacién intracelular de calcio en
neuronas glutamatérgicas induce mecanismos de potenciacién a largo plazo que incluyen
incrementos en la densidad y cinética de los receptores NDMA (Cavazos et al., 1994;
Cavazos & Sutula, 1990; Kamphuis et al., 1986; Kghr et al., 1993; Mody et al., 1988; Mody
& Heinemann, 1983, 1987; Sato et al., 1988b; Sato et al., 1990; Trommer & Pasternak,
1990). Asi, la plasticidad neuronal y la formacién de circuitos aberrantes se asocian con
el aumento en la estimulacion glutamatérgica en respuesta al siguiente estimulo eléctrico,

facilitando el reclutamiento de nuevas estructuras cerebrales.

El mecanismo fisiopatolégico del KEA le da la validez de constructo, pues replica los
hallazgos reportados en pacientes con epilepsia del I6bulo temporal (Andrioli et al., 2007;
Fisher et al., 1998; Schmeiser et al., 2017). Conductualmente, el KEA presenta la validez
apariencia, pues las crisis de fase | y Il comparten caracteristicas conductuales con las
crisis limbicas observadas en pacientes con epilepsia del I6bulo temporal. Mientras que,
las fases IV y V se manifiestan de forma similar a las crisis tonico-clonicas observadas
en pacientes con epilepsia (McNamara, 1989). Por ultimo, el KEA presenta la validez
predictiva al ser reconocido como un modelo de tamizaje de farmacos anticrisis para el
tratamiento de la epilepsia del I6bulo temporal y de tratamientos antiepileptogénicos
(Loscher et al., 1997; Loscher & Rundfeldt, 1991; McNamara, 1989; Stables et al., 2003).

6.2. La epileptogénesis inducida por KEA se asocio con aumento en la
expresion de GPP en areas cerebrales involucradas con la
propagacion de las crisis convulsivas

Los resultados del experimento 1 revelaron la epileptogénesis inducida por KEA esta
asociada con incrementos progresivos en la expresion de GPP. Este incremento es

dependiente de la estructura y de la severidad de las crisis convulsivas.

Diversos ensayos han demostrado que existe un aumento en la expresion de GPP en

tejido cerebral resecado de pacientes epilepsia farmacorresistente (Fonseca-Barriendos
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et al., 2022; Lazarowski et al., 1999; Marchi et al., 2004; Tishler et al., 1995). En estos
pacientes, la sobreexpresion de GPP en elementos de la BHE limitaria la acumulacién
de farmacos anticrisis en el parénquima cerebral, reduciendo su eficacia y, por lo tanto,
facilita el fenotipo de farmacorresistencia (Potschka et al., 2001, 2002; Potschka &
Loscher, 2001). Mientras que, la expresion de GPP en células parenquimales se ha
propuesto como un mecanismo compensatorio para aumentar la supervivencia celular en
condiciones citotoxicas (Marchi et al., 2004; Volk, Burkhardt, et al., 2004; Wang et al.,
2018; Wick et al., 2004). Se han descrito hallazgos similares en modelos animales de
crisis convulsivas repetidas, en los cuales existe sobreexpresion de GPP en BHE y
neuronas (Auzmendi et al., 2013; Lazarowski et al., 2004; Merelli et al., 2019; Volk,
Burkhardt, et al., 2004). Recientemente, Pérez-Pérez y colaboradores describieron que
una sola crisis convulsiva es suficiente para inducir la sobrexpresién de GPP en corteza
cerebral e hipocampo de la rata (Pérez-Pérez etal.,, 2021), sugiriendo que la
sobreexpresion de GPP no ocurre unicamente en crisis convulsivas repetidas o en
epilepsia farmacorresistente. Asi mismo, Rocha y colaboradores demostraron que existe
sobrelibreracién de glutamato en la amigdala en respuesta a una dosis subconvulsivante
de PTZ (Rocha, Briones, et al., 1996). Nuestros resultados muestran por primera vez que,
la GPP se sobreexpresa durante la epileptogénesis inducida por KEA. Este cambio es
evidente desde la primer posdescarga y depende del area cerebral involucrada en el
proceso de epileptogénesis y la severidad de las crisis convulsivas.

6.2.1.Mecanismos moleculares asociados a la sobreexpresion de GPP

La sobreexpresion de GPP puede estar inducida por diversos mecanismos,
incluyendo la hipoxia (Merelli et al., 2019; Wang et al., 2019), neuroinflamacion (Bauer
et al., 2007, 2008), hipoglucemia y/o la liberacion excesiva de glutamato (Bankstahl et al.,
2008; Bauer et al., 2008), todas ellas presentes durante la actividad convulsiva (Bateman
et al., 2008; Das et al., 2012; During & Spencer, 1993; Moseley et al., 2010; Vezzani &
Granata, 2005). La actividad epileptiforme se asocia con un aumento en la secrecion de
glutamato. El glutamato actia sobre canales NMDA y estos, al ser activados, permiten la

entrada de sodio y calcio (Sato et al., 1988b; Trommer & Pasternak, 1990). Ademas de
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inducir mecanismos de plasticidad (LTP, long term potentiation) y neurotoxicidad, el calcio
intracelular activa la ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2) y esta enzima induce la
sobreexpresion de GPP. Aunque se desconoce la cascada de sefializacion de esta via,
la administracion de inhibidores de la COX-2 evit6 la sobreexpresion de GPP in vivo e in
vitro (Bauer et al., 2008; van Vliet et al., 2010). Ademas de inducir la expresion de GPP,
la activacion de la COX-2 genera prostanoides que actian sobre receptores acoplados a
proteinas G y disminuyen el dimetro de los vasos sanguineos promoviendo la hipoxia
ictal y postictal (Farrell et al., 2017) (Figura 1). Durante la actividad convulsiva, existe un
estado transitorio de hipoxia debido a la bradipnea, al aumento en la demanda de O2 y/o
disminucién del flujo sanguineo (Farrell et al., 2017; Lacuey et al., 2018; Pittau et al.,
2013; GWang et al., 2019). Esta alteracion en la disponibilidad de oxigeno induce la
activacion de factores de transcripcion como el factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a) y
el factor nuclear kappa b (NF-kB). Es importante mencionar que ambos factores son
capaces de translocar al nucleo e inducir la expresion de la GPP (Caltana et al., 2009;
Kaewpila et al., 2008; Merelli et al., 2019; G. Wang et al., 2019). Merelli y colaboradores
demostraron que exponer neuronas a un pulso citotoxico de glutamato (0.03 mM) indujo
la translocacion al nacleo de HIF-1a y NF-kB y la subsecuente sobreexpresion de GPP
en ausencia de hipoxia (Merelli et al., 2019) (Figura 19). Por ultimo, en pacientes con
epilepsia existe una relacion entre hipometabolismo y el foco epiléptico que, por su alto
valor predictivo, se ha utilizado para delimitar la zona epileptogénica (Dienel et al., 2023;
Ponisio et al., 2021). De forma similar, en el modelo de KEA se ha descrito que existe
hipometabolismo en las estructuras limbicas ipsilaterales durante las fases tempranas (0-
) (Y. Wang et al., 2014). Se ha demostrado que la hipoglucemia induce la sintesis de
especies reactivas de oxigeno (ERO) a través de la activaciéon de canales NDMA en
cultivos neuronales (Paramo et al., 2010). En lineas celulares humanas, la hipoglucemia
fue capaz de inducir la sintesis de ERO, la activacién y translocaciéon de HIF-1a y NF-kB
al nucleo, y la subsecuente sobreexpresion de GPP (Seebacher et al., 2015) (Figura 19).
Estos antecedentes muestran que durante la actividad convulsiva existe un
microambiente que induce la expresion de GPP en el tejido cerebral y favorece la

hiperexcitabilidad.
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Figura 19 Mecanismos moleculares presentes durante la actividad convulsiva
asociados a la sobreexpresion de GPP.

