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ABREVIATURAS

AK Acido kainico

AKD Acido kainico mas dapsona

AKMB Acido kainico mas extracto de Maqui berry
AKMBD Acido kainico méas extracto de Maqui berry mas dapsona
AP-1 Factor de transcripcion (Activator protein 1)
APCs Células presentadoras de antigenos

Ca? lon Calcio

cAMP Adenosin monofosfato ciclico

CCC Cotransportadores cation cloruro
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DDS 4,4" - diamino-difeni-sulfona

EP1-2 Receptores a prostaglandina tipo 1y tipo 2
GABA Acido y-aminobutirico

GAPDH Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
GFAP Proteina &cida fibrilar glial
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nNOS Oxido nitrico sintasa neuronal

PGE Prostaglandina E
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SE Status Epilepticus

SNC Sistema nervioso central

TGF-B Factor de crecimiento transformante beta 1
TLRs Receptores tipo Toll
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1. RESUMEN

Introduccion: La inflamacion es un factor clave en la epileptogénesis; promueve un aumento
en la excitabilidad neuronal, reduce el umbral convulsivo y esta involucrada en los cambios
moleculares y estructurales que se dan en el proceso de la epileptogénesis. El rol funcional
de la inflamacidn cerebral ha sido evidenciado por el uso de tratamientos antiinflamatorios e
inmunosupresivos durante el periodo neonatal, cuando el cerebro es mas susceptible debido
a las caracteristicas anatémicas y fisioldgicas que facilitan el desarrollo de las crisis.
Objetivo: Evaluar el efecto neuroprotector, antiinflamatorio y anticonvulsivante a corto y
largo del extracto de Aristotelia chilensis (Maqui berry) y dapsona sobre la epileptogénesis
asociada al dafio producido por el status epilepticus inducido con &cido kainico en ratas
neonatas. Métodos: 96 ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 12 dias postnatal (PN)
entre 24 y 26 g fueron empleadas y divididas en 5 grupos: Grupo C, grupo AK, grupo AKMB,
grupo AKD y grupo AKMBD con 3 cortes de tiempo (24 h, 5 dias y 20 dias). El acido kainico
fue administrado en una sola ocasion en una dosis de 3 mg / kg para inducir status epilepticus
(Fase V). La actividad convulsiva fue evaluada diariamente durante los lapsos ya
establecidos. Alcanzados los cortes de tiempo, los animales se sacrificaron y los cerebros
fueron obtenidos por craneotomia; algunos fueron procesados para obtener cortes
histoldgicos (hematoxilina y eosina, tincion de Fluoro-Jade, inmunofluorescencias contra
NFkB, IL-1B y COX2 e inmunohistoquimica contra GFAP) mientras que otros fueron
diseccionados en hipocampo, amigdala y corteza temporal para el analisis de las proteinas
NFkB, IL-1B y COX2 mediante Western Blot. Resultados: La dapsona redujo el nimero de
convulsiones a los 17 y 32 dias PN, redujo el namero de células en proceso de degeneracion
en todas las estructuras estudiadas y también redujo la expresion relativa de proteinas
proinflamatorias a las 24 h posteriores a la inyeccion de &cido kainico. El extracto de Maqui
berry redujo, en menor grado comparado con la dapsona, el nimero de convulsiones a los 17
y 32 dias PN, el numero de células en proceso de degeneracion y la expresion relativa de
proteinas proinflamatorias a las 24 h posteriores a la inyeccion de &cido kainico. El
tratamiento resultante de la combinacién del extracto de Maqui berry y la dapsona mostré un
efecto antagonico. Conclusiones: La dapsona posee un efecto anticonvulsivante,
neuroprotector y antiinflamatorio mientras que el extracto de Maqui berry posee los mismos
efectos que la dapsona pero en menor grado. Este estudio sugiere que una intervencion
oportuna sobre la regulacién de las vias de inflamacion reduce el riesgo de desarrollar
epilepsia.
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ABSTRACT

Introduction: Clinical and experimental evidence establishes inflammation as a key factor
in epileptogenesis; it promotes in the brain an increase in neuronal excitability, reduces the
seizure threshold and it’s involved in molecular and structural changes of epileptogenesis.
The functional role of brain inflammation has been influenced by the use of anti-
inflammatory and immunosupressive treatments during neonatal period, when the brain is
more susceptible due to the anatomical and physiological features that facilitate the
development of seizures. Objetive: To evaluate the neuroprotective, anti-inflammatory and
anticonvulsivant effect of Aristotelia chilensis (Maqui berry) extract and dapsone on the
epileptogénesis associated to the damage produced by status epilepticus induced with kainic
acid in neonate rats. Methods: 96 male Sprague Dawley rats 12 days old (24 — 26g) were
used and divided into 5 groups: C group, AK group, AKMB group, AKD group and
AKMBD group with 3 time cuts (24 h, 5 days and 20 days. The kainic acid was administered
once with a 3 mg/kg dose to induce status epilepticus. Seizure activity was assessed dialy for
the established time cuts. Reached those time cuts, the animals were sacrificed and the brains
were obtained by craniotomy and some of them were processed for histological techniques
(hematoxilin and eosin, Fluoro-Jade staining, immunofluorescences for NFkB, IL-1  and
COX2 and immunohistochemistry for GFAP) while in some others the hippocampus, the
temporal cortex and amygdala were removed for NFKB, IL-1 B and COX2 protein analysis
with Western Blot. Results: Dapsone reduced the number of seizures at 17 and 32 PN days,
the number of cells on degeneration process in all analyzed structures and also reduced the
relative expression of pro-inflammatory proteins at 24 h after the kainic acid injection. The
Maqui berry extract reduced, in a less way than dapsone, the number of seizures at 17 and 32
PN days, the number of cells on degeneration process and the relative expression of pro-
inflammatory proteins at 24 h after kainic acid injection. The treatment resulting from the
combination of Maqui berry extract and dapsone showed an antagonic effect. Conclusions:
Dapsone has an anticonvulsivant, neuroprotective and anti-inflammatory effect while the
Maqui berry extract has the same effects showed by dapsone but in a less grade. This study
suggests that an early intervention on the inflammation pathways reduces the risk of
developing epilepsy.
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2. ANTECEDENTES

2.1 EPILEPSIA

La epilepsia es la condicién neuroldgica cronica, recurrente, de etiologia diversa y asociada
a descargas excitatorias anormales que causan un dafio estructural con consecuencias
neuroldgicas, cognitivas y psicolégicas (Engel 2006; Panayiotopoulos 2012).

Una crisis epiléptica es una descarga eléctrica repentina y anormal en el cerebro, que puede
originar alteraciones cerebrales y conductuales, manifestando cambios en la actividad
motora, autonémica y/o conciencia. Esta suele manifestarse de manera similar en cada
paciente, con un evento que tiene un patron estereotipado y de duracion breve (por lo general,

menos de dos minutos) (Rosseti, 2010).

La epilepsia es uno de los padecimientos mas comunes del sistema nervioso y representa en
América Latina un problema de salud publica. Una cifra de prevalencia reconocida por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es de 7 pacientes con epilepsia por cada 1000
personas a nivel mundial, que significa de 40 a 50 millones de pacientes con epilepsia en sus
diferentes variedades. Sin embargo, estos valores aumentan en paises en desarrollo (como
los de América Latina) que llegan entre 14 y 57 pacientes con epilepsia por cada 1000
personas (Rubio et al, 2007).

En México, se calcula que aproximadamente entre 7% y 8% de la poblacion padece algin
trastorno del sistema nervioso. EI Programa Prioritario de Epilepsia en México reporta que
la prevalencia de epilepsia en el pais es de 17 pacientes con epilepsia por cada 1000 personas
siendo la poblacion infantil la mas afectada (Rubio et al, 2007). Se calcula que el nimero de
pacientes con epilepsia es de alrededor de 1.5 millones con un pico de presencia en menores
de un afio de edad. El desarrollo del cerebro se encuentra en su mayor nivel de susceptibilidad
durante los primeros afios de vida, por lo que la incidencia de las crisis es mas alta y

disminuye cuando alcanza la adolescencia (Mizrahi, 1987).
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2.2 CRISIS NEONATALES

Las crisis convulsivas neonatales se definen como una actividad anormal, paroxistica y
estereotipada de la funcién neuroldgica que ocurre en los primeros 28 dias de vida o después
de las 44 semanas de edad gestacional en infantes prematuros (Berg y Shinnar 1994; Holmes
1997; Arzimanoglou et al. 2005). Las crisis convulsivas en etapas tempranas no son
espontaneas, mas bien son provocadas por alteraciones en el medio extracelular de las
neuronas, al igual que por el incremento répido de la excitabilidad neuronal en respuesta a
agentes nocivos. En México la incidencia se ha asociado a desordenes como hipoxia-
isquemia, hipertermia, hemorragias subaracnoideas, desordenes cerebrovasculares,
infecciones, hipercalcemia y trauma craneoencefalico. (Berg y Shinnar 1994; Holmes 1997).
En la etapa neonatal estas crisis son potencialmente perjudiciales para el desarrollo del
cerebro dado que la actividad neuronal es critica para establecer las sinapsis (Volpe, 2008).
En este periodo, el cerebro posee caracteristicas anatomicas y fisioldgicas que facilitan el
desarrollo de crisis epilépticas: una mayor cantidad de sinapsis, mayor densidad de espinas
dendriticas, expresion de canales i6nicos excitatorios y de transportadores a niveles que
promueven la excitacion neuronal, mientras que los inhibitorios se encuentran cumpliendo
funciones excitadoras al estar participando en el proceso de desarrollo (Hauser 1994;
DelLorenzo et al. 1995; Jensen y Baram 2000; Holopainen 2008). El &cido y-aminobutirico
(GABA) en la etapa postnatal, a diferencia de su accién inhibitoria en la etapa adulta, tiene
efectos despolarizantes que contribuyen al crecimiento neuronal, desarrollo, formacién de
redes e incluso a la alta susceptibilidad del cerebro inmaduro a las crisis (Ben-Ari et al. 1989;
Ben-Ari y Holmes 2005).

