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Palabras clave: Resumen
Epileptogénesis; La epilepsia es una enfermedad neuroldgica crénica caracterizada por la aparicion esponténea
Hipometabolismo; y recurrente de crisis epilépticas, consecuencia de una actividad neuronal anémala, excesiva
Tomografia por y sincronica en el cerebro. La epilepsia del lobulo temporal (ELT) es la forma mds comtn de
emision de positrones; epilepsia focal en adultos estando caracterizada por esclerosis hipocampal, gliosis reactiva,
Activacion glial; neurodegeneracion y reorganizacion sinaptica. Los modelos animales de ELT basados en
DREADDs. la administracién de agentes convulsivantes desencadenan un status epilépticus (SE) que
progresa hacia la aparicién de crisis epilépticas recurrentes espontaneas. Entre éstos, se
Keywords: encuentran los inducidos por la administracién sistémica de pilocarpina o por inyecciéon
Epileptogenesis; intrahipocampal de acido kainico que se caracterizan por 3 fases claramente definidas: (i)
Hypometabolism; crisis aguda de SE; (ii) periodo latente y (iii) aparicion de crisis espontdneas recurrentes.
Positron emission Estos modelos no sélo reproducen la mayoria de las caracteristicas neuropatolégicas de la
tomography; ELT sino que permiten identificar biomarcadores de epileptogénesis y potenciales dianas
Glia reactivity; farmacoldgicas. El uso de técnicas de neuroimagen como la tomografia por emision de
DREADDs. positrones (PET) con el radiotrazador "*F-Fluorodesoxiglucosa (**F-FDG) identifica hipome-

tabolismo cerebral en el periodo latente que no sdlo localiza el foco epiléptico sino que es un
biomarcador de diagnostico precoz. Otras técnicas de neuroimagen permiten detectar entre
otros, biomarcadores de neuroinflamacion, de alteraciones en la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica y de activacién astrocitaria, todos ellos asociados a la epileptogénesis. Por
ultimo, el uso de la quimiogenética mediante tecnologia DREADDs (Designer Receptors
Exclusively Activated by Designer Drugs) en modelos murinos permite modular la actividad
astrocitaria siendo una herramienta novedosa que considera la contribucién del papel de los
astrocitos en las alteraciones metabolicas cerebrales en la epileptogénesis.

Abstract

Epilepsy is a chronic neurological disease characterized by spontaneous recurrently
occurring epileptic seizures as a consequence of abnormal, excessive and synchronous
neuronal activity in the brain. Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common form of focal
epilepsy in adults, being characterized by hippocampal sclerosis, reactive gliosis, neurodege-
neration, and synaptic reorganization. Animal models of TLE based on the administration
of convulsive agents trigger a status epilepticus (SE) that progresses towards the occurrence
of spontaneous recurrent seizures. Among these models are those induced by the systemic
administration of pilocarpine or by intrahippocampal injection of kainic acid, both being
characterized by 3 clearly defined phases: (i) acute SE seizures; (ii) latent period and (iii)
occurrence of recurrent spontaneous seizures. These models not only reproduce most of
the neuropathological TLE features but also allow for the identification of biomarkers of
epileptogenesis and potential pharmacological targets. The use of neuroimaging techni-
ques such as positron emission tomography (PET) with the radiotracer '*F-Fluorodeoxyglu-
cose (F-FDQ) identifies brain hypometabolism in the latent period that not only localizes
the epileptic focus but is also an biomarker of early diagnosis. Other neuroimaging techni-
ques allow for detecting, among others, biomarkers of neuroinflammation, alterations in the
permeability of the blood-brain barrier and astrocytic activation, all of them associated with
epileptogenesis. Finally, the use of chemogenetics through DREADDs (Designer Receptors
Exclusively Activated by Designer Drugs) technology in murine models leads to targeted
modulation of astrocytic activity, being a novel tool that considers the contribution of the
astrocytes role in brain metabolic alterations in epileptogenesis.
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1. EPILEPSIA Y EPILEPTOGENESIS