6.2.2.Mecanismos epigenéticos asociados a la sobreexpresion de GPP

Los microRNA (miR) son cadenas de RNA no codificante de una longitud menor a 22
nucleodtidos, que regulan la traduccién del RNAm interactuando con la region 3" de la
regién no codificante de los RNAm (Bartel, 2004). Se han descrito cientos de miR en los
mamiferos y se estima que regulan la traduccién de un tercio de las proteinas (L. P. Lim
et al., 2005). Alteraciones en la expresidon de miR se han asociado con distintas
enfermedades neurodegenerativas (Eacker et al., 2009; Saugstad, 2010) y la epilepsia
(J. Wang & Zhao, 2021). Jiménez-Mateos y colaboradores describieron que 21 miR
estaban sobreexpresados y 12 miR presentaban disminucion en la expresion den el
hipocampo de ratones 24 horas después del status epilepticus (Jimenez-Mateos et al.,
2011). Entre los miR sobreexpresados se encontraban miR-146 y miR-27. Zhang y
colaboradores reportaron que el miR-146 se encontraba elevado desde las primeras 24

horas después del status epilepticus y alcanzaba el maximo nivel de expresion a los 7
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dias acompafado por sobreexpresion de GPP, periodo asociado a la epileptogénesis de
este modelo. Ademas, los autores reportaron que el tratamiento con el inhibidor del miR-
146 evitd la sobreexpresion de GPP, redujo la expresion de enzimas asociadas a la
apoptosis, disminuyo la expresion de citocinas proinflamatorias y de la fosforilacion de
P65, la subunidad del NF-kB que actua sobre el promotor del gen de la GPP (Zhang et al.,
2018). Omran y colaboradores también hallaron sobreexpresion de miR-146 en
hipocampo de pacientes con ELT farmacorresistente y durante el periodo latente (periodo
de epileptogénesis) post status epilepticus en ratas inmaduras (Omran et al., 2012). En
células endoteliales cerebrales humanas, la administracion exdgena de miR-27 aumenté
la expresion de GPP. El miR-27 inhibe la glucégeno sintasa cinasa-3 (GSK-3, glycogen
synthase kinase-3), permitiendo la interaccién de las proteinas Wnt en la superficie
celular y la estabilizaciéon de la B-catenina. La B-catenina transloca al nacleo y actia sobre
el promotor de la GPP (Hammad et al., 2022; Lim et al., 2008). Interesantemente, no solo
los miR son capaces de regular la expresion de GPP. Los RNA largos no codificantes
(RNAInc) son cadenas con una longitud mayor a 200 nucleétidos que regulan la expresion
génica actuando sobre los RNA, proteinas o compitiendo contra los miR (Matsui & Corey,
2017). En tejido hipocampal de ratones se demostrd que existe incremento en la
expresion de GPP y RNAInc H19 hasta 48 horas después del status epilepticus. Ademas,
los autores indujeron el knock down de H19 mediante la administracién de un adenovirus
21 dias antes del status epilepticus. Los resultados revelaron que inhibir el RNAInc H19
evitd la sobreexpresion de GPP en varias regiones del hipocampo y que este efecto
dependia de la regulacion de la via NF-kB (Xie et al., 2023). Estos antecedentes muestran
que existen mecanismos epigenéticos que son capaces de regular la expresion de GPP

durante la actividad convulsiva.

6.2.3.Sobreexpresion de GPP durante la adquisicion del KEA:
propagacion de la actividad epileptiforme

Un hallazgo interesante de este trabajo fue que la determinacion del UPD en animales
naive indujo la sobreexpresion de GPP en el hipocampo ipsilateral al sitio de estimulacion.

Ensayos previos han mostrado que en las fases tempranas del KEA (0-1) la actividad
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epileptiforme se propaga al hipocampo ipsilateral incluso en una red previamente sana
(Hewapathirane & Burnham, 2005; Wang et al., 2014). Ademas de la propagacion de la
actividad epileptiforme, las estructuras ipsilaterales muestran hipometabolismo 24 h
después de la determinacion del UPD (Wang et al., 2014). Es importante mencionar que
el hipometabolismo es considerado un biomarcador del cambio en el consumo de
glicégeno, alta demanda metabdlica y actividad neuronal (Dalsgaard et al., 2007; Dienel
et al.,, 2023; Rothman et al., 2022) (discutido en la seccién 6.2.1.). Por lo tanto, la
sobreexpresion de GPP en las etapas tempranas del KEA es consecuencia del ambiente
que favorece la hiperexcitabilidad, caracterizado por el aumento en la concentracion
extracelular de glutamato, K* y ERO (DiNuzzo et al., 2017; Rahman et al., 2000; Swanson
& Choi, 1993). Con respecto al grupo fase lll, la sobreexpresion de GPP estuvo presente
en ambos hipocampos. Experimentos previos han mostrado que las crisis convulsivas de
fase Ill se manifiestan cuando la actividad epileptiforme propaga por primera vez al
hipocampo contralateral (Hewapathirane & Burnham, 2005) y esta asociado con
incremento en la concentracion extracelular de glutamato en el hipocampo ipsilateral
(Minamoto etal.,, 1992). Ademés, en el hipocampo contralateral se ha descrito
hipometabolismo 24 h después de la primera crisis convulsiva de fase Ill, sugiriendo que
existe esta estructura ha sido reclutada a la red neuronal aberrante (Y. Wang et al., 2014).
En el grupo kindled, la GPP se sobreexpresé en ambos hipocampos y cortezas frontales,
ipsi- y contralaterales al sitio de estimulacion. La sobreexpresion de GPP en corteza
frontal podria ser consecuencia del reclutamiento de dicha estructura durante las crisis
convulsivas de fase V (Blumenfeld et al., 2007; Corcoran et al., 1975). Ademas, las crisis
convulsivas de fase V estan asociadas con aumento en la liberacion de glutamato en la
amigdala e hipocampo durante los periodos ictal e interictal (Batten et al., 2017; Kaura
et al., 1995; Luna-Munguia et al., 2011; Minamoto et al., 1992) y mayor conectividad entre
la amigdala y corteza frontal (Blumenfeld et al., 2007; Corcoran et al., 1975). Estos
antecedentes muestran que la propagaciéon de la actividad epileptiforme y la progresién
del KEA se asoci6 con la sobreexpresion de GPP. Interesantemente, se encontré una
correlacion positiva entre la frecuencia de espigas durante las crisis de fase V y la

sobreexpresiéon de GPP en el hipocampo contralateral. Esta correlacion sugiere que la
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hipersincronizacion de las redes neuronales aberrantes esta asociada con la

hiperexcitabilidad hipocampal mediada por la sobreexpresion de GPP.

6.2.4.Hiperexcitabilidad asociada a la expresion neuronal de GPP

La sobreexpresion neuronal de GPP ha sido asociada con hiperexcitabilidad y, por lo
tanto, podria facilitar la epileptogénesis (Czornyj et al., 2021). Esta hipotesis surge a partir
de los hallazgos donde describen que la expresion de GPP modifica el potencial de
membrana en reposo de las células (Auzmendi et al., 2013; Hoffman et al., 1996; Luz
et al., 1994; Wadkins & Roepe, 1997). Aunque se desconoce el mecanismo exacto por el
cual ocurre esta alteracion, se ha propuesto diversos mecanismos. Primero, la GPP actta
modulando canales de cloro dependientes de volumen (VGAC, volumen-gated anion
channels). La GPP comparte estructura similar a los VGAC vy la transfeccion de dicha
proteina activa corrientes anionicas rectificadoras. Asi, la expresion de GPP podria
modificar la concentracién intracelular de cloro favoreciendo la hiperexcitabilidad
(Valverde et al.,, 1992; Vanoye et al., 1999; Wadkins & Roepe, 1997). Otra hipétesis
plantea que la GPP actia modificando el pH celular. Con base en experimentos
realizados en distintas lineas celulares se observé que la expresion de GPP no
modificaba Unicamente el potencial de membrana en reposo, sino que también
incrementa el pH celular. Aunque se desconoce el mecanismo por el cual la GPP
presenta dicho efecto, los autores proponen que pudiera ser consecuencia del
incremento en la permeabilidad a cloro (Hoffman et al., 1996; Luz et al., 1994). Por ultimo,
la GPP es capaz de actuar como flippasa, lo cual explica sus sustratos lipofilicos. Asi, la
GPP puede intercambiar cadenas cortas de fosfolipidos de la membrana interna a la
membrana externa. Entre dichos fosfolipidos se encuentra la fosfatidilserina, el Unico
fosfolipido con carga negativa. Por lo tanto, la accién de flippasa de la GPP eliminaria la
carga negativa que brinda la fosfatidilserina disminuyendo el potencial de membrana en
reposo (Ma et al., 2022; Romsicki & Sharom, 2001).

Nuestros resultados muestran por primera vez que existe sobreexpresion de GPP

durante la epileptogénesis inducida por KEA en areas cerebrales involucradas en la
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propagacion de las crisis convulsivas. La sobreexpresion de GPP en dichas estructuras
puede estar favoreciendo la hiperexcitabilidad y favoreciendo la epileptogénesis. Sin
embargo, una limitacion importante de nuestro estudio es que no realizamos el analisis
de expresion de GPP por tipo celular. Ensayos futuros deberan enfocarse en analizar la
expresion neuronal de GPP durante la epileptogénesis y el desarrollo de
hiperexcitabilidad. Cabe mencionar que ensayos previos han evaluado la expresion
neuronal de GPP durante el KEA sin encontrar cambios (Seegers et al., 2002a; Volk,
Potschka, et al., 2004). Este resultado puede ser consecuencia del intervalo entre la
tltima estimulacion y el analisis del tejido, la especificidad del anticuerpo y las variables
del protocolo (Volk et al., 2005).