El cambié de GABA de neurotransmisor excitatorio a inhibitorio ocurre en las dos primeras
semanas de vida posnatal en roedores (Swann et al. 1989; Romijn et al. 1991; Ben-Ari 2006).
La diferencia entre la accion excitatoria e inhibitoria, en el sistema nervioso central de
neonatos y adultos respectivamente, se debe a la concentracién de iones cloruro (CIY) de las
neuronas inmaduras en comparacion con las maduras, siendo mayor en las primeras
(alrededor de 50mM) (Delpire & Mount, 2002). EI GABA, como neurotransmisor

excitatorio, tiene un papel importante en el desarrollo contribuyendo en la expresion de varias
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funciones neuronales incluyendo la supervivencia celular, crecimiento dendritico y el

establecimiento de memoria a largo plazo.

En las neuronas, el GABA actla uniéndose a los receptores GABAa acoplados a canales de
Cl'provocando cambios conformacionales en estos canales que facilitan la entrada o salida
de iones CI" dependiendo del potencial de equilibrio de la neurona. Este gradiente
electroquimico de CI" es controlado por cotransportadores de cation-cloruro (CCCs). Cuando
la concentracion de CI es alta, la apertura de los canales resulta en la despolarizacion de las
neuronas por el flujo de salida de CI"” mediado por el cotransportador K-Cl (KCC2). Cuando
la concentracion de CI" es baja, la activacion de los receptores permite la entrada de los iones,
dada principalmente por el cotransportador Na-K-ClI (NKCC1), lo que lleva a la
hiperpolarizacion de la neurona (Zhu et al. 2005). Estos CCCs transportan iones Cl- junto
con iones de sodio o0 potasio a través de la membrana plasmatica y juegan un papel en la
regulacion de la excitabilidad neuronal.

El NKCC1 es expresado durante el desarrollo en neuronas y glia en el encéfalo, mientras que
el KCC2 tiene baja expresion durante la etapa postnatal y aumenta en neuronas maduras
(Plotkin et al. 1997; Stein et al. 2004; Wang et al. 2011). Un cambio en la predominancia de
la actividad neuronal de KCC2 a NKCC1, es ahora considerado como el mecanismo que
lleva al cambio de sefializacion GABAEérgica de excitatoria a inhibitoria. En esta etapa
temprana GABA promueve un flujo de CI" que lleva a la despolarizacion de la membrana, lo
cual genera potenciales de accion, activa directamente canales de calcio dependientes de
voltaje y activa indirectamente receptores de glutamato NMDA removiendo los iones
magnesio que obstruyen el receptor, aumentando el Ca** intracelular (Rivera et al. 1999; Lee
et al. 2005). La elevacidn intracelular de calcio, promueve la diferenciacion y sobrevida de
las neuronas y es importante para mantener las conexiones sinapticas, por otro lado promueve

un estado de hiperexcitacion neuronal (Choi & Koh 2008).

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio predominante en el SNC. El papel del
glutamato es indispensable para el desarrollo de una crisis convulsiva, ya que la refuerzay la

sostiene. Durante una crisis convulsiva, la liberacion de este neurotransmisor inicia

11
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mecanismos fisiopatoldgicos como un estado de hiperexcitacion permanente dando lugar a
una sobreestimulacion que puede llegar a provocar graves alteraciones en la actividad
mitocondrial que repercuten en la supervivencia de la célula pudiéndola llevar a muerte por

necrosis o apoptosis (Esclapez et al. 1999).

Los principales receptores presentes en este proceso son los ionotrépicos (iGLURs); los N-
Metil-D-Aspartato (NMDArs), los alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-1,4-isoxazol propionato
(AMPA) y los receptores a kainato (Schwob et al. 1980; Engel 2004). Estos receptores estan
ligados a los canales que permiten el flujo de iones sodio (Na*), potasio (K*) y calcio (Ca*?).
Dichos receptores se encuentran involucrados en funciones de plasticidad celular, migracion
celular, en el sobre crecimiento neuritico y sobrevivencia neuronal (Schwob et al. 1980;
Romijn et al. 1991; Tyzio et al. 1999; Engel 2004).

Durante la etapa del neurodesarrollo, las subunidades de glutamato se expresan de forma
diferente a la etapa adulta. Estudios en modelos animales han demostrado que la expresién
de los receptores a glutamato (Glu) es mayor en la segunda semana postnatal. En el cerebro
inmaduro, la sobreexpresion de los receptores neuronales de NMDArs y AMPArs contribuye
al incremento del flujo de calcio dentro de las células, lo cual disminuye el umbral de
resistencia a las crisis convulsivas, e induce a su vez un dafio excitotoxico e hipdxico-
isquemico celular, seguido de la activacion de una variedad de enzimas (cinasas, proteasas,
Oxido nitrico sintetasas, fosfatasas) y favorece la hiperexcitabilidad neuronal (Romijn et al.
1991; Volpe 2008). Estos procesos incrementan la sintesis de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que pueden dafiar a la célula o llevarla a una muerte celular programada o apoptosis,
proceso importante en el desarrollo de la epilepsia (Ben-Ari et al. 1981; Lothman & Collins
1981)

2.3 ESTADO EPILEPTICO (Status Epilepticus)

El estado epiléptico (SE) es una condicion epiléptica que se caracteriza por crisis agudas
repetidas (parciales o generalizadas, convulsivas o0 no convulsivas) durante un periodo de

maés de 30 minutos sin recuperacion entre ellas debido a la ausencia de un periodo interictal

12
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(Capovilla, 2013). El SE es mas comun en nifios que en adultos, con la mitad de los casos
ocurridos en individuos menores de 2 afios (Shinnar, 1997). En la literatura clinica, algunos
reportes indican que el SE puede resultar en dafio cerebral originando una discapacidad
cognitiva a largo plazo y una permanente susceptibilidad a crisis futuras (Hesdorffer, 1998;
Rice, 1998).

Igualmente, en estudios con roedores, los efectos fisiopatoldgicos del SE varian en funcion
de la edad (Dos Santos, 2000) y dependiendo el objetivo de estudio se elige la edad adecuada
del animal (Tchekalarova et al., 2010)

Algunos mecanismos involucrados en el SE son los siguientes (Neligan, 2010; Briggs, 2011):

a) Alteraciones en el ambiente idnico celular, tales como pérdida en las concentraciones
y balance principalmente de Ca" y K" extra e intracelular, respectivamente, asi como en el
Na’, lo que resulta en una permeabilidad alterada de la membrana neuronal.

b) Por un lado, exagerada actividad excitatoria de neurotransmisores (NT) en relacion con
una mayor secrecion de aspartato y glutamato dependientes de la entrada de Ca*, que actian
sobre receptores ionotropicos y metabotrdpicos, de los cuales el NMDA es el que se ha
relacionado mas con las crisis epilépticas; por otro lado, existe una disminucion de la
actividad y/o concentracion de GABA.

c) Cambios estructurales en las neuronas caracterizadas por pérdida de las espinas

dendriticas y la presencia de brotes axonales.

Sin embargo, estudios recientes reportan que existen otros fenémenos inmersos en este
fendmeno, tales como:

a) La participacion de la glia. Tomando en cuenta su papel fisiolégico en los equilibrios
hidrico, i6nico y de los neurotransmisores de origen neuronal y glial en el microambiente
neuronal (Losi, 2012).

b) El estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial son dos eventos que participan
desfavorablemente en la propagacién y perpetuacién de la actividad epiléptica (Aguiar, 2012)

c) Disfuncion de la barrera hematoencefalica que aumenta su permeabilidad a sustancias
proinflamatorias que exacerban los fenémenos excitatorios (Friedman, 2012).
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2.4 EPILEPTOGENESIS

Epileptogénesis se refiere a un proceso dinamico que progresivamente altera la excitabilidad
neuronal, establece interconexiones criticas y produce cambios estructurales antes de que
ocurra la primera convulsion espontanea (Engel, 2005), los cambios que se producen son la
neurodegeneracion, neurogenesis, gliosis, dafio axonal, plasticidad dentritica, dafio en la
barrera hematoencefalica, reclutamiento de células inflamatorias dentro del tejido nervioso
y reorganizacion de la matriz extracelular (Lukasiuk, 2009).

Después de un insulto inicial se desencadena la actividad convulsiva inicial o aguda, seguida
de un periodo latente o sin actividad convulsiva y subsecuentemente la expresion de
convulsiones espontaneas con incremento de la frecuencia e intensidad de ellas (Jensen &
Baram 2000).

Los cambios agudos se dan en las primeras horas en las que se presentan procesos como la
inflamacién, muerte neuronal, disminucion del balance entre la excitacion e inhibicion
neuronal, disminucion del umbral de excitacién neuronal y la activacion de genes tempranos
implicados en el neurodesarrollo, asi como genes implicados en procesos de
hiperexcitabilidad lo que estableceria una retroalimentacién para la recurrencia de las crisis
(Esclapez et al. 1999; Jensen & Baram 2000). Los cambios subagudos se presentan dentro
de las primeras semanas posteriores al insulto inicial donde se observa muerte neuronal por
necrosis o apoptosis, principalmente en la region CA3 del hipocampo y en la corteza,
alterando el balance entre excitacion e inhibicion de las redes neuronales. Los cambios
cronicos se dan en las semanas y meses siguientes en los que se presenta neurogénesis,
formacion de fibras musgosas, reorganizacion de las redes neuronales, gliosis y
modificaciones en las subunidades que componen a los receptores de GABA y glutamato que
promueven la excitabilidad. Estos procesos pueden crear circuitos excitatorios recurrentes
que favorecen la hiperexcitabilidad neuronal (Esclapez et al. 1999; Jensen & Baram 2000).
Estudios recientes establecen a la neuroinflamacion como parte esencial en el proceso de
epileptogénesis, que es un proceso dependiente de la liberacion de citosinas y quimiosinas
tales como IL-1p y COX-2, se ha observado en modelos animales dafio neuronal, astrogliosis,
activacion de la microglia asi como una infiltracion de leucocitos de la sangre al parénquima
cerebral. (Marosso, 2011; Friedman, 2012)
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2.5 MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA EPILEPSIA

Como sucede con cualquier otra clase de fa&rmacos, el descubrimiento y desarrollo de nuevos
farmacos que ayuden a los pacientes con epilepsia yace principalmente en el empleo de
modelos animales para demostrar su eficacia y seguridad antes de su introduccion en
humanos voluntarios. Obviamente, entre mas predictivo sea el modelo animal para un
determinado tipo de crisis o sindrome, serd mayor la probabilidad de que el farmaco a
investigar demuestre su eficacia en estudios clinicos. Algunos modelos para el estudio de

epilepsia son PTZ (pentilentetrazol), litio-pilocarpina, kindling amigdalino y &cido kainico.

