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RESUMEN:

La epilepsia es una enfermedad neurolégica crénica, con predisposicion a la
ocurrencia de crisis epilépticas espontaneas y recurrentes. La epilepsia del 16bulo
temporal (ELT), epilepsia de origen focal mas comun, tiene como caracteristica
histopatoldgica la esclerosis mesial temporal con pérdida de neuronas en la formacién
hipocadmpica (FH) y gliosis reactiva. Se han desarrollado diversos modelos para el
estudio de la ELT, uno de ellos es el de litio-pilocarpina en dondé también se observa
la atrofia de la FH y tres fases de la progresion de la enfermedad. Una fase aguda en
donde se induce el EE, una fase libre de crisis denominada epileptogénesis y una
fase crénica en donde se pueden observar la presencia de crisis convulsivas
espontaneas y recurrentes (CER). Se sabe que durante la fase aguda y de
epileptogénesis hay neurodegeneracion en la FH, aunque sigue en controversia Si

este proceso continda durante la fase cronica de la ELT.

Se ha demostrado que el levetiracetam (LEV), un farmaco antiepiléptico eficaz en el
control de las crisis, tiene efectos neuroprotectores en la fase aguda y de
epileptogénesis en el modelo animal de ELT, asi como en modelos de isquemia,
traumatismo craneoencefélico y diabetes. Aunque su efecto neuroprotector durante
la fase cronica de la ELT sigue siendo un tema de investigacion. Por lo tanto, en este
estudio se evalué el efecto neuroprotector del LEV en la FH de ratas con ELT durante

la fase cronica.

Se realiz6 la induccidn del estado epiléptico (EE) en ratas Wistar para posteriormente,
durante la fase cronica de la enfermedad, tratarlas con LEV y evaluar la
neurodegeneracion utilizando la tincion de Fluoro-Jade B (FJB, para determinar
muerte celular) y mediante la inmunoreactividad a la proteina nuclear especifica de
neurona (NeuN, para determinar sobrevivencia neuronal). En la FH de ratas
epilépticas se encontraron células FJB* (en proceso de neurodegeneracion) durante
la fase crbnica, en relacibn con esto la sobrevivencia neuronal disminuyo
cualitativamente. ElI LEV redujo la cantidad de células FJB*, e increment6 la
sobrevivencia neuronal de manera cualitativa, en comparacion con las ratas

epilépticas que no fueron tratadas. Esto indica que durante la fase crénica de la ELT
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continla la neurodegeneracién, y el LEV puede actuar como un farmaco

neuroprotector al disminuir la muerte neuronal de la FH.
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INTRODUCCION:
1. Epilepsia

La epilepsia es una enfermedad neurologica crénica de etiologia diversa,
caracterizada por la predisposicion a la ocurrencia de crisis epilépticas espontaneas
y recurrentes (CER). Dichas crisis son la manifestacion fisica de una interrupcion
temporal de la funcién cerebral normal, debido a una descarga eléctrica excesiva de
redes neuronales localizadas en estructuras corticales y subcorticales. Las
manifestaciones clinicas son muy variables y dependen del area involucrada, entre
las cuales se incluyen alteraciones en la conciencia, en la funcibn motora y en la

percepcion sensorial (Izquierdo, 2005; Stafstrom, 2010; Stafstrom, 2004).

Una crisis no hace la epilepsia. Para diagnosticar a un paciente con epilepsia se
necesita la presencia de al menos dos crisis no provocadas con mas de 24 horas
entre ellas (Fisher et al., 2014; Sirven & Obsorne, 2014; Stafstrom, 2004). Esta
enfermedad puede deteriorar la calidad de vida de los pacientes debido a las crisis,
los trastornos psiquiatricos y de estado de animo comorbidos, los déficits cognitivos y
los efectos adversos de los medicamentos, etc. (Devinsky et al., 2018). Por otra parte,
se estima que la epilepsia afecta a mas de 50 millones de personas alrededor del
mundo (World Health Organization [WHO], 2022); mientras que en México se calcula
gue son entre 349 y 680 pacientes por cada 100 000 habitantes en poblacién general,
y en la poblacién infantil son 180 a 400 paciente que padecen esta condicion por cada
100 000 habitantes (Cruz-Cruz et al., 2017).

Las causas de la epilepsia, en su mayoria, son desconocidas, aunque en algunos
casos pueden presentarse debido a afectaciones estructurales, genéticas,
infecciosas, metabdlicas e inmunes, por ejemplo (Stafstrom, 2004):

e Dailo cerebral causado durante las etapas prenatales o perinatales.

e Anomalias congénitas o condiciones genéticas que se asocian con

malformaciones del cerebro.

e Trauma craneoencefalico.

e Derrame cerebral.

e Infecciones en el cerebro (meningitis, encefalitis 0 neurocisticercosis).

e Tumor cerebral.

12



e Sindromes genéticos.

Existen tratamientos con farmacos antiepilépticos (FAES), los cuales van dirigidos a
disminuir la excitabilidad neuronal, ayudando en el control de las crisis. Se ha
observado que algunos pacientes estan libres de crisis aun en ausencia de algun
FAE, sin embargo, pueden seguir presentando cambios en el electroencefalograma
(EEG). Actualmente se considera que la epilepsia esta resuelta cuando un individuo
se ha mantenido libre de crisis epilépticas en los ultimos 10 afios, sin usar FAEs en
los dltimos 5 afios y tiene un EEG sin alteraciones, o cuando la persona ha superado

la edad de un sindrome de epilepsia dependiente de la edad (Fisher et al., 2014).

1.1. Crisis epilépticas

Las crisis epilépticas son una interrupcion temporal de las funciones cerebrales, las
manifestaciones clinicas pueden incluir alteracion en la funcién motora, la sensacion,
el estado de alerta, la percepcion, funciones auténomas, o alguna combinacion
(Stafstrom, 2004). Su frecuencia puede variar dependiendo de cada persona, pero
pueden presentarse desde menos de una al afio o hasta varias veces por dia (WHO,
2022). Algunas de las crisis estan acompafadas de movimientos involuntarios, que
incluyen partes o todo el cuerpo, y en ocasiones puede haber pérdida de la

consciencia y del control de las funciones del intestino o vejiga (WHO, 2022).

Ademas, como se menciono anteriormente, las crisis epilépticas son episodios en los
que hay actividad neuronal anormal, debido a la hiperexcitabilidad e hipersincronia.
La hiperexcitabilidad es la respuesta anormal (por ejemplo: umbral mas bajo) de una
neurona a la entrada de informacion excitadora. Una neurona hiperexcitable tiende a
disparar rafagas de multiples potenciales de accion en lugar de solo uno o dos.
Mientras que la hipersincronia se refiere al reclutamiento de un gran numero de
neuronas vecinas en un modo de disparo anormal, que conlleva a la propagacién de
estas descargas a otras neuronas vecinas y distantes. En Gltima instancia, una crisis
es un fendbmeno en red que requiere la participacion de muchas neuronas que se
activan sincrénicamente (Stafstrom, 2010; Rho, et al., 2010). Es importante controlar
las crisis epilépticas, ya que, de no ser asi, estas causan dafio neurodegenerativo

progresivo en el paciente, que puede manifestarse en pérdida neuronal, gliosis,
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neurogénesis anormal, reinervacion axonal y otras consecuencias aun desconocidas
(Feria-Romero et al., 2013).

Las crisis epilépticas se pueden clasificar de acuerdo al inicio de su actividad neuronal
anormal como: crisis de origen focal, crisis de origen generalizado y crisis de origen
desconocido. Las crisis focales son aquellas en las que el inicio de la actividad
anormal se localiza en una region especifica del encéfalo y, por consiguiente, las
manifestaciones clinicas se relacionan con esa area. Las descargas epilépticas
focales pueden, o no, propagarse hacia areas adyacentes y eventualmente incluir a
todo el encéfalo (Izquierdo, 2005). Por otra parte, en las crisis generalizadas la
actividad eléctrica anormal comienza de manera simultanea en ambos hemisferios, y
las manifestaciones clinicas se pueden presentar desde una breve alteraciéon de la
conciencia hasta movimientos espasmaodicos de todas las extremidades que son
acompafados de pérdida de la postura y de la conciencia (Stafstrom & Rho, 2004).
Por ultimo, en las crisis de inicio desconocido, como su nombre lo indica, se ignora
en donde se encuentra el origen del inicio de la actividad neuronal anormal (Scheffer
et al., 2017).

1.2. Epilepsia del I6bulo temporal

La epilepsia del I6bulo temporal (ELT) es el tipo de epilepsia de origen focal mas
comun en humanos, y en la que mayor cantidad de pacientes desarrollan tolerancia
a tratamientos con FAEs, pues llega a cerca del 30% (Thom, 2014). Entre las
principales caracteristicas de la ELT esta la esclerosis temporal mesial, caracterizada
por la atrofia de la formacion hipocampica (FH), acompafiada de pérdida neuronal y
proliferacion de células gliales (Curia, et al., 2008). De manera subsecuente se
producen circuitos aberrantes en las sinapsis que se llevan a cabo en la FH,
dispersion de las neuronas granulares, alteraciones en las interneuronas, asi como
reinervacion de las fibras musgosas (Malmgren & Thom, 2012). Asimismo, las
comorbilidades incluyen déficits cognitivos, tales como problemas en los procesos de
memoria y aprendizaje (Holmes, 2015), por eso, su estudio ha ido en aumento y se

considera de gran importancia.
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Dentro de las caracteristicas fisiopatoldgicas fundamentales de la ELT se encuentra
el desbalance del sistema de inhibicion (mediada por acido gamma-aminobutirico,
GABA) y excitacion (mediada por glutamato), a favor del dltimo, ademas de la
hiperexcitabilidad y la hipersincronia neuronal (L6pez-Meraz, et al., 2009; Stafstrom,
2004). Por lo general, se produce de manera secundaria a una lesidn cerebral inicial,
la cual puede deberse a traumas craneoencefalicos, tumores, encefalitis o estado
epiléptico (EE). Posteriormente viene un periodo de latencia, conocido como
epileptogénesis, donde se lleva a cabo un proceso dinAmico que altera de manera
progresiva la excitabilidad neuronal, asimismo se establecen interconexiones
celulares anormales o aberrantes. Dicho periodo termina antes de que ocurra la
aparicion de la primera crisis espontanea, dando lugar a la fase crénica de la
enfermedad. En este punto aparecen las crisis epilépticas, causadas por la
prolongacion masiva del disparo neuronal, lo que provoca un cambio que puede ser

visualizado en un registro de EEG (Téllez-Zenteno & Hernandez-Ronquillo, 2011).

1.3. Modelo animal ELT

Para el estudio de la ELT se han desarrollado modelos animales, sobre todo en
roedores, que simulan algunos de los signos que se presentan en la epilepsia en
humanos, como los cambios producidos a nivel del EEG y la presencia de CER.
Asimismo, empleando estos modelos, se reproduce con alta fidelidad las
caracteristicas histopatologicas observadas en pacientes con esta enfermedad.
Existen diversas maneras de provocar la ELT, uno de los modelos mas empleados
en la actualidad es el establecido por Turski et al., en 1983, en el cual se utilizaban
altas dosis de pilocarpina (300 a 350 mg/Kg), para inducir el EE. En nuestro caso,
para reducir la cantidad de pilocarpina e incrementar su eficiencia, se administra

primero litio.

El litio es un farmaco usado generalmente para estabilizar el humor en las
enfermedades maniaco-depresivas (Curia et al., 2008). En el modelo de ELT, es
administrado entre 18 y 24 horas antes de la pilocarpina, y permite la induccion del
EE con menores dosis de esta (30 a 60 mg/Kg), debido a que sensibiliza a las células
haciendo que sea mas facil llevarlas a un estado hiperexcitado (Jope, et al., 1986). La

pilocarpina es un agonista de los receptores muscarinicos que genera un aumento en
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la liberacion de glutamato produciendo un incremento en la excitabilidad celular lo que
lleva al EE. Asimismo, el glutamato, al unirse a su receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), produce un influjo excesivo de calcio en las neuronas provocando
excitotoxicidad, activacion de enzimas, cambios en la expresion de genes, produccion
de radicales libres, y posteriormente la muerte celular (Scorza, et al., 2009;
Cavalheiro, et al., 2006).

La pilocarpina induce rapidamente el EE, ademé&s produce dafio cerebral
estructuralmente similar al que se encuentra en las autopsias de pacientes con ELT
(Curia et al., 2008; Leite et al., 1990). Asimismo, en este modelo, al igual que con ELT
en humanos, existen tres periodos de desarrollo de la enfermedad: se comienza con
una lesion inicial, a lo que se le denomina fase aguda, en donde se induce el EE con
la pilocarpina; continta la epileptogénesis o periodo latente, libre de crisis; para llegar
alafase cronica donde se presentan las CER (Curia, et al., 2008; Scorza, et al., 2009).

En la figura 1 se puede apreciar esquematicamente el modelo completo.

Periodo agudo Periodo latente Periodo crénico

Induccién EE AL Libre de_ y CER
» convulsiones

Figura 1. Modelo animal de la epilepsia del I6bulo temporal inducida con litio y pilocarpina.
Comienza con el periodo agudo donde se induce el estado epiléptico (EE) al administrar pilocarpina,
posteriormente, viene el periodo latente (o epileptogénesis) libre de convulsiones, y por Gltimo el periodo
cronico en el que se presentan las crisis espontaneas y recurrentes (CER). La figura se realizé con el
programa BioRender.
Las ratas desarrollan lesiones que principalmente afectan a la FH, amigdala, talamo
y corteza piriforme. Ademas, se generan cambios funcionales y estructurales en las
redes neuronales como la reorganizacién sinaptica, con un crecimiento aberrante
(sprouting) de axones (fiboras musgosas) de células granulares, asociada a la
formacion de un circuito excitador reverberante que subyacen a las CER (Cavalheiro,

et al., 2006; Clifford et al., 1987; Faure et al., 2013).

1.4. Formacion hipocampicay el circuito trisinaptico

Como ya se mencion0, la atrofia de la FH es una de las caracteristicas

histopatoldgicas de la ELT, por ello la FH es de gran relevancia y un importante topico
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de estudio. La FH ha sido una de las regiones mas estudiadas en la ELT, y para fines
de esta investigacion, se estudiara dicha region. Esta estructura deriva de la region
medial del telencéfalo, forma parte del sistema limbico y tiene un papel importante en
la adquisicion del aprendizaje espacial, y la consolidacion de la memoria a largo y

corto plazo (Hernandez, et al., 2015).

Anatémicamente, la FH se compone de dos tipos de células principales, piramidales
y granulares, que forman configuraciones entrelazadas. Las células piramidales se
localizan en lo que propiamente se denomina hipocampo (cuerno o asta de Amman),
gue se ha subdividido por diferencias en el tamafio y la densidad de estas células en
tres subregiones (CA1, CA2 y CA3),ademas, existen dos regiones aledafas el stratum
oriens y el stratum radiatum; asimismo, en CA1l, se encuentra presente el stratum
lacunosum moleculare y en CA3 el stratum lucidum. Mientras que en el giro dentado
(GD) que consta de tres capas, una capa granular, una molecular y el Hilus, se
encuentran las células granulares, las principales neuronas del GD, localizadas en la
capa granular (Amaral & Lavenex, 2007; Gilbert & Burdette 1995; Sloviter, 2008;
Dekeyzer, et al., 2017). Las diferentes capas que componen al hipocampo y GD se

representan en la figura 2.

Figura 2. Anatomia de la formacién hipocampica: Hipocampo y Giro dentado.
Las tres subregiones del hipocampo se componen por el stratum oriens, la capa
piramidal (mostrada de color azul para CA3, morado para CA2 y verde para CAl) y
el stratum radiatum; ademas, por debajo de CA1 se localiza el stratum lacunosum
moleculare y junto a CA3 el stratum lucidum. El giro dentado, a su vez, se compone
de la capa molecular, capa granular (representada de color amarillo) y el Hilus. OCAL:
stratum oriens de CA1, OCA2: stratum oriens de CA2, OCA3: stratum oriens de CA3,
RCAL: stratum radiatum de CAl, RCA2: stratum radiatum de CA2, RCA3: stratum
radiatum de CA3, LM: stratum lacunosum moleculare, SL: stratum lucidum y CM:
capa molecular. La figura se realiz6 en el programa BioRender.
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La FH se ha considerado tradicionalmente como un circuito trisinaptico unidireccional
de transmisién en serie. Este circuito trisinaptico inicia en la via perforante de la
corteza entorrinal; los axones de las neuronas en la corteza entorrinal se unen
formando la via perforante para conectar medialmente el eje longitudinal del
hipocampo con las neuronas granulares. Al entrar en el GD, las fibras de la via
perforante hacen sinapsis con las dendritas de las neuronas granulares dentadas,
formando el primer enlace en el circuito trisinaptico. Posteriormente, a través de las
fibras musgosas (axones de las neuronas granulares), las neuronas granulares hacen
contactos sinapticos sobre las dendritas apicales de las células piramidales de CA3,
las cuales a su vez, envian sus axones hasta las neuronas piramidales de la region
CAl1 mediante las colaterales de Schaffer. El circuito termina cuando las células
piramidales de CA1 envian la informacion de regreso a la corteza entorrinal (Gilbert
& Burdette 1995; Hernandez, et al., 2015; Andersen, et al., 2006). Este circuito se

encuentra representado en la figura 3.

Neuronas
piramidales

CA3

Neuronas
granulares

Neuronas
piramidales

Figura 3. Circuito trisinaptico de la formacion hipocampica. Comienza en la corteza entorrinal
que a través de la via perforante (circuito rojo) llega a las dendritas de las neuronas granulares
(representadas de color amarillo) en la circunvolucion dentada. De ahi los axones de las neuronas
granulares (fibras musgosas) hacen contacto con las dendritas de las neuronas piramidales de
CAZ3 (circulo azul), donde la colateral de Schaffer (axones de las células piramidales CA3) hacen
sinapsis en las dendritas apicales de las células piramidales CA1 (color verde). Por ultimo, los
axones de las neuronas piramidales de CA1 hacen contacto con las neuronas de la corteza
entorrinal (circulo rojo). Figura modificada de Gilbert & Burdette 1995, utilizando el programa
BioRender.
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2. Neurodegeneraciony ELT

Diversos estudios han dado a conocer que las crisis epilépticas son capaces de
causar muerte neuronal, lo que se relaciona con la disfuncién cognitiva, asi como con
dificultades de memoria, atencién y aprendizaje de algunos pacientes (Holmes, 2015).
El insulto epileptdégeno, presente al inicio de la enfermedad, genera la muerte
neuronal aguda y tardia, mediante apoptosis y necrosis, para dar lugar a la gliosis
(Feria, et al., 2013; Cavalheiro, et al., 2006). En pacientes con ELT se presentan
alteraciones morfolégicas en la FH, incluyendo una importante cantidad de neuronas
muertas; la alteracion mas observada es la pérdida masiva de neuronas en el Hilus
del GD y en las células piramidales de las capas CA1 y CA3 (Pereno, 2010; Cid, et
al., 2021).

Asimismo, en el modelo animal de ELT inducida con litio y pilocarpina, el EE produce
dafio neuronal debido a la muerte celular en la FH, la amigdala y la corteza entorrinal,
con pérdida tanto de las células principales como de las interneuronas. El dafio
general ocurre en varias areas del cerebro y tiene un curso de tiempo especifico en
cada area diferente (Covolan y Mello, 2000), que continda incluso algunos meses
después de la induccion del EE (Cavalheiro, et al., 2006). Es importante mencionar
gue algunas poblaciones neuronales son mas propensas gue otras al dafio neuronal.
Las primeras células en ser afectadas son neuronas de las areas subcorticales, la
corteza piriforme, neuronas piramidales de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo, e

interneuronas hilares (Scorza et al., 2009).

Con la administracion de pilocarpina se produce la liberacion excesiva de glutamato,
provocando una entrada masiva de Ca?* en las neuronas postsinapticas, que a su vez
activa proteasas, lipasas, sintasas de 6xido nitrico, endonucleasas y principalmente
radicales libres que inducen la muerte celular (Scorza, et al., 2009). Se ha observado
gue las crisis graves y repetidas (como en el EE) causan dafio cerebral, a menudo
con muerte neuronal extensa. Asimismo, las crisis mas prolongadas caracteristicas
de la ELT, como las crisis parciales complejas tradicionales (crisis focales
discognitivas), que pueden progresar a crisis convulsivas tonico-clonicas, tienen mas
probabilidades de conducir a la pérdida neuronal (Dingledine, et al., 2014). También

se ha observado que durante la epileptogénesis contindan activas algunas de las vias
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de muerte celular, como la apoptosis, contribuyendo a la neurodegeneracién en dicho
periodo (Henshall & Simon, 2005). Pero todavia existe controversia con respecto a Si
las crisis breves aisladas, como las CER, contribuyen a la muerte neuronal
continuando con el proceso de neurodegeneracion en la fase crénica de la epilepsia
(Dingledine, et al., 2014; Walker, 2007). Existen varios estudios de imagen en
modelos experimentales y humanos que sustentan la idea de que algunos tipos de
crisis pueden causar neurodegeneracion debido a la muerte neuronal que se produce.
Pero se han publicado diversos trabajos con animales e imagenes de pacientes, con

seguimiento a largo plazo, que ponen en duda lo anterior (Feria, et al., 2013).

3. Levetiracetam

El levetiracetam (LEV) es un FAE de segunda generacion y de amplio espectro,
prescrito para el tratamiento de las crisis parciales de pacientes con ELT. Tiene una
alta eficacia y tolerabilidad en comparacion con otros medicamentos, por eso en los
ultimos aflos se ha incrementado su uso; se utiliza, como coadyuvante o como
monoterapia, en el tratamiento de crisis parciales con o sin generalizacion secundaria,
en nifios y adultos (Howard, et.al., 2018; Deshpande & Delorenzo, 2014;
Johannessen & Patsalos, 2010).

Aunque todavia no se conoce por completo, y a diferencia de otros FAESs, se ha
postulado que el LEV tiene un novedoso mecanismo de accion a través de la union
con la proteina de vesiculas sinpticas 2A (SV2A), una proteina integral de membrana
gue se encuentra presente en todas las vesiculas sinapticas. Asi, el LEV participa en
la modulacion de la liberacién de los neurotransmisores mediada por calcio (Lyseng-
Williamson, 2011). Estudios de fijacién de voltaje de célula completa indican que, a
través del reciclado vesicular y la endocitosis, el LEV ingresa a la vesicula sinaptica
para unirse a la proteina SV2A, provocando que el proceso de fusion vesicular se
disminuya en algun punto, produciendo un menor nimero de vesiculas que liberen su
contenido, y por ende, una reduccion en la transmision sinaptica (Contreras-Garcia et
al., 2022; Meehan et al., 2011; Pichardo-Macias et al., 2016).

Se ha propuesto que las acciones del LEV son moduladas por la actividad neuronal y

la expresion de SV2A; ya que se ha observado que el LEV reduce la amplitud de
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corriente postsinaptica, preferentemente en neuronas con una tasa de disparo de alta
frecuencia. Aunque todavia se desconocen los mecanismos exactos ejercidos por el
LEV para reducir la excitabilidad, la proteina SV2A es fundamental. Dicho farmaco es
hidrosoluble y para unirse a SV2A ingresa a las células a través del reciclaje vesicular,
durante la endocitosis. Entre mayor sea la actividad sinaptica y se incremente el
reciclamiento vesicular, el efecto del LEV aumenta debido a que habra mas farmaco
dentro de las células. Esto es de gran importancia, ya que de esta manera su efecto
se vuelve finamente modulado y especifico, reduciendo la hiperexcitabilidad e
hipersincronia neuronal de la zona afectada (Meehan, et al., 2011; Meehan, et al.,
2012). De igual forma se ha observado que la respuesta de los pacientes al
tratamiento varia, y se sugiere que la expresion de la proteina SV2A influye en la
eficacia del LEV. Aquellos pacientes que presentan una mayor concentracion en
SV2A, tienen un mejor control de las crisis al ser tratados con LEV (De Groot, et al.,
2011). Debido a que la eficacia de LEV parece depender de la union a SV2A (Meehan,

et al., 2011), cambios en su expresion podria perjudicar la respuesta al tratamiento.

Ademas de la union con la proteina SV2A, el LEV puede modular la actividad neuronal
mediante otras vias que permiten el control de las crisis epilépticas. Wakita y cols.,
demostraron que el LEV disminuye la supresién inducida por Zn?* de los receptores
GABAa, incrementando la transmision inhibitoria mediada por GABA. Se ha
observado que el Muscimol, un agonista del receptor GABAAa, afecta y controla la
liberacion de glutamato, dando como resultado una pérdida presinaptica en la
transmision excitatoria; la transmision inhibitoria disminuye la excitabilidad mediada
por glutamato (Wakita, et al., 2013). En el hipocampo de cerebros epilépticos, la
funcion del receptor de GABAAa puede verse afectada por la inhibicion alostérica del
Zn?*, es decir, actia como modulador negativo del receptor, lo que reduce el efecto
inhibitorio de GABA sobre la transmision excitatoria. Este efecto, provocado por el
Zn?* en los receptores GABAAa, puede revertirse mediante la aplicacién aguda de LEV
en neuronas del hipocampo (Surges, et al., 2008; Rigo, et al., 2002). Asimismo, el
LEV puede modular la actividad neuronal mediante la inhibicién del aumento de Ca?*
intracelular (a través del blogueo de la liberacion de Ca?* de las reservas
intraneuronales y de los canales de Ca?* de tipo N y P/Q), con corrientes rectificadoras
retardadas de K*, el intercambiador CI- / HCO3, y receptores AMPA (Surges, et al.,
2008; Chen, et al., 2018). Con esto se puede decir que el LEV presenta diversos
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objetivos moleculares a través de los cuales ejerce su efecto. Estas vias pueden
converger para disminuir la despolarizacién postsinaptica, la acumulacién de calcio,
la excitotoxicidad, la muerte celular y la inflamacion. Si bien los mecanismos exactos
todavia no se comprenden por completo, la integraciéon de todos los puntos
mencionados anteriormente puede explicar la capacidad de LEV para producir
beneficios en multiples modelos, indicando un efecto potente que puede ser de gran
ayuda en el tratamiento de pacientes (Browning, et al., 2016; Contreras-Garcia et al.,
2022).

3.1. Levetiracetam y neuroproteccion

La neuroproteccion se refiere a los mecanismos que se activan para prevenir el dafo
neuronal. Los agentes antiepilépticos pueden alterar los circuitos neuronales
haciéndolos menos propensos a las crisis, mientras que los agentes neuroprotectores
pueden reducir el dafio que provocan las crisis (Klitgaard & Pitkdnen, 2003). Los FAEs
comunmente usados, estan dirigidos a detener la crisis, suprimiendo la excitabilidad
neuronal, aunque esto podria ser insuficiente ya que, por lo general, no cubren las
comorbilidades que presentan los pacientes epilépticos. Por esa razén se ha
intentado desarrollar nuevos farmacos que puedan proteger al cerebro evitando el
deterioro, al mismo tiempo que controlan las crisis epilépticas (Contreras-Garcia et
al., 2022; Klitgaard & Pitkanen, 2003). Investigaciones sugieren que el LEV posee
propiedades neuroprotectoras en ambas condiciones (no epilépticas y epilépticas)
aminorando el proceso epileptogénico y la muerte neuronal, ademas de las
caracteristicas anticonvulsivas que se le atribuyen. Se ha observado que el LEV es
capaz de evitar la muerte neuronal al disminuir el nUmero de crisis epilépticas (Scorza,
et al., 2009). Asimismo, puede inhibir la hiperexcitacion neuronal cuando la actividad
epileptiforme se evoca en el hipocampo de ratas, actuando como un buen farmaco
anticonvulsivo (Margineanu & Klitgaard, 2000). Aunado a esto, se han realizado

estudios para demostrar los efectos neuroprotectores en diversos niveles.

Durante la fase aguda de la epilepsia, el LEV puede prevenir o revertir las
reorganizaciones de los circuitos neuronales que se producen después de la
induccién de EE, previniendo el deterioro progresivo del proceso epiléptico, y atenta
tanto la muerte de las células como los cambios en la excitabilidad de la FH después

de la aplicacién de pilocarpina. Altas dosis de LEV antes de la induccion del EE
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protegen al cerebro contra el desarrollo citotdéxico y contra la pérdida de células
neuronales (Klitgaard & Pitkéanen, 2003). De igual manera, la administracion de LEV,
2 horas después de la induccion del EE con pilocarpina, tiene un efecto neuroprotector
gue impide la muerte neuronal en CA1, CA3 e Hilus del GD. ElI numero de células
positivas para Fluoro-Jade B (FJB), neuronas en degeneracion, se redujo
significativamente con la administracion de LEV a altas dosis (150 mg), y fue
significativamente eficaz para proteger el dafio neuronal posterior al EE en
comparacion con diazepam (DZP) y valproato. Sin embargo, el LEV como farmaco

complementario con DZP no pudo aliviar el dafio neuronal (Lee, et al., 2013).

Itoh y colaboradores (2015) observaron en ratas que, después de detener el EE con
DZP, el tratamiento repetido con dosis altas de LEV (500 mg/Kg) previno el desarrollo
de las CER y la muerte neuronal por al menos 28 dias. Se demostraron asi los efectos
neuroprotectores de dicho farmaco, al disminuir la muerte neuronal y su efecto en la
prevencion del desarrollo de la epilepsia, aunque las dosis bajas (250 mg/Kg) no
fueron efectivas. Asimismo, el tratamiento con LEV protegio contra la secuencia de
eventos excitotoxicos inducidos por el edema vasogénico (ltoh, et al., 2015; Itoh, et
al., 2016).

Ademas, el LEV puede interferir con el proceso de epileptogénesis, al reducir el
desarrollo, la gravedad y la duracién de las crisis inducidas por la estimulacion
eléctrica de la amigdala con el kindling eléctrico (Ldscher, et al., 1998; Willmore, 2005;
Stratton, et al., 2003). El efecto antiepileptdgeno se alcanza a dosis que no inducen
efectos adversos sedantes o toxicos. Se ha observado que el LEV no solo ejerce su
accion a través de una accién anticonvulsiva, sino que posee un verdadero efecto
antiepileptdgeno, debido a que cuando se detuvo el tratamiento los efectos benéficos
se mantuvieron. Con esto se propone gue el LEV podria servir para la prevencion de
la epilepsia en pacientes que tienen un alto riesgo prospectivo de desarrollar ELT tras
un traumatismo craneoencefalico, por lo tanto, se puede decir que el LEV tiene efectos
neuroprotectores durante la fase de epileptogénesis (Léscher, et al., 1998; Willmore,
2005; Shetty, 2013; Stratton, et al.,, 2003). En un modelo de traumatismo
craneoencefalico, se ha observado que una sola dosis de LEV reduce la degeneracion
neuronal en el hipocampo después de la lesidbn, ademas de mejorar las funciones

motoras (Wang, et al., 2006). La eficacia de LEV como farmaco neuroprotector contra
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las lesiones cerebrales traumaticas ha recibido mucha consideracion. Los estudios en
animales validan una mayor preservacion de las neuronas de la FH con la

administracion de dicho farmaco (Shetty, 2013).

En un modelo de isquemia cerebral focal en ratas, se ha demostrado que el LEV
presenta una neuroproteccion significativa, ya que reduce el nivel de dafio neuronal.
Este efecto se correlaciond, con dosis comparables, tanto a las que inducen efectos
antiepileptogénicos en el kindling en ratas, como a las que inducen efectos
anticonvulsivos en pacientes con epilepsia. (Hanon & Klitgaard, 2001; Willmore,
2005). En los modelos de isquemia, donde también se desarrollan crisis epilépticas
debido al dafio, se ha demostrado el efecto neuroprotector del LEV a largo plazo, al
mismo tiempo que se controlan las crisis. Por lo que este efecto se atribuy6 a la
modificacion de los mecanismos epileptogénicos intrinsecos, asi como en los
modelos de kindling eléctrico, al mostrar que en ambos casos el dafio neuronal es
similar (Hanon & Klitgaard, 2001; Belcastro, et al., 2011). La isquemia hipdxica causa
dafio neuronal y muerte de células neuronales principalmente por necrosis, aunque
se ha observado que la apoptosis también juega un papel importante en la evolucion
de la lesién hipoxica isquémica en el cerebro. En un modelo de isquemia hipdxica
neonatal se observé que las células apoptéticas, en el hipocampo y la corteza,
disminuyeron significativamente en comparaciéon con aquellos animales que no
recibieron el tratamiento. Incluso, en el tratamiento con LEV, los recuentos de células
apoptaéticas fueron similares a los del grupo control, es decir, sin isquemia (Kilicdag,
et al., 2013). En un estudio reciente, de un modelo de isquemia cerebral en ratas, se
encontré que el tratamiento con LEV previno significativamente la muerte de las
células neuronales, promovio la angiogénesis y la recuperacion funcional del sistema
nervioso. Estos efectos se atribuyen a la capacidad neuroprotectora del farmaco por
diversos mecanismos, incluida accion antiinflamatoria, el aumento de la expresion de

VEGF, HIF-1a y HSP70, y la reduccion de la apoptosis neuronal (Yao, et al., 2021).

Cabe mencionar que los efectos neuroprotectores del LEV también se han evaluado
en un modelo de diabetes en ratones, donde el farmaco demostro tener efecto en la
rinoplastia (complicacion neurodegenerativa asociada a la diabetes mellitus). Dado
gue la retina neural y vascular mantienen la integridad del ojo, incluida la salud y la

funcionalidad de la retina, en la diabetes se genera la apoptosis neuronal retiniana y
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la activacidon de las células gliales, generando la rinoplastia. EI LEV disminuy6 la
expresion de los marcadores apoptoticos Tp53 (proteina tumoral 53) e INOS (sintasa
de 6xido nitrico inducible), asi como de algunos indicadores neuronales de estrés y
activacion microglial como la proteina &cida fibrilar glial (GFAP); y ademas, aumento
la regulacién del marcador neuronal de regeneracion GAP43 (Mohammad, et al.,
2019).

Todos estos estudios demuestran los efectos neuroprotectores del LEV en diferentes
situaciones y modelos. Pero su efecto en la fase crénica de la ELT se desconoce, por
lo que es necesario seguir investigando. A pesar de que sigue en debate si las CER
continan con el proceso de neurodegeneracion, se ha observado que la FH es una
de las estructuras mas susceptibles a la muerte neuronal, ademas de la generacion
de circuitos aberrantes y otras alteraciones en la citoarquitectura de las neuronas
(Scorza et al., 2009; Zamudio, et al., 2019). Todos estos cambios podrian contribuir a
los déficits cognitivos presentes durante la fase cronica de la epilepsia, e incluso
explicar por qué en algunos pacientes las crisis epilépticas se presentan con mayor
frecuencia e intensidad (Scorza et al., 2009; Cid, et al., 2021; Grosser, et al., 2020).
Para esto es necesario seguir investigando la muerte neuronal en la ELT, incluso en
la etapa crénica, y continuar con el desarrollo de tratamientos neuroprotectores, como
el LEV, para prevenir las consecuencias a largo plazo en los pacientes (Zamudio, et
al., 2019). La neuroproteccion puede ser un elemento critico del alivio de la
remodelacion continua de los circuitos neuronales en las epilepsias establecidas
(Klitgaard & Pitkanen, 2003), por ello el LEV como farmaco neuroprotector es ahora
un foco de atencion en las investigaciones que podria contribuir a mejorar la calidad

de vida de los pacientes.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios mencionados anteriormente, han demostrado que el LEV, un FAE de
segunda generacion efectivo en el control de las crisis, tiene efectos neuroprotectores
en la fase aguda y latente de la ELT, asi como en otras patologias que presentan una
continua muerte neuronal. Actualmente sigue siendo controversial si durante la fase
cronica de la ELT continta el proceso de muerte neuronal. Menos aun se conoce Si

el LEV puede impedir el progreso de la neurodegeneracion, revirtiendo o aminorando
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el deterioro cognitivo presente en la epilepsia cronica temprana,. Por lo que se
realizaran experimentos para observar y cuantificar la muerte neuronal, al mismo
tiempo que se evaluaran los efectos del LEV en la supervivencia neuronal, de la FH
de ratas con ELT durante la fase cronica temprana inducida con litio y pilocarpina.

JUSTIFICACION

La epilepsia focal mas frecuente es la ELT, que generalmente produce
neurodegeneracion de la FH, y es la epilepsia farmacorresistente mas comun ya que
aproximadamente el 30% de los pacientes no pueden controlar sus crisis con un
tratamiento médico. Debido a que la ELT es una enfermedad de alta incidencia, se
han desarrollado diversos FAEs con el objetivo de controlar las crisis, asi como
disminuir las comorbilidades. ElI LEV tiene efectos sobre la hiperexcitabilidad
neuronal, ademas se destaca por su novedoso y principal mecanismo de accién a
través de la interaccion con la proteina SV2A. Asimismo, se ha observado que el LEV
puede tener efectos neuroprotectores en la etapa aguda y de epileptogénesis de la
ELT, asi como en modelos de isquemia, traumatismo craneoencefalico y diabetes.
No obstante, se conoce poco de los efectos neuroprotectores del LEV durante la ELT
cronica, por lo que estudiar esto podria ayudar a comprender mejor los beneficios de
su implementacion, y mejorar la calidad de vida de los individuos que padecen esta

enfermedad.

OBJETIVOS

1. Objetivo general
- Evaluar el efecto neuroprotector del LEV, en la FH de ratas con ELT

inducida con litio y pilocarpina, durante la epilepsia cronica.

2. Objetivos particulares
- Observar si en la fase créonica de la ELT continta la muerte neuronal en
la FH, utilizando la tincién de FJB para cuantificar las células en proceso
de neurodegeneracion y la inmunoreactividad a la proteina nuclear

especifica de neurona (NeuN) para la sobrevivencia neuronal.
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- Evaluar el efecto de la administracion de LEV en el proceso de
neurodegeneracion y sobrevivencia neuronal en la fase cronica de la
ELT.

HIPOTESIS

En ratas con ELT inducida con litio y pilocarpina, continGa el proceso de
neurodegeneracion durante la fase cronica.
El LEV funciona como un farmaco neuroprotector al disminuir la muerte neuronal en

la FH, y por lo tanto incrementar la sovrevivencia de las células neuronales.

UBICACION DEL ESTUDIO

Este proyecto se llevo a cabo en el laboratorio de Neurociencias, en el laboratorio de
Farmacologia, en el Bioterio y en la Unidad de Equipos para Investigacion
Translacional en Modelos Animales (UEITMA) del Instituto Nacional de Pediatria
(INP).

DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 4 grupos de ratas: control (CTRL), control tratado con LEV (CTRL+LEV),
epiléptico (EPI) y epiléptico tratado con LEV (EPI+LEV). En el dia 1 se les indujo el
EE, a los grupos EPI y EPI+LEV. En la semana 6, posterior a la induccion del EE,
comenzo la videograbacion para el registro de las CER, esto durante 2 semanas. Las
ratas que presentaron al menos dos CER por semana, durante una semana, se
incluyeron en los grupos EPI o EPI+LEV. En la semana 7, a las ratas de los grupos
CTRL+LEV y EPI+LEV se le implant6 una minibomba osmotica para la administracion
del farmaco de manera continua, durante siete dias. En la semana 8, a los animales
tratados con LEV, se les removio la bomba. Ese mismo dia, las ratas fueron
sacrificadas y perfundidas por via intracardiaca con solucibn salina y
paraformaldehido, y posteriormente se extrajo el cerebro que se corté en secciones
para poder realizar la tincion con FJB y la inmunohistoquimica para el marcador
neuronal NeuN. El diagrama de flujo y la linea del tiempo del disefio exprimental se

muestran en la figura 4 y 5, respectivamente.
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1. Diagrama de flujo

Ratas macho Wistar

250-300 g

CTRL+ EPI+
EPI
CTRL LEV LEV

Induccion del EE

Registro CER durante
2 semanas

Implantacion
minibomba osmética

Inmunohistoquimica y Fluoro-Jade B

Figura 4. Diagrama de flujo del disefio experimental. Se utilizaron ratas macho Wistar con peso
de entre 250-300 g al inicio del experimento. Las ratas se dividieron en 4 grupos: control (CTRL),
control con tratamiento (CTRL+LEV), epilépticas (EPI), y epilépticas con tratamiento (EPI+LEV).
A los grupos epilépticos se les indujo el EE. Posteriormente se registraron las CER durante dos
semanas, periodo durante el cual comenzd el tratamiento con LEV en los grupos correspondientes
(CTRL+LEV y EPI+LEV). Terminando dicho periodo, los animales de los cuatro grupos fueron
sacrificados para realizar la inmunohistoquimica y la tincién con Fluoro-Jade B.

2. Linea del tiempo

Obtencién
tejido
Tratamiento
EE (90 min) con LEV
| >
0 1 2 3 4 5 6 7 8 Semanas
CUIDADOS VIDEOGRABACION
POST-EE

Figura 5. Linea del tiempo del disefio experimental. Al dia 1, a los animales de los grupos epilépticos se les
indujo el EE. Posteriormente, se les proporcionaron cuidados especiales durante 3 dias. En la semana 6 se
inici6 la videograbacion para el registro de las CER, lo que dur6 2 semanas (hasta la semana 8). En la semana
7, a los grupos con tratamiento se les implanté las minibombas osméticas. Por Ultimo, en la semana 8, las
bombas fueron retiradas. Asimismo, el tejido de todos los grupos se obtuvo para los analisis correspondientes.
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MATERIAL Y METODOS
1. Poblacioén

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 250-300 g de peso corporal, adquiridas
del Instituto Politécnico Nacional. Los animales se alojaron en el bioterio, y fueron
colocados en cajas de policarbonato con una cama de viruta en un cuarto con
temperatura de 20 + 2 °C, 50% de humedad relativa, ciclos de 12 horas de
luz/oscuridad (encendido de laluz 7:00 a.m.) y consumo de alimento y agua ad libitum.
Una vez inducido el EE, las ratas de los grupos EPI y EPI+LEV se pusieron en cajas
individuales, las del grupo CTRL+LEV, en un inicio, se alojaron 5 ratas por caja y
después de la implantacién de las bombas se colocaron en cajas individuales,
mientras que las ratas del grupo CTRL se alojaron en un grupo de 5 ratas por caja
durante todo el proyecto. Los animales de experimentacion fueron manejados
conforme a la norma oficial mexicana de la secretaria de agricultura (SAGARPA
NOM-062-Z00-1999) publicada en 2001: “Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio” y se siguieron los

lineamientos internos del Reglamento del Bioterio del INP.

2. Induccién del EE

El modelo de este proyecto se encuentra basado en la induccion de una lesion inicial,
a través de la generacion del EE, mediante la administracion de litio y pilocarpina. La
actividad convulsiva intermitente o continua, que ocurre sin interrupcion por mas de 5
minutos sin recuperacion, va a definir al EE. Todos los grupos fueron tratados con
cloruro de litio (127 mg/kg via i.p.; Sigma-Aldrich, #.9650), entre 19 y 24 horas antes
de la administracién de pilocarpina a los grupos epilépticos. El dia que se indujo el EE
(dia 1) se les administr6 bromuro de metilescopolamina (1 mg/kg; via i.p.; Sigma-
Aldrich, #58502) a los grupos EPI y EPI+LEV, 30 minutos antes de recibir una dosis
de pilocarpina (60 mg/kg; via i.p.; Sigma-Aldrich, #P6503), esto para contrarrestar los
efectos colinérgicos periféricos. Una vez administrada la pilocarpina, en aquellas ratas
donde el EE no se presento en los primeros 60 minutos, se empled una segunda dosis
de pilocarpina, y todas las ratas que no llegaron al EE con la segunda dosis fueron
excluidas del estudio. Se observo y clasificd la conducta epiléptica con la escala de
Racine (tabla 1); cuando la rata alcanzo la puntuacion de 3 a 5, mas de dos veces

consecutivas, o permanecio con una crisis durante dos minutos, se establecié la hora
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de inicio del EE, y posteriormente se detuvo a los 90 minutos con DZP (5 mg/kg; via

i.m.; PISA, 070M95). Se administré una segunda dosis de DZP 8 horas después.

Posterior a la primera dosis de DZP los animales se colocaron en una cama de hielo,
durante una hora, y pasaron la noche en un cuarto con temperatura de 17 + 2 °C para
disminuir la hipertermia generada durante y después del EE. Durante los siguientes 3
dias se les dieron cuidados especiales a las ratas de los grupos EPI y EPI+LEV.
Aquellas que presentaron un continuo deterioro en su estado general de salud, alguna
enfermedad (ej. infecciones) o muerte durante el desarrollo del proyecto, fueron

eliminadas.

Tabla 1. Escala de Racine.

Estado Conducta

Inmovilidad, piloereccion, excitacion e hiperventilacion.

Movimiento de hocico y lengua, vibrisas, salivacion y escalofrios.

Movimientos de cabeza, rigidez en la cola.

Clonus de extremidades anteriores, masticacion y sacudidas.

Crisis ténico-clénicas.

a|l s~ |||+ |O

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

Nota. Adaptado de “Modification of seizure activity by electrical stimulation: |. after-

discharge threshold”, por Racine, 1972.

3. Registro de las crisis espontaneas y recurrentes

A través de la videograbacion conductual de las ratas se realizo el registro del nimero
y duracién de las CER. En la semana seis, posterior a la induccién del EE, los
animales fueron alojados en un estante del bioterio, de forma individual, con un
méaximo de 6 ratas, por camara, al mismo tiempo para realizar el video-monitoreo. Los
videos fueron analizados a una velocidad de 8x con el software Windows PowerDVD
15, y cuando la actividad de las CER se observé, el video se regreso, analizado desde
el inicio la conducta en tiempo real. Al alcanzar una puntuacion conductual de 3 o

mas, de acuerdo con la escala de Racine (tabla 1), se consider6 como una CER. Los
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registros fueron de 2 semanas, durante las 24 horas, incluyendo la semana del

tratamiento con LEV.

4. Tratamiento con LEV

El LEV fue administrado a través de minibombas osméticas (Alzet®), manteniendo
una liberacion continua de LEV (300 mg/kg/dia) durante la semana del tratamiento.
Para el llenado de las minibombas, el LEV se extrajo a partir de tabletas de la marca
Pharmalife de 500mg. Se disolvieron dos tabletas en 3 mL de solucion salina isoténica
(SSI), la mezcla que fue sonicada durante 15 minutos, y centrifugada a 3000 rpm por
otros 15 minutos (1400 x g, Hermle Labnet 2326K, rotor 220.72), posteriormente, el
sobrenadante se decantd y filtré con la finalidad de rellenar las bombas, esto de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las bombas se incubaron por al menos
4 horas a 37°C en SSI, para asegurar la liberacion inmediata de su contenido una vez
implantadas. El reservorio promedio de este tipo de bombas es de 2 mL, la capacidad
de bombeo es de 10 uL/h por una semana.

5. Implantacion minibombas osmoticas

En la séptima semana las minibombas osmoéticas, llenas con LEV, se implantaron de
manera subcutanea. Para ello las ratas se anestesiaron con isofluorano al 5% (con
flujo de Oz de 2 mL/min) durante la induccion y del 2-3% para el mantenimiento.
Posterior a que se confirmd el estado anestésico (ausencia del reflejo flexor), se
realizd una pequefa incision en la espalda de las ratas, a la altura de la escapula
izquierda, con unas tijeras se corto el tejido conectivo entre la piel y el misculo para
crear una bolsa bajo la piel, donde se colocé la minibomba cuidando que el moderador
de flujo se encontrara apuntando lejos de la incision, es decir, hacia la parte caudal.
Se suturd y limpid la incision con solucién antiséptica, y después se administré una
dosis de enrofloxacina (5 mg/kg, viai.m.), asi como una inyeccién aguda de LEV (200
mg/kg, via i.p.; solucién inyectable Keppra). Finalmente, las bombas se removieron
durante el efecto anestésico de la rata, antes de la obtencion del tejido para la

inmunohistoquimica y FJB.
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6. Obtencion del tejido

Los animales se anestesiaron por via i.p. con pentobarbital (150 mg/kg), para ser
perfundidos, via intracardiaca, con solucion salina (NaCl 0.9%) seguida de
paraformaldehido (4%, diluido en amotiguador de fosfatos [PB] 0.1M; pH 7.4).
Posteriormente se decapitaron con una guillotina afilada y los cerebros fueron
disecados y post fijados en paraformaldehido a temperatura ambiente durante 24
horas. Cumplido el tiempo, los cerebros se transfirieron a una solucion de sacarosa
(20% y 30%) hasta que se infiltraron completamente. Los cerebros se congelaron y
almacenaron hasta su uso a una temperatura de -80°C. Se realizaron cortes sagitales
seriados, con un grosor de 50um, con un criostato. Por ultimo, las muestras se
almacenaron en solucién crioprotectora hasta el momento de realizar las tinciones

correspondientes.

7. Inmunohistoquimica

Para detectar el numero de neuronas presentes en la FH se realizé la
inmunohistoquimica para NeuN. Los tejidos se lavaron 3 veces con amortiguador de
fosfatos con triton (PBT; 0.1M; pH 7.4; tritdbn X-100, 0.3%), durante 10 minutos cada
uno. Al término del lavado se dejaron durante 10 minutos con peroxido de hidrogeno
al 3%, para inactivar la peroxidasa endoégena. Nuevamente se realizaron 3 lavados
con PBT durante 10 minutos cada uno. Posteriormente, el tejido se incubd con
solucion de bloqueo, preparada con suero fetal bovino (SFB) al 5%, por una hora.
Concluido el tiempo, se incub6 con el anticuerpo primario NeuN (Rbt policlonal,
Abcam, ab104225), en una dilucién de 1:500 con solucién de bloqueo. Al dia
siguiente, el tejido se lavo 3 veces con PBT durante 15 minutos, para después agregar
el anticuerpo secundario Anti-rabbit Goat (Vector biotinilado, BA1000) en una dilucion
1:500 con solucién de bloqueo, e incubar durante dos horas. Se realizaron 3 lavados
con PB de 10 minutos, transcurridas las dos horas, para posteriormente incubar con
Avidina-Biotina (Vector, #PK6100) durante una hora. Por ultimo los tejidos se
revelaron con 3,3 -diaminobencidina (DAB; Vector laboratories, SK-4100) durante 3

minutos y se montaron en portaobjetos gelatinizados.

Nota: En el anexo 1 se detalla la preparacion de las soluciones necesarias para la

inmunohistoquimica.
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8. Tincion con Fluoro-Jade B

Para la tincion con FJB, se lavaron los cortes histolégicos 3 veces con PB durante 10
minutos, se montaron en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar durante un
dia. Posteriormente se inicio la tincion de FJB, donde las laminillas se procesaron por
separado, es decir, se trabajé con cada grupo (EPI, EPI+LEV, CTRL, CTRL+LEV) de
manera individual para evitar mezclar los tejidos. Las laminillas se transfirieron a una
solucion de alcohol basico durante 5 minutos, después se colocaron 2 minutos en
alcohol al 70% y 2 minutos en agua destilada. Al término, se sumergieron las laminillas
en permanganato de potasio al 0.06% durante 10 minutos, y se lavaron con agua
destilada por 2 minutos antes de ser transferidas a la solucion de FJB (Biosensis, TR-
150-FJB) al 0.0004% donde permanecieron 120 minutos. Pasadas las 2 horas se
realizaron 3 lavados con agua desilada de 1 minuto cada uno, para, por ultimo, dejar

secar perfectamente los tejidos y colocar el cubreobjetos utilizando resina.

Nota: En el anexo 2 se especifica la manera en la que se prepararon las soluciones

necesarias durante el procedimiento.

9. Cuantificacion celular

Las imagenes de los tejidos se obtuvieron con un aumento de 10X. La cuantificacion
para la inmunohistoquimica con NeuN se realizd con el programa ImageJ, midiendo
la densidad oOptica de las capas CA1 y CA3 del hipocampo, ademas de la granular e
Hilus del GD. En cambio, para la cuantificacién de las células positivas a FJB, se

contaron manualmente en las capas CA1, CA3 e Hilus de la FH.

Nota: En el anexo 3 se especifica como utilizar el programa ImagelJ para la

cuantificacion de la densidad Optica relativa.

10. Anédlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se realiz6 la prueba de ANOVA de una via, considerando
p<0.05 como estadisticamente significativo. Para la comparacién entre los distintos
grupos, posterior al ANOVA, se utilizé la prueba post hoc de Tukey-Kramer. Las
gréficas realizadas se realizaron tomando en cuenta la media y el error estandar (std)

de cada grupo.
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RESULTADOS
1. Tincién con Fluoro-Jade B (FJB)

En la capa CAL, se observan células FIB+, indicando neurodegeneracion dentro del
grupo EPI (figura 6, panel C); en la imagen se puede apreciar una linea vertical de
células fluorescentes positivas a FJB (flecha naranja). El tratamiento con
levetiracetam redujo considerablemente la cantidad de células FIB+ (figura 5, panel
D), donde se aprecia de manera tenue el marcaje (flecha azul). Por el otro lado, en
los grupos CTRL y CTRL + LEV no hay marcaje, es decir, no se encontraron células

en neurodegeneracion FJB+ (figura 6, panel A y B).

Figura 6. Tincion de Fluoro-Jade B de CAL, en cortes sagitales de la formacién hipocampica de rata. Las
células en neurodegeneracion, positivas para FJB, se denotan de color verde fluorescente. A) Grupo control
(CTRL). B) Grupo control tratado con levetiracetam (CTRL+LEV). C) Grupo epiléptico (EPI); la figura muestra
diversas células marcadas con FJB (flecha naranja). D) Grupo epiléptico tratado con levetiracetam (EPI+LEV);
se observa un marcaje muy tenue (flecha azul).

La diferencia observada en la capa CA1l del grupo EPI con respecto al resto, es
estadisticamente suficiente para establecer que existe una diferencia significativa
(figura 7; en la grafica se puede apreciar cuantitativamente el incremento en las
células positivas para FJB de las ratas epilépticas (182.5 £ 64.2297). Asimismo se
observa que en el grupo EPI + LEV se reduce la cantidad de células en
neurodegeneracion FIB+ (32.0535 + 57.8508), estableciendo la existencia de una
diferencia significativa con respecto al grupo EPI. A pesar de que en las ratas
epilépticas con tratamiento se siguen observando células fluorescentes FJB+, la
cantidad no es suficiente para establecer que existe una diferencia en comparacion
con los grupos CTRL (0.15 + 0.1914) y CTRL + LEV (0.0833 + 0.1666) en donde no
se observaron células FIB+.
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Figura 7. Cuantificacién de las células FIB* de la capa CAl de la
formacidon hipocampica de ratas, para los grupos control (Ctrl), control
tratamiento (Ctrl + LEV), epiléptico (EPI) y epiléptico con tratamiento (EPI +
LEV). Media + std. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de
Tukey-Kramer. ***p<0.001 y **p<0.01.

Cualitativamente, en el Hilus del GD, se ven células positivas para FJB en el grupo
EPI (figura 8, panel C). En cambio para el resto de los grupos no hay células en
neurodegeneracion FJB+, incluso en el grupo EPI + LEV (figura 8, panel A, By D). A
pesar de que se encontraron células positivas para FJB en el Hilus del grupo EPI
(18.2738 + 23.4252), este incremento no es suficiente para determinar que existe una
diferencia estadistica con respecto al grupo CTRL (0), CTRL + LEV (0.0833 + 0.1666)
y EPI + LEV (0.3214 + 0.6428), es decir, no hay variacion entre los grupos (figura 9).

Lo mismo sucede para la capa CA3 del hipocampo, donde a pesar de que se observan
células FIB+ en el grupo EPI (figura 8, panel G) y en el resto de los grupos no (figura
8, panel E, F y H), cuantitativamente no existe una diferencia significativa (figura 9)
entre EPI (5.7916 + 7.6271), EPI + LEV (0.2261 + 0.2786), CTRL (0) y CTRL + LEV
(0).
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Figura 8. Tincion de Fluoro-Jade B del Hilus y CA3, en cortes sagitales de la formacién hipocampica de
ratas. Las células en neurodegeneracion, positivas para FJB, se denotan de color verde fluorescente. Las
imagenes A, B, C y D corresponden al Hilus: A) Grupo control, B) Grupo control tratado con levetiracetam, C)
Grupo epiléptico; se muestra diversas células marcadas con FJB (flecha naranja), y D) Grupo epiléptico tratado

con levetiracetam. Las imagenes E, F, G y H son de la capa CA3: E) Grupo control, F) Grupo control tratado con
levetiracetam, G) Grupo epiléptico; con la flecha naranja se sefialan células positivas para FJB, y H) Grupo

-

epiléptico tratado con levetiracetam.
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Figura 9. Cuantificacion de las células FIB+ del Hilus y CA3 de la formacidon hipocampica de ratas, para
los grupos control (Ctrl), control tratamiento (Ctrl + LEV), epiléptico (EPI) y epiléptico con tratamiento (EPI + LEV).
A) Hilus y B) CA3. Media * std. ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer.

2. Inmunohistoquimica para NeuN

En las inmunohistoquimicas para determinar marcaje con NeuN, de manera
cualitativa, se observan diferencias en la cantidad de células presentes entre los

grupos, para la mayoria de las capas analizadas. En la capa CA1, las ratas del grupo
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EPI muestran una reduccion en las células piramidales (figura 10, panel C) en
comparacion con el resto de los grupos, incluso con el EPI + LEV donde no se observa
alguna diferencia con respecto al CTRL y CTRL + LEV (figura 10, panel A, B y D); en
la capa CA1 del grupo EPI, el marcaje NeuN+ no se observa de manera clara y bien

delimitada (nucleos tefiidos en color negro) como en el resto de los grupos.

De igual manera, en la capa CA3 del hipocampo (figura 11) y en el Hilus del GD (figura
13), cualitativamente, se observa una reduccion en las células NeuN+ del grupo EPI.
En cambio, en el resto de los grupos (EPI + LEV, CTRL y CTRL + LEV), esta reduccion

no se observa y entre ellos no se puede apreciar alguna diferencia.

Figura 10. Inmunohistoquimica de NeuN de la capa CA1, en cortes sagitales de la formacién hipocampica
de ratas. Células inmunopositivas a NeuN se observan de color morado oscuro. A) Grupo control. B) Grupo
control tratado con levetiracetam. C) Grupo epiléptico. D) Grupo epiléptico tratado con levetiracetam. Flechas
naranjas sefialan la capa CA1 del hipocampo.

A pesar de la disminucion de células NeuN+ observada de manera cualitativa en las
capas analizadas (CA1, CA3 e Hilus) del grupo EPI, de manera cuantitativa no hay
una diferencia significativa en comparacién con el resto de los grupos. La densidad
Optica relativa medida, para cada grupo en las distintas capas, no indica la existencia

de esta diferencia (figura 12).