6.3. La EFT aplicada inmediatamente después de cada estimulo KEA
evita la propagacion de las crisis convulsivas

Nuestros experimentos replicaron los resultados publicados previamente
demostrando que la aplicacion de EFT inmediatamente después de cada estimulo tipo
kindling interfiere con la progresion del KEA, evitando la generalizacion de las crisis
convulsivas (Valdés-Cruz et al., 2019). En este estudio, la intensidad de corriente de la
EFT fue determinada a partir de la estimacion de la intensidad del campo eléctrico que
mostré el efecto antiepileptogénico en gato. A continuacion, se estimé la intensidad de
corriente necesaria para generar el campo eléctrico de la misma magnitud en a rata sin
inducir dafos tisulares (Besio et al., 2010, 2011; Luby et al., 2014; Mucio-Ramirez &
Makeyev, 2017). Nuestros resultados muestran que 0.4 mV/mm de intensidad del campo
eléctrico replicé el efecto antiepileptogénico en otra especie.

6.3.1.Propiedades biofisicas de la EFT

El campo eléctrico aplicado sobre un tejido es capaz de generar cambios en la
distribucion de potenciales eléctricos sobre una regién tridimensional poblada de

procesos neuronales denominada volumen de tejido activado (VTA) (Hofmann et al.,
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2011; Ng et al., 2023). Sin embargo, la distribucion dentro del campo tridimensional no
es homogénea y presenta anisotropia, es decir, las neuronas proyectan en diferentes
direcciones y no presentan las mismas propiedades biofisicas (o conductividad) a lo largo
del axén. Por lo tanto, el efecto del campo eléctrico sobre el tejido dependera
conductividad y de las propiedades intrinsecas de cada neurona, incluyendo la dimensién
del axén, mielinizacion y el periodo refractario (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). Los
modelos computacionales hacen uso de estas variables para reportar los diferentes
efectos que la neuromodulacién puede ejercer en un tejido. En la siguiente seccién se
analizaran los distintos parametros que componen la EFT para integrar el efecto
observado en este trabajo. El estimulo de EFT consistié en un tren de 2 minutos de
duracion, a 300 Hz, de pulsos cuadrados simétricos y bifasicos de 200 ps de duracién,
con un desfase de 100 us y a una intensidad de corriente de 1.5 mA. La frecuencia 6ptima
de la neuroestimulacion depende de las propiedades intrinsecas de las neuronas blanco
gue se quieren estimular. Para la EFT, el objetivo era desincronizar las neuronas durante
la actividad epileptiforme, por lo que se utilizé una frecuencia alta (300 Hz) para lograr el
desacople soma-axon e interferir con la despolarizacién (Hofmann et al., 2011; Ng et al.,
2023). El voltaje se define como la diferencia en el potencial eléctrico entre dos puntos,
mientras que la corriente se define como el flujo de particulas en un medio. La
estimulacién con voltaje fijo depende de la acumulacion de cargas entre dos puntos, sin
embargo, esta sujeta a la impedancia (fuerza que se opone al flujo eléctrico) del tejido. El
uso de corriente fija elimina la variable de impedancia del tejido permitiendo administrar
a todos los sujetos la misma cantidad de energia (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023).
La amplitud (1.5 mA) se define como la maxima magnitud de estimulacién durante el
pulso. La amplitud definira el VTA, la magnitud de la respuesta y la dispersién del campo
eléctrico (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). El ancho de pulso se define como la
duracion el pulso de estimulacion (200 ps). El ancho de pulso define la carga administrada
al tejido pues es el tiempo que la corriente esta siendo administrada y estéa relacionada
con el VTA (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). Los pulsos bifasicos se componen de
un pulso catédico y un pulso andédico. La corriente catodica es capaz de despolarizar las
dendritas e hiperpolarizar el axén de una neurona dispuesta en vertical. La corriente

anddica hiperpolariza las dendritas y despolariza el axén. Por lo tanto, el efecto de la
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corriente bifasica sera la activacion selectiva de neuronas de acuerdo con su orientacion
espacial (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). La forma de la onda (cuadrada) define
la administracién de carga a lo largo del tiempo. Los pulsos simétricos (misma duracion
e intensidad) aseguran que el flujo de corriente evita la administracion neta de carga al
tejido, evitando la degradacion y el dafio (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). Por
altimo, el desfase permite aumentar la eficacia de la corriente catodica y anddica
(Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). Con base en esto, el efecto de la EFT sobre las
redes neuronales dependera de la conductividad y de las propiedades intrinsecas de las

neuronas expuestas al campo eléctrico.

6.3.2.Mecanismo propuesto en el efecto antiepileptogénico de la EFT

La progresion del KEA esta asociada con incremento en la liberacion de glutamato y
la activacion de receptores NMDA (Minamoto et al., 1992; Peterson et al., 1983; Rocha,
Briones, et al., 1996; K. Sato et al., 1988b). Aunque se desconocen los mecanismos que
modulan el efecto antiepileptogénico de la EFT, existe evidencia de que la EFT es capaz
de reducir la liberacién excesiva de glutamato en el hipocampo durante el status
epilepticus inducido por pilocarpina (Santana-Gomez etal., 2015). Evitar la
sobreliberacion de glutamato durante la actividad epileptiforme prevendria la activacion
de mecanismos de plasticidad neuronal que estan asociadas con el reclutamiento de
estructuras cerebrales involucradas en la propagacion de las crisis convulsivas durante

la progresion del KEA (Figura 20).
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Figura 20 Mecanismo propuesto en el efecto antiepileptogénico de la EFT. El
glutamato es esencial para inducir mecanismos de plasticidad neuronal que permiten la
propagacion de la actividad epileptiforme durante la adquisicion del KEA. Existe evidencia
mostrando que la EFT evita la sobreliberacion de glutamato durante la actividad
epileptiforme. Por lo tanto, inhibir la sobreliberacién de glutamato durante el KEA evitaria
la induccion de mecanismos de plasticidad involucrados en la propagacion de las crisis
focales.

Otro mecanismo que podria estar involucrado en el efecto antiepileptogénico de la
EFT es el blogueo de conduccién axonal. Este efecto ocurre en respuesta a la aplicacién
de estimulos de alta frecuencia (>50 Hz) provocando la desincronizacién de potenciales
de accién. Aunque la estimulacién de baja frecuencia se asocia con activacion neuronal,
la estimulacion de alta frecuencia no es capaz de inducir la activacion neuronal. El
blogueo de conduccion axonal esta asociado con el incremento en la concentracion
extracelular de potasio. Este cambio en la acumulacién de cargas genera la inactivacion
ténica de los canales de sodio y provoca que no se puedan generar potenciales de accion.
(Bikson et al., 2001; Jensen & Durand, 2009). La EFT, por ser un estimulo de alta
frecuencia, provocaria la inactivacion de grupos neuronales necesarios para la
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propagacion de la actividad epileptiforme, evitando la generalizacion de las crisis

convulsivas.

Por dltimo, resultados preliminares han mostrado que una sola aplicacion de EFT
modula la expresion génica en ratas naive. El analisis de mRNA revel6 que la EFT se
asocié al incremento en la expresion de NSF y disminucién en la expresiéon de Sema3b
en la corteza cerebral y aumento en la expresion de Acsm5 en el hipocampo de ratas
naive (Pérez-Pérez et al., 2022). Sema3b es una proteina asociada con la atraccion y
repulsion axonal, lo cual sugiere que la EFT estd modulando la plasticidad neuronal
(Julien et al., 2005). En linea con esto, NSF es una proteina involucrada en la formacion
de vesiculas presinapticas y el trafico de receptores a la membrana celular. Ademas,
mutaciones en este gen se han asociado a encefalopatias epilépticas pediatricas (Suzuki
et al., 2019; Whiteheart et al., 1994). Acsm5 es una enzima que pertenece a la familia de
sintetasas de coenzima A y participa en el metabolismo de los acidos grasos (Watkins
et al., 2007). Sin embargo, existe poca informacion sobre el rol de estas proteinas y su
relevancia fisiopatolégica en la epilepsia y epileptogénesis. Estos resultados preliminares
sugieren que una sola administracion de EFT es capaz de modular cascadas de
neuroplasticidad, neuroinflamacion y neurotransmisién gabaérgica y glutamatérgica. Por
lo tanto, el efecto antiepileptogénico también podria estar asociado con la modulacion de
la expresion génica. Sin embargo, ensayos futuros deberan estudiar la expresion proteica

en respuesta a la EFT y su relevancia en la epileptogénesis.