2.5.1 MODELO DE ACIDO KAINICO

Las crisis sintomaticas de la vida temprana pueden ser reproducidas en el cerebro de un
animal en desarrollo por exposicion a quimioconvulsivantes como el acido kainico (Engel
2004; Pitkanen et al. 2006). EI modelo de &cido kainico (AK) ha contribuido al entendimiento
de los mecanismos moleculares, celulares y farmacoldgicos observados durante la

epileptogénesis.

El AK fue aislado y extraido en el afio 1950 de un alga roja (Digenea simplex) encontrada en
aguas tropicales y sub-tropicales (Murakami et al. 1953). Este modelo experimental fue
originalmente descubierto por Ben-Ari y Lagowska (Ben-Ari & Lagowska 1978; Ben-Avri et
al. 1979) y es semejante a un modelo de epilepsia parcial compleja, agudo y crénico que se
encuentra dentro de la clasificacion de modelos quimicos que reproduce a la epilepsia de
I6bulo temporal (ELT) con los cambios histopatoldgicos tipicos vistos en pacientes
epilépticos (Nadler 1981; Ben-Ari 1985; Ben-Ari & Cossart 2000).

El AK (Figura 1) es un agonista de los receptores glutamatérgicos ionotropicos a kainato, los
cuales pueden encontrarse en amigdala, corteza entorinal, ganglios basales, cerebelo y en
hipocampo, en este Gltimo de forma abundante confiriéndole mayor vulnerabilidad al dafio
(Darstein et al. 2003; Bloss & Hunter 2010). Es de los modelos mas utilizados para el estudio
de la actividad epiléptica y neurodegeneracion en ratas en desarrollo postnatal con edades de
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5-20 dias (Sperk et al. 1983; Sperk et al. 1985; Ben-Ari 1985). Se emplea para inducir
convulsiones a partir de despolarizaciones que inician en el sistema limbico e incluso puede
causar estado epiléptico (etapa aguda), el cual produce cambios neurales que promueven el
proceso de epileptogénesis (etapa de latencia), dando lugar al desarrollo de crisis epilépticas
espontaneas tras cinco dias de tratamiento con este quimioconvulsivante (etapa crénica) y
gue pueden llevar eventualmente a la muerte celular (Ben-Ari et al. 1981; Lothman & Collins
1981; Velisek et al., 2006; Zhang et al., 2011).

Figura 1. Estructura molecular del acido kainico (izquierda) y estructura molecular del
glutamato (derecha). Se pueden notar las similitudes entre ambas moléculas en sus dos grupos
carboxilo y su grupo amina.

La administracion sistémica de AK promueve la esclerosis hipocampal caracterizada por
muerte neuronal en CA1y CA3 asi como en diversas regiones del SNC, dispersion de células
granulares y formacién de fibras musgosas aberrantes (Berkovic et al. 1991; Buckmaster
2012). Los receptores a kainato (KARS) pueden encontrarse a diferentes niveles de expresion
en la amigdala, corteza entorinal, hipocampo, ganglios basales y cerebelo. En el hipocampo
las células piramidales de la region CA3 contienen el mayor nimero de KARs, tanto en las
neuronas presinapticas como en la postsinapticas. KA1 y KA2 son las dos subunidades con
mayor afinidad al glutamato y altamente expresadas en esta area lo cual la vuelve una zona
altamente susceptible al dafio excitotoxico inducido con el AK en este modelo. Esta actividad
epileptiforme puede extenderse de CA3 a CA1 y otras estructuras limbicas (Ding et al. 1998;
Bausch & McNamara 2004).

La activacion de los KARs puede elevar la concentracion intracelular de calcio y de especies

reactivas de oxigeno, que pueden dafiar las estructuras celulares; ademas de alterar la funcion
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normal de las mitocondrias (Reynolds & Hastings 1995; Carriedo et al. 2000; Lauri et al.
2001; Zhang et al., 2011).

Otras caracteristicas de ese modelo son la activacion de la microglia, la proliferacion de
astrocitos, asi como alteraciones en la funcion de ambos. La activacion de la microglia
contribuye a la neuroinflamacion y neurodegeneracion (Ravizza et al. 2005; Choi & Koh
2008) que induce inmediatamente la expresion y liberacion de citosinas y moléculas
proinflamatorias, como COX-2 que esta involucrada en la muerte neuronal, en la recurrencia
de las convulsiones y activa una cascada de procesos inflamatorios en el tejido cerebral que
disminuye el umbral convulsivo y compromete la sobrevivencia neuronal (Penkowa et al.,
2001; Kim et al. 2001; Riazi et al., 2010; Ravizza et al., 2011; Zhang et al., 2011).

Los cerebros de animales jovenes presentan mayor excitabilidad que los cerebros adultos, y
pueden desarrollar mas facilmente crisis espontaneas (Friedman et al., 1994; Ben-Ari, 2002;
Mouri et al., 2008; Pernot et al., 2011). Las ratas en etapa juvenil son mas susceptibles a los
efectos del AK, como ya se ha mencionado, y esto puede deberse a los efectos excitatorios y
despolarizantes de GABA sobre las neuronas, asi como a la intensa sinaptogénesis durante
el desarrollo (Ben-Ari, 2002; Ben-Ari & Holmes, 2005). En ratas adultas las crisis son no
convulsivas en la etapa temprana (10 a 30 dias después del tratamiento) pero se vuelven
convulsivas durante la etapa tardia, en cambio en las ratas neonatas se observa la actividad

convulsiva desde el inicio.

La principal ventaja de utilizar una administracion sistémica de AK, en comparacion con la
administracion intracerebral, es que no es necesario realizar procedimientos quirurgicos lo
cual elimina las complicaciones postquirtrgicas que puedan afectar la salud de animal o
dafar el tejido mismo. Las ratas, después de ser tratadas con AK y llegar a etapa aguda,
muestran automatismo y postura catatonica caracterizada por la inmovilidad y cese de la
conducta exploratoria que viene seguida de clonus facial, movimientos de cabeceo, frecuente
rascado unilateral y bilateral de las extremidades anteriores, clonus sostenido de las
extremidades posteriores, sacudidas de corporales y caidas e intentos de incorporarse
(Friedman et al., 1994; Mouri et al., 2008; Pernot et al., 2011). A diferencia de la actividad
mostrada en ratas neonatas, las ratas adultas presentan sacudidas de tipo “perro mojado” asi
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como salivaciones y exoftalmos que disminuyen conforme aumenta la ocurrencia de las crisis
(Ben-Ari et al., 1981; Velisek et al., 1992).

Los efectos neurotdxicos del AK han sido evaluados en diferentes etapas del desarrollo, entre
los 10 y 15 dias de edad en animales. Seguido a la inyeccion intraperitoneal con AK hay una
pérdida de células piramidales en las regiones CAl y CA3 del hipocampo asi como en
regiones extratemporales. Se ha observado que el dafio en las regiones extrahipocampales no
es causada por la toxina en si, si no que depende de la propagacion de la actividad
epileptiforme (Sperk et al. 1985).

2.6 NEUROINFLAMACION EN LA EPILEPTOGENESIS

El sistema inmune y sus reacciones inflamatorias asociadas juegan un importante papel en la
proteccion y reparacion de tejidos de una gran variedad de insultos infecciosos y no
infecciosos. El sistema inmune se divide en dos partes: una responsable de una inmediata
accion contra agentes externos Ilamado sistema inmune innato y otro que permite el
reconocimiento de antigenos por medio de células presentadoras de antigenos (APCs) y
receptores para antigenos constituyendo el sistema inmune adaptativo.

La transicién entre la inmunidad innata y adaptativa es mediada por una gran variedad de
mediadores de inflamacién entre los cuales las citosinas y los receptores tipo Toll (TLRs)
juegan un papel importante (Becher, 2000)

El sistema nervioso central (SNC) es considerado un sitio inmunoprivilegiado debido a la
presencia de la barrera hematoencefalica, ausencia de una circulacion linfatica convencional

y un aparente trafico bajo de monocitos y linfocitos (Ransohoff, 2003)

La neuroinflamacién es una condicion caracterizada por la presencia de moléculas (citosinas
y mediadores de inflamacion establecidos) que no son detectables o poco detectables en
condiciones fisioldgicas (Vezzani, 2005). Estas moléculas son producidas por células del
parénquima cerebral (microglia, astrocitos y neuronas) y por células de la barrera
hematoencefalica y el plexo coroideo.

Los TLRs (Figura 2) son una familia de proteinas transmembranales de tipo 1

evolucionariamente conservados entre los insectos y los mamiferos y expresados por las
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celulas del sistema inmune. La estimulacion de estos receptores y moléculas coestimuladoras
(como CD14) activan una via de sefializacion que es un parte compartida por la sefializacion
del receptor IL-1R1 (Interleukin IL-1 receptor type 1). La activacion del TLR resulta en la
induccién de factores transcripcionales como el NFkB, que tiene la habilidad de activar
varios genes proinflamatorios tales como los que codifican para citosinas, quimiosinas,
ciclooxigensa 2 (COX 2) y el éxido nitrico inducible (Rivest, 2003; Laflamme, 2003).

Figura 2. Esquema donde se muestran los diferentes ligandos de los receptores tipo Toll y la principal
via de sefializacion intracelular que desencadenan. Tomado de Natea et al, 2012.

Una respuesta inmune en el SNC también puede ser activada por ligandos enddgenos que
estimulan los TLRs (sefiales de dafio celular o moléculas entrantes al cerebro debido a un
dafio a la barrera hematoencefélica). En este aspecto, es importante notar que el SNC muestra
una alta respuesta inflamatoria no solo ante agentes infecciosos sino que también a un amplio
espectro de lesiones tales como isquemia, dafio cerebral traumatico o excitotdxico y durante
una crisis. (Allan, 2001; Jankowsky, 2001).
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Existen 3 principales vias de sefializacion proinflamatorias activadas durante los procesos de
epileptogénesis: IL-1/TLR, COX-2y TGF-B (Vezzani, 2013) (Figura 3).

Un evento iniciador con propiedades epileptogénicas (traumatismo craneoencefalico, crisis
febriles, estado epiléptico, infecciones, mutacion de genes, etc.) puede causar la activacion
de la microglia, de astrocitos y de neuronas y/o una disfuncion de la barrera hematoencefélica
en las regiones cerebrales involucradas en el evento patoldgico.

Las células cebadas liberan citosinas proinflamatorias (IL-1pB) y sefiales de dafio (anfoterina
HMGB1) provocando eventos inflamatorios en las células blanco (neuronas y glia) por
activacion del receptor IL-1/TLR. Esta via de sefializacion resulta en un incremento rapido
de la conductancia del receptor NMDA mediante la fosforilacion de la subunidad NR2B
mediada por Src permitiendo el incremento de los niveles de Ca* lo cual deriva en cambios
patoldgicos como hiperexcitabilidad neuronal, disminucién del umbral y reorganizacion de
redes neuronales. La activacion de la transcripcion de genes dependientes de NFkB mediada
por IL-1/TLR (incluyendo COX2) contribuye a la generacion de cambios en moleculares y

celulares involucrados en la epileptogenesis y perpetua la neuroinflamacion.

La activacion de los receptores NMDA promueve la activacion de COX2 mediante la via del
oxido nitrico inducible (iNOS) y la produccion de &cido araquidonico mediada por la
fosfolipasa A,. La COX2 sintetiza prostaglandinas E (PGE) que activa a los receptores EP1
y EP2 que estan acoplados a vias de sefializacion intracelulares como la mobilizacion del Ca”
de almacenamientos intracelulares y sintesis de CAMP, respectivamente que también

contribuye a la inflamacion.

La disfuncidn de la barrera hematoencefalica resultante del evento iniciador o de la respuesta
inflamatoria (IL-1/TLR, COX2) conlleva una extravasacion de albumina en el parénquima
cerebral y una subsecuente activacion de la sefializacion de TGF-B en astrocitos. Esta
sefializacion promueve una futura inflamacion por genes dependientes de NFkB y una
disfuncion astrocitica (disminucion de Kir4.1 [subunidad de los canales de potasio] y
detransportadores de glutamato). Esta cadena se eventos concomitantes genera una
hiperexcitabilidad neuronal, dafio celular y una reorganizacion de las redes neuronales que

son responsables del origen de convulsiones y posteriormente el desarrollo de la epilepsia.
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Figura 3. Diagrama de la cascada fisiopatoldgica mediada por las tres vias clave proinflamatorias activadas
en la epilepsia: I1L-1/TLR, COX-2 y TGF-B. En verde se encuentran los puntos clave de inflamacion presentes
durante la epileptogénesis. Modificado de Vezzani et al, 2013.

2.6.1 IL-1p (INTERLEUCINA 1p)

La interleucina 1B (Figura 4) es una citosina

proinflamatoria de 269 aminodcidos activada

proteoliticamente por la caspasa 1 (CASP1/ICE) y

expresada por varias celulas incluyendo los

macrofagos, las células NK, monocitos y neutrdfilos.

(Nicklin, 1994)

En procesos de neuroinflamacion, la IL-1p reduce la

inhibicion mediada por GABA en el 4rea CA3 del 19" I‘r‘]te'zrf;[;f;gralI?'?ﬁ'n‘q’gg:f'32
hipocampo mediante cinasas ain no identificadas Griffin et al, 2002.

(Wang et al., 2000; Zeise et. Al., 1997) e incrementa la excitabilidad neuronal del &rea CAl
mediante la reduccion de canales NMDA y canales de Ca** dependientes de voltaje de
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corriente externa debida a una fosforilacion de canales de Ca’* de larga conductancia
dependientes de K* (Zhang et al., 2011). Se ha observado en neuronas de hipocampo
cultivadas también potencia la funcion del receptor NMDA usando mecanismos no
transcripcionales como el aumento del flujo de Ca?* mediante la activacion de la cinasa Src
dependiente de la fosforilacion de NR2B (Viviani et al., 2003).

Después de la liberacion de IL-1p y HMGB1 contribuyen a la ocurrencia de la primera
convulsion, la sintesis de novo de ambas moléculas es activada en la microglia y astrocitos
(De Simoni et al, 2000; Maroso et al., 2010). Altos niveles de expresion de estas moléculas
proinflamatorias en el cerebro desencadenan cambios transcripcionales mediados por NFkB
y AP-1 que pueden perpetuar la inflamacion en el tejido por medio de la induccion rio debajo
de genes de inflamacién (Gorter et al, 2006). Esta segunda onda de inflamacién y una
subsecuente liberacion de moléculas proninflamatorias pueden contribuir a la recurrencia de
las crisis convulsivas; de hecho, el bloqueo especifico de la sefializacion IL-1R/TLR en
neuronas Y glia reduce la frecuencia de convulsiones agudas y crénicas y atenta el nivel de
inflamacién concomitante del cerebro (Maroso et al., 2011; Ravizza et al., 2005; Vezzani et
al., 2013).

2.6.2 NFKB (NUCLEAR FACTOR KB)

El NF-kB es un factor de transcripcion que forma parte de la familia Rel, constituida por
cinco proteinas que contienen dominios homélogos y que forman entre ellas homodimeros o
heterodimeros. Estas proteinas son: p50, p52, p65 (RelA), c-Rel y RelB; de éstas solo las tres
Gltimas tienen el dominio transactivador, indispensable para reconocer el promotor de los
genes diana (Tabla 1) (Beinke, 2004)

La formacion del homodimero o heterodimero es determinante en la actividad transcripcional
en los promotores de los genes diana. El heterodimero p50/p65 es el mas comin y su
actividad transcripcional ocurre gracias a la proteina p65 (Hayden et al., 2004). Aunque los
homodimeros p50 y p52 no poseen actividad transcripcional, pueden estimular la
transcripcion cuando se unen a la proteina nuclear parecida al inhibidor de kB (BCL-3)
(Fujita et al., 1993).

22



LUIS ANGEL BAUTISTA OROZCO

Tabla 1. Genes diana del NFkB. Tomada de Echeverri et al, 2008.

Las proteinas p50 y p52 se sintetizan como precursores pl05 y pl00 respectivamente,
procesados por el proteosoma, donde se remueve su extremo carboxilo-terminal, dando lugar
a las formas activas p50 y p52 (Farrow et al., 2002)

La ruta clasica de activacion de NFkB es inducida por una variedad de mediadores de la
respuesta inmune innata y adaptativa, tales como citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-1p)
la activacion del receptor TLR y los receptores de antigenos (TCR y BCR). Todas estas
cascadas de sefializacion convergen en la activacion de las proteinas IKK y en la degradacion
de IkBa. permitiendo la liberacion de los heterodimeros p50/RelA 'y p50/c-Rel (Gloire et al.,
2006).

En la via de activacion clasica el evento caracteristico es la fosforilacion de IkBa. por el
complejo IKKa/p (Pomerantz et al, 2002). En esta ruta también interviene NEMO, el cual es
requerido para la interaccion del complejo IKK con las proteinas corriente arriba de la sefial
(Karin et al, 2000). En respuesta a la activacion por TNFa e IL-1, IKKp fosforila a IkBa. La
activacion de IKKp por estos estimulos requiere de la proteina activadora de mitosis cinasa-
cinasa-cinasa (MAP-3K), MAPK/ERK-cinasa reguladora de sefiales extracelulares
(MEKKS3) y cinasa activadora del factor de crecimiento transformante p (TAK1) las cuales
probablemente fosforilan directamente a IKKp (Takaesu et al, 2003).
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Todos estos inductores de NF-kB, a través de diferentes receptores y proteinas adaptadoras,
desencadenan sefiales que convergen en la activacion del complejo cinasa kB (IKK),
complejo que incluye a la molécula de andamiaje NEMO y a las IKKa e IKK (Zandi et al,
1997).

La IkBa es fosforilada por IKKB en el extremo N-terminal en residuos de serina, lo que
permite la unién de IkB a con la proteina que contiene repeticiones de transduccion p
(pTrCP), la cual forma parte del complejo de ligasa de ubiquitina Skp1/Cull/F-box (SCF)
(Liu, 2004). Este cataliza la rapida poliubiquitinacion de lkBa para su degradacion por el
proteosoma 26S, permitiendo la liberacion de NFkB y la consiguiente modulacion de

transcripcion de genes como el gen de la COX-2 (Bonizzi et al, 2004).

2.6.3 COX-2 (CICLOOXIGENASA 2)

El gen de la ciclooxigenasa 2 (Figura 5) se encuentra

en el cromosoma 1, mide aproximadamente 8.3 kb y

contiene 10 exones. Su region promotora tiene

lugares de ligadura que se sabe que reconocen a los

glucocorticoides, a la IL-6 y a otras citosinas (Hla et

al, 1992). En la célula, la COX-2 se encuentra

fundamentalmente en la region perinuclear y en la

membrana nuclear (Crofford et al, 1997) y es la

enzima responsable de la sintesis de prostaglandinas Figura 5. Estructura cristalografica
de la enzima COX2. Tomada de

utilizando el acido araquidonico como sustrato Kyrumbail et al, 1997.

(Smith et al, 1996).

La COX-2 es constitutivamente expresada en bajos niveles en los somas y espinas dendriticas

de las neuronas hipocampales. Es regulada por actividad sinaptica y es marcadamente

inducida en las neuronas dentro de horas después de una crisis convulsiva o un estado

epiléptico, involucrando la actividad de los receptores NMDA. (Marcheselli et al., 1996;

Takemiya et al, 2006; Polascheck et al, 2010).

La sintesis de prostaglandinas mediadas por COX-2 conlleva la produccion de radicales

libres como productos intermediarios, que pueden potenciar los efectos mediados por
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glutamato. La produccion de PGE2 de astrocitos activado por TNF-a puede mediar la

liberacién astrocitica de glutamato dependiente de Ca®*, contribuyendo a la actividad ictal y

a la excitotoxicidad. (Polascheck et al, 2010)

2.7 ANTIEPILEPTOGENESIS

La antiepileptogenesis es un proceso que contrarresta los efectos de la epileptogenesis,

incluyendo la prevencion, modificacion de las crisis y la cura.

a) Prevencién: Una prevencion completa detiene el desarrollo de la epilepsia. Una

prevencion parcial puede retardar el desarrollo de la epilepsia o reducir su severidad.

Por ejemplo, las crisis ocurren pero pueden ser en menor frecuencia, mas cortas o de

tipo menos severo (modificacién de la crisis). La antiepileptogenesis también puede

prevenir o reducir la progresion de la epilepsia después de que esta ya haya sido

establecida.

b) Cura: El control de la epilepsia. No ocurren crisis convulsivas después de retirar el

tratamiento (Pitkanen, 2010).

2.7.1 TRATAMIENTOS ANTIEPILEPTOGENICOS

Figura 6. Esquema que muestra la fase exacta segun la etiologia
de la epilepsia, donde puede administrarse un tratamiento
antiepileptogénico para obtener 6ptimos resultados. Modificado

de French et al, 2013.
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Un tratamiento antiepileptogénico es
aquel que detiene el proceso de
epileptogénesis para evitar que la
epilepsia se establezca. Estos
tratamientos puede tener diferentes
efectos dependiendo la etiologia y la
fase en la que se administre (Figura 6).
Muchos investigadores han tratado de
descubrir un nuevo farmaco capaz de

evitar este proceso con éxito.
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2.7.2 DAPSONA

La 4,4’-diamino-difenil-sulfona (DDS) es una anilina derivada pertenecientes al grupo de las
sulfonas sintéticas (Wozel, 2014). Fue por primera vez sintetizada en 1908 pero fue hasta
1937 que se descubrieron sus propiedades antimicrobianas. Poco después, mediante el uso
de la dapsona para enfermedades no patdgenas revel6 mecanismos antiinflamatorios alternos
similares a los que presentas los antiinflamatorios no esteroideos que inicialmente fueron
elucidados por modelos animales. Actualmente se utiliza como quimioterapia para la lepra,
contra infecciones de Pneumocystis carinii, coadyuvante de terapias contra varias
enfermedades de la piel y recientemente se han reportados efectos anticonvulsivantes y

neuroprotectores en modelos animales (Diaz-Ruiz, 2013)

Como sulfona, la dapsona presenta en su estructura un atomo de azufre unido a dos atomos
de oxigeno (Figura 7). Su solubilidad varia dependiendo el disolvente usado (agua 0.2
mg/mL, metanol 52 mg/mL). Después de una administracion oral, la dapsona es
completamente absorbida por el intestino con una biodisponibilidad de aproximadamente
86%. Los picos de concentracion en suero son alcanzados entre 2 y 8 horas después de la
administracion alcanzando valores de 0.63 a 4.82 mg/L. (Zuidema et al, 1986)

Figura 7. Estructura quimica de la 4,4"-diamino-difenil-sulfona (DDS)

Después de la absorcion, la dapsona realiza circulacion enterohepatica y es metabolizada por
el higado pero también por leucocitos morfonucleares activados (PMN) y células
mononucleares. En el higado, es metabolizada primariamente a través de acetilacién por la
N-acetiltranferasa a monoacetildapsona (MADDS) y a través de hidroxilacion por enzimas
del citocromo P450 resultando en la generacion de dapsona hidroxilamina (DDS-NOH)
(Uetrecht et al, 1988)
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Estudios recientes han reportado sobre sus efectos anticonvulsivantes y neuroprotectores. La
administracion de una dosis de 12.5 mg/kg después de la administracion de acido kainico fue
capaz de disminuir las crisis tonico-clonicas hasta en un 50% y la mortalidad hasta en un
75%. También disminuyd la perdida neuronal en el area CA3 del hipocampo (Diaz-Ruiz,
2013).

Los posibles mecanismos antiinflamatorios y neuroprotectores propuestos es recientes
estudios son:

a) Mecanismos similares a la zonisamida (ya que la dapsona posee una estructura
similar) que tiene la habilidad de bloquear canales de Ca** en las neuronas lo cual
conlleva un efecto sobre la excitotoxicidad provocada por el dafio inicial (Figura 8)
(Altagracia, 1994; Diaz, 2013).

Figura 8. Estructura quimica de la dapsona (izquierda) y de la zonisamida (derecha). Se observa su
similitud ya que ambos poseen el grupo sulfona.

b) Regulacioén en la sintesis de prostaglandinas (especificamente antes de la conversion
de prostaglandina H2 a prostaglandina D2) lo cual se involucraria en la regulacion de
la COX2 (Wozel, 2014).

2.7.3 EXTRACTO DE Aristotelia chilensis (MAQUI BERRY)

Las moras constituyen una fuente rica
en  antioxidantes  fendlicos vy
propiedades bioactivas (Smith et al.,
2000). Las moras chilenas de la planta
Aristotelia  chilensis  (comUnmente

denominada Maqui  berry) que
Figura 9. Frutos maduros de la planta Aristotelia

chilensis. alcanzan su madurez entre los meses
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de Diciembre y Marzo, tienen un alto consumo durante estos meses en la parte central y sur
de Chile y el oeste de Argentina (Céspedes et al, 2010). Esta planta ha tenido popularidad en
la ethomedicina por muchos afios y usado particularmente como agente antiinflamatorio,
dolores de rifiones, ulceras estomacales, diversos malestares intestinales, fiebre y cicatrizante
de heridas. (Bhakuni, 1976).

Estudios recientes reportan que el jugo (extracto acuoso) de los frutos de Aristotelia chilensis
tiene fuerte actividad antioxidante (Pool-Zobel et al, 1999) y actividad regulatoria de la
COX-2 mediante la inhibicion del NFkB y la regulacion de la via de la cinasa PI3/Akt (Ojeda
et al, 2011). Dichas propiedades se ha atribuido a la altas concentraciones de antocianinas

presentes en los extractos de Maqui berry.

Un analisis de HPLC realizado a extracto concentrado de Maqui berry revelé que dicho
extracto posee una concentracion de antocianinas del 0.5423% / 100g de frutos secos. El
andlisis también mostro las antocianinas presentes en el extracto:

* 0.1359% Delfinidina 3-O-sambubiosido-5-0-glucosido.

* 0.1297% Cianidina 3-O-sambubiosido-5-o0-glucosido.

* 0.1112% Delfinidina 3,5-o-diglucosido.

* 0.0735% Delfinidina 3-0-glucosido.

* 0.0516% Delfinidina 3-O-sambubiosido.

* 0.0271% Cianidina 3-O-sambubiosido.

* 0.0115% Cianidina 3-0-glucosido.
El mecanismo de accion antiinflamatorio propuesto ocurre mediante una disminucion en la
fosforilacion de Akt y ERK 1/2 que ocasiona una disminucion en la degradacion de IkBa,
que participa en la activacion del NFkB. Dicha sefializacién puede regular la activacion del
NFkB y por consiguiente regular la expresion de COX-2 (Ojeda, 2011).
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3. JUSTIFICACION

El status epilepticus ocurre con mayor prevalencia en edades tempranas y es una de las causas
que desencadena el proceso de epileptogénesis (Engel, 2001), proceso en el cual participan
proteinas proinflamatorias (IL-1B, COX-2) en el origen de crisis convulsivas espontaneas
(Lukasiuk, 2009). Por ello, es de suma importancia encontrar un mecanismo eficaz que
detenga el proceso de epileptogénesis una vez ocurrido un status epilepticus y por

consiguiente evitar la aparicion de crisis convulsivas espontaneas en edades tardias.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢La administracion de Dapsona y el extracto de Maqui berry evitara el proceso de
epileptogénesis a traves de la reduccion de proteinas proinflamatorias IL-1p y COX2 y el
factor de transcripcion NFkB vy el desarrollo de crisis convulsivas en edades tardias?

5. HIPOTESIS

El extracto de Aristotelia chilensis (Maqui berry) y la dapsona disminuiran la expresion de

las proteinas proinflamatorias (IL-1B, COX2) y el factor de transcripcion NFkB y por

consiguiente la aparicion de crisis convulsivas espontaneas.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto neuroprotector, antiinflamatorio y anticonvulsivante a corto y largo del

extracto de Aristotelia chilensis (Maqui berry) y dapsona sobre la epileptogénesis asociada

al dafio producido por el status epilepticus inducido con &cido kainico en ratas neonatas.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

Monitorear el peso de las ratas desde el primer dia de tratamiento hasta la finalizacién
del mismo (17 y 32 dias PN)

Evaluar la conductora motora resultante de la actividad convulsiva inducida por acido
kainico al dia 12 PN.

Evaluar la evolucion de la conducta motora producida por la actividad convulsiva
espontanea mediante el célculo de la frecuencia convulsiva por fase.

Verificar la existencia de un dafio hepéatico causado por los tratamientos mediante la
técnica de HE en cortes histoldgicos de higado.

Evaluar la neurodegenracion en cortes histologicos de cerebro mediante la técnica de
Fluoro-Jade al dia 17 y 32 PN.

Cuantificar los niveles de expresion de las proteinas IL-1p, COX2 y el factor de
transcripcion NFkB en tejidos de hipocampo, amigdala y corteza temporal mediante
la técnica de Western Blot.

Verificar la expresion de las proteinas IL-1, COX2 y el factor de transcripcion de
NFkB en cortes histologicos de cerebro mediante inmunofluorescencia.
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Ratas de la cepa Sprague Dawley.

a) Ratas macho de la cepa Sprague Dawley.
b) Ratas sanas de 12 dias de edad con un peso que varie entre los 24 y 26 gramos.

a) Ratas que no posean el peso requerido al inicio del experimento.
b) Ratas que no alcancen el status epilepticus con la dosis propuesta de &cido kainico.
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a) Ratas que mueran durante o después del status epilepticus inducido con &cido
kainico.

b) Ratas que no desarrollen crisis convulsivas espontaneas recurrentes después del
status epilepticus.

a) Acido kainico
b) Extracto de Aristotelia chilensis (Maqui berry)
c) Dapsona

a) Actividad convulsiva generada por el &cido kainico.
b) Numero de células en degeneracion

c) Concentracion y localizacion de las proteinas COX-2, IL-1p y NFKB.

Ratas machos de la cepa Sprague Dawley, de 12 dias de edad, cuyo peso oscilé entre los 24
y 26 gramos se les proporciono alimento y agua ad libitum (Alimento materno hasta que
cumplieran los 21 dias de edad y después fueron alimentados con Formulab Diet #5008).
Mantuvieron un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y temperatura regulada de 20 a 22 °C.

Se emple6 una n = 96, divididos en 5 grupos y cada grupo fue divido en 3 subgrupos de 6
ratas cada uno.
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7.3.1 GRUPO CONTROL (C)

Ratas inyectadas con solucién salina via intraperitoneal con un volumen de 50 L al dia 12

postnatal.

a) Subgrupo 6 h: Sacrificio de las ratas 6 horas después de la inyeccion de solucion
salina.

b) Subgrupo 24h: Sacrificio de las ratas 24 horas después de la inyeccion de solucion
salina.

c) Subgrupo 5 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 17 postnatal administrando un
volumen diario de 50 pL de solucion salina por via oral. Sacrificio de las ratas al dia
17 postnatal.

d) Subgrupo 20 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 32 postnatal administrando

un volumen diario de 50 pL de solucion salina por via oral. Sacrificio de las ratas al

dia 32 postnatal.

7.3.2 GRUPO CONTROL DE ACIDO KAINICO (AK)

Ratas inyectadas via intraperitoneal de &cido kainico (3 mg/kg) que causa un status

epilepticus (Ravizza, 2005) al dia 12 postnatal.

a)
b)

c)

d)

Subgrupo 6 h: Sacrificio de las ratas 6 horas después de la inyeccion de acido kainico.
Subgrupo 24h: Sacrificio de las ratas 24 horas después de la inyeccion de acido
kainico.

Subgrupo 5 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 17 postnatal administrando un
volumen diario de 50 pL de solucion salina por via oral. Sacrificio de las ratas al dia
17 postnatal.

Subgrupo 20 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 32 postnatal administrando
un volumen diario de 50 pL de solucion salina por via oral. Sacrificio de las ratas al

dia 32 postnatal.
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7.3.3 GRUPO ACIDO KAINICO + MAQUI BERRY (AKMB)

Ratas inyectadas via intraperitoneal de &cido kainico (3 mg/kg) que causa un status
epilepticus (Ravizza, 2005) al dia 12 postnatal.
a) Subgrupo 24h: Sacrificio de las ratas 24 horas después de la inyeccién de acido
kainico.
b) Subgrupo 5 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 17 postnatal administrando
una dosis diaria del extracto Maqui berry de 100 mg/kg. Sacrificio de las ratas al dia
17 postnatal.
c) Subgrupo 20 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 32 postnatal administrando
una dosis diaria del extracto Maqui berry de 100 mg/kg. Sacrificio de las ratas al dia
32 postnatal.

7.3.4 GRUPO ACIDO KAINICO + DAPSONA (AKD)

Ratas inyectadas via intraperitoneal de &cido kainico (3 mg/kg) que causa un status
epilepticus (Ravizza, 2005) al dia 12 postnatal.
a) Subgrupo 24h: Sacrificio de las ratas 24 horas después de la inyeccién de acido
kainico.
b) Subgrupo 5 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 17 postnatal administrando
una dosis diaria de Dapsona de 12.5 mg/kg. Sacrificio de las ratas al dia 17 postnatal.
c) Subgrupo 20 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 32 postnatal administrando

una dosis diaria de Dapsona de 12.5 mg/kg. Sacrificio de las ratas al dia 32 postnatal.
7.3.5 GRUPO ACIDO KAINICO + MAQUI BERRY + DAPSONA (AKMBD)

Ratas inyectadas via intraperitoneal de &cido kainico (3 mg/kg) que causa un status
epilepticus (Ravizza, 2005) al dia 12 postnatal.
a) Subgrupo 24h: Sacrificio de las ratas 24 horas después de la inyeccién de acido

kainico.
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b) Subgrupo 5 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 17 postnatal administrando
una dosis diaria del extracto de Maqui berry de 100 mg/kg y de Dapsona de 12.5
mg/kg. Sacrificio de las ratas al dia 17 postnatal.

c) Subgrupo 20 dias: Desde el dia 12 postnatal hasta el dia 32 postnatal administrando
una dosis diaria del extracto de Maqui berry de 100 mg/kg y de Dapsona de 12.5
mg/kg. Sacrificio de las ratas al dia 32 postnatal.

7.4 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente trabajo se realizé dentro de los parametros establecidos de acuerdo con la NOM-
062-Z00-1999 que incluye especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de
los animales de laboratorio.

Para la administracién de los tratamientos se utilizaron micropipetas de 100 pL, lo cual
minimizo6 el dafio producido por una sonda gastrica y asegurando que los tratamientos fueran
ingeridos en su totalidad.

Para el sacrificio se utilizé la decapitacion debido a que es un método fisico rapido y practico
donde el sufrimiento del animal es minimo debido a que la muerte es instantanea. Ademas
este método es adecuado para el estudio dado que los anestésicos interfieren en el analisis.
Se emple6 un minimo nimero de animales tomando en cuenta las técnicas a realizar y los
requerimientos estadisticos para el analisis final.

Se cumpli6 con las condiciones adecuadas del bioterio en cuanto a la ventilacion, area de
mantenimiento de animales, jaulas, alimentacidn, ciclos de luz/oscuridad, higiene y cuidado

de los animales por medio del personal del bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

7.5 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA

El primer analisis de la actividad convulsiva fue durante la aplicacidon de la inyeccion de
acido kainico y hasta 1 hora y media después. La evaluacion fue llevada a cabo utilizando la
escala siguiente propuesta por Raol et al., 2009:

* FASE I: Cesa la conducta exploratoria, la rata permanece inmovil.

* FASE II: Presenta sacudidas corporales y sobresaltos.
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» FASE IlI: Presenta rascados recurrentes con las extremidades inferiores (mioclonias
unilaterales)

» FASE IV: Presenta rascados recurrentes con las extremidades inferiores y superiores
(mioclonias bilaterales)

* FASE V: Pérdida de la postura e intentos de incorporarse sin éxito. Los rascados se
presentan mas frecuentes y entre cada uno de ellos hay una separacién menor a 1
minuto (Pérdida del periodo interictal). Estado epiléptico establecido.

Una vez que la rata hubo alcanzado la fase V (aproximadamente 40 minutos después de la
inyeccion), se dejé durante otros 30 a 40 minutos mas en esa fase. Cumpliendo ese tiempo
se administro una dosis de 5 mg/kg de Valium ® (Diazepam) via intramuscular para detener
las crisis convulsivas.

El segundo anélisis de la actividad convulsiva se realizé al dia siguiente después de la
inyeccion de acido kainico y hasta los cortes de tiempo ya establecidos (5 dias y 20 dias).
Dicha evaluacion se realizo diariamente con una duracion de 2 horas anotando el nimero de

convulsiones que presentaba cada animal y el tipo de las mismas.

7.6 WESTERN BLOT

7.6.1 EXTRACCION DE PROTEINAS

Los animales fueron sacrificados por decapitacién y se obtuvo el cerebro por craneotomia
disecando el hipocampo, la amigadala y la corteza temporal. Dichos tejidos fueron puestos
en tubos eppendorf de 1.5 mL junto con buffer de lisis mas inhibidores de proteasas.

Se realiz6 una maceracion del tejido en hielo para conservar las proteinas para después ser
centrifugado a 14000 rpm a 4 °C. Posteriormente se obtuvo el sobrenadante y se realizo la
cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford, con lo cual se determiné la
cantidad de proteina a utilizar en la electroforesis.

Para dicho método se realizé una curva de calibracion con albumina preparando soluciones
a diferentes concentraciones ya conocidas y se midid la densidad éptica a 590 nm en un
espectrofotometro. Con los resultados obtenidos se realizd una regresion lineal obteniendo
un coeficiente de correlacion mayor o igual a 0.98. Utilizando esta gréfica se interpolaron las
concentraciones de proteinas de los tejidos.
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7.6.2 ELECTROFORESIS

Se determind la cantidad de 60 mg de proteina por muestra para cargar en los pozos del gel
de electroforesis adicionando el buffer de carga (Buffer de carga Laemmli de Biorad y B-
mercaptoetanol). Posteriormente las muestras se desnaturalizaron sumergiéndolas en agua
hirviendo durante 5 minutos; la desnaturalizacion junto con el buffer de carga les confiere a
las proteinas carga negativa y una pérdida de su estructura tridimensional.

La electroforesis se llevo a cabo en geles de bis-acrilamida al 10% y al 12% dependiendo de
la proteina a caracterizar (10% para COX2 y NFkB, 12% para IL-1pB). Dichos geles fueron
corridos a 80 volts durante aproximadamente 3 horas.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF a 18 volts y posteriormente se
bloquearon las uniones inespecificas con leche Svelty ® baja en grasas disuelta en PBS-T
(buffer de fosfatos + Tween®) a una concentracion del 10%, durante dos horas. Al finalizar
ese tiempo se realizaron dos lavados a las membranas con PBS-T + ALB (buffer de fosfatos
+ Tween ® + albumina al 0.2%).

7.6.3 INCUBACION Y ANALISIS

Después del bloqueo se incubaron las membranas con los anticuerpos correspondientes
(COX2, IL-1B, NFkB y GAPDH como proteina control) diluidos en PBS-T + ALB (buffer
de fosfatos + Tween ® + albumina al 0.02%). Las concentraciones dependieron del tejido a
analizar: para hipocampo 1.5 pL de anticuerpo + 1.5 puL de PBS-T + ALB, para amigdala 2
uL de anticuerpo + 1.5 puL de PBS-T + ALB y para corteza temporal 1 pL de anticuerpo +
1.5 uL de PBS-T + ALB. La incubacion con el anticuerpo primario dur6 24 horas.

Pasada la incubacion del anticuerpo primario se realizaron tres lavados con PBS-T de 5
minutos cada uno. Después se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario contra
la especie correspondiente a cada anticuerpo primario; dicha incubacion dur6 1 hora.
Pasada la incubacidon del anticuerpo secundario se realizaron tres lavados con PBS-T y tres
lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Posterior a esto, las membranas se revelaron

mediante quimioluminiscencia.
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Las placas reveladas fueron analizadas mediante densitometria con el software Image] ® y
los valores densitométricos fueron normalizados dividiendo los valores de las proteinas

problema entre los valores de la proteina control.

7.7 TECNICAS HISTOLOGICAS

Los animales fueron sacrificados por decapitacion y el encéfalo se obtuvo por craneotomia
sumergiéndolo en una solucion de paraformaldehido al 4% durante 7 dias. Pasado ese tiempo
se cortd la parte frontal y el cerebelo quedando la parte media del encéfalo.

Posteriormente se procesaron en etanol 70%, etanol 96%, etanol absoluto, xilol y finalmente

en parafina. Por Gltimo se incluyeron en cubos de parafina para cortarlos en el micrétomo.

7.7.1 TINCION DE FLUORO-JADE

El fluoro-jade es un fluorocromo derivado de la fluoresceina que se utiliza para identificar la
neurodegeneracion en el sistema nervioso. La tincion se realizé en cortes de parafina del
mismo espesor, los cuales después de desparafinarlos y rehidratarlos se sumergieron en
alcohol basico (20 mL de hidroxido de sodio al 5% en 80 mL de etanol absoluto) durante 5
minutos. Después se colocaron en etanol al 70% y agua destilada durante 2 minutos en cada
solucién. Posteriormente se pasaron a una solucion de permanganato de potasio al 0.06%
durante 20 minutos colocandose es un vaso coplin con agitacién suave sobre una plataforma
giratoria. Transcurrido este tiempo se realizd la tincion Fluoro-Jade (0.0001% Molecular
Probes) durante 24 horas. La solucion de Fluoro-Jade al 0.0001 % se prepard mediante la
adicién de 80 uL de la solucion madre de Fluoro-Jade (0.01 %) en 2 mL de &cido acético.
Después de la tincion, las laminillas se lavaron con agua destilada y se montaron con resina
sintética. Las muestras se analizaron en un microscopio de fluorescencia evaluando el dafio

en hipocampo.
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7.7.2 INMUNOFLUORESCENCIAS

Las inmunofluorescencias se hicieron en cortes de parafina del mismo grosor, los cuales
después de desparafinarlos y rehidratarlos se sumergieron en buffer de citratos (9 mL de
acido citrico 0.1M + 41 mL de citrato de sodio 0.1M + 950 mL de agua destilada, pH 6) y
calentados en el microondas en intervalos de 10 segundos hasta conseguir un burbujeo
constante evitando el derrame del buffer. Posteriormente se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y en agitacion durante 20 minutos, pasado ese tiempo se realiz6 el bloqueo al tejido
utilizando suero normal bovino (5 mL de suero + 1 mL de PBS) durante 30 minutos. Después
del blogueo, se incubaron los anticuerpos primarios para COX 2, NFkB e IL-1 (10 mL de
anticuerpo + 1.5 mL de PBS) durante 24 horas. Al dia siguiente se realizaron dos lavados
con PBS de 5 minutos cada uno y se incubaron los fluorocromos correspondientes para cada
anticuerpo (5 mL de Alexa® + 1 mL de PBS) durante 3 horas.

Pasada la incubacién se contrataron los nucleos con yoduro de propidio (1 pL de yoduro
concentrado + 5 mL de PBS) durante 1 minuto. Posteriormente se realiz6 un lavado con PBS
de 10 minutos y se montaron con medio de montaje Vectashield ® sellandolas con barniz

transparente.

7.7.3 HEMATOXILINA'Y EOSINA

La tincion se realizo6 en cortes de parafina del mismo grosor que después de desparafinarlos
y rehidratarlos se sumergieron en hematoxilina de Harris durante 5 minutos y después se
realizaron los siguientes bafios haciendo enjuagues con agua destilada entre cada bafio:

e Alcohol acido

* Cloruro de litio

» Eosina

Posteriormente se deshidrataron nuevamente y por tltimo se montaron con resina sintética.

7.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé estadistica descriptiva para obtener medidas de dispersién (error estandar) y de

tendencia central (promedio) para posteriormente representarlas, en las escalas
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correspondientes, con cuadros y graficas para su facil ordenamiento, visualizacion y analisis.
Los resultados de los grupos experimentales se sometieron a pruebas de normalidad y
varianzas iguales. Posteriormente se realizaron pruebas ANOVA y para encontrar las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos se utilizd la prueba post hoc
Tukey. En el caso del Western Blot donde s6lo hubo dos grupos experimentales se utilizé la
prueba t de Student con datos no pareados. Para todas las pruebas se consider6 un intervalo

de confianza del 95 % y un error o. = 0.05.

8. RESULTADOS

8.1 EFECTOS COLATERALES DE LOS TRATAMIENTOS
Se evalud el aumento de peso al dia 32 PN de los todos los grupos para verificar si algunos

de los tratamientos tiene algun efecto sobre el peso del animal. El grupo C presenté una media
de 123.66 + 3.73 g, para el grupo AK 103.5 £+ 1.83 g, para el grupo AKMB 105.16 + 3.01 g,
para el grupo AKD 102.16 + 3.36 g y para el grupo AKMBD 101 + 3.03 g.

El anélisis estadistico mostrd una diferencia significativa entre el grupo C y todos los demas
grupos experimentales (p = 0.0089) (Figura 10).
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Grupo C Grupo AK Grupo AKMB Grupo AKD Grupo AKMBD

Figura 10. Media del peso en gramos a los 32 dias PN. Evaluacion realizada en 4 subgrupos de
ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 6 por subgrupo). ANOVA de una via con una prueba post hoc
Tukey (a.=0.05). * Diferencia significativa entre el grupo Cy todos los demas grupos experimentales
(p<0.01)
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Debido a no hay alguna diferencia significativa entre el grupo AK y los grupos AKMB, AKD
y AKMBD, la disminucién en el peso se debe al modelo de &cido kainico y no a los
tratamientos.

Al analizar el aumento de peso a través del tratamiento se observa que las diferencias entre

el grupo C y los demas grupos experimentales se dan a partir del dia 19 PN. (Figura 11)

140
120 )
& A
100 E) - a®
2 e e Grupo C
£ 80 |
© . [ ] - @ Grupo AK
g g
S 60 e 0 - @ GrupoAKMB
& v . As
N - Grupo AKD
40 e ®°
e e - - @® Grupo AKMBD
ee @
20
0
10 15 20 25 30 35

Edad (Dia postnatal)

Figura 11. Medias de los pesos en gramos a lo largo del tratamiento. Evaluacion realizada en
4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 6 por subgrupo). La flecha indica el dia (19
PN) en que comienza a observarse el aumento de peso diferencial por parte del grupo C con

respecto a los demas grupos experimentales.

También se evalu6 el dafio morfoldgico hepatico que pudieron ocasionar los tratamientos
cronicos. Para los grupos que recibieron 5 dias de tratamiento (17 PN), no hubo signos de
dafio hepatico, sin embargo en los grupos que recibieron 20 dias de tratamiento (32 PN) sélo
los grupos AKMB y AKMBD presentaron cambios hepaticos en algunas areas del higado,
es decir, solo a los grupos que se les administro el extracto de Maqui berry (Figura 12)
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Figura 12. Tincion HE en cortes histologicos de higado de rata a los 17 y 32 dias PN. Se puede observar el
dafio hepatico en los grupos de 32 dias PN y que consumieron el extracto de Maqui berry.
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8.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA
8.2.1 FRECUENCIA DE CONVULSIONES AL DIA 17 PN

Para la crisis convulsivas de fase Il (sacudidas de cabeza y cuerpo), el grupo AK presento
una frecuencia media de 4.5 + 0.61 conv / hora, el grupo AKMB 4.16 £ 0.74 conv / hora, el
grupo AKD 2.83 = 0.3 conv / hora y el grupo AKMBD 2 + 0.36 conv / hora.

El analisis estadistico mostré una diferencia significativa entre el grupo AK y los grupos
AKD (p <0.026) y AKMBD (p < 0.017). (Figura 13).

En el grupo AK, el 100 % de los animales presentaron convulsiones de fase Il mientras que
un 83% de los animales para el grupo AKMB, un 68% para el grupo AKD y un 83% para el
grupo AKMBD.
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Figura 13. Namero de crisis convulsivas de fase Il por hora (no. de convulsiones/hora) a los 17
dias PN. Evaluacion realizada en 4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 6 por
subgrupo). ANOVA de una via con una prueba post hoc Tukey (a = 0.05). *Diferencia significativa
entre el grupo AK y los grupos AKD (p < 0.026) y AKMBD (p < 0.017).

Para las crisis convulsivas de fase Il (mioclonias unilaterales), el grupo AK presento una
frecuencia media 6.83 £ 0.54 conv / hora, para el grupo AKMB 2.66 = 0.61 conv / hora, para
el grupo AKD 2.83 £ 0.3 conv / hora y para el grupo AKMBD 3.16 + 0.4 conv / hora.
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El anélisis estadistico mostrd una diferencia significativa del grupo AK con todos los demas
grupos experimentales (p < 0.01) (Figura 14).

En el grupo AK, el 100 % de los animales presentaron convulsiones de fase 111 mientras que
un 83% de los animales para el grupo AKMB, un 68% para el grupo AKD y un 83% para el
grupo AKMBD.
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Figura 14. Nimero de crisis convulsivas de fase I11 por hora (no. de convulsiones/hora) a los 17
dias PN. Evaluacion realizada en 4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 6 por
subgrupo). ANOVA de una via con una prueba post hoc Tukey (a = 0.05). *Diferencia significativa
entre el grupo AK y todos los demas grupos experimentales. (p < 0.01).

8.2.2 FRECUENCIA DE LAS CONVULSIONES AL DIA 32 PN

Para las crisis convulsivas de fase Il (sacudidas de cabeza y cuerpo), el grupo AK presentd
una frecuencia media de 9.5 + 0.42 conv / hora, para el grupo AKMB 4.16 = 0.31 conv /
hora, para el grupo AKD 3.33 £ 0.33 conv / hora y para el grupo AKMBD 2.5 + 0.42 conv /
hora.

El analisis estadistico mostrd una diferencia significativa del grupo AK con los demas grupos
experimentales (p < 0.009). Del mismo modo se observaron diferencias significativas entre
el grupo AKMB y los grupos AKD (p < 0.036) y AKMBD (p < 0.018) vy entre el grupo AKD
y el grupo AKMBD (p < 0.036) (Figura 15).
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En todos los grupos experimentales, el 100 % de los animales present6 convulsiones de fase

I1, por lo tanto ninguno de los tratamientos detuvo la aparicién de las convulsiones.
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Figura 15. Namero de crisis convulsivas de fase Il por hora (no. de convulsiones/hora) a los 32
dias PN. Evaluacion realizada en 4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 6 por
subgrupo). ANOVA de una via con una prueba post hoc Tukey (a = 0.05). * Diferencia entre el grupo
AK con los demaés grupos experimentales (p < 0.009) ° Diferencia entre el grupo AKMB y los grupos
AKD (p <0.036) y AKMBD (p < 0.018) ~ Diferencia significativa entre el grupo AKD y el grupo
AKMBD (p < 0.036).

Al realizar el analisis de la frecuencia de las crisis convulsivas a lo largo del tratamiento se
observa que en el grupo AK comenzaron a incrementarse las crisis a partir del dia 17 PN, las
cuales fueron aproximadamente de 9 conv / hora. En cuanto al resto de los grupos
experimentales el aumento de crisis se dio también a partir del dia 17 PN, por lo tanto no
hubo un retraso en la aparicion de dicho aumento. Es importante notar que la frecuencia de
las convulsiones fue menor que el grupo AK 'y que el grupo AKD permanecié mas constante

con el nimero de convulsiones a lo largo del tratamiento. (Figura 16)
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Figura 16. Numero de convulsiones de fase Il por hora (no. de convulsiones/hora) a lo largo del
tratamiento. Evaluacién realizada en 4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 6 por
subgrupo). La flecha indica el dia en que comienza el aumento del ndmero de crisis (dia 17 PN).

Para la fase Il (mioclonias unilaterales), el grupo AK presentd una frecuencia media de 24.83
+ 1.04 conv / hora, el grupo AKMB 20.66 + 0.33 conv / hora, el grupo AKD 14 + 0.63 conv
/ hora'y el grupo AKMBD 11.33 + 0.8 conv / hora.

El analisis estadistico mostrd una diferencia significativa del grupo AK con los demés grupos
experimentales (p < 0.012). Del mismo modo se observé una diferencia significativa entre el
grupo AKMB y los grupos AKD (p < 0.007) y AKMBD (p < 0.005) y entre el grupo AKD y
el grupo AKMBD (p < 0.002). En todos los grupos experimentales, el 100 % de los animales
presentd convulsiones de fase I11, por lo tanto ninguno de los tratamientos detuvo la aparicion

de las convulsiones.
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Figura 16. Numero de convulsiones de fase 111 por hora (no. de convulsiones/hora) a los 32 dias
PN. Evaluacién realizada en 4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 6 por subgrupo).
ANOVA de una via con una prueba post hoc Tukey (o = 0.05). * Diferencia entre el grupo AK con
los demas grupos experimentales (p < 0.012) ° Diferencia entre el grupo AKMB vy los grupos AKD
(p <0.007) y AKMBD (p < 0.005) ~ Diferencia significativa entre el grupo AKD y el grupo AKMBD
(p <0.01).

Al realizar el andlisis del nimero de crisis convulsivas a lo largo del tratamiento se observa
que el grupo AK presenta un aumento de las crisis convulsivas a partir del dia 21 PN, los
cuales se elevan a valores mayores de 20 conv / hora. En cuanto al grupo AKMB vy al grupo
AKMBD se observa un retraso en la aparicion del aumento de crisis hasta el dia 25 PN donde
el grupo AKMBD presenta valores inferiores al grupo AKMB. En el grupo AKD se observa
un retraso en la aparicién del aumento de crisis hasta el dia 26 PN presentando valores

similares a los encontrados en el grupo AKMBD. (Figura 17).
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Figura 17. Namero de convulsiones de fase 111 por hora (no. de convulsiones/hora) a lo largo
del tratamiento. Evaluacion realizada en 4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 6 por
subgrupo). Las flechas negras indican el dia en el que se presenta en cada grupo el aumento de crisis
convulsivas, para el grupo AK al dia 20 PN, para el grupo AKMB y el grupo AKMBD al dia 25 PN
y para el grupo AKD al dia 26 PN.

8.3 EVALUACION DEL DANO NEURONAL

Se evalud el nimero de células en degeneracion (marcadas por el Fluoro Jade) por milimetro
cuadrado (mm?). En hipocampo dorsal al dia 17 PN, el grupo AK presenté un total de 163.66
+10.41 células / mm?, el grupo AKMB 141.32 + 8.43 células / mm?, el grupo AKD 90.66 +
8.74 células / mm?y el grupo AKMBD 122.66 + 6.25 células / mm? (Figura 19)

El andlisis estadistico mostrd una diferencia significativa del grupo AK con todos los demas
grupos (p < 0.001). Del mismo modo se observo una diferencia significativa entre los grupos
AKMB y los grupos AKD (p <0.01) y AKMB (p <0.02) y entre los grupos AKD y AKMBD
(p < 0.016) (Figura 20).
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Figura 19. Fotomicrografias que muestran células en proceso de degeneracién marcadas con Fluoro
Jade en hipocampo (CALl) de ratas de 17 dias PN. A) Grupo Control B) Grupo AK C) Grupo AKMB
D) Grupo AKD E) Grupo AKMBD.
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Figura 20. Numero de células por milimetro cuadrado (células / mm?) en hipocampo a los 17 dias
PN. Evaluacidn realizada en 4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 3 por subgrupo).
ANOVA de una via con una prueba post hoc Tukey (a = 0.05). * Diferencia entre el grupo AK con los
demas grupos experimentales (p < 0.001) ° Diferencia entre el grupo AKMB y los grupos AKD (p <0.01)
y AKMBD (p < 0.02) ~ Diferencia significativa entre el grupo AKD y el grupo AKMBD (p < 0.016).

En el nacleo central de la amigdala al dia 17 PN, el grupo AK presento un total de 909.3 +
41.46 células / mm?, el grupo AKMB 386.65 + 18.08 células / mm?, el grupo AKD 181.32 +
15.54 células / mm?y el grupo AKMBD 301.32 + 16.05 células / mm? (Figura 21)

El anélisis estadistico mostrd una diferencia significativa del grupo AK con todos los demas
grupos (p < 0.002). Del mismo modo se observo una diferencia significativa entre los grupos
AKMB 'y los grupos AKD (p < 0.007) y AKMBD (p < 0.018). Por altimo dicha se diferencia
se observo también entre los grupos AKD y AKMBD (p < 0.013) (Figura 22).
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Figura 21. Fotomicrografias que muestran células en proceso de degeneracion marcadas con
Fluoro Jade en el nlcleo central de la amigdala de ratas de 17 dias PN. A) Grupo Control B) Grupo
AK C) Grupo AKMB D) Grupo AKD E) Grupo AKMBD
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Figura 22. Namero de células por milimetro cuadrado (células / mm?) en amigdala a los 17 dias PN.
Evaluacion realizada en 4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 3 por subgrupo). ANOVA
de una via con una prueba post hoc Tukey (a = 0.05). * Diferencia entre el grupo AK con los demas
grupos experimentales (p < 0.002) ° Diferencia entre el grupo AKMB vy los grupos AKD (p < 0.007) y
AKMBD (p <0.018) ~ Diferencia significativa entre el grupo AKD y el grupo AKMBD (p < 0.013).

En corteza temporal al dia 17 PN, el grupo AK present6 un total de 1343.95 + 21.53 células
/ mm?, el grupo AKMB 1138.63 + 18.37 células / mm?, el grupo AKD 893.3 + 26.46 células
/ mm?y el grupo AKMBD 991.96 + 14.42 células / mm? (Figura 23)

El anélisis estadistico mostrd una diferencia significativa del grupo AK con todos los demas
grupos (p < 0.001). Del mismo modo se observo una diferencia significativa entre los grupos
AKMB 'y los grupos AKD (p < 0.005) y AKMBD (p < 0.008). Por altimo dicha se diferencia
se observo también entre los grupos AKD y AKMBD (p < 0.01) (Figura 24).
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Figura 21. Fotomicrografias que muestran células en proceso de degeneracion con Fluoro Jade en corteza
temporal de ratas de 17 dias PN. A) Grupo Control B) Grupo AK C) Grupo AKMB D) Grupo AKD E) Grupo
AKMBD
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Figura 22. NGmero de células por milimetro cuadrado (células / mm?) en corteza a los 17 dias PN.
Evaluacion realizada en 4 subgrupos de ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 3 por subgrupo). ANOVA
de una via con una prueba post hoc Tukey (o = 0.05). * Diferencia entre el grupo AK con los demés
grupos experimentales (p < 0.001) ° Diferencia entre el grupo AKMB vy los grupos AKD (p < 0.005) y
AKMBD (p <0.008) ~ Diferencia significativa entre el grupo AKD y el grupo AKMBD (p <0.01).

En las tres areas cerebrales estudiadas al dia 32 PN no se observaron células tefiidas con el
Fluoro Jade en los tres grupos experimentales. Por consiguiente se realizd una
inmunohistoquimica para GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein, proteina que forma los
filamentos intermedios de las células gliales) para observar la presencia de gliosis reactiva o
cicatriz glial.

Todos los grupos, excepto el grupo control, resultaron positivos en la inmunohistoquimica
contra GFAP con lo cual se verificd la presencia de una gliosis reactiva posterior a una
neurodegeneracion, la cual se observd al dia 17 PN. Fue mas evidente en el grupo AK
comparado con los demas grupos experimentales, sin embargo en el grupo AKD se observo

menor glia reactiva (Figura 23).
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Figura 23. Fotomