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RESUMEN

La epilepsia es una enfermedad cerebral crénica que afecta a alrededor de 50
millones de personas en el mundo, siendo la epilepsia del Lobulo temporal (ELT), la
epilepsia focal mas comun. La ELT es un tipo de epilepsia que afecta estructuras del
I6bulo temporal y que tiene como caracteristica la esclerosis hipocampal.

Se sabe que células de la glia, como la astroglia y la microglia, tienen una
participacion en la neuroinflamacién, ya que liberan citocinas proinflamatorias que
permiten la progresion de dicho proceso; sin embargo, la neuroinflamacion excesiva
puede alterar la excitabilidad neuronal, contribuyendo asi a la aparicion de crisis

espontaneas recurrentes.

El levetiracetam (LEV) es un farmaco antiepiléptico eficaz para el control de las crisis
epilépticas, que ha presentado un efecto antiinflamatorio. Se ha reportado una
disminucién en la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias en ratas y ratones
epilépticos tratados con LEV, respecto a los epilépticos, sin embargo, el efecto que
puede tener sobre la astroglia y la microglia durante la fase cronica de la epilepsia
sigue siendo un tema de investigacion, por lo que en este estudio, el objetivo principal
consistio en determinar el efecto del LEV sobre dichos tipos celulares en el hipocampo

de ratas con ELT.

Para cumplir con el objetivo de este trabajo, se indujo el estado epiléptico (EE) en
ratas Wistar, las cuales, dos meses posteriores a esta induccién, fueron tratadas con
LEV durante una semana, para su posterior sacrificio y obtencion de muestras, con
las que se realizaron inmunohistoquimicas para evaluar la inmunorreactividad a
GFAP e Iba-1. En el hipocampo de ratas epilépticas se observé un mayor numero de
astrocitos, mientras que las ratas epilépticas tratadas con LEV mostraron una
disminucién en la cantidad de astrocitos con respecto a las epilépticas, indicando que
el LEV revierte la astrogliosis que ocurre durante la fase crénica de la ELT. Por otro
lado, en este estudio, no se reportan diferencias entre la cantidad de microglia entre

los diferentes grupos analizados.



ABREVIATURAS
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SV2A: Proteina de vesicula sinaptica 2A
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INTRODUCCION

1. Epilepsia.

La epilepsia es una enfermedad cerebral cronica, la cual tiene como caracteristica la
predisposicidn a la ocurrencia de crisis epilépticas, asi como a las consecuencias
psicologicas, sociales, cognitivas y neurobiologicas que estas conllevan. Para
diagnosticar que un paciente presenta epilepsia se necesita la presencia de al menos
dos crisis no provocadas (Fisher et al., 2014; Sirven & Obsorne, 2014).

La epilepsia afecta a mas de 50 millones de personas alrededor del mundo. La
incidencia de esta enfermedad, en paises desarrollados, se encuentra entre 42 y 61
pacientes por cada 100 000 habitantes, mientras que, en los paises en desarrollo, la
cifra de incidencia es el doble 0 mas que la de los paises desarrollados. En México,
la prevalencia se encuentra entre 349 y 680 pacientes por cada 100 000 habitantes
en la poblacion en general, sin embargo, en la poblacién infantil, dicha cifra se
encuentra entre 180 a 400 pacientes por cada 100 000 habitantes (Cruz-Cruz et al.,
2017).

Las crisis epilépticas se generan debido a descargas eléctricas excesivas de grupos
neuronales que se pueden encontrar presentes en cualquier parte del cerebro. Estas
crisis pueden tener una duracién breve, sin embargo, también pueden ser duraderas,
e incluso severas, y la frecuencia de estos episodios puede variar, desde crisis
repetidas en un dia hasta una crisis anual (WHO, 2022).

La epilepsia puede originarse debido a factores estructurales, genéticos, infecciosos,
metabdlicos, inmunes y, hasta el 50% de los casos de epilepsia en el mundo, tiene
una causa desconocida (Devinsky et al., 2018) (Figura 1).

1.1. Clasificacién de la epilepsia.

La International League Against Epilepsy (ILAE), de acuerdo con diferentes ambitos
clinicos, clasifica a los tipos de epilepsia en multiniveles de acuerdo con el origen de
las crisis. Por lo tanto, en el primer nivel se encuentran clasificadas las crisis, las

cuales pueden ser de origen focal, generalizado o desconocido. En el segundo nivel
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se clasifica a la epilepsia de acuerdo con el tipo de crisis que presenta el paciente, en
este sentido, al igual que las crisis, la epilepsia puede clasificarse en focal,
generalizada, desconocida y combinada (Devinsky et al., 2018). En el tercer nivel se
encuentra el sindrome epiléptico, el cual puede presentar diversas caracteristicas,
como alteraciones en el electroencefalograma (EEG), regiones del cerebro
involucradas, frecuencia de las crisis, entre otras, con las cuales se puede recabar
informacion para definir qué medicamentos o tratamientos seran de una mejor utilidad

para el paciente (Scheffer et al., 2017) (Figura 1).

La epilepsia focal involucra crisis unifocales y multifocales que se producen en un solo
hemisferio, mientras que la epilepsia generalizada se caracteriza por que la actividad
anormal de las neuronas cuenta con una amplia distribucién en ambos hemisferios
cerebrales. Asimismo, se encuentra la epilepsia que presenta crisis focales
secundariamente generalizadas, las cuales ocurren cuando las crisis focales,
después de un tiempo, comienzan a propagarse hacia areas cercanas, hasta que
eventualmente se involucra a todo el cerebro (Devinsky et al., 2018; Izquierdo, 2005).

Se clasifica epilepsia combinada, cuando de manera sincronica se presentan crisis
de tipo focales y de tipo generalizadas. Ademas, cuando la epilepsia no puede ser
clasificada como focal o generalizada, a causa de falta de informacion, se denomina

epilepsia de tipo desconocida (Figura 1).

11



‘ Focal ’

’ Tipos de crisis ’ ’ Generalizada ‘

Etiologias | Desconocida ]
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Figura 1. Clasificacion de la epilepsia. La epilepsia, de acuerdo con la ILAE, puede ser determinada
gracias a los 3 niveles en los que se encuentra clasificada, siendo el nivel uno el tipo de crisis que
presenta el paciente, mientras que el nivel dos y tres pueden ser evaluados a través de estudios de
imagen y electroencefalograma (EEG).