6.3.3.Ventana de tiempo y otros tipos de neuromodulacion

Existe evidencia mostrando que otros tipos de neuroestimulacién invasiva han sido
efectivos inhibiendo la epileptogénesis. La estimulacion del nicleo medial del tracto
solitario evita la generalizacion de las crisis convulsivas inducidas mediante KEA en gato
(Magdaleno-Madrigal et al., 2002). En la estimulacion del nervio vago se reportaron
resultados similares (Fernandez-Guardiola etal.,, 1999). La administracion de
estimulacién de baja frecuencia (LFS, low frequency stimulation) aplicada en el foco

inmediatamente después de cada estimulo tipo kindling interfiri6 con la progresiéon del
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KEA (Liu et al., 2013; Wang et al., 2014; Wu et al., 2008). Este mismo grupo de autores
analizaron la propagacion de la posdescarga y el metabolismo de la glucosa en distintas
areas durante la adquisicion del KEA. Con esos datos concluyeron que el sistema limbico
forma una red focal temprana de propagacién de la posdescarga durante las primeras
etapas del KEA (Y.Wang et al., 2014). Apoyando esta hipétesis, aplicar la LFS después
de la posdescarga o cuando se presentaron crisis fase II-1ll no modifico la progresion del
KEA e incremento la severidad de las crisis convulsivas (Wang et al., 2014; Wu et al.,
2008). De forma similar, la aplicacion de EFT antes del estimulo tipo kindling no retraso
la epileptogénesis en gatos (Valdés-Cruz et al., 2019) y no retraso la epileptogénesis si
se administraba a partir de la fase Il en ratas (Dominguez Zuiiga, 2018). Estos
antecedentes muestran que existe una ventana de tiempo critica para la aplicacion de la

neuromodulacion.

6.4. La EFT evita el aumento de la proteina GPP durante la
epileptogénesis inducida por KEA

Nuestros resultados muestran que el efecto antiepileptogénico de la EFT esta
asociado con evitar la sobreexpresion de GPP en areas cerebrales involucradas con la
propagacion de las crisis convulsivas. La EFT podria estar evitando la sobreexpresion de
GPP modulando mecanismos como la hipoxia, inflamacion, hipoglucemia, y/o la

liberacion excesiva de glutamato, discutidas en la seccién 6.2.

En un modelo de hipoxia transitoria, la aplicacién de estimulacién por corriente directa
(ECD) mejord¢ la latencia de escape de los ratones en el laberinto acuatico de Morris. Este
efecto estuvo asociado a cambios en la expresion de 180 genes involucrados en la
cascada de sefializacion de las neurotrofinas. Entre los genes cuya expresion disminuia
se encontraba NF-kB, proteina capaz de inducir la expresion de GPP (Lee et al., 2022;
Merelli et al., 2019; Seebacher et al., 2015). La ECD también ha sido evaluada en
modelos de traumatismo craneoencefalico en ratén. Bragina y colaboradores aplicaron
16 sesiones de ECD iniciando 3 semanas después de inducir el traumatismo. Los autores

reportaron que la ECD atenuo el déficit motor y del aprendizaje inducidos por la lesion. El
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efecto terapéutico de la ECD estaba asociado con dilatacion de las arteriolas,
aumentando el flujo sanguineo y la oxigenacién en la region cerebral dafiada (Bragina
et al., 2018).

Con respecto a la inflamacion, Ethridge y colaboradores describieron que la ECD
redujo la concentracion de interferon-y (IFN-y), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e
interleucina 1B (IL-1B) en cerebro de rata naive. Interesantemente, estos efectos fueron
observados incluso cuando las sesiones de ECD fueron espaciadas hasta por 3
semanas, mostrando que el efecto antiinflamatorio es de larga duracion (Ethridge et al.,
2022). Resultados similares reportaron Zuo y colaboradores en un modelo de estrés
cronico impredecible en ratones. En este modelo de depresion, los autores reportaron
que la aplicacion diaria de EMT (estimulaciébn magnética transcraneal) por 4 semanas
revirtié el estado proinflamatorio inducido por el modelo, reduciendo la concentracion
proteica de interleucina-6 (IL-6), TNF-a e IL-1B en hipocampo. Ademas, los autores
también reportaron que la EMT disminuy6 la expresion de componentes asociados a la
cascada de sefializacion TLR4/NF-kB, la cual se ha demostrado es capaz de modular la
expresion de GPP (Tang etal.,, 2022; Zuo etal., 2022). En linea con el potencial
antiinflamatorio de la neuroestimulacién, Dhaynaut y colaboradores mostraron que la
aplicacion de 20 sesiones de ECD disminuy® la activacion microglial y la acumulacion de
proteina Tau fosforilada en pacientes con enfermedad de Alzheimer (Dhaynaut et al.,
2022). Por ultimo, Rueger y colaboradores reportaron que 5 y 10 sesiones de ECD
catddica fueron capaces de inducir la expresion de marcadores de respuesta inmune
innata y de aumentar la proliferaciéon de células madre neuronales en corteza cerebral,
mostrando que la ECD era capaz de modular la respuesta inmune y promover la
neuroproteccion (Rueger etal., 2012). Con respecto a la EFT, Pérez-Pérez y
colaboradores realizaron un analisis de componentes principales y de enriqguecimiento de
vias y reportaron que una sola sesion de EFT en ratas naive fue capaz de modular a las
vias asociadas con la neurotransmision glutamatérgica y la respuesta inflamatoria (Pérez-
Pérez et al., 2022).

La neuroestimulacion es capaz de modular el metabolismo de la glucosa. La

aplicacion de EMT, en baja y alta frecuencia, en una sola sesion de 30 minutos fue capaz
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de aumentar la captacién de 8-Fluor-Fluorodeoxiglucosa (*8F-FDG) en el hipocampo de
ratas naive. A partir de este hallazgo, los autores sugieren que el hipocampo juega un
papel importante en los efectos inducidos por este tipo de neuroestimulacion (Parthoens
et al., 2014). De forma similar, la aplicacion de LFS aumentd la captacion de 8F-FDG en
amigdala, estriado, hipocampo, corteza piriforme y corteza entorrinal en ratas.
Interesantemente, estas estructuras se caracterizan por presentar hipoglucemia durante

las fases tempranas del kindling (Wang et al., 2014).

Existen evidencias mostrando que la neuroestimulacion modula la transmision
glutamatérgica. Santana-Gémez y colaboradores aplicaron intensidad de corriente
crecientes y cuantificaron la liberacion de glutamato en hipocampo ventral de animales
naive. Los autores reportaron que existe una correlacion negativa entre la intensidad de
corriente de la EFT y la concentracion de glutamato extracelular. Ademas, los autores
evaluaron el efecto de la EFT en la liberacion de glutamato durante el status epilepticus.
Los resultados muestran que, a pesar de iniciar después del establecimiento del status
epilepticus, la EFT evita la sobreliberacion de glutamato y que este efecto se mantiene
incluso después de suspender la neuromodulacién (Santana-Gomez et al., 2015). De
forma similar, Ghafouri y colaboradores evaluaron el efecto de la LFS en la plasticidad
sindptica de ratas kindled. Los autores observaron que la aplicacion de LFS disminuyo la
excitabilidad pues fue capaz de inhibir la reduccion en el umbral de excitacion

glutamatérgica y evito la sobreexpresion de la subunidad NR2A (Ghafouri et al., 2019).

Estos antecedentes muestran que la neuromodulacion es capaz de evitar la
sobreexpresion de GPP modulando mecanismos como la hipoxia, inflamacion,
hipoglucemia, y/o la liberacién excesiva de glutamato. Sin embargo, a pesar de que el
mecanismo de accién de los distintos tipos de neuromodulacién es similar, se requieren
futuros ensayos para evaluar el efecto de la EFT sobre cada uno de los mecanismos
discutidos.
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7. Conclusiones

1) La epileptogénesis inducida por KEA esta asociada con incrementos progresivos
en la expresion de GPP. Estos cambios son dependientes de la estructura y

severidad de las crisis convulsivas.

2) El efecto antiepileptogénico de la EFT esta asociado con la intensidad del campo

eléctrico que se induce en las estructuras subcorticales.

3) Evitar la sobreexpresion de GPP durante la epileptogénesis esta asociado con el

efecto antiepileptogénico de la EFT.

Estos hallazgos son prometedores pues la EFT representa una novedosa
estrategia de neuromodulacion no invasiva en pacientes con alto riesgo de
epileptogénesis. Futuros estudios deberan ser realizados en vistas de la aplicacion

clinica.
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. Perspectivas

Evaluar la expresion neuronal de GPP durante la epileptogénesis inducida por
KEA. La hipotesis de la epileptogénesis inducida por la sobreexpresion de GPP
esta basada en la expresion neuronal de dicha proteina. Sin embargo, nuestros
experimentos fueron realizados en tejido completo por lo que futuros ensayos
deberan enfocarse en analizar la expresion neuronal de GPP durante la progresion
del KEA.

Investigar si la sobreexpresion de GPP facilita la epileptogénesis. La expresion
neuronal de GPP se asocia a disminucion del potencial de membrana en reposo
de las neuronas, promoviendo un estado de hiperexcitabilidad. Por lo tanto, se
propone analizar cambios en la excitabilidad del tejido en relacion con la expresion
de GPP inducida por el KEA.

Determinar los parametros 6ptimos de la EFT. Los parametros de estimulacion de
la EFT en este proyecto fueron determinados con base en los hallazgos reportados
en gatos. Sin embargo, se desconocen los parametros Optimos para inducir los
efectos anticonvulsivos y antiepileptogénicos. Se sugiere realizar ensayos para
determinar la intensidad y duracién optima de la EFT, asi como investigar la

duracioén de sus efectos.

. Analizar la expresion periférica de GPP. Existe evidencia mostrando que la
actividad convulsiva es capaz de inducir la sobreexpresion periférica de GPP. En
cardiomiocitos, la sobreexpresion de dicha proteina induce alargamiento del
intervalo QT y arritmias, por lo que ha sido asociada con la muerte subita
espontanea del paciente con epilepsia (SUDEP). Con base en nuestros hallazgos,
es posible que la sobreexpresiéon de GPP en tejido cardiaco ocurra desde la

primera crisis convulsiva y esté asociada con la epileptogénesis.
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5. Aplicacion clinica de la EFT. El efecto antiepileptogénico de la EFT en gatos y
ratas estd asociado con la intensidad del campo eléctrico que la estimulacion
induce en estructuras subcorticales. Con base en estos antecedentes, la EFT
podria aplicase en pacientes con alto riesgo de desarrollar epileptogénesis.

6. La EFT evita la sobreexpresion de GPP. El efecto antiepileptogénico de la EFT
esta asociado con evitar la sobreexpresion de GPP en estructuras cerebrales
involucradas en la propagacion de las crisis convulsivas. De forma similar, Pérez-
Pérez y colaboradores describieron que la EFT evita la sobreexpresion de GPP
inducida por una crisis convulsiva generalizada y restaura la respuesta a farmacos
anticrisis. Por lo tanto, la aplicacién repetida de EFT deberia ser evaluada en
modelos de epilepsia farmacorresistente en vista de su aplicacion clinica.

7. Investigar si existen efectos adversos inducidos por la aplicacion de EFT crénica.
Existen estudios mostrando que la EFT es segura. Sin embargo, estos estudios
aplicaron la EFT de forma aguda (5 dias seguidos) o de forma crénica pero
intermitente (5 aplicaciones en 1 mes). Por lo tanto, futuros estudios deberan ser

realizados para determinar la seguridad de la EFT como tratamiento crénico.

8. La EFT ha mostrado efectos anticonvulsivos en modelos de crisis severas y status
epilepticus. Ademas, los electrodos conceéntricos tripolares son capaces de
registrar la actividad electroencefalogréafica (W. G. Besio et al., 2007b; W. Besio &
Liu, 2011). Por lo tanto, la EFT podria ser utilizada para aplicar un paradigma de
estimulaciéon de asa cerrada. Este tipo de paradigma ha mostrado efectos
benéficos tanto en modelos animales de epilepsia como en pacientes con epilepsia
farmacorresistente(Kang et al., 2022; Parastarfeizabadi & Kouzani, 2017,
Sabersky et al., 2018). Considerando las ventajas de la EFT con respecto a otros
tipos de neuromodulacion, se debe estudiar el efecto de la EFT en modelos de

crisis espontaneas.
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Abstrack Recent evidence suggests that P-glycoprotein (P-gp) overexpression mediates hyperex-
citability and is associated with epileptogenesis. Transcranial focal electrical stimulation (TFS) delays
epileptogenesis and inhibits P-gp overexpression after a generalized seizure. Here, first we measured
P-gp expression during epileptogenesis and second, we assessed if TFS antiepileptogeniceffect was
related with P-gp overexpression avoidance. Male Wistar rats were implanted in right basolateral
amygdala and stimulated daily for electrical amygdala kindling (EAK), P-gp expression was as-
sessed during epileptogenesis in relevant brain areas. Stage I group showed 85% increase in P-gp
in ipsilateral hippocampus (p < 0.001). Stage III group presented 58% and 57 % increase in P-gp in
both hippocampi (p < 0.05). Kindled group had 92% and 90% increase in P-gp in both hippocampi
(p < 0.01), and 93% and 143% increase in both neocortices (p < 0.01). For the second experiment,
TFS was administrated daily after each EAK stimulation for 20 days and P-gp concentration was
assessed. No changes were found in the TFS group (p > 0.05). Kindled group showed 132% and
138% increase in P-gp in both hippocampi (p < 0.001) and 51% and 92% increase in both cortices
(p < 0.001). Kindled + TFS group presented no changes (p > 0.05). Our experiments revealed that
progression of EAK is associated with increased P-gp expression. These changes are structure-specific
and dependent on seizure severity. EAK-induced P-gp overexpression would be associated with
neuronal hyperexcitability and thus, epileptogenesis. P-gp could be a novel therapeutical target to
avoid epileptogenesis. In accordance with this, TFS inhibited P-gp overexpression and interfered with
EAK. An important limitation of the present study is that P-gp neuronal expression was not evaluated
under the different experimental conditions. Future studies should be carried out to determine
P-gp neuronal overexpression in hyperexcitable networks during epileptogenesis. The TFS-induced
lessening of P-gp overexpression could be a novel therapeutical strategy to avoid epileptogenesis in
high-risk patients.

Keywords: P-glycoprotein; epile ptogenesis; neuromod ulation; hippocampus; neocortex; kindling; TFS

1. Introduction

P-glycoprotein (P-gp) is a 170 KDa transmembrane protein member of the ABC trans-
porter family [1]. Under physiological conditions, P-gp is expressed in several organs such
as the colon, kidneys, liver, among others [2,3]. In the central nervous system, P-gp is
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expressed in the endothelial cells and astrocyte foot process of the blood brain barrier (BBB);
and the choroid plexus [4-8]. P-gp expression in these cells has been related to protection
of the brain parenchyma from cytotoxic damage [9,10]. However, P-gp overexpression
in epilepsy has been associated with multidrug-resistant phenotype [11-15]. Aberrant
expression of P-gp in neurons has been described in brain tissue resected from patients
with drug-resistant epilepsy and an animal model of severe seizures [12,16-18]. P-gp
overexpression may be induced by several mechanisms including hypoxia [19,20], neuroin-
flammation [21,22], and/or excessive glutamate release [22,23], all conditions associated
with seizure activity [24-28].

On the other hand, transcranial focal electrical stimulation (TFS) via tripolar concentric
ring electrodes (TCRE) is a novel noninvasive neuromodulation strategy. TFS focuses on
the electrical stimulation, with a uniform current density, directly below the electrode
generating electric fields in subcortical regions without adverse effects [29-33]. TFS reduce
the convulsive activity induced by several drugs [34-38]. Santana-Gomez and colleagues
found that TFS reduced the seizure activity and lessens the excessive glutamate release
during pilocarpine-induced status epilepticus [39].

Meanwhile, Pérez-Pérez and colleagues found that TFS restitutes the anticonvulsive
effects of phenytoin in an animal model of pharmacoresistant seizures with P-gp over-
expression. In addition, these authors found that TFS applied before the induction of a
single generalized seizure avoids P-gp overexpression in both hippocampi and cerebral
cortices [38]. Concerning epileptogenesis, it was found that TFS applied immediately after
each electrical amygdala kindling (EAK) stimulation avoids the evolution of this process in
cats, and this effect lasted several weeks after TFS cessation [40].

For the present study, we suggest that the progressive augmentation of neuronal
excitability during epileptogenesis correlates with gradual P-gp overexpression. This hy-
pothesis is supported because P-gp expressed in neurons may alter the resting membrane
potential as a consequence of changes in the volume-gated chloride channels, the cellular
PH, and acting as a lipid flippase [41-45]. We also suggest that TFS avoids P-gp over-
expression during epileptogenesis. Here, we aimed to assess P-gp expression through
epileptogenesis induced by EAK in both hippocampi and frontal cortices, areas related to
seizure propagation in the rat brain [46-49]. We also investigated if the antiepileptogenic
effect of TFS avoids the EAK-induced P-gp overexpression.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (300-350 g body weight), individually housed and maintained under
environmentally controlled conditions (12 h light/dark cycles, 22 °C) with food and water
ad libitum were used in the present study. All experiments were approved by the ethics
committee of the National Institute of Psychiatry Ramon de la Fuente Muiiiz (project
NC123240.1) and performed according to the Mexican law for the care and use of laboratory
animals (NOM-062-ZO0-1999).

2.2. Experiment 1: Evaluation of P-gp Expression during EAK-Induced Epileptogenesis

Surgery was performed with a mixture of Zoletil 50 (50 mg/kg IM) and xylazine
hydrochloride (12 mg/ kg IM). Stainless steel tripolar electrodes, insulated except at the tip,
were stereotaxically implanted in the right basolateral amygdala (AP-2.8, L + 4.8, V-8.5) [50].
Two tips of the tripolar electrodes were used for electrical stimulation and the third tip
was used for signal recording, Two epidural electrodes were also placed in both prefrontal
cortices for electrographic recording. Additionally, three ground screws were implanted.
All electrodes and ground screws were soldered into one header and the entire preparation
was fixed to the skull with dental acrylic. Rats were allowed to recover for 7-10 days before
any manipulation and were treated with oral antibiotics (enrofloxacin 12 mg/kg).
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2.2.1. Experimental Groups

Kindled group (n = 5). After recovery, after-discharge threshold (ADT) was estimated.
Then, daily EAK stimulation was applied until three consecutive stage V seizures were
elicited. Animals were decapitated 24 h after the last stage V seizure and resection of the
ipsi- and contralateral hippocampi and neocortices was performed. All tissue was stored at
—70 °C until used to assess P-gp expression by Western blot (Figure 1).

Stage | group

R R

7 days of recovery Daily EAK
b et} Sacrifice
Surgery Dayo0
24 h after
' &2 N
) . Naive group i Hippocampus
=" ! Frontal cortex
Manipulation i -y
Sacrifice :
Day 0 Day 8 '

Figure 1. Experimental protocol designed to evaluate P-gp expression during EAK-induced epilep-
togenesis. The kindled group was stimulated daily until three consecutive stage V seizures were
evoked. The stage III group was stimulated daily until the first stage IIl seizure was evoked. The stage
I group only received the ADT determination. The naive group was manipulated as the previous
group, but no surgery nor electrical stimulation were performed. All animals were sacrificed 24 h
after the last manipulation. The ipsi- and contralateral hippocampi and frontal cortices were obtained
for subsequentestimation of protein expression by Western blot. n= 5 per group.

Stage III group (n = 5). The experimental manipulation was as described above, except
that animals were decapitated 24 h after the first stage III seizure.

Stage I group (n = 5). Animals were manipulated as described above, except that they
were decapitated 24 h after the ADT estimation.

Naive group (n = 5). Rats were handled as the stage I group. However, no surgery or
electrical stimulation were performed. Results obtained from this group were considered
as control condition.

2.2.2. ADT, EAK, and EEG

Tvo tips of the tripolar electrode implanted in the right basolateral amygdala were
used for ADT determination. The electrical stimulation (1 ms monophasic square pulses at
60 Hz for 1 s) started at 100 pA through a S11 stimulator (Grass, MA, USA). The current
intensity was increased by 20% every 3 min until the animals presented ipsilateral eye
blink accompanied by a brief afterdischarge (34 s) [51]. Daily EAK started the following
day using the ADT parameters previously determined and behavioral assessment was
performed according to the Racine’s scale [52]. Electrographic activity from the epidural
and amygdala electrodes was recorded using a 78 E polygraphic equipment (Grass, MA,
USA), preamplified and band-pass filtered between 3 and 300 Hz, and acquired on-line
(500 Hz sampling frequency) using an analog to digital conversion system (ADQSCH).
Signal analysis was conducted off-line using a computational program (ADQ8CH, Mexico
City, Mexico). Both the analog to digital conversion system and the software were custom
made [40,53]. All signal analysis was performed offline.
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2.2.3. Western Blotting

Western blot is a sensitive semi quantitative technique that allows us to identify
changes in protein expression even if they are expressed in picograms. With proper
antibodies, this technique is highly sensitive and specific and thus, was chosen to assess
P-gp expression during EAK-induced epileptogenesis [54].

Brain samples were homogenized in lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, and 0.1% Triton X-100) with a protease inhibitor cocktail (Roche
Diagnostics GmbH, Germany) in a cold bath at 4 °C. Then, homogenates were centrifuged
at 14,000 g for 10 min at 4 °C and the supernatant (total protein extract) was immediately
collected, aliquoted, and frozen at 70 °C until use. Protein concentration was assessed
in the extracts according to the Bradford method (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) using bovine serum albumin (BSA) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) as
standard. Samples (50 ug) of total protein extract were boiled for 5 min at 95 °C in Laemmli
buffer (500 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 10% B-mercaptoethanol, and 0.1%
bromophenol blue). Electrophoresis was carried out in running buffer (25 mM Tris, 192 mM
glycine, and 0.1% SDS, pH 8.3; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) at 85V for 30 min
and 100V for 2 h SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (7.5%). The electrotransference
was done on a polyvinylidene difluoride membrane (Immun-Blot, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) at 110 V for 30 min using transfer buffer (25 mM Trizma base, 250 mM
glycine, and 20% methanol, pH 8.3). Unspecific binding was blocked for 1 hat 4 °C with
a 5% blocking solution (Blot-QuickBlocker, EMD Millipore, Oakville, Ontario, CA, USA)
in TBS-T buffer (20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5). The membranes
were incubated overnight with the primary antibodies at 4 °C with gentle shaking, used
as follows: rabbit monoclonal anti-P-gp (1:1000; Cat. ab170904; Abcam, Waltham, MA,
USA) and rabbit monoclonal anti-actin (1:1000; Cat. ab179467; Abcam, Walthman, MA,
USA). All primary antibodies were diluted in TBS buffer (20 mM Tris, 500 mM NaCl,
pH 7.5). Membranes were washed 3x with TBS-T buffer at 4 °C for 5 min each and
followed by incubation with the corresponding secondary antibody HRP-goat anti-rabbit
IgG (1:5000 and 1:10,000 for P-gp and actin, respectively) for 2 h at 4 °C diluted in TBS.
Finally, the membranes were incubated in peroxide /luminol solution (Clarity Western ECL
substrate, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) at room temperature for 5 min. The
chemiluminescent data were normalized using actin as constitutive protein, resulting in an
expression ratio relative, with determinations by duplicate.

2.3. Experiment 2: Evaluation of TFS on the EAK-Induced P-gp Overexpression

This experiment was designed to assess if the antiepileptogenic effect of TFS avoids
the EAK-induced P-gp overexpression.

Experimental Groups

Kindled + TFS (K + TES) (n = 5). Surgery was performed as described previously
(Section 2.2) except that a TCRE (6 mm diameter) was placed over the sagittal suture,
between bregma and lambda. Electrodes were soldered into two headers: one for TFS
and the rest for EAK, including grounds. ADT was estimated as described in Section 2.2.2,
Thereafter, rats received EAK and immediately after, TFS was applied for 2 min (300 Hz,
200 ps biphasic square pulses at 1.5 mA) through the outer ring and the central disc
(with the middle ring floating) of the TCRE using a 588 stimulator (Grass, MA, USA).
This procedure was repeated daily for 20 days. Behavioral and EEG signals were recorded
during EAK and TFS and were analyzed as described in Section 2.2.2. Rats were decapitated
24 h after the last electrical stimulation and resection of hippocampi and neocortices (ipsi-
and contralateral) was performed (Figure 2). P-gp protein concentration was evaluated
by Elisa assay following the manufacturer’s instructions (US Biological Life Sciences Cat.
353596). An Elisa assay was chosen for this experiment as this quantitative technique has
high sensitivity and yields high throughput results [55].
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Figure 2. Experimental protocol designed to evaluate the effect of TFS on the EAK-induced P-gp
overexpression. The kindled + TFS group (K + TFS) received daily kindling stimulation immediately
followed by TFS for 20 days. The kindled group was stimulated daily until three consecutive stage V
seizures were evoked. The TFS group received daily TFS for 20 days. The naive group was manipu-
lated as the previous groups, but no surgery nor electrical stimulation were performed. Animals were
sacrificed 24 hafter the last manipulation. The ipsi- and contralateral hippocampi and frontal cortices
were obtained for subsequentestimation of protein expression by Elisa assay. 11 = 5 per group.

Kindled (n = 5). Animals were handled as described for the K + TFS group, except
that TFSwas not applied. Stimulation was stopped when rats presented three consecutive
stage V seizures and tissue collection was performed as described above.

TFS (n = 5). Animals were handled as described for the K + TFS group, except that
only TFS was applied daily for 20 days.

Naive (n = 5). Rats were handled as the TFS group. However, no surgery or electrical
stimulation were performed. Results of this group were considered as control condition.

2.4. Statistical Analysis

EAK progression, Western blot and Elisa assay data are expressed as mean =+ standard
deviation. Normality was assessed by Shapiro-Wilk test. Statistical analysis of group dif-
ferences was performed by one way analysis of variance (ANOVA), two-way ANOVA for
repeated measures followed by Tukey post hoc test and unpaired T test. Spearman’s correla-
tion analysis was performed between EAK data and Westem blot/Elisa results. Significance
level was set to p < 0.05. All statistical analysis and graph construction were performed using
GraphPad Prism Software v.8.01 (GraphPad Software Inc., Boston, MA, USA).
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3. Results
3.1. EAK-Induced Epileptogenesis Is Associated with P-gp Overexpression

The naive group did not present any behavioral modification during handling, West-
emn blot results showed that the hippocampal P-gp relative expression (P-gp/actin) was
0.12 £+ 0.014 and 0.14 =+ 0.03 right and left, respectively. As for the neocortex, the P-gp relative
expression index was 0.13 & 0.023 and 0.12 =+ 0.018 right and left, respectively (Figure 3).
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Figure 3. EAK-induced epileptogenesis is associated with P-gp overexpression. Graph represents
the expression ratio of P-gp relative to actin in the hippocampus (upper panels) and neocortex
(lower panels) ipsi- (left panels) and contralateral (right panels) to the amygdala stimulated of stage
I, stage III, and Kindled groups. Naive data represent right and left structures as no surgery was
performed. Representative images of P-gp detection and its respective loading control protein actin
are included. Data show the mean + SEM. Each sample was assessed by duplicate. Statistical
significance between groups is represented by * p < 0.05, ** p< 0.01, and *** p < 0.001. ANOVA test
with Tukey’s multiple comparisons test.

Concerning the stage I group, the ADT was 284 + 92 pA. During the ADT estimation,
the amygdala EEG recordings revealed an afterdischarge of 3.11 & 1.7 s duration with a
spike frequency of 1.3 & 0.15 spikes per second. No epileptiform activity was recorded in
the epidural electrodes. Western blot analysis revealed an 85% increased relative expression
of P-gp in hippocampus ipsilateral to the amygdala stimulated (0.24 + 0.048, p < 0.001
vs. naive group). No changes were found in the contralateral hippocampus (0.16 = 0.02,
p > 0.05 vs. naive group) nor the neocortices (0.10 £ 0.054 and 0.15 + 0.04 ipsi- and
contralateral, respectively, both p > 0.05 vs. naive) (Figure 3). Correlation analysis was
performed with the EEG data (afterdischarge duration and spike frequency), ADT and
P-gp relative expression; however, no significant correlations were found.
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The ADT for the stage III group was 341 + 132 pA (p > 0.05 vs. stage I group) and
4 + 1 kindling trials were necessary to achieve the first stage Il seizure. The first stage
III seizure was associated with an afterdischarge in the amygdala stimulated lasting for
13.31 £ 7.14 s (p> 0.05vs. stage I group) and with a spike frequency 0f2.13 £ 0.25 (p < 0.001
vs. stage I group). Electrographic recording revealed an afterdischarge propagation to
the cortex (13.1 + 6.68 s of duration with a spike frequency of 1.67 £ 0.76). Western
blot analysis revealed a 58.9% and 57.14% increase in P-gp expression in both hippocampi
(0.20 + 0.03 and 0.22 + 0.049 ipsi- and contralateral to the amygdala stimulated, respectively,
both p < 0.05 vs. naive group; p > 0.05 vs. stage I group ipsilateral hippocampus). No
changes were found in the neocortices (0.2 + 0.057 and 0.16 + 0.039, ipsi- and contralateral
respectively, p > 0.05 vs. naive group) (Figure 3). Correlation analysis was performed with
the EEG data (afterdischarge duration and spike frequency), ADT, number of kindling
trials, and p-gp relative expression; however, no significant correlations were found.

The ADT for the Kindled group was 446 + 125 pA (p > 0.05 vs. stage I and stage III
groups). A total of 15 + 1 kindling trials were applied to achieve the kindled stage. During
the last stage V seizure, the EEG recording revealed an afterdischarge of75.29 +44.63 s
of duration (p < 0.01 vs. stage III group and p < 0.001 vs. stage I group) with a spike
frequency of 2.26 & 0.07 (p < 0.001 vs. stage I group and p > 0.05 vs. stage III group).
The afterdischarge propagated to the cortex and lasted 74 + 42.43 s (p < 0.05 vs. stage III
group) with a frequency of 2.2 + 0.11 (p > 0.05 vs. stage III group). Western blot analysis
revealed a 92% and 90% increase in p-gp expression in both hippocampi (0.249 + 0.035 and
0.271 £ 0.06, p < 0.001 and p < 0.01 vs. naive group, ipsi- and contralateral to the stimulated
amygdala, respectively). As for the neocortices, a 93% and 143% increase in P-gp relative
expression was found (0.26 £ 0.07 and 0.299 =+ 0.04, p < 0.01 and p < 0.001 vs. naive group,
ipsi- and contralateral, respectively) (Figure 3). Correlation analysis revealed that higher
spike frequency during stage V seizures correlated with higher P-gp protein expression in
the contralateral hippocampus (Table 1).

Table 1. Results of the correlation analysis between data obtained during EAK and the P-gp relative
expression to actin in ipsi- and contralateral structures of the kindled group. Freq: frequency (spikes
per second), Dur: duration of the afterdischarge (seconds). Values represent the Spearman R. Bold

number indicates p < 0.05.
P-gp Kindli Stage | Stage II Stage III Stage IV Stage V
Site < ng

Expression Trials Freq Dur Freq Dur Freq Dur Freq Dur Freq Dur
Tpsilateral Hippocampus —0791 -01 08 -04 06 03 -03 -05 -08 -04 -05
Cortex —0316 -07 01 —0.4 0.6 -06 -04 -06 -06 0.5 -01

. -0, -06 -08 - -09 -0 . ; .
Caticadia Hippocampus 0.316 0.8 0.6 0.8 02 0. 01 01 01 09 06

Cortex 0 -06 -02 -04 06 -07 -03 -05 -03 06 0

3.2. TFS Avoids P-gp Overexpression during the EAK-Induced Epileptogenesis

The naive group did not present any behavioral alterations. Elisa assay revealed a P-gp
protein concentration of 48.05 + 12.61 ng/mL in the right hippocampus, 39.99 + 863 ng/mL
in the left hippocampus, 66.03 & 15.27 ng/mLin the right neocortex, and 50.47 + 13.03 ng/mL
in the left neocortex (Figure 2).

Animals of the TFS group did not present any behavioral or EEG alterations during the
daily TFS. Elisa assay revealed that this group presented similar P-gp protein concentration
in all structures analyzed (50.31 + 15.5 and 54.22 + 6.78 ng/mL, right and left hippocampi,
60.55 + 8.88 and 59.75 = 10.69 ng/mlL, right and left neocortex, respectively) compared to
the naive group(p > 0.05) (Figure 4).
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Figure 4. TFS avoids P-gp overexpression during the EAK-indued epileptogenesis. Graph represents
the P-gp protein concentration in the hippocampus (upper panels) and neocortex (lower panels) ipsi-
(left panels) and contralateral (right panels) to the amygdala stimulated of Kindled and K + TFS groups
Naive data represent right and left structures as no surgery was performed. TFS data represent ipsi- and
contralateral of the amygdala implanted. Data show the mean = SEM. Each sample was assessed by
duplicate. Statistical significance between groups is represented by * p <0.05 and *** p < 0.001 vs. naive
group; ® p <0.05,®® p < 0.01 and ¥¥® p < 0,001 vs. TFS group; & p < 0.05, = p < 0.01 and *&% p < 0,001
vs K + TFS group. ANOVA test with Tukey’s multiple comparisons test.

The ADT for the Kindled group was 356 + 73 pA and 15 =+ 3.1 kindling trials were
necessary to achieve the kindled stage (Figure 3). During the last stage V seizure, the
amygdala afterdischarge lasted 88.27 + 18.16 s and its frequency was 3.04 + 0.26 spikes
per second. The afterdischarge propagated to the cortex and lasted 70.11 & 34.1 with a
frequency of 2.2 + 0.26. Elisa assay revealed a 132% increase in the hippocampus ipsilateral
to the amygdala stimulated (111.6 £ 27.1, p < 0.001 vs. naive and TFS groups), 138% increase
in the contralateral hippocampus (95.31 + 24.17, p < 0.001 vs. naive and TES groups), 51%
in the ipsilateral neocortex (99.92 =+ 32.63, p > 0.05 vs. naive group and p < 0.05 vs. TFS
group), and 92% in the contralateral neocortex (97.3 + 13.76, p < 0.001 vs. naive group and
p < 0.01 vs. TFS group) (Figure 4).

The ADT for the K + TFS group was 284 71 pA (p > 0.05 vs. kindled). During the
experimental procedure, K + TFS trials only evoked stage I and stage II seizures (Figure 5).
During the last stimulation, the amygdala afterdischarge lasted 6.14 + 4.6 s (p < 0.001 vs.
kindled group last seizure) and its frequency was 1.6 =+ 0.46 spikes per second (p < 0.001
vs. kindled group last seizure). Cortical propagation of the afterdischarge was absent in
this group. Elisa assay revealed P-gp protein concentration remained like those obtained
for the naive group in both hippocampi (0.39% and 6%, 48.24 + 9.97 and 52.94 =+ 3.32, ipsi-
and contralateral to the amygdala stimulated respectively, p > 0.05 vs. naive and p < 0.001
vs. kindled group) and both neocortices (—0.7% and 3%, 62.73 £ 8.17 and 62.29 £ 12.7, ipsi-
and contralateral respectively, p > 0.05 vs. naive and p < 0.05 vs. kindled group) (Figure 4).
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Figure 5. TFS applied immediately after each EAK trial interfered with kindling progression. Graph
represents the mean—standard deviation of the behavioral seizure evoked by each daily kindling
trial in the kindled and K + TFS groups.

4. Discussion

Our experiments revealed that EAK-induced epileptogenesis is associated with pro-
gressive increase in P-gp expression. These changes are structure-specific and dependent
on seizure severity. On the other hand, the antiepileptogenic effect induced by TFS during
the EAK is associated with inhibition of P-gp overexpression.