La epilepsia es una enfermedad neuroldgica
créonica y heterogénea caracterizada clinicamente
por una predisposicidon a padecer crisis epilépticas
recurrentes, entendiendo éstas como episodios
paroxisticos de signos y/o sintomas provocados
por una actividad neuronal andmala, excesiva y
sincronica en el cerebro (1). Tiene una prevalencia
aproximada a nivel mundial del 0.5 al 2%. Cada
afio se diagnostican unos 2,4 millones de nuevos
casos. En Europa hay 6 millones de pacientes
diagnosticados con epilepsia suponiendo un coste
econoémico estimado de 15.500 millones € anuales
para el sistema sanitario. En Espafna se estima que
hay 400.000 pacientes, siendo una de las enferme-
dades que mds afecta a la calidad de vida del
paciente segun la Sociedad Espafiola de Neurologia
(https://www.sen.es/saladeprensa/pdf/Link270.
pdf). Este manuscrito tiene como objetivo revisar
el proceso de epileptogénesis mediante el uso de
técnicas de neuroimagen en modelos animales.
Ademas, se presentan resultados de nuestro labora-
torio que sugieren un papel homeostatico de la glia
en las alteraciones metabdlicas que acompanan a la
epileptogénesis.

Las crisis epilépticas se clasifican en base a
diferentes caracteristicas. Asi, segin su inicio,
se clasifican en crisis focales, generalizadas o de
inicio no determinado. Dependiendo del drea
cerebral afectada y la sintomatologia predomi-
nante, las crisis pueden ser motoras, sensoriales,
autonomicas o psiquicas. Atendiendo a su
etiologia, las crisis pueden ser genéticas, secunda-
rias a una lesidn estructural, infecciosas, metabo-
licas, inmunes o idiopaticas si no existe una
causa definida. La distribucién por edades de la
incidencia de las crisis epilépticas presenta un
maximo en la primera infancia y otro en la vejez
(2). En el periodo neonatal y primera infancia,
las causas potenciales incluyen los traumatismos,
infecciones, encefalopatias hipoxico-isquémicas,
anomalias congénitas, trastornos metabdlicos
y convulsiones febriles. La epilepsia del lébulo
temporal (ELT), junto con otros sindromes epilép-
ticos idiopaticos o genéticos, suele comenzar en
la infancia y en la adolescencia. Los traumatismos
cerebrales son una causa frecuente de la ELT en
el adulto. En la vejez, ademads de los traumatismos
cerebrales, las enfermedades cerebrovasculares,
los tumores y las enfermedades neurodegenera-
tivas son las causas mds frecuentes de la aparicion
de crisis epilépticas.

Algunas formas de epilepsia se manifiestan meses
o anos después de un insulto inicial (por ejemplo,
tras un traumatismo cerebral o un ictus), o como
consecuencia de un defecto genético como la
esclerosis tuberosa. Durante el periodo de latencia
que transcurre entre el dafio inicial y la aparicién
de crisis epilépticas espontaneas, al menos para
las epilepsias adquiridas, se producen cambios
metabolicos, neuroinflamacién, aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica
(BHE), cambios sindpticos y neurodegenerativos.
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Este proceso por el cual los cambios estructurales
y funcionales transforman un cerebro normal en
uno capaz de generar crisis epilépticas de forma
espontdanea se conoce como epileptogénesis e
incluye la progresiéon de la enfermedad inducida
por el daino desencadenante epileptogénico. El
proceso de epileptogénesis implica tres fases: (i)
un insulto inicial, lesién o evento precipitante; (ii)
un periodo "latente" (o silente) durante el cual los
cambios ocurren como consecuencia de la lesion
precedente, transformando asi el cerebro normal
en un cerebro epiléptico y (iii) después de que la
epilepsia ha comenzado, nuevos cambios causan
o favorecen la progresiéon de la enfermedad y de
su severidad (3). En este contexto, los estudios
longitudinales que implementan las técnicas de
neuroimagen permiten identificar y evaluar el area
del cerebro afectada, lo que da acceso a intervenir,
durante el periodo de latencia, previniendo y/o
reduciendo de esta forma los riesgos intrinsecos
al proceso de epileptogénesis (4). Teniendo en
consideracién que alrededor de 27 millones de
traumatismos cerebrales se producen al ano en el
mundo y que el 15% de éstos resultan en epilep-
togénesis, la identificacién y tratamiento eficaz
de estos pacientes supondria que 4 millones de
casos de epilepsia se podrian evitar al afo. Sin
embargo, todavia no se dispone de biomarca-
dores especificos para la epileptogénesis y aunque
los tratamientos con farmacos antiepilépticos son
capaces de controlar las crisis en la mayoria de
los pacientes, alrededor del 30-40% de éstos son
refractarios a los tratamientos farmacolégicos (5).
A pesar de los avances significativos en el diagnds-
tico y tratamiento de la enfermedad, los datos
epidemioldgicos no muestran una reduccién ni en
la apariciéon de nuevos casos ni en el porcentaje de
pacientes que son refractarios a los tratamientos
tarmacoloégicos (6).

2. EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL (ELT)

A pesar de que la epilepsia es un sindrome y por
lo tanto esta lejos de ser una enfermedad tdnica y
bien caracterizada, la ELT es la forma mas comun
de epilepsia localizada en adultos. Una de las
principales caracteristicas de ELT es la esclerosis
del hipocampo, caracterizada por gliosis reactiva,
pérdida neuronal y reorganizacion sindptica. En las
areas esclerotizadas, la glia (incluyendo microglia
y astroglia) experimenta cambios fisioldgicos y
moleculares que se consideran contribuyen al
desarrollo de una red crénicamente hiperexci-
table que sustenta las crisis epilépticas recurrentes
espontaneas asociadas a la epilepsia.

El diagndstico de la ELT se alcanza a través de
la semiologia de las crisis y su confirmacién con
la electroencefalografia (EEG) y las técnicas de
neuroimagen. La descarga epileptiforme en el
registro EEG intercritico es una prueba diagndstica
de alta fiabilidad y la presencia de descargas ictales
confirman el diagnostico. Las técnicas diagnds-
ticas de imagen por tomografia por emision de
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positrones (PET, acrénimo de inglés Positron
Emission Tomography) localiza la zona epilep-
togena como un area hipometabodlica en la fase
interictal, y la imagen por resonancia magnética
(MRI, acronimo inglés de Magnetic Resonance
Imaging) localizan la esclerosis del hipocampo.
Una mayoria de pacientes con ELT son refracta-
rios al tratamiento farmacoldgico y por ello las
alternativas terapéuticas son la cirugia, la estimu-
lacién del vago u otras estimulaciones cerebrales
profundas.

3. MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA DEL LO-
BULO TEMPORAL (ELT) Y DE CONVULSIONES AGUDAS

Una de las dificultades tanto practica como
ética en el desarrollo de terapias antiepilépticas
es la seleccion de los pacientes participantes en
los ensayos clinicos dado que, s6lo un pequefo
porcentaje de los sujetos que padecen una lesiéon
cerebral traumdtica o un insulto potencial-
mente epileptéogeno terminard desarrollando
epilepsia. Lamentablemente, en la actualidad no
se dispone de biomarcadores de epileptogénesis,
que permitieran identificar a aquellos indivi-
duos con mayor riesgo de desarrollar epilepsia
tras una lesion cerebral o que fueran sensibles a la
respuesta de los tratamientos antiepilépticos (7).
Es por ello por lo que los programas de investi-
gacion en epilepsia tienen como principal reto y
objetivo identificar biomarcadores de epileptogé-
nesis. En este contexto, el uso de modelos animales
es una herramienta util para explorar el proceso
de epileptogénesis e identificar biomarcadores que
puedan ser facilmente trasladados a la clinica con
un objetivo doble: (i) la selecciéon de individuos
con una alta probabilidad de desarrollar epilepsia
y (ii) la capacidad de evaluar la efectividad de
potenciales tratamientos que frenen este proceso.

3.1. Modelos de crisis epilépticas recurrentes
espontaneas

Los modelos animales de ELT se basan en la
administracion de agentes convulsivantes capaces
de desencadenar un status epilepticus (SE) y que
posteriormente progresara hasta la aparicion de
crisisepilépticasrecurrentesespontdneas,reprodu-
ciendo en el animal experimental la mayoria de
las principales caracteristicas neuropatoldgicas
que ocurren en los pacientes con ELT (8-10). A
través de los modelos experimentales podemos
analizar el proceso de epileptogénesis, inicio y
progresion, evaluar los mecanismos moleculares y
tisiopatologicos implicados, identificar biomarca-
dores, dianas terapéuticas, y estudiar los aspectos
farmacodinamicos, farmacocinéticos, toxicolo-
gicos, con el objetivo final de establecer la eficacia
y seguridad de potenciales tratamientos.

El modelo de epilepsia inducido por kindling
eléctrico (estimulacion eléctrica local en la
amigdala o en el hipocampo) inicialmente genera

crisis focales que posteriormente se generalizan
resultando en la apariciéon de crisis convulsivas
recurrentes. Este modelo, junto con los modelos
experimentales de epilepsia inducidos por la
administracion de acido kainico (AK) o de pilocar-
pina, no so6lo producen un SE que progresa a crisis
convulsivas recurrentes, sino que son modelos
animales fenotipicamente similares a la ELT con
esclerosis del hipocampo.

El modelo de epilepsia inducido por AK se basa
en su accidon sobre los receptores glutamatérgicos
ionotrépicos de kainato que modulan la liberacion
de glutamato en el hipocampo. La administra-
cion del AK genera crisis focales secundariamente
generalizadas que conducen a la muerte celular
por excitotoxicidad, particularmente en la region
CA3 del hipocampo (11). De hecho, la inyeccién
de AK es un modelo animal de ELT y de SE bien
caracterizado y ampliamente utilizado (12).

La pilocarpina es un alcaloide con accién colinér-
gica, actuando principalmente a nivel de los
receptores muscarinicos M, y posee efectos
convulsivos. El efecto colinérgico se potencia con
la administracidon previa de litio permitiendo asi
el uso de dosis mas bajas de pilocarpina lo que
reduce la mortalidad asociada al modelo experi-
mental. Sus efectos son dependientes de la dosis
y de la edad del animal. En las ratas jovenes, la
administracion de litio-pilocarpina genera un SE
que después de un periodo de latencia (semanas
o meses) evoluciona en la apariciéon de crisis
espontdneas.

3.2. Modelos de convulsiones agudas

La inyeccién intra-hipocampal de 4-aminopiri-
dina (4-AP), agente que bloquea los canales de K-,
desencadena una despolarizaciéon generalizada,
causa crisis convulsivas agudas con consecuencias
neurolégicas permanentes. Otro agente convul-
sivo es el pentilentetrazol (PTZ), un antago-
nista no competitivo de los receptores GABA,
que administrado a dosis altas genera crisis
generalizadas en funcién de la edad del animal.
A diferencia de los modelos de ELT, estos no
progresan a crisis espontdneas recurrentes. No
obstante, ambos compuestos se emplean en la
generacion de modelos animales de convulsiones
agudas para la evaluacion de potenciales farmacos
antiepilépticos.

4.BIOMARCADORES DE LA EPILEPTOGENESIS

Los biomarcadores ideales, ademas de ser especi-
ficos y fiables, deben ser no invasivos y facilmente
trasladables a la clinica. Mds adn, probablemente se
requiera de la combinacién de diferentes biomar-
cadores lo que implica un analisis de un elevado
numero de datos, técnicas avanzadas de estadistica
e inteligencia artificial en la extraccion de patrones
de los biomarcadores en su conjunto.
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En la tabla 1 se relacionan algunos biomarcadores
potencialmente trasladables a la practica clinica.
Los biomarcadores moleculares de fluidos
bioldgicos tienen una gran ventaja debido a su
accesibilidad y su cuantificacién relativamente
sencilla. La presencia de proteinas cerebrales en
sangre y plasma o el aumento de IL-1f (Interleu-
cina 1-beta) en liquido cefalorraquideo (LCR)
estdn asociados a la neuroinflamacién, a la
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hiperexcitabilidad neuronal, a la reactividad
glial, a la remodelaciéon dendritica y a la permea-
bilidad de la BHE que acompanan al proceso de
epileptogénesis. En modelos animales y estudios
clinicos se detectan microRNAs en plasma que se
correlacionan con el proceso de epileptogénesis
y presentan un perfil plasmatico caracteristicos
que permiten diferenciar el tipo de crisis epilép-
tica (13).

Tabla 1. Biomarcadores representativos de epileptogénesis utilizados en la prdctica clinica.

o Citocinas pro-inflamatorias (IL-1f)

BIOMARCADORES
MOLECULARES NEUROIMAGEN

Proteinas séricas y plasmaticas MRI
« UCH-L1 o TI1,T2
e NSE o Tpermeabilidad BHE
« GFAP o T1-GayT2
«  S100p
e MMP-9 SRM
« HMGBI o« mlns

PET/SPECT
MicroRNAs (miRNAs) circulantes BE-FDG

BE-MPPF

LCR BE-DPA-714

%Ga-DTPA (PET)
9mTc-DTPA (SPECT)

ELECTROENCEFALOGRAFICOS

CONDUCTUALES

Descargas ictales

o Oscilaciones de alta frecuencia

Descargas intercriticas

Descargas de puntas, ondas agudas, complejos

punta-onda, complejos de multiples puntas
seguidas de ondas lentas, ritmo theta

o Pruebas de aprendizaje y memoria

pentaacetic acid; UCH-L1:Ubiquitin C-Terminal hydrolase L1.