1.2. Crisis epilépticas.

Como se menciond anteriormente, las crisis epilépticas se pueden clasificar de
acuerdo con el sitio donde tiene inicio la actividad neuronal anormal, y pueden ser de
origen focal, generalizado o desconocido. Las crisis focales, tienen su origen en una
region especifica del cerebro, mientras que, en las crisis con origen generalizado, la
actividad neuronal exacerbada comienza de manera simultanea en ambos
hemisferios cerebrales, presentando manifestaciones clinicas que van desde una
breve alteracion de la conciencia hasta movimientos espasmoddicos en las
extremidades, acompanados por pérdida de la postura y de la conciencia. Finalmente,
las crisis de origen desconocido, son las crisis de las que se desconoce el sitio de
origen de la actividad neuronal anormal (Scheffer et al., 2017).
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Las crisis epilépticas presentan dos fenbmenos importantes, la hipersincronia y la
hiperexcitabilidad. La hipersincronia es el reclutamiento de un gran numero de
neuronas las cuales se encuentran hiperexcitadas, es decir, presentan un patrén de
disparo anormal, aumentando con ello la excitabilidad de las redes neuronales
(Stafstrom, 2010).

Las crisis epilépticas al no ser controladas pueden producir neurodegeneracion,
pérdida neuronal, recrecimiento axonal, neurogénesis anormal, reestructuracion de
redes neuronales y gliosis. Todo lo anterior puede darse de una manera progresiva

(Feria-Romero et al., 2013).

2. Epilepsia del I6bulo temporal.

Se estima que de cada 10 personas con epilepsia, 6 presentan epilepsia del l6bulo
temporal (ELT), la cual se caracteriza porque las crisis comienzan en estructuras del
I6bulo temporal, tales como hipocampo, amigdala cerebral y region parahipocampal;
eventualmente, estas crisis pueden involucrar a ambos I6bulos, siendo este tipo de
epilepsia, la epilepsia focal mas comun, asimismo, una gran cantidad de pacientes
con ELT pueden desarrollar tolerancia a los farmacos antiepilépticos (FAEs) (Klein &
Tyrlikova, 2020; Thom, 2014).

Este tipo de epilepsia tiene como caracteristica patoldgica y morfologica la esclerosis
hipocampal (EH), la cual se ha asociado con una pérdida neuronal en las regiones de
CA1 y CA3 del hipocampo y de manera subsecuente la aparicién de gliosis, la cual
se define como un incremento en la proliferacion de células astrogliales y microgliales
(Engel, 1996; Lopez-Hernandez & Solis, 2012).

Para el diagnéstico de ELT se han utilizado las imagenes por resonancia magnética
(MRI), y con ello, se ha reportado que pacientes con este tipo de epilepsia tienen una
reducciéon en el volumen del hipocampo, asi como una alteracion en su estructura
interna, ya que la pérdida neuronal es reemplazada por células gliales. La
determinacion del diagnostico histopatologico de EH, se realiza a través de la
evaluacion de la pérdida neuronal y del incremento de la gliosis fibrilar crénica,
fendbmenos observados en la capa piramidal del hipocampo. Asimismo, entre las

alteraciones que se pueden producir en la ELT se encuentran la formacion de circuitos
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aberrantes en la sinapsis del hipocampo, dispersién de células granulares, alteracion
en las interneuronas y reinervacion de las fibras musgosas (Malmgren & Thom, 2012).

3. Modelo animal de ELT.

Por lo general, para realizar estudios de la fisiopatologia de la epilepsia, se utilizan
modelos animales, con los que se pueden reproducir algunos de los signos de la
epilepsia humana como los cambios producidos a nivel del EEG, asi como la
presencia de crisis epilépticas.

Un modelo ampliamente utilizado, es el modelo animal de ELT inducido con litio-
pilocarpina. Este modelo presenta un periodo agudo, en el que se provoca el dafio
cerebral a través de la induccion del estado epiléptico (EE) por medio de la
administracién de pilocarpina, posteriormente, el periodo en el que el animal se
encuentra libre de crisis, y que puede durar entre 4 y 44 dias se denomina
epileptogénesis, finalmente se encuentra la fase cronica, etapa en donde ocurre la
aparicion de crisis espontaneas recurrentes (CER). En este modelo, los animales
desarrollan lesiones que, de manera principal, afectan la formacién hipocampal, la
amigdala, talamo y corteza piriforme, ademas de producir la reinervacion de las fibras
musgosas (axones de las células granulares hipocampales), la cual se encuentra
asociada con la formacion de un circuito excitador reverberante, que a su vez, se ha
propuesto que predispone la presencia de las CER en los animales (Clifford et al.,
1987; Faure et al., 2013).

Periodo Periodo Periodo
agudo latente crénico
|

. ©

Figura 2. Modelo animal de epilepsia del I6bulo temporal inducido con litio-pilocarpina. En este
modelo animal hay tres periodos importantes, el agudo, donde se genera la lesion inicial con la

administracion de la pilocarpina; el latente, el cual es el periodo libre de convulsiones, en donde se
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generan los cambios reestructurales que dara paso a la epilepsia per se, y finalmente el periodo

cronico, en el que se presenta la aparicion de convulsiones espontaneas recurrentes (CER).

4. Glia.

En el cerebro se encuentran presentes dos tipos de células, las neuronas y las células
gliales. Las neuronas son aquellas células que se encargan de la transmisién de
impulsos nerviosos, asi como del procesamiento de la informacion, mientras que las
células gliales participan en diferentes funciones que mantienen al cerebro en
homeostasis; existen varios tipos de células gliales, tales como la astroglia y microglia
(Jessen, 2004).

La células astrogliales, también denominadas astrocitos, son las células gliales mas
abundantes, de las cuales, algunas pueden hacer contacto con los vasos sanguineos
del cerebro, participando en la formacion de la barrera hematoencefalica (BHE),
asimismo, otras células astrogliales pueden modificar la transmisidn sinaptica, ya que
pueden remover un exceso de neurotransmisores liberados en las terminaciones

nerviosas (Jessen, 2004; Sofroniew & Vinters, 2010; Vasile et al., 2017) (Figura 3).

De acuerdo con la ubicacion y la morfologia de los astrocitos, estos pueden ser
clasificados en protoplasmaticos y fibrosos. Los astrocitos protoplasmaticos se
encuentran presentes en la materia gris, y los procesos presentan una morfologia
ramificada, lo que le otorga una forma globoide, mientras que los astrocitos fibrosos
se encuentran presentes en la materia blanca y los procesos tienen una forma

alargada, similar a fibras (Sofroniew & Vinters, 2010).

Los astrocitos expresan transportadores para el glutamato, para el acido gamma-
aminobutirico (GABA) y para (glicina, lo que permite la captura de estos
neurotransmisores desde el espacio sinaptico, y una vez dentro del astrocito pueden
ser modificados por enzimas especializadas para su posterior utilizacion (Sofroniew
& Vinters, 2010).
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Astrocito

Figura 3. Principales funciones de los astrocitos. A) Los astrocitos se pueden encontrar en contacto
con los vasos sanguineos del cerebro, participando en la formacién de la barrera hematoencefalica. B)
Ademas, los astrocitos expresan transportadores para algunos neurotransmisores, los cuales son

capturados hacia el interior para su modificaciéon a través de enzimas especificas.