Aunque en las graficas también se puede apreciar que la densidad Optica relativa del
grupo EPI es menor en CALl (figura 12, panel A), CA3 (figura 12, panel B) e Hilus
(figura 12, panel C), esto no es suficiente para establecer que existe una diferencia
estadistica. Tanto en CALl los grupos CTRL (0.23 £ 0.1202), CTRL + LEV (0.2325 *
0.1424), EPI (0.0657 + 0.0189) y EPI + LEV (0.1525 + 0.1037), como en CA3 los
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grupos CTRL (0.1725 +0.0881), CTRL + LEV (0.1725 + 0.0928), EPI (0.095 + 0.0331)
y EPI + LEV (0.15 + 0.0808), y en el Hilus los grupos CTRL (0.0475 + 0.0206), CTRL
+ LEV (0.0425 + 0.015), EPI (0.0325 + 0.005) y EPI + LEV (0.0425 + 0.0125),
presentaron una densidad Optica relativa similar.

Figura 11. Inmunohistoquimica de NeuN de CAS3, en cortes sagitales de la formacién hipocampica de
ratas. Células inmunopositivas a NeuN se observan de color morado oscuro. A) Grupo control, B) Grupo control
tratado con levetiracetam, C) Grupo epiléptico y D) Grupo epiléptico tratado con levetiracetam. Flechas naranjas
sefialan la capa CA3 del hipocampo.
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Figura 12. Cuantificacion de las densidad éptica relativa de células NeuN positivas en CA1, CA3 e
Hilus de la formacién hipocampica de ratas, para los grupos control (Ctrl), control tratamiento (Ctrl + LEV),
epiléptico (EPI) y epiléptico con tratamiento (EPI + LEV). Se muestra el nimero de células positivas a NeuN.
A) CAl, B) CA3y C) Hilus. Media + std ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey-Kramer.
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A diferencia de CAl, CA3 e Hilus, en la capa granular del GD no se observan
cualitativamente diferencias entre los grupos; en todos se aprecia de manera clara y
bien delimitada la capa, incluso en el grupo EPI (figura 13). Esto coincide con el
analisis cuantitativo, donde la densidad Optica relativa de la capa granular en el grupo
EPI(0.175 + 0.0613) es similar a la medida en los grupos CTRL (0.22 + 0.0983), CTRL
+ LEV (0.23 £ 0.1383) y EPI + LEV (0.2025 * 0.0994) (figura 14).

Figura 13. Inmunohistoquimica de NeuN de la capa granular e Hilus, en cortes sagitales de la formacién
hipocampica de ratas. Células inmunopositivas a NeuN se observan de color morado oscuro. A) Grupo control,
B) Grupo control tratado con levetiracetam, C) Grupo epiléptico y D) Grupo epiléptico tratado con levetiracetam.
Flechas rojas sefialan el Hilus del GD. Flechas verdes sefialan la capa granular del GD.
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Figura 14. Cuantificacion de la densidad optica relativa de
células NeuN positivas en la capa granular de la formacion
hipocampica de ratas, para los grupos control (Ctrl), control
tratamiento (Ctrl + LEV), epiléptico (EPI) y epiléptico con
tratamiento (EPI + LEV). Se muestra el nUmero de células positivas
a NeuN. Media + std. ANOVA de una via, seguida de la prueba post
hoc de Tukey-Kramer.
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DISCUSION

Enla ELT la anormalidad histopatolégica mas comun es la esclerosis temporal mesial,
en donde hay atrofia de la FH con muerte neuronal y proliferacién de células gliales
(Curia, et al., 2008). Existen diversos tipos de esclerosis hipocampal (tipo 1, 2y 3), la
clasificacion depende de la zona de la FH que se encuentra mayormente afectada
(Blumcke et al., 2013). De manera general, las capas CA1l y CA3 del hipocampo, y el
Hilus del GD son regiones con neuronas susceptibles a la neurodegeneracion, por lo
gue dichas zonas suelen ser las mas afectadas, presentando amplia muerte neuronal
y gliosis reactiva (Blumcke et al., 2013; Pereno, 2010). En el presente trabajo, en el
grupo EPI, se observaron células FJB+ principalmente en CAl, aunque también en
CA3 e Hilus de la FH, lo que indica que durante la fase cronica de la ELT continua el
proceso de neurodegeneracion en dichas capas, contribuyendo a la atrofia de la
estructura. A pesar de que se observaron células FIB+ en la capa CA3 del hipocampo
e Hilus del GD, unicamente en CALl la cantidad de células en neurodegeneracion fue
suficiente para marcar una diferencia estadisticamente significativa con respecto al
resto de los grupos. Esto se relacion6 con una disminucion cualitativa de células NeuN
en CA1l, CA3 e Hilus, aunque cuantitativamente no se encontraron diferencias.
Asimismo, el tratamiento con LEV, disminuy6 la neurodegeneracion e incremento,

cualitativamente, la supervivencia neuronal en CA1, CA3 e Hilus.

Wang y colaboradores (2008), utilizaron Fluoro-Jade C (FJC: un marcador
fluorescente, similar al Fluoro-Jade B) para evaluar la progresion de la muerte
neuronal en el modelo de ELT inducida con pilocarpina. Los autores encontraron
células en neurodegeneracion de 4 horas a 14 dias después del EE en diversas areas
del cerebro incluyendo CAl, CA3 e Hilus de la FH. Aunque la cantidad de células
FJC+ disminuy0 a los 14 dias, todavia se encontraron células en neurodegeneracion
durante la fase crénicade la ELT (Wang, et al., 2008). Esto coincide con los resultados
reportados en este trabajo a 56 dias después del EE, donde se encontr6é que durante
la fase crénica de la ELT continta la muerte neuronal en la FH. Asimismo, observaron
gue la mayoria de las neuronas degenerativas presentaban marcadores apoptoticos
(Wang, et al., 2008), indicando que esta via de muerte celular tiene gran relevancia

durante el proceso de neurodegeneracion.
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Por otra parte, el glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema
nervioso central (SNC), pero también es una potente neurotoxina que puede conducir
a la muerte de las células nerviosas (Struzynska, 2009). El incremento en la
excitabilidad neuronal durante la epilepsia, ocasiona la acumulacién excesiva de
glutamato extracelular y la sobreestimulacion de los receptores glutamatérgicos
(Pereno, 2010; Struzynska, 2009). Al ser activados los receptores glutamatérgicos,
especialmente NMDA, se produce la entrada masiva de Ca?* a las neuronas, lo que
desencadena una cascada de eventos como el aumento en la produccion de especies
reactivas y excitotéxicas de oxigeno/nitrégeno, activacion de proteasas, lipasas,
sintasas de Oxido nitrico y endonucleasas, todo esto conduce a la muerte neuronal
(Scorza, et al., 2009; Struzynska, 2009). Este proceso excitotoxico podria estar
contribuyendo a la muerte neuronal observada en la epilepsia. Ademas de la
hiperexcitabilidad, el estrés oxidativo y la neuroinflamacién favorecen la

pérdida neuronal y la presencia de gliosis reactiva.

En este mismo sentido, las neuronas son especialmente susceptibles al estrés
oxidativo debido a que contienen un gran nimero de mitocondrias y presentan una
alta actividad metabdlica, ademas tienen una amplia superficie de membrana celular
gue puede ser oxidada; la disfuncion mitocondrial y la oxidacion de las membranas
desencadena el proceso de muerte celular (Pardo-Pefia, et al., 2022). Ademas, las
crisis epilépticas favorecen la produccion de radicales libres con el subsiguiente dafio
oxidativo de las proteinas celulares, los lipidos y el ADN, llevando al sistema hacia el
estrés oxidativo y generando procesos apoptéticos y necréticos (Patel, 2004; Pardo-
Pefia, et al., 2022). La muerte neuronal que se observo en este experimento podria
relacionarse con un incremento en las especias reactivas, por lo tanto, seria
importante evaluar marcadores de estrés oxidativo para corroborar su participacion

en la neurodegeneracion durante la fase cronica de la ELT.

Por otra parte, la pérdida de células neuronales de la FH se ha asociado con un
patron grave de astrogliosis, definido por una densa malla de células positivas para
GFAP intensamente inmunotefiidas (Bliumcke et al., 2013). En estudios previos se ha
observado que durante la fase crénica de la epilepsia hay un aumento en la cantidad
de células astrogliales principalmente en CA1, aunque también en el Hilus y en menor

cantidad en CAS3. Los astrocitos podrian contribuir al progreso de la neuroinflamacion
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gue se observa en la epilepsia al liberar citocinas proinflamatorias (como IL-1p e IL-
6), induciendo procesos apoptoticos e incrementando la muerte de las neuronas de
dichas regiones (Cruz, 2023). Las citocinas proinflamatorias se producen y liberan en
el cerebro después de las crisis epilépticas. Estudios experimentales han demostrado
gue estas moléculas contribuyen a la muerte de las células neuronales (Lopez-Meraz
et al., 2016). De igual manera la astrogliosis reactiva esta asociada con la falla de la
barrera hematoencefalica (BH) y puede desencadenar la angiogénesis (formacion de
nuevos vasos sanguineos), asi como incremento en la neuroinflamacion y muerte
neuronal (Itoh, et al., 2016). Por lo tanto, se puede correlacionar la muerte neuronal
de la FH con la proliferacién de astrocitos en la misma zona, indicando que la
astrogliosis esta intimamente relacionada con el proceso de neurodegeneracion en la
ELT.

Es importante mencionar que el tratamiento con LEV disminuyd la muerte neuronal
de manera significativa en la capa CAl, y cualitativamente también redujo la
neurodegeneracion en CA3 e Hilus. El LEV, al unirse con la proteina SV2A, regula
negativamente la transmision sinaptica cuando esté exacerbada (Meehan et al., 2011,
Pichardo-Macias et al., 2016). Ademas de la union con la proteina vesicular SV2A, se
ha propuesto que el LEV bloguea canales Ny P/Q de Ca?* disminuyendo la liberacion
de neurotransmisores (Chen, et al., 2018). Durante la ELT hay un desbalance en la
neurotransmision exitatoria (glutamato) e inhibitoria (GABA) a favor de la primera, es
decir, incrementa la actividad glutamatérgica. Se ha observado que el efecto del LEV
se produce cuando la actividad, y por ende el reciclamiento vesicular, aumenta
(Meehan et al., 2011), de este modo el LEV puede disminuir la neurotransmision
exitatoria. Asimismo, se propone que puede incrementar la neurotransmisién de
GABA (sistema inhibitorio) al evitar la supresion de los receptores GABAA por parte
del Zn?* (Chen, et al., 2018; Wakita, et al., 2013). Mediante estos mecanismos el LEV
podria reducir la hiperexcitabilidad neuronal en las ratas epilépticas, evitando la
acumulacion de glutamato en la hendidura sinaptica, incrementando la inhibicién del

sistema con GABA, y deteniendo la excitotoxicidad y muerte neuronal.

Ademas de disminuir la hiperexcitabilidad, se ha demostrado que el LEV tiene efectos
antioxidantes, lo que podria relacionarse con su actividad neuroprotectora. Oliveira y

colaboradores (2007), observaron que la administracion de pilocarpina incrementa la
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peroxidacion lipidica en el hipocampo, mientras que el LEV, administrado previo a la
pilocarpina, contrarresto este aumento y evito la pérdida de glutation (GSH). El GSH
es parte del sistema antioxidante el cual se encarga de mantener las especies
reactivas en niveles adecuados, por lo tanto el LEV, ademéas de reducir el estrés
oxidativo, contribuyé al mantenimiento del sistema antioxidante. De este modo la
neuroproteccion del LEV pueden estar mediada, en parte, por dichos efectos (Oliveira,
et al., 2007). A pesar de que Oliveira y colaboradores (2007) evaluaron el efecto
antioxidane durante la fase aguda de la ELT, es necesario determinar si sucede lo
mismo durante la fase cronica; es importante evaluar si disminuye el estrés oxidativo

después del tratamiento con LEV, actuando como un farmaco antioxidante.

Asimismo, el LEV ha demostrado disminuir la cantidad de astrocitos en la FH de ratas
epilépticas durante la fase crénica, sugiriendo que el farmaco revierte la astrogliosis
(Cruz 2023), también se ha observado que el tratamiento con LEV reduce los niveles
de IL-1B (Kim et al., 2010) y disminuye las anormalidades en la BH (ltoh, et al., 2016).
Estos hallazgos se relacionan con un efecto antiinflamatorio, contribuyendo a la

neuroproteccion.

La neuroproteccion en la fase crénica de la epilepsia es critica para evitar la pérdida
neuronal y aliviar la remodelacion continua de los circuitos neuronales (Klitgaard &
Pitkanen, 2003). El LEV, un FAE con un mecanismo de accién unico, ha mostrado
tener efectos neuroprotectores en la fase crénica de la ELT al reducir la muerte
neuronal en la capa CA1, CA3 e Hilus de la FH. La investigacion de su efecto en la
fase crénica se ha vuelto de gran relevancia, y convierte al LEV en un posible
medicamento para la prevencién del deterioro cognitivo caracteristico de la ELT
(Smolensky, et al., 2019).

Ademas de la muerte neuronal en la FH de ratas con ELT, también se observo una
disminucién en la supervivencia neuronal principalmente en CA1, aunque también en
CA3 e Hilus. A pesar de esto, no se encontr6 una diferencia estadisticamente
significativa en la densidad O6ptica relativa de los diferentes grupos. Esto podria
deberse a que el método de cuantificacion que utilizamos podria no haber sido el mas
adecuado; sin embargo, no fue posible cuantificar el nimero de células NeuN+

utiizando el programa ImageJ porque no detectaba claramente las células
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individuales, por lo que se opt6 por realizar la cuantificacion de la densidad Optica
relativa, restando los valores de una zona blanco (quitando el fondo) y de este modo
minimizar el ruido. Debido a que cualitativamente se apreciaban diferencias en las
capas del hipocampo, para obtener un mejor resultado y determinar si la disminucion
de células NeuN+ es significativa, en un futuro, se deberian contar las células por

estereologia.

CONCLUSION

En el grupo EPI se encontraron células FIB+ en la capa CA1, CA3 e Hilus de la FH,
indicando que continla el proceso de neurodegeneracién durante la fase crénica de
la ELT. En relacion con esto, cualitativamente se observé una reduccion en la
sobrevivencia neuronal en CAl, CA3 e Hilus de las ratas epilépticas.

El tatamiento con el LEV disminuyé el nimero de células FIJB+ e incrementd,
cualitativamente, la sobrevivencia neuronal en dichas capas, teniendo efectos
neuroprotectores en la FH de ratas con ELT durante la fase cronica.

Realizar un conteo de las células NeuN+ por estereologia proporcionaria una mejor
perspectiva del efecto del LEV en la supervivencia neuronal. Asimismo, es importante
continuar evaluando los efectos del LEV en la neuroinflamacion y estrés oxidativo
para determinar si de este modo se evita la muerte neuronal, asi como evaluar si el

LEV influye en la memoria y aprendizaje al ser un farmaco neuroprotector.
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ANEXO 1: Soluciones para la inmunohistoquimica

Peréxido de hidrogeno al 3%: Se utiliza PBT para diluir el peréxido de

hidrégeno hasta obtenerlo en una concentracién del 3%.

Suero de bloqueo: Se prepara con SFB al 5%. ElI SFB se encuentra al
100%, por lo tanto se diluye con PBT. Esta solucion también se utiliza

para la preparacién del anticuerpo primario y secundario.

Anticuerpo primario y secundario: La dilucion utilizada fue de 1:500 (en
ambos casos), y se realiza con la solucion de bloqueo; 1 pl de anticuerpo

en 500 pl de solucion.

Avidina-Biotina: Se prepara con 2.5 ul de Avidina y 2.5 ul de Biotina por
cada ml de PBT. Primero es necesario incubar la Avidina y Biotina
durante 30 minutos, para posteriormente agregar el PBT y revolver en
el Roto-Shake.

DAB: Se requieren 16 ul de cada reactivo por cada ml de agua destilada.
Los reactivos deben ser agregados con un orden especifico: 1 Buffer, 2
DAB, 3 Peroxido de Hidrogeno y 4 Nikkel.

ANEXO 2: Soluciones paralatincién de Fluoro-Jade B

Alcohol bésico: Se prepara a partir de una solucion de hidréxido de sodio

al 5% con etanol, en un porcentaje de 20% y 80% respectivamente.

Stock de permanganato de potasio 0.6%: Esta es la solucién madre, se
prepara disolviendo 600 mg de permanganato de potasio en 100 ml de
agua destilada. La solucién debe ser filtrada y envasada en un frasco

ambar que requiere ser almacenado en oscuridad.

Solucion de permanganato de potasio 0.06%: Se prepara a partir de la

solucién madre (0.6%) en una dilucién de 1:9 con agua destilada (10 ml
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de stock y 90 ml de agua destilada). Debe prepararse el mismo dia que

se va a utilizar.

- Acido acético 0.1%: Drive para la preparacion de la solucion de FJB
0.0004%. Se mezcla 1 parte de &cido acético glacial en 499 partes de
agua destilada. Por ejemplo, para preparar 250 ml de acido acético
0,1%, se debe disolver 0.25 ml de &cido acético glacial en 249.75 ml de

agua destilada.

- Stock de FJB 0.01%: Se requiere disolver 10 mg del reactivo en polvo
de FJB en 100 ml de agua destilada. Se necesita filtrar con una
membrana de 0.45 ym, y almacenar en refrigeracion (4°C) y en un frasco
cubierto con aluminio. Si la solucién se enturbia o el reactivo se precipita

debe ser descartada.

- Solucién de FJIB 0.0004%: Se prepara utilizando el acido acético 0.1%
y el Stock de FJB 0.01%, en un porcentaje de 96% y 4%
respectivamente. Por ejemplo, al preparar 210 ml se requieren 8.4 mi
del Stock y 201.6 ml de acido acético 0.1%.

Consideraciones en el procedimiento:

Durante el desarrollo de esta técnica los tejidos se dafian, por lo tanto se recomienda
gue los cortes sean grandes y no Unicamente la regién de interés. Ademas, para evitar
confundir los tejidos de los distintos grupos, se debe realizar el procedimiento por
separado.

El frasco coplin donde se coloque la solucion de permanganato de potasio debe ser
de vidrio y se necesita cubrir con aluminio. Asimismo, el vaso coplin que contenga la
solucion de FJB 0.0004% se tiene que cubrir con aluminio y cuando las laminillas

estan sumergidas se recomienda hacerlo en un lugar oscuro.
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ANEXO 3: Cuantificacion de la densidad Opticarelativa con el programa ImageJ

1.

Abrir la imagen: Seleccionar la opcion “File” del menu y después “Open”, esto
abrir4 una ventana para elegir la imagen que se desea analizar. También se
puede hacer con Ctrl+O. Al seleccionar la imagen se debe dar en “open”.
Pasar la imagen a 8-bit: Seleccionar en el menu la opcién “Image”,
posteriormente seleccionar “Type” y “8 bit”.

Calibrar: Seleccionar “Analyze” en el menu y elegir la opcion “Calibrate”. En
“function” se debe poner “uncalibrated OD” y en “unit: Gray value”, es necesario
seleccionar “Global calibration, OK, list”.

Abrir ROI manager: Seleccionar “Analyze” en el menu, elegir la opcion “Tools”
y posteriormente “ROI manager”. También se puede hacer con Ctrl+T.
Delimitar las capas: Utilizando la herramienta “Polygon” se dibuja la capa de
interés y debe ser agregada al ROl manager seleccionando “Add”. Esto se
tiene que repetir para cada una de las capas.

Densidad o6ptica: Para medir la densidad Optica de cada area dibujada
anteriormente, seleccionar la opcidon “measure” lo que va a desplegar una

ventana donde se indica la densidad Optica relativa.

Si se requiere analizar mas de una imagen no es necesario volver a calibrar,

Uunicamente se debe calibrar si cierras el programa.
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