P-gp overexpression has been found in brain tissue resected from patients with phar-
macoresistant epilepsy [12,15,16,18]. In these patients, P-gp overexpressed at the BBB
would limit the penetration of antiseizure mediations to the brain parenchyma, reducing
their therapeutic efficacy and thus, facilitating the pharmacoresistant phenoty pe [56-58].
Evidence suggests that a single convulsive seizure may induce P-gp overexpression in the
hippocampus and neocortex of the rat [38]. The results of the present study indicate for
the first time that P-gp is overexpressed during EAK progression. This alteration is present
since the first afterdischarge and depends on the brain area involved in the process and the
rate of epileptogenesis. This data reveal that first, P-gp overexpression is not a phenomenon
restricted to pharmacoresistantepile psy and second, P-gp overexpression found after a seizure
activity may be associated to local changes in network susceptibility (Figure 6).

EAK ADT P-gp overexpression
¥ v

( — M —— Yo .
fre
|
e, —
Y

El v
- P-gp overexpression induces
Upld flippase VRCC Cr/Heo, neuronal hyperexcitability

Figure 6. ADT determination induces P-gp overexpression and is associated with epileptogenesis.
ADT determination induces P-gp overexpression in the ipsilateral hippocampus. P-gp overexpression
induces neuronal hyperexcitability through diverse mechanisms and facilitates epileptogenesis. ADT:
afterdischarge threshold. EAK: electrical amygdala kindling. P-gp: P-glycoprotein. VRCC: volume
regulated chloride channels.
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P-gp overexpression may be induced by several mechanisms including hypoxia [19,20],
neuroinflammation [21,22], and/or excessive glutamate release [22,23], all conditions asso-
ciated with seizure activity [24-28].

An interesting finding from the present study was that the ADT estimation in naive
animals resulted in P-gp overexpression in the hippocampus ipsilateral to the stimula-
tion. Previous data showed that EAK stages 0-I seizures propagated to the ipsilateral
hippocampus even in a previously healthy network [48,59]. In addition, ipsilateral struc-
tures of the limbic system showed hypometabolism during EAK stages (-1 [59]. Glucose
hypometabolism is recently considered a biomarker of increased glycogen consumption,
high metabolic demand, and neuronal activity [60-62]. This group of evidence suggests
that P-gp overexpression at EAK stages 0-1 is the consequence of an environment favoring
hyperexcitability characterized by increased extracellular glutamate, K+, and oxygen reac-
tive species [63-65]. Supporting this notion, it is known that the systemic administration
of a single subconvulsant dose of pentylenetetrazol results in increased glutamate release
in the amygdala [66]. However, further studies are necessary to support this hypothesis
and the participation of hypoxia or neuroinflammation in the P-gp overexpression at early
kindling stages.

In the present study, the expression of the first stage III seizure was associated with
P-gp overexpression in both hippocampi. Previous experiments showed that EAK stage
III seizures appeared when the afterdischarge propagated to the contralateral hippocam-
pus [48], an effect associated with an increased glutamate release in the ipsilateral hip-
pocampus [67]. Interestingly, hypometabolism was present 24 h after the first stage III
seizures in the contralateral hippocampus [59], suggesting an increased neuronal activity,
decreased glucose metabolism, and a shift toward glycogen consumption in response to
its recruitment. Concerning fully kindled rats, P-gp was overexpressed in hippocampus
and neocortex, ipsi- and contralateral to the stimulation. P-gp overexpression in neocortex
of fully kindled animals could be explained as a consequence of its recruitment during
stage V seizures [46,68]. Indeed, stage V seizures are associated with increased glutamate
release in the amygdala and hippocampus during interictal and ictal periods [67,69-71]
and increased connectivity between the amygdala and cortices [46,68].

P-gp overexpression in neurons has been associated with hyperexcitability and thus,
facilitates epileptogenesis [72]. This hypothesis originates from the findings that P-gp
can alter the resting membrane potential of neurons as a consequence of changes in the
volume-gated chloride channels, the cellular pH, and acting as a lipid flippase [41-45]. Our
data show for the first ime that P-gp is overexpressed during the EAKin brain areas related
to seizure propagation, which may be facilitating hyperexcitability and epileptogenesis.
An important limitation of the present study is that we did not assess P-gp expression in
cellular types. Other authors did not find P-gp expression in brain parenchymal cells of
kindled rats [73,74]. This situation can be explained as the consequence of different times
of evaluation, antibodies specificity, and the protocol variables [75]. Future studies are
necessary to assess if EAK induces neuronal P-gp expression.

On the other hand, our experiments support previous studies indicating that TFS applied
immediately after each EAK trial interfered with kindling progression, delaying epileptoge-
nesis [40]. In the present study, TFS current intensity was estimated using the electric field
that induced the antiepileptogenic effect in cats [40] and translated to the rat brain limbic
regions [29] without inducing tissue damage [30,32]. With this assessment, we expected that
TFS applied over the skull of the rat generates an electric field that reaches subcortical regions
involved in seizure propagation. As such, the antiepileptogenic effect we found in the rat
was like that obtained by Valdés-Cruz and colleagues [40] who reported that TFS applied
immediately after each EAK trial interfered with kindling progression in the cat.

The mechanisms of the antiepileptogenic effect of TFS are unknown. However, kin-
dling progression is associated with increased glutamate release and activation of NMDA
receptors [66,67,76,77]. Interestingly, there is evidence showing that TFS applied during
pilocarpine-induced status epilepticus reversed the increased glutamate release in the

84| Pagina



Life 2023, 13, 1294 11of15

hippocampus [39]. Another mechanism that may be involved in TFS antiepileptogenic
effect is the conduction block effect. This effect, induced during high frequency stimulation
(>50 Hz), results in desynchronization of action potentials, increase in the axonal refractory
period and potassium overload [78,79]. Lastly, preliminary results show that TFS increased
the expression of NSF and decreased the expression of Sema3b in the cerebral cortex and
increased Acsm5 and Cml3 in the hippocampus of naive rats [80]. Future studies are
needed to assess if the antiepileptogenic effect is associated with increased modulation
of signaling cascades of neuroplasticity or decreased modulation of neuroinflammation
and/or glutamatergic transmission.

As for other types of neuromodulations, low frequency stimulation (LFS) applied
immediately after each kindling trial interfered with kindling progression [81,82]. Inter-
estingly, delaying LFS did not present the antiepileptogenic effect [52]. Lastly, Wang and
colleagues found that LFS delivered after the rat achieved stages II or III seizures did
not modify the kindling progression and even worsened the seizure expression. Paired
with the results of multielectrode arrays and microPET (micro positron emission tomog-
raphy), the authors conclude that the limbic system formed an early focal network of
afterdischarge propagation during the early stages of EAK [59]. Similarly, Valdés-Cruz
and colleagues described that TFS applied before each kindling trial did not modify the
kindling evolution in cats [40]. Our results support that TFS-induced antiepileptogenic
effects rely on its application during the afterdischarge or epileptiform activity. We suggest
that TFS antiepileptogenic effect could be associated with modulation of neuronal activity
in the early focal network, avoiding P-gp overexpression and abolishing the recruitment of
extra-limbic structures.

Studies evaluating human brain tissue support that higher P-gp activity is associated
with neuronal hyperexcitability [83]. A recent publication from our group described that
patients with posttraumatic epilepsy of long duration and poor surgical outcome had
increased P-gp neuronal expression. Similarly, patients with frontal lobe epilepsy as conse-
quence of tumors with shorter duration presented neuronal P-gp overexpression [16]. This
study suggests that neuronal P-gp overexpression is present since the early stages of the dis-
ease and could be favoring epileptogenesis. Further studies using PET imaging are essential
to determine the impact of P-gp overexpression in subjects with high risk of developing
epilepsy. Itis important to notice that P-gp overexpression in the brain has been considered
as a therapeutic target to control drug-resistant epilepsy in humans. In this regard, Elkhayat
and colleagues did not find changes in the seizure frequency of patients with drug-resistant
epilepsy administered with verapamil (1.5 mg/kg/d), a P-gp inhibitor. The lack of effi-
cacy inhibiting P-gp was explained by the long course of intractability and the persistent
severe seizures [84]. Interestingly, Asadi-Pooya and colleagues found that adding higher
doses of verapamil (120 mg/kg and 240 mg/kg) to the antiseizure medication resulted in
an increased seizure control in a dose-dependent manner in patients with drug-resistant
epilepsy [85]. Despite these positive results, verapamil induces adverse cardiovascular
effects that limit its use as adjuvant treatment in the control of drug-resistant epilepsy. In
this regard, TFS represents a non-invasive therapeutic approach to avoid epileptogenesis.
Future studies should be designed to assess the optimal parameters of TFS necessary to
suppress P-gp overexpression in human brain areas involved in seizure propagation.

5. Conclusions

Our experiments revealed that: (1) EAK-induced epileptogenesis is associated with
progressive increase of P-gp expression. These changes are structure-specific and dependent
on seizure severity. (2) inhibition of P-gp overexpression during epileptogenesis was associ-
ated with the antiepileptogenic effect of TFS. These findings are promising as TFS represents
a novel therapeutic alternative of nornrinvasive neuromodulation in patients with high risk
of epileptogenesis. Future studies should be performed in sight of clinical application.
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