Por otro lado, la microglia es el macréfago residente del sistema nervioso central
(SNC); estas ceélulas se mantienen inactivas en condiciones fisiologicas; en este
estado, la microglia vigila el microambiente gracias a sus numerosos procesos que

extiende y retrae (Wake et al., 2011).

En condiciones patoldgicas, la microglia se activa, con lo que dirige sus procesos
hacia la zona del cerebro que se encuentra afectada. Dicha activacion incrementa la
liberacidon de factores neurotréficos por parte de la microglia, asi como de citocinas
proinflamatorias, como interleucina 7 (IL-7), interleucina 1@ (IL-1pB), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), las cuales pueden modificar los circuitos neuronales, contribuyendo con
el progreso de enfermedades neurodegenerativas (Parkhurst & Gan, 2010; Wake
et al., 2011) (Figura 4).
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Una funcion importante de las células microgliales es su participacion en la remocion
de las células apoptaticas en los tejidos, sin embargo, se ha reportado que también
son responsables de desencadenar procesos apoptoticos en neuronas debido a la
liberacidn de citocinas proinflamatorias, como las anteriormente mencionadas (Wake
et al., 2011) (Figura 4).

Microglia activa

A

Microglia activa

B)

Microglia

inactiva

Figura 4. Activacion de la microglia. En condiciones patoldgicas la microglia es activada. A) Una
vez activa, la microglia puede liberar factores neurotroficos y citocinas proinflamatorias. B) Asimismo,

presenta un papel en la remocion de células apoptéticas.

4.1. Neuroinflamacion.

La neuroinflamacion es un proceso que, normalmente, participa en el combate contra
agentes patdégenos, asi como en procesos de reparacion de tejidos, sin embargo, una
neuroinflamacion excesiva, es decir, en condiciones patoldgicas, produce efectos
citotoxicos, y contribuye a efectos neurodegenerativos, como el incremento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, activacion y migracion de la glia, la

cual libera citocinas que sirven como mediadores entre células del sistema inmune
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(neutrdfilos y monocitos) y células del SNC (Lopez-Meraz et al., 2016; Webster et al.,
2017).

La microglia tiene una participacion en la neuroinflamacién debido a que al ser
activada libera citocinas como TNF-a y IL-13, asimismo, expresa receptores como
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico (AMPA), P2 purinoreceptores y
receptores del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que al activarse
producen cascadas de sefalizacion, que a su vez se relacionan con quimiotaxis

celular, activacion glial y fagocitosis (Parkhurst & Gan, 2010; Wake et al., 2011).

Asimismo, la astroglia se relaciona con promotores reparadores de tejidos del SNC,
ademas participa en la neuroinflamacién debido a que libera citocinas
proinflamatorias, como interleucina 6 (IL-6), ligando 2 de quimiocina (CCL-2) y GM-
CSF (Webster et al., 2017).

Los astrocitos pueden presentar una respuesta inflamatoria causada por la liberacién
de citocinas proinflamatorias liberadas por la microglia, que al hacer contacto con sus
receptores en la membrana astrocitica, inducen que el factor nuclear k potenciador
de la cadena ligera de las células B activadas (NFkB) sea translocado al nucleo,
dando inicio a una respuesta transcripcional, a través de la cual el astrocito sintetiza
y libera mas citocinas proinflamatorias que permiten la progresidon de la
neuroinflamacion, asimismo, en condiciones patologicas contribuye a la muerte
neuronal a través de una liberacion excesiva de glutamato, y liberacion de 6xido nitrico
(NO) (Giovannoni & Quintana, 2020; Linnerbauer et al., 2020) (Figura 5).

Microglia activa Astrocito

Inflamacién Muerte celular
@ e ° @ @ NO
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Figura 5. Participacion de la microglia y la astroglia en la neuroinflamacion. La microglia al ser
activada libera una serie de citocinas proinflamatorias, como la interleucina 7 (IL-7), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 18 (IL-1B) y factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), las cuales pueden desencadenar una respuesta inflamatoria de los astrocitos,
permitiendo la progresion de dicha neuroinflamacion, a través de la liberacion de interleucina 6 (IL-6),
ligando 2 de quimiocina (CCL-2) y GM-CSF, ademas de contribuir a la muerte neuronal debido una

liberacion excesiva de glutamato, y una liberacion de 6xido nitrico (NO).

4.2. Neuroinflamacion y epilepsia.

De manera experimental se ha reportado que la actividad convulsiva produce una
respuesta inflamatoria en el hipocampo, como lo es la activacion de la glia y la
produccion de citocinas proinflamatorias, asimismo, se ha observado que posterior a
la induccion del EE, TNF-a y la IL-6 participan en el progreso de las CER, ademas de
una sobreexpresion de IL-1B y del receptor tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1RI) en la

region CA3 del hipocampo (Lopez-Meraz et al., 2016; Webster et al., 2017).

La IL-1B puede aumentar la muerte neuronal a través de su unién con su receptor (IL-
1RI), afectando la actividad de los receptores GABA-A y N-metil-D-aspartato (NMDA)
en neuronas hipocampales, lo cual a su vez provoca la amplificacion de la

excitabilidad neuronal (Lopez-Meraz et al., 2016).

Asimismo, se ha descrito que citocinas proinflamatorias como IL-1f3, interleucina 2 (IL-
2) e IL-6, por lo general, se encuentran en bajas cantidades en el cerebro, sin
embargo, incrementan posterior a las crisis (Rana & Musto, 2018; Vezzani et al.,
2011). La IL-6 es relevante en el proceso neuroinflamatorio, debido a que en conjunto
con TNF-qa, participa en el aumento de la permeabilidad de BHE, permitiendo la
infiltracion de leucocitos como los neutrofilos, los cuales contribuyen a la apoptosis de
células del tejido (Vezzani et al., 2016). Se ha observado que la IL-13, expresada por
la activacion de astrocitos y la microglia, produce un aumento en la liberacién de
glutamato, ademas de disminuir la recaptacion de dicho neurotransmisor por los
astrocitos, con lo que se aumenta su disponibilidad en las sinapsis, y con ello
incrementa la excitabilidad neuronal (Rana & Musto, 2018).

La citocina TNF-a, por lo general, se libera como respuesta a bajos niveles de

glutamato, por lo que aumenta la liberacion de este neurotransmisor, sin embargo, en
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condiciones patoldgicas contribuye a una alza en la liberacién de glutamato desde la
microglia, a la vez que genera una alza en la expresion de los receptores NMDA en
la neuronas hipocampales, contribuyendo a la neurotoxicidad causada por el
incremento en el flujo de calcio que pasa a través de dichos receptores, asimismo,
reduce el impulso inhibidor mediado por GABA debido a la induccion de la recaptura
de este neurotransmisor (Rana & Musto, 2018; Vezzani et al., 2016).

5. Levetiracetam.

El levetiracetam (LEV) es un farmaco antiepiléptico de segunda generacion indicado
como monoterapia o terapia adyuvante en tratamiento de crisis parciales o
secundariamente generalizadas de pacientes con ELT (Lyseng-Williamson, K.A,,
2011).

El principal mecanismo del LEV es a través de su unidn con la proteina de vesiculas
sinapticas 2A (SV2A) (Al-Shorbagy et al., 2013; Lynch et al., 2004; Surges et al.,
2008). La SV2A es una proteina integral de membrana que se encuentra presente en
todas las vesiculas sinapticas, y de la cual se desconoce su funcion especifica, sin
embargo, es claro que se encuentra involucrada en la correcta fusion vesicular, y se
ha propuesto que tiene participacion en la modulaciéon de la liberacion de los
neurotransmisores mediada por calcio (Custer, 2006; Janz et al., 1999; Mendoza-
Torreblanca et al., 2013).

También, se ha sugerido que el LEV ingresa a las vesiculas sinapticas durante el
reciclado vesicular y la endocitosis, para posteriormente unirse a la proteina SV2A,
con lo que se genera una inhibicion en el proceso de fusién vesicular, y, por ende, se
ocasiona que haya un menor numero de vesiculas que liberan su contenido, y a su

vez ocurre una disminucion en la transmision sinaptica (Meehan et al., 2011, 2012).

Se cree que el principal efecto de LEV es antagonizar el efecto de SV2A, con lo cual
se inhibe la participacidon de esta proteina en las vesiculas sinapticas, provocando una
disminucién en la transmision sinaptica excitadora e inhibidora, afectando la

excitabilidad neuronal (Al-Shorbagy et al., 2013; Surges et al., 2008).

20



5.1. Efecto antiinflamatorio del levetiracetam

El LEV es un farmaco antiepiléptico que puede presentar una respuesta
antiinflamatoria, ya que el tratamiento con este farmaco, ha suprimido la expresién de
citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-a, IL-18 1 o 3 después del EE. Asimismo,
un tratamiento continuo con LEV por 30 dias, durante la etapa de epileptogénesis,
previene la activaciéon microglial (Contreras-Garcia et al., 2022).

Ademas, se ha observado que, de manera cualitativa, hay una disminucion en la
gliosis en ratas epilépticas tratadas con LEV, a la vez que reduce la expresion de IL-
1B y del IL-1RI en el hipocampo y la corteza piriforme (Kim, J. E. et al., 2010).

Sin embargo, pese al efecto antiinflamatorio del LEV que ha sido reportado durante
el EE, aun sigue siendo una incognita la relacion que puede existir entre dicho efecto
y las células de la glia, de manera especifica, entre el numero de células de la
microglia y la astroglia durante la epilepsia cronica, ya que éstas tienen participacion
durante la generacion de la respuesta inflamatoria en regiones cerebrales que

presentan condiciones patoldgicas.

Por lo que, resulta importante estudiar el efecto del levetiracetam sobre la glia en el
hipocampo de ratas con epilepsia del |6bulo temporal a través de la evaluacién del
numero de astrocitos y microglia, con los marcadores GFAP e Iba-1 respectivamente.

Planteamiento del problema

La epilepsia es una enfermedad neuroldgica crénica que se encuentra caracterizada
por un aumento en la excitabilidad neuronal, que genera dafio cerebral, produciendo
asi mecanismos de neuroinflamacion. EI LEV es un FAE de segunda generacion que
es efectivo en el control de las crisis, y que ha demostrado tener un efecto sobre la
hiperexcitabilidad que se produce durante la epilepsia, sin embargo, el efecto que
presenta este farmaco sobre la astroglia y microglia sigue en estudio, por lo que el
objetivo de este proyecto es evaluar el efecto que tiene el LEV sobre la astroglia y
microglia en el hipocampo de ratas con epilepsia del I6bulo temporal.
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Justificacion

La epilepsia es una enfermedad cronica que afecta a mas de 65 millones de personas
alrededor del mundo, sin importar la edad. La epilepsia focal mas frecuente es la ELT,
la cual puede producir neurodegeneraciéon del hipocampo y es la epilepsia
farmacorresistente mas comun, ya que hasta en un 30% de los pacientes con ELT no
se puede controlar sus convulsiones con un tratamiento médico. Debido a que es una
enfermedad de alta incidencia, se han desarrollado FAEs con el objetivo de poder
controlar las crisis, asi como disminuir las comorbilidades. El LEV es un FAE de
segunda generacion que es altamente efectivo para el control de las crisis y que se
ha visto que tiene efectos sobre la hiperexcitabilidad neuronal, sin embargo, poco se
conoce del efecto que tiene el LEV sobre la glia, por lo que el presente proyecto
permitira mejorar la comprensién del mecanismo por el cual el LEV participa en la

disminucién de las crisis convulsivas a través de su efecto sobre la glia.

Objetivos

General:

- Determinar el efecto del LEV sobre el numero de células de la astroglia y
microglia en el hipocampo de ratas con ELT.

Especificos:

- Cuantificar el numero de astrocitos en el hipocampo de ratas control, control
tratadas con LEV, epilépticas y epilépticas tratadas con LEV

- Cuantificar el numero de microglia en el hipocampo de ratas control, control

tratadas con LEV, epilépticas y epilépticas tratadas con LEV

Hipotesis

Durante la epilepsia ocurren cambios a niveles fisiologicos, tales como la respuesta
neuroinflamatoria, causada por el dafio neuronal y la activacion de la glia, lo cual a su

vez contribuye a la hiperexcitabilidad y muerte neuronal. EI LEV ha presentado un
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efecto antiinflamatorio, por lo que su administracion disminuira el aumento de células

gliales en el hipocampo de ratas con epilepsia del I6bulo temporal.

MATERIAL Y METODOS

Diseino experimental

Para la realizacion de este proyecto se tomaron en cuenta 4 grupos experimentales:
control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico (EPI) y epiléptico
tratado con LEV (EPI+LEV). En primer lugar, a los grupos EPIl y EPI+LEV se les indujo
el estado epiléptico (EE), manteniendo dicho estado durante 90 minutos, y posterior
a la induccion del EE, se les dieron cuidados especiales durante 3 dias. Las ratas que
presentaron al menos tres CER en una semana, fueron incluidas en el grupo EPI o
EPI+LEV.

Para el tratamiento de los grupos EPI+LEV y CTRL+LEV, se les implanté una bomba
osmatica, la cual permitié la administracion del farmaco de una manera continua
durante los siete dias de tratamiento. Una vez concluido el tratamiento con LEV, las
ratas fueron sometidas a eutanasia para la obtencién de cerebro. Con las muestras
de tejido, se realizaron las inmunohistoquimicas para los marcadores proteina acida
fibrilar glial (GFAP) y molécula adaptadora de union al calcio ionizado 1 (Iba-1), de los
cuatro grupos experimentales (CTRL, CTRL+LEV, EPIl y EPI+LEV).
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Figura 6. Diseiio experimental. Disefio experimental del proyecto, el cual involucré cuatro grupos
experimentales (CTRL, CTRL+LEV, EPI y EPI+LEV). En primer lugar, se indujo estado epiléptico (EE)
a las ratas de los grupos EPI y EPI+LEV, después, a los grupos CTRL+LEV y EPI+LEV se les tratd
con levetiracetam, para que finalmente fueran sacrificadas para la obtencion de cerebro.
Posteriormente, se realizaron las inmunohistoquimicas para los marcadores GFAP (astrocitos) e Iba-1

(microglia).

Poblacién, criterios de inclusién, exclusion y eliminacion

La poblacion de este estudio fueron ratas de la cepa Wistar, adquiridas del Instituto
de Investigaciones Biomédicas, que se mantuvieron al cuidado y manejo de acuerdo
con la norma oficial mexicana de la secretaria de agricultura (SAGARPA NOM-062-
Z00-1999) publicada en 2001: “Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado
y uso de los animales de laboratorio”, asimismo, siguiendo los lineamientos internos

del Reglamento del Bioterio del Instituto Nacional de Pediatria (INP).

Se utilizaron ratas con un peso de entre 250 y 300 g al inicio del experimento, que
presentaron el EE en un maximo de dos horas, asi como un estadio de tres 0 mas en
la escala de Racine (Anexo 1), una vez que entraron en EE; ademas de presentar
tres CER por semana. Fueron excluidas las ratas que presentaron un deterioro
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general en su estado de salud posterior al EE, asimismo, las que presentaron un

continuo deterioro, alguna enfermedad o muerte.

Induccion del estado epiléptico

La induccion del EE se realiz6 a través de la administracion de litio y pilocarpina, la
cual genera una lesion inicial en los animales. Se definié a la actividad convulsiva
continua que ocurre por mas de 30 minutos como EE (Wylie et al., 2022). Los grupos
EPI y EPI+LEV fueron pretratados con cloruro de litio (127 mg/kg; via i.p.) entre 19y
24 horas antes de que fuera administrada la pilocarpina. El dia de la induccién del EE,
las ratas fueron administradas con bromuro de metilescopolamina (1 mg/kg; via i.p.)
30 minutos antes de recibir la dosis de pilocarpina (60 mg/kg; via i.p.). Cuando el EE
no se presentd en los primeros 60 minutos, se administr6 una segunda dosis de

pilocarpina, sin embargo, si el EE no se presento, el animal fue excluido del estudio.

La conducta convulsiva se observo y se clasifico de acuerdo con la escala de Racine
(anexo 1). Cuando la rata alcanzé la puntuacion de 3 a 5 y se mantuvieron las crisis
convulsivas, se establecio la hora de inicio del EE; los animales se mantuvieron en
este estado durante 90 minutos, al finalizar este lapso, el EE se detuvo con la
administracion de diazepam (5 mg/kg; via i.m.), y se coloco a los animales en una
cama de hielo por aproximadamente 60 minutos, con la finalidad de disminuir la
hipertermia generada durante y después del EE. Ocho horas después de la

administracion de la primera dosis de diazepam, se administré una segunda dosis.

Tratamiento con levetiracetam e implantacidén de las minibombas

El LEV se administro a través de bombas osmoticas (Alzet®), las cuales mantuvieron
una liberacién continua de LEV (300 mg/Kg/dia) durante la semana de tratamiento.
Las bombas fueron llenadas a partir de 2 tabletas de LEV (500 mg), marca Keppra,
disueltas en 3 ml solucién salina (NaCl 0.9%). Dicha mezcla se centrifugd durante 15
minutos, el sobrenadante se decanto y se filtré para rellenar las bombas, las cuales
una vez llenas, fueron incubadas por aproximadamente 4 horas a 37°C en solucién
salina (NaCl 0.9%), con lo que se asegurd la inmediata liberacion del contenido
después del implante de la bomba. Al finalizar este tiempo, las bombas se implantaron

de manera subcutanea, para ello, los animales se anestesiaron con isofluorano al 5%
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(con flujo de O2 de 2 mL/min) para la induccién anestésica, y del 2-3% para el
mantenimiento del efecto. Una vez confirmada la anestesia, a través de la ausencia
del reflejo flexor, se realiz6 una incision en la espalda del animal a la altura de la
escapula izquierda, creando una bolsa bajo la piel, en la cual se coloc6 la bomba
osmotica. La incision realizada fue suturada y limpiada con solucién antiséptica, para

después administrar una dosis

Obtencion de muestras del tejido

Para la obtencion de tejido para inmunohistoquimicas, los animales se anestesiaron
via i.p. con pentobarbital (120-210 mg/kg). Una vez anestesiados, fueron perfundidos
de manera intracardiaca con solucion salina (NaCl 0.9%), seguida de
paraformaldehido (4%, diluido en buffer de fosfatos (PB) 0.1M, pH 7.4).

Después de la perfusion, los animales fueron decapitados con una guillotina afilada,
sus cerebros fueron disecados y post fijados a temperatura ambiente
aproximadamente por 24 horas en paraformaldehido. Terminado dicho plazo, los
cerebros fueron transferidos a una solucidn de sacarosa (20% y 30%) hasta tener una
completa infiltracion. Después, los cerebros fueron congelados en 2-metilbutano, y
almacenados hasta su uso (-80°C). Finalmente, se realizaron cortes sagitales
seriados del cerebro (40 ym) con el uso de un criostato de la marca Crycut, modelo

1800; el tejido se almaceno a -20°C en solucidn crioprotectora.
Inmunohistoquimicas

Para evaluar la expresion glial se realizaron inmunohistoquimicas para detectar los
marcadores GFAP (astrocitos) e Iba-1 (microglia). Se colocaron de 3 a 4 cortes por
pozo en cajas de cultivo de 24 pozos. En el primer dia, los cortes fueron lavados
durante 10 minutos con PB con Triton (PBT; 0.1M; pH 7.4; tritdn X-100, 0.3%) 3 veces,
con la finalidad de permeabilizar los tejidos, posterior a estos lavados, se procedio a
inactivar la peroxidasa enddgena durante 10 minutos, agregando peroxido de
hidrégeno al 3%, y se volvieron a realizar 3 lavados con PBT, durante 10 minutos
cada uno. Después de los segundos lavados, se agregoé solucion de bloqueo (Suero
Fetal Bovino al 5%), y se dejo actuar durante 1 hora, para posteriormente agregar el

anticuerpo primario disuelto en solucién de bloqueo en una concentracion 1:500
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(GFAP; raton IgG, Santa Cruz, sc-33673) o 1:400 (Iba-1; cabra IHC-P, ab5076),
dejandolo por toda la noche.