BHE: Barrera Hematoencefdlica; *F-FDG: 2-desoxi-2-(**F) fluoro-D-glucose; *F-MPPF: 2"-methoxyphenyl-(N-2"-pyridinyl)-p-
fluoro-benzamidoethyipiperazine; “Ga-DTPA: “Ga-diethylenetriamine pentaacetic acid; GFAP: Glial fibrillary acidic protein;
HMGBI: High mobility group box 1 protein; IL-1p: interleukin-1f3; LCR: liquido cefalorraquideo;mIns:myoinositol; MMP-9: Ma-
trix metalloproteinase 9; MRI: Magnetic Resonance Imaging; NSE: Neuro-Specific Enolase; PET: positron emission tomography;
$100B: Calcium binding protein; SPECT: Single Photon Emission Computed Tomography; *™Tc-DTPA: *"Tc-diethylenetriamine
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Los biomarcadores de imagen tienen una gran
potencialidad por su traslacién a la clinica. De
hecho, las técnicas de PET, la tomografia computa-
rizada por emisién de fotéon tunico (SPECT,
acronimo inglés de Single Photon Emission
Computerized Tomography) y la MRI se utilizan
habitualmente en la clinica. Ademds, presentan
una ventaja ainadida y es que permiten realizar
estudios longitudinales intra-individuo aportando
informacién relevante sobre la evoluciéon de la
epileptogénesis.

Las técnicas de MRI utilizan secuencias de imagen
estructural ponderada en T1 o T2 en la identi-
ficacién del volumen hipocampal e intensidad
de sefial en regiones mesiales temporales y se
han aplicado tanto en el ambito clinico como
en modelos animales de epilepsia (14). También
permite evaluar cambios en la permeabilidad de
la BHE con secuencias ponderadas en T1-Ga (Ga,
gadolinio) y T2. La espectroscopia de resonancia
magnética (MRS, acronimo inglés de Magnetic
Resonance Spectroscopy) detecta metabolitos
cerebrales asociados con el SE como el N-acetil
aspartato (NAA), los neurotransmisores GABA y
glutamato, metabolitos como el lactato y biomar-
cadores de glia como el mio-inositol (mlns),
cuyos niveles aumentan en fases iniciales de la
epileptogénesis en varios modelos animales de SE
(15).

Los estudios de PET con 2-desoxi-2-(**F) fluoro-
D-glucosa ("F-FDG) en diferentes modelos
animales de ELT detectan hipermetabolismo
cerebral tras las crisis epilépticas agudas (16,17).
Ademads, en el periodo silente es caracteristico el
hipometabolismo cerebral que es predictivo de
la generacion de crisis epilépticas en modelos
de kindling quimico (18). En las fases iniciales
de la epileptogénesis también se han identifi-
cado alteraciones en la expresion de biomar-
cadores de microglia como la proteina translo-
cadora de 18 kDa de peso molecular (TSPO)
(19). Mas aun, los datos preclinicos sugieren
que la valoracion de la TSPO mediante PET es
util cémo indice de la respuesta terapéutica o
de la refractariedad a los tratamientos antiepilép-
ticos (19, 20).

Los estudios de SPECT permiten evaluar el grado
de permeabilidad de la BHE mediante el uso
de trazadores como el *"Tc-DTPA. Trazadores
similares con Ga (°*Ga-DTPA) también se utilizan
en la técnica PET con el mismo fin.

Latécnica de EEG permite registrar los potenciales
eléctricos generados por la actividad cerebral. Las
descargas epilépticas ictales se manifiestan como
oscilaciones de alta frecuencia y son biomarca-
dores de alta fiabilidad. El patrén de descargas
obtenido durante los periodos intercriticos es
biomarcador de confirmacién y se caracteriza
por la presencia de descargas de puntas, ondas
agudas, complejos punta-onda y complejos de
multiples puntas seguidas de ondas lentas. En
los modelos de ELT es frecuente registrar una
actividad EEG theta.

Por ultimo, comentar también un grupo de
biomarcadores que explora los cambios
conductuales o comportamentales asociados
a la epileptogénesis. Pruebas de aprendizaje y
memoria en el modelo animal de litio-pilocar-
pina evidencian una reduccién de los indices
de aprendizaje y de memoria con potencial
valor predictivo de la epileptogénesis. Aunque
la traslaciéon de estos biomarcadores al ambito
clinico esta atn por ser validada, su facil
adquisicién y reducido coste los hacen un tipo
de biomarcador prometedor (21).