Al dia siguiente, se inici6 con 3 lavados de PBT, de 15 minutos cada uno, finalizados
los lavados, se agrego la disolucion del anticuerpo secundario anti-raton (1:500,
Vector, BA-2000) y anti-cabra (1:500, Vector, BA-9500) con solucién de bloqueo, y se
dejé actuar durante 2 horas. Una vez pasadas las 2 horas, se realizaron 3 lavados
con PB, de 10 minutos cada uno, para posteriormente agregar Avidina-Biotina
preparada con PBT, dejandolo actuar durante 1 hora. Transcurrida la hora, se
realizaron 3 lavados con PB, de 10 minutos cada uno y finalmente se realiz6 el
revelado con 3,3’-diaminobencidina (DAB, Vector, SK-4100).

Montaje de las muestras

Para montar las muestras, se utilizaron portaobjetos gelatinizados, en los cuales se
colocaron los tejidos, dejandolos secar antes de ser deshidratados. Los tejidos, una
vez secos, se sumergieron durante 5 minutos, de manera ascendente, en las
concentraciones de alcohol (50%, 70%, 95% y 100%) y finalmente en el xilol. Una vez
terminado el tiempo de los tejidos en el xilol, estos se montaron con resina (cytoseal)

para su posterior visualizacion en el microscopio.
Cuantificacién celular

El conteo de células Iba-1 y GFAP inmunopositivas se realiz6 en 5 capas del
hipocampo, diferentes para cada marcador, dependiendo de la marca observada.
Para el conteo de células GFAP+, se tomaron en cuenta el hilus y la capa molecular
del giro dentado, asimismo, el stratum radiatum de CA1y CAS3, y el stratum lacunosum
moleculare de CA1. En el caso de la cuantificacion de células inmunopositivas a Iba-
1, se tomaron en cuenta la capa molecular del giro dentado, la capa piramidal y el
stratum radiatum tanto de CA1 como de CA3.

Para la cuantificacion celular se utilizo el software Imaged. Se trabajo con fotografias
a 4x para cada corte, a las cuales, con la herramienta Poligono se les delimitaron las
capas del hipocampo a analizar y se agregaron al ROl manager, seleccionado de la
pestafia Analyze, opcion Tools y finalmente ROl manager. Una vez delimitadas todas
las capas requeridas, la imagen se convirtié a 8 bits, a través de la pestafia Image,
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seleccionando Type vy finalmente 8-bits. Con la herramienta Straight se realizé una
linea sobre una célula inmunopositiva al marcador, se seleccioné de la pestaia

Analyze la opcion Set scale para obtener el tamafio de la célula en pixeles.

Posteriormente de la pestafia Process, se selecciond la opcion Subtract background,
se colocaron los pixeles obtenidos previamente de Set scale en la opcion Rolling ball
radius y se seleccion6 OK. Después, de la pestafia Image, se selecciond la opcion
Adjust, y a su vez Threshold, donde se ajustaron los valores para tener los cuerpos

celulares rellenos, y se selecciond Apply.

De la pestafia Process se seleccioné la opcion Binary, y a su vez Fill holes, de la
misma opcion, Binary, se seleccion6 Convert to mask y Watershed. Finalmente, de la
pestafia Analyze se selecciond la opcién Analyze particles, dentro de la pestafia
desplegada, en Size se dejaron los valores por defecto, al igual que en Circulatory,
en Show se selecciond la opcidn Outlines, asimismo, se seleccionaron las opciones
Display results, Clear results, Summarize, Exclude on edge e Include holes,
terminando el analisis seleccionando OK. Se guardé el resumen de cada corte para

el posterior analisis de datos.

Pruebas estadisticas realizadas

Para los analisis estadisticos, se realizd una prueba de ANOVA de una via considerando un
valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo; asimismo, para la comparacién de los
grupos se utilizé la prueba post hoc de Tukey-Kramer. Finalmente, para la representacion

grafica se tomaron en cuenta la media y la desviacién estandar de cada grupo.

RESULTADOS
Inmunotincién para GFAP

De manera cualitativa, en el hilus del giro dentado (Figura 7, capa delineada en rojo),
se observa un aumento en células GFAP* en el grupo EPI con respecto a los demas
grupos, dicho aumento se ve reducido en el grupo EPI+LEV, asimismo, se observa
una disminucién en el grupo CTRL+LEV, respecto al grupo CTRL. En la capa
molecular del giro dentado (Figura 7, capa delineada en azul) se observa una
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disminucion de células GFAP* en el grupo CTRL+LEV, respecto al grupo CTRL
(Figura 7).

Por otro lado, se puede observar que en el grupo EPI hay un aumento de células
GFAP* en el stratum radiatum de CA1 (Figura 7, capa delineada en verde), respecto
a los demas grupos, asimismo, se puede observar que en el grupo EPI+LEV hay una
disminucion de células GFAP* en dicha region, respecto al grupo EPI. Ademas, se
observa una disminucion de marcaje en el grupo CTRL+LEV, respecto al grupo CTRL
(Figura 7).

En el caso del stratum radiatum de CA3 (Figura 7, capa delineada en amarillo), hay
un mayor marcaje en el grupo EPI, respecto a los demas grupos, asimismo, se
observa un menor marcaje en los grupos EPI+LEV y CTRL+LEV, comparados con el
grupo EPly CTRL, respectivamente. Finalmente, en el stratum lacunosum moleculare
de CA1 (Figura 7, capa delineada en morado) se observa una disminucién en células
GFAP* del grupo CTRL+LEV, respecto al grupo CTRL, asimismo, una ligera

disminucion en el EPI+LEV, comparado con el grupo EPI (Figura 7).

Figura 7. Cortes sagitales de hipocampo de rata que muestran las inmunohistoquimicas de
GFAP. Células inmunopositivas a GFAP, A) Grupo control, B) Grupo control tratado con levetiracetam,
C) Grupo epiléptico y D) Grupo epiléptico tratado con levetiracetam. A’) Grupo control analizado con
Imaged, B’) Grupo control tratado con levetiracetam analizado con Imaged, C’) Grupo epiléptico
analizado con Imaged y D’) Grupo epiléptico tratado con levetiracetam analizado con Imaged. Rojo:
Hilus del giro dentado. Azul: Capa molecular del giro dentado. Verde: Stratum radiatum CA1. Amarillo:

Stratum radiatum CA3. Morado: Stratum lacunosum moleculare.

De manera cuantitativa, en el hilus del giro dentado, el grupo EPI (491.7333 +

126.1495) presentd un aumento con respecto a los grupos CTRL+LEV (241.875 +



75.6891) y EPI+LEV (313.1726 + 56.53774), sin embargo, el aumento observado con
respecto al grupo CTRL (361.9167 + 60.49372) no fue significativo. Con los analisis
tanto cualitativo como cuantitativo, se observa que en esta capa del giro dentado hubo
un ligero aumento en células GFAP™* en el grupo EPI, asimismo el LEV disminuy6 el
namero de células GFAP* (Figura 8).

Hilus
+ .
=) 1000
e
800- & &
(é —_ —_
§ 6004 ——
‘O
O
o 4004 | [ i
o 1 —
& )
$ 2004 il 1
&
D
Z 0 1 1 I
N ~\ N ~
& Jo & N2
O x X
& g
R &

Figura 8. Cuantificacion de los astrocitos localizados en el hilus del giro dentado del hipocampo
de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico (EPI) y
epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el numero de células inmunopositivas a

GFAP. Media + D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. * p < 0.05.

En la capa molecular del giro dentado, el grupo EPI (758.6667 + 157.057) presento
un aumento en células GFAP™ respecto a los grupos CTRL (416.4583 + 94.69086),
CTRL+LEV (232.125 + 84.15081) y EPI+LEV (459.6548 + 133.9137). Indicando asi,
que en las ratas epilépticas hubo un aumento en células GFAP*, asimismo, el LEV
restaurd el nimero de células GFAP* en ratas epilépticas. Ademas de que el LEV
disminuyd, no significativamente, la cantidad de células GFAP* en el grupo
CTRL+LEV, respecto al CTRL (Figura 9).
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Figura 9. Cuantificacion de los astrocitos localizados en la capa molecular del giro dentado del
hipocampo de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico
(EP1) y epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el nimero de células inmunopositivas
a GFAP. Media + D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. * p < 0.05.

En el caso del stratum radiatum de CA1, el grupo EPI (378.2333 + 90.11186) presento
un aumento en células GFAP* respecto a los grupos CTRL (225.3333 + 36.85884) y
CTRL+LEV (113.5 + 56.84335), asimismo, el grupo EPI+LEV (317.9167 + 93.06176)
presentd un mayor numero de células GFAP* respecto al grupo CTRL+LEV (Figura
10).
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Figura 10. Cuantificacion de los astrocitos localizados en stratum radiatum de CA1 del
hipocampo de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico
(EPI) y epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el nimero de células inmunopositivas
a GFAP. Media + D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. * p < 0.05.

En el stratum radiatum de CA3, el grupo EPI (525.6 + 76.50005) presentdé un mayor
namero de de células GFAP* respecto a los demas grupos; CTRL (282.9167 +
54.20221), CTRL+LEV (183.0833 + 20.75452) y EPI+LEV (304.131 + 58.33261),
asimismo, el grupo EPI+LEV presentd un mayor nimero de células GFAP* respecto
al CTRL+LEV. Los resultados indican que, en esta capa del hipocampo, hay un
aumento de células GFAP* en las ratas epilépticas, y hay una disminucién en el
marcaje en el grupo EPI+LEV, respecto al EPI, indicando que el LEV revirtié dicho

aumento de células GFAP™ en las ratas epilépticas (Figura 11).
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Figura 11. Cuantificacion de los astrocitos localizados en stratum radiatum de CA3 del
hipocampo de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico
(EPI) y epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el nimero de células inmunopositivas
a GFAP. Media + D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. * p < 0.05.

Finalmente, para el stratum lacunosum moleculare de CA1, el grupo EPI (380.8667 +
62.75375) presentd un mayor nimero de células GFAP* respecto al grupo CTRL+LEV
(230.625 + 92.53091), sin embargo, no presentd un aumento significativo respecto a
los demas grupos, CTRL (332.9167 + 29.13204) y EPI+LEV (303.6488 + 57.58142);
indicando que el LEV no tiene un efecto sobre la cantidad de células GFAP* en esta

capa del hipocampo (Figura 12).
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Figura 12. Cuantificacion de los astrocitos localizados en stratum lacunosum moleculare de
CA1 del hipocampo de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV),
epiléptico (EPI) y epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el niumero de células
inmunopositivas a GFAP. Media + D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-
Kramer. * p £ 0.05.

Inmunotincién para Ilba-1

En las inmunohistoquimicas de I|ba-1, de manera cualitativa, no se observaron
diferencias en la mayoria de las capas analizadas (Figura 13), sin embargo, en la
capa piramidal de CA1 (Figura 13, capa delineada en verde) del grupo EPI, se observo

un mayor marcaje con respecto a los demas grupos (Figura 13).

Figura 13. Cortes sagitales de hipocampo de rata que muestran las inmunohistoquimicas de

Iba-1. Células inmunopositivas a Iba-1, A) Grupo control, B) Grupo control tratado con levetiracetam,
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C) Grupo epiléptico y D) Grupo epiléptico tratado con levetiracetam. A’) Grupo control analizado con
Imaged, B’) Grupo control tratado con levetiracetam analizado con Imaged, C’) Grupo epiléptico
analizado con Imaged y D’) Grupo epiléptico tratado con levetiracetam analizado con Imaged. Azul:
Capa molecular del giro dentado. Verde: Capa piramidal de CA1. Amarillo: Capa piramidal de CA3.
Morado: Stratum radiatum CA1. Rojo: Stratum radiatum CA3.

De manera cuantitativa, en la capa molecular del giro dentado, los grupos CTRL
(279.6555 + 31.54239), CTRL+LEV (342.5625 + 139.1818), EPI (340.5 + 147.7217)
y EPI+LEV (399.0417 + 211.7338) no presentaron un aumento significativo en la
cantidad de células Iba-1+ entre si, sin embargo, se observa un ligero aumento en los

grupos tratados con LEV, respecto a los no tratados (Figura 14).
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Figura 14. Cuantificacion de la microglia localizada en la capa molecular del giro dentado del
hipocampo de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico
(EPI) y epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el nimero de células inmunopositivas

a Iba-1. Media + D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. * p < 0.05.

En la capa piramidal de CA1, los grupos CTRL (22.83333 + 5.033223), CTRL+LEV
(36.78333 + 13.51675), EPI (104.6667 + 69.96914) y EPI+LEV (53.80833 +
69.96914) no mostraron un aumento significativo entre si, sin embargo, en el grupo
EPI hubo un aumento, no significativo, respecto a los demas grupos (Figura 15).
Tampoco en el caso del Stratum radiatum de CA1, los grupos CTRL (152.6555 +

16.94076), CTRL+LEV (178.3542 + 65.56578), EPI (164.6333 + 110.6946) y
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EPI+LEV (186.6917 + 87.09723) mostraron diferencias significativas, entre los

grupos, de las células Iba-1+ (Figura 16).
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Figura 15. Cuantificacion de la microglia localizada en la capa piramidal de CA1 del hipocampo
de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico (EPI) y
epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el numero de células inmunopositivas a Iba-

1. Media + D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. * p < 0.05.
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Figura 16. Cuantificacion de la microglia localizada en stratum radiatum de CA1 del hipocampo
de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico (EPI) y
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epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el nUmero de células inmunopositivas a Iba-

1. Media £ D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. * p < 0.05.

Por otro lado, en la region CA3 del hipocampo, tanto en la capa piramidal, los grupos
CTRL (41.07778 + 9.722044), CTRL+LEV (76.17083 + 20.2976), EPI (90 + 33.56606)
y EPI+LEV (78.14167 + 32.88384) (Figura 17), como en stratum radiatum los grupos
CTRL (199.4222 + 40.40677), CTRL+LEV (256.0292 + 53.28225), EPI (155.4 +
91.51022) y EPI+LEV (214.4 + 120.0964) no mostraron un aumento significativo de
las células Iba-1+ (Figura 18).
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Figura 17. Cuantificacion de la microglia localizada en la capa piramidal de CA3 del hipocampo
de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico (EPI) y
epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el nimero de células inmunopositivas alba-

1. Media £ D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. * p < 0.05.
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Figura 18. Cuantificacion de la microglia localizada en stratum radiatum de CA3 del hipocampo
de ratas de los grupos control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV), epiléptico (EPI) y
epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). La grafica muestra el nimero de células inmunopositivas a Iba-

1. Media £ D.E. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. * p < 0.05.

DISCUSION

En este trabajo de investigacion, el grupo de ratas epilépticas presenté un aumento
en el numero de células GFAP+ en el hilus y capa molecular del giro dentado, asi
como en stratum radiatum de CA1 y CA3 del hipocampo, con respecto al grupo
control, siendo mayormente notable en la region CA1. Los resultados indican que, en
el hipocampo, durante la fase crénica de la epilepsia, hay un aumento en la cantidad
de células astrogliales, las cuales podrian encontrarse participando en la progresion
de la neuroinflamacién, debido a que se ha reportado que estas células liberan
citocinas proinflamatorias como la IL-18 e IL-6, asi como NO, induciendo con ello,
procesos apoptoéticos, que se verian reflejados en la muerte neuronal reportada en
estas capas (Lopez-Meraz et al., 2016; Rana & Musto, 2018; Webster et al., 2017).

Por otro lado, se ha reportado que los transportadores de glutamato, presentes en la
astroglia, sufren de una alteracion, con la cual ocurre una deficiencia en la recaptura
de dicho neurotransmisor, lo que a su vez produce un exceso de glutamato disponible
en el espacio sinaptico (Jessen, 2004). Asimismo, han sido reportados cambios en la
concentracion de potasio extracelular, que participa en la alteracion del balance
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glutamatérgico, a través de impedir la recaptura de glutamato por los astrocitos, con
lo que se produciria un aumento en la excitabilidad neuronal, neuroinflamacion, y por

ende, una muerte celular progresiva (Wang et al., 2020).

Asimismo, los resultados reportados en este trabajo, muestran que en las ratas
epilépticas tratadas con LEV hay una menor cantidad de células GFAP+, respecto al
grupo epiléptico, sugiriendo que el LEV revierte la astrogliosis que ocurre en el
hipocampo durante la fase cronica de la epilepsia. De manera previa, se ha reportado
una disminucion en la expresiéon de IL-1B3 e IL-1RI, lo que se ha asociado con una
disminucion de células gliales, indicando asi, que el LEV disminuye los astrocitos
reactivos, y con ello podria contribuir a un balance entre el sistema excitador e
inhibidor, a través de una mejora en la recaptura de glutamato, impidiendo que exista
una incrementada excitabilidad neuronal (Kim et al., 2010.

El aumento de células GFAP+ que fue observado en capas cercanas a las células
piramidales del hipocampo, podria relacionarse con la muerte neuronal que ocurre en
estas capas. Por lo que el LEV, al disminuir la astrogliosis del hipocampo, podria
evitar parcialmente la muerte neuronal en las capas anteriormente mencionadas, a la
vez que participaria en la reduccion de la hiperexcitabilidad, debido a que se
produciria una disminucién en la liberacion de citocinas proinflamatorias, con lo que
se daria una menor desregulacion de las redes neuronales, asi como una mayor
regulacion de neurotransmisores disponibles en el espacio sinaptico (Kim et al.,
2010).

Los resultados de este trabajo de investigacion, de manera cuantitativa, corroboran lo
reportado por Kim (2009), el cual con un modelo de ELT inducida con pilocarpina en
ratas, observo, de manera cualitativa, un aumento de células GFAP+ en ratas
epilépticas, respecto a las controles, asimismo, observd una disminucion de células
GFAP+ en ratas epilépticas tratadas con LEV (30 mg/kg) durante una semana,
respecto a las epilépticas, con lo que los autores sugieren que el LEV tiene su efecto
antiinflamatorio debido a una regulacion en las funciones de la astroglia, es decir,
permitiendo la recaptura de glutamato, y con ello disminuyendo la disponibilidad de

dicho neurotransmisor en el espacio sinaptico.
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Por otro lado, en este estudio, en el marcaje de la microglia con Iba-1, no se
presentaron diferencias significativas en la cantidad de células |ba-1+ entre los
diferentes grupos, sugiriendo que, durante la fase cronica de la epilepsia, no hay una
diferencia en las células Iba-1+, respecto a los controles. Asimismo, se ha reportado
que en un modelo de ratones post-EE con pilocarpina, tampoco se observaron
diferencias en la cantidad de células Iba-1+ entre los diferentes grupos (ltoh et al.,
2019).

De acuerdo a Itoh (2019) el LEV no tuvo un efecto sobre la cantidad de células Iba-
1+ en ratones post-EE tratados con LEV (360 mg/kg), respecto a los post-EE, similar
a lo observado en este trabajo. Sin embargo, los mismos autores reportaron una
disminucién en la cantidad de células microgliales activadas en ratones post-EE
tratados con LEV, respecto a los post-EE, lo que indicaria que el LEV podria presentar
algun efecto sobre la activacion de la microglia durante la fase cronica de la epilepsia,
con lo que se reduciria la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias, asi como de

la alteracion en las redes neuronales y la muerte neuronal.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, se puede
concluir que el levetiracetam revirtié el aumento de astrocitos de las ratas con
epilepsia cronica, lo que sugiere que uno de los efectos antiinflamatorios de este
farmaco podria ser a través de dichas células.

Por otro lado, el levetiracetam no tuvo efectos significativos sobre la cantidad de
células de la microglia. Sin embargo, el efecto antiinflamatorio del LEV podria estar
relacionado con la activacion de la microglia, mas que con la modulacién de la
cantidad de estas células.

Por lo anterior, realizar un analisis de todas las capas del hipocampo, explorar el
efecto del LEV sobre la activacion microglial y cuantificar las citocinas, liberadas por
la astroglia y la microglia, proporcionaria una mayor perspectiva del efecto
antiinflamatorio del LEV en la epilepsia cronica.
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Anexos

ANEXO 1
Tabla 1. Escala de Racine

0 Inmovilidad, piloereccion, excitacion e hiperventilacion.

1 Movimiento de hocico y lengua, vibrisas, salivacion y escalofrios.
2 Movimientos de cabeza, rigidez en la cola.

3 Clonus de extremidades anteriores, masticacion y sacudidas.
4 Crisis tonico-clonicas.

5 Crisis ténico-clénicas con pérdida de postura y saltos
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descontrolados.

Adaptado de “Modification of seizure activity by electrical stimulation: |. after-discharge
threshold”, por Racine, 1972.
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