5. HIPOMETABOLISMO CEREBRAL COMO BIOMARCA-
DOR DE EPILEPTOGENESIS

En el cerebro, practicamente toda la glucosa
se oxida a CO, y H,O a través de la glucdlisis y
la maquinaria respiratoria mitocondrial. La
relacion entre el consumo de O, y la produccion
de CO, en el cerebro es cercana a 1, de lo que
se deduce que los carbohidratos, y la glucosa
en particular, son los sustratos exclusivos del
metabolismo oxidativo en el cerebro (22). La
técnica de PET con un radiotrazador analogo
de la glucosa ("*F-FDG), es de las principales
técnicas de imagen que permiten explorar
las variaciones en el metabolismo energético
cerebral. Asi, cuando se administra "*F-FDG, las
dreas con mayor captacion de '"F-FDG corres-
ponden con aquellas que tienen una mayor
actividad funcional (23).

Teniendo en cuenta que las deficiencias en todas
las principales vias metabdlicas cerebrales son
una caracteristica de muchas enfermedades
neurodegenerativas (24), es razonable que las
alteraciones en el metabolismo cerebral puedan
afectar la excitabilidad de la red neuronal, asi
como muchos otros aspectos que sustentan la
epileptogénesis. En este contexto, los estudios
de neuroimagen PET en pacientes con ELT
muestran un aumento en el consumo de O, y de
glucosa en el periodo ictal. La energia necesaria
para mantener la hiperactividad neuronal
durante la crisis se obtiene a través de la via
aerébica neuronal y del aumento de la glucélisis
astrocitaria con un aumento de los niveles de
la lactato deshidrogenasa (LDH). Sin embargo,
la fase interictal se caracteriza por hipome-
tabolismo en la zona epileptéogena del lobulo
temporal.

Se ha sugerido que este hipometabolismo,
asociado a un déficit energético, podria ser un
reflejo de la pérdida neuronal, de la desaferencia-
cion neuronal, de la reduccion del flujo sanguineo
y/o podria ser considerado como un mecanismo
adaptativo inicial del metabolismo celular que
mantendria la homeostasis durante el proceso
epileptogénico (25).

Este patron de neuroimagen "“F-FDG-PET
también se ha observado en modelos animales de
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epilepsia [Figura 1]. Asi, en las primeras horas
tras la inducciéon del SE se produce un aumento
de captaciéon de "F-FDG que evoluciona en las
24-48 h posteriores hacia un marcado hipome-
tabolismo cerebral (26). En el modelo animal
de epilepsia inducido con PTZ, este hipometa-
bolismo cerebral tiene un valor predictivo de la
resistencia y/o de la vulnerabilidad a desarro-
llar crisis epilépticas (18). Mas aun, en el modelo
inducido por litio-pilocarpina se ha demostrado
que el hipometabolismo se puede prevenir e
incluso revertir mediante tratamientos farmaco-
légicos con metirapona (20). Estos datos precli-
nicos junto con los obtenidos en estudios clinicos
longitudinales en nifios con epilepsia refractaria
a tratamientos anticonvulsivantes (27) apuntan a
que las alteraciones temporales del metabolismo
cerebral de la glucosa no s6lo son un biomar-
cador cuantificable asociado a las crisis epilép-
ticas sino, aun mds importante, son un indice
de respuesta a las intervenciones terapéuticas
efectivas.

6. ASTROCITOS EN LA REGULACION DEL METABOLISMO
CEREBRAL EN LA EPILEPTOGENESIS

El dano cerebral y la reactividad glial estan
estrechamente relacionados siendo dos de las
caracteristicas mas comunes de la mayoria de
las enfermedades neurodegenerativas, incluida
la fase temprana de la epileptogénesis (28). En
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la ELT y otros sindromes epilépticos, la gliosis
es una caracteristica neuropatolégica comun Yy,
lo que es méds importante, a menudo se asocia
con la resistencia al tratamiento farmacoldgico.
La esclerosis hipocampal se caracteriza por
gliosis reactiva, pérdida neuronal y cicatriza-
cion glial (29) estando asociada con deterioro
cognitivo (30). Dichas alteraciones celulares
(astrogliosis, neurodegeneracién y muerte
neuronal) estan presentes en modelos animales
de ELT como el de litio-pilocarpina (16, 17).
En las 4reas cerebrales afectadas, las células
gliales, tanto microglia como astrocitos, experi-
mentan cambios fisiolégicos y moleculares que
acompafian el desarrollo y la progresiéon de la
epileptogénesis (31, 32).

Los astrocitos reactivos participan en: (i) la
captacion del glutamato potencialmente excito-
toxico, (ii) la produccién de glutation, (ii) la
liberacién de adenosina, (iv) la facilitacion de
la reparaciéon de la BHE, (v) la estabilizacion del
liquido extracelular y del equilibrio electrolitico;
(vi) la supresidn de las células inflamatorias y de
los agentes infecciosos. Estas funciones de la glia
en las fases iniciales de la epileptogénesis estd
ganando atencién y supone un nuevo abordaje al
estudio de la epileptogénesis (33-36). En la fase
tardia de la epileptogénesis, los cambios en las
subunidades de los receptores GABA, AMPA y
NMDA vy la plasticidad sindptica se suman a los
que ocurren durante la fase temprana, contribu-
yendo en conjunto a la hiperexcitabilidad tipica
que caracteriza a la enfermedad (37).

18F. FDG PET TAC

FUSIONADA

CONTROL

SUV (g/ml)

LITIO-PILOCARPINA

Figura 1. Imdgenes PET-TAC a nivel cerebral, representativas de una rata control (izquierda) y de una rata 4 dias des-
pués de haber sido sometida al modelo de SE inducido por la administracién de litio-pilocarpina (derecha). Se muestran
cortes a nivel coronal, sagital y transversal de la imagen TAC (fila superior), de la imagen PET obtenida por adminis-
tracion de "*F-FDG y de ambas imdgenes fusionadas (fila inferior). Se observa la reduccién de la captacion del radio-
trazador PET en la rata inyectada con pilocarpina, demostrdndose el hipometabolismo cerebral que aparece ya desde las

primeras fases del periodo silente de la epileptogénesis.
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Los astrocitos parecen modular la actividad
epiléptica. Las oscilaciones de las concentra-
ciones intracelulares de Ca** en los astrocitos son
probablemente buenos indicadores de cambios
tempranos en la actividad glial en condiciones
patoldgicas (38). Cambios en la activacién de
astrocitos y microglia se han observado en
pacientes con epilepsia, asi como en modelos
experimentales de ELT (AK y pilocarpina) y en
modelosdecrisisagudas(4-AP)(17,20). Lareacti-
vidad astrocitaria, medida por cambios morfolé-
gicos y por el aumento de GFAP (acronimo inglés
de Glial Fibrillary Acidic Protein), se ha detectado
en las primeras horas después del inicio del SE
[Figura 2].

La participacion de astrocitos reactivos en la
modulacién de las crisis epilépticas se ha relacio-
nado con sus efectos reguladores de los niveles

extracelulares de glutamato y K* a través de
diversos mecanismos que afectan a la excitabi-
lidad neuronal y a la susceptibilidad a las crisis
epilépticas (39). El aumento de la expresion de
la TSPO [Figura 2] se considera un biomarcador
de inflamacién mediada por microglia (20).
Ademds, como se menciond anteriormente, los
datos preclinicos sugieren que las mediciones
de TSPO por PET podrian convertirse en una
herramienta util para evaluar la respuesta
terapéutica o la resistencia a tratamientos
antiepilépticos (19, 20, 40).

En conjunto, los cambios en la actividad
astrocitica y microglial parecen contribuir a
los mecanismos neuromoduladores subyacentes
a las crisis epilépticas y, por lo tanto, se estan
considerando como nuevas dianas terapéuticas
(39).

Figura 2. Alteraciones histolégicas e histoquimicas tempranas que tienen lugar en el hipocampo de ratas sometidas al
modelo de SE por inyeccion de litio-pilocarpina. A) Tincién de Nissl por violeta de cresilo en el que se muestra la masiva
muerte neuronal que tiene lugar de forma especialmente intensa en el drea CAI hipocampal. B) Tincién de Fluoro-Jade
C (marcador de neurodegeneracion) que muestra una marcada neurodegeneracion hipocampal. C) Inmunofluorescencia
de GFAP (marcador de astrocitos), mostrando la intensa astrogliosis consecuencia del insulto epileptogénico. D) Auto-
rradiografia del ligando de TSPO *H-PK11195 (marcador de neuroinflamaciéon mediada por microglia), correspondiente
a una rata control (D) y a una rata que ha sido sometida la modelo de litio-pilocarpina (D,). Se puede la intensa neu-
roinflamacion a nivel hipocampal y cortical que aparece pocos dias después del SE.
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7. NUEVA APROXIMACION AL ESTUDIO DE LA EPILEP-
TOGENESIS

Los astrocitos son uno de los tipos celulares mas
abundantes en el cerebro y su funcién es crucial
regulando el metabolismo cerebral y estando
involucrados en maultiples funciones relevantes
para la homeostasis del sistema nervioso central
(41).

Los astrocitos se localizan entre los vasos sangui-
neosylas neuronasy tienen un papel especifico en
el metabolismo de la glucosa ya que son capaces
de detectar y responder a las seilales metabdlicas
(pO,, pCO,, pH) y de participar en la regulacion
del transporte de glucosa (42). La interrelacion
metabolica entre astrocitos y neuronas es esencial
permitiendo la conversion de glucosa en lactato a
través de la via glucolitica (43).

El lactato se exporta a las neuronas, donde se
convierte en piruvato para producir la molécula de
energia de la célula ATP. Ademas, los astrocitos,
a diferencia de las neuronas, presentan depositos
de glucdégeno que puede ser movilizado ante un
aumento en los requerimientos energéticos.

Un nuevo enfoque experimental para el estudio de
la contribucién de la reactividad glial en la epilep-
togénesis implica el uso de modelos murinos
de quimiogenética. Las técnicas de quimioge-
nética se basan en la insercién de receptores
disenados para ser activados exclusivamente por
farmacos de diseio (DREADDs, acrénimo inglés
de Designer Receptors Exclusively Activated by
Designer Drugs) en las células nerviosas. Hoy en
dia, se pueden desarrollar ratones que expresan
receptores silenciosos en astrocitos (como por
ejemplo el receptor muscarinico humano M,) que
pueden ser activados selectivamente mediante la
administracion sistémica del farmaco agonista
clozapina N-6xido (CNO) (44). Esta técnica se
utiliza para modificar la actividad astrocitaria
que en general resulta en cambios en la sefaliza-
cién del Ca?" y diversos efectos en otras células
cerebrales (45, 46).

La principal ventaja de esta técnica es la activa-
ciéon o inhibicion especifica de los astrocitos
frente al enfoque farmacoldgico cldsico que afecta
de manera menos especifica pudiendo alterar la
funcién neuronal y/o producir diferentes efectos
secundarios (47-50).

Como se ha comentado anteriormente, el proceso
de epileptogénesis se caracteriza por un aumento
de GFAP (biomarcador molecular de activacién
astrocitaria) asi como de cambios metabdlicos
(neuroimagen ""F-FDG-PET). Estudios prelimi-
nares en nuestro laboratorio aplicando técnicas
de quimiogenética en un modelo experimental
de ELT inducido por la administracién intrahi-
pocampal de AK apoyan la contribuciéon del
papel regulador de los astrocitos en las altera-
ciones metabolicas cerebrales asociadas a la
epileptogénesis.
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8. CONCLUSIONES

Los modelos animales de epilepsia por SE, como los
generados por la administracion de AK o pilocarpina,
han demostrado presentar caracteristicas fenotipicas
similares a las observadas en la ELT con esclerosis
hipocampal en humanos. Tanto en humanos como
en modelos animales se han identificado biomarca-
dores moleculares de activacion glial y de neuroi-
magen metabolica por PET que son detectables ya
desde la fase temprana de la epileptogénesis. Mds
aun, el hipometabolismo cerebral, medido por
neuroimagen "F-FDG-PET, que aparece tras el SE
en el modelo animal de litio-pilocarpina puede ser
prevenido y/o revertido por tratamiento farmaco-
légico. En esta misma linea, la activacién astroci-
taria mediante tecnologia DREADDs (quimioge-
nética) reduce el hipometabolismo en el modelo
de ELT inducido por administracién intrahipo-
campal de AK. En conjunto, estos resultados abren
una nueva perspectiva al estudio de la epileptogé-
nesis que contempla el efecto modulador de los
astrocitos.

Finalmente, teniendo en cuenta el coste y el
esfuerzo que supone el desarrollo de farmacos
antiepilépticos y la necesidad de disponer de
biomarcadores, el uso de modelos animales
constituye una herramienta crucial. La disponibi-
lidad de biomarcadores neuronales y astrocitarios
de epileptogénesis permitira aplicar una medicina
personalizada en base a las caracteristicas neuropato-
logicas, temporales y de respuesta farmacoldgica del
paciente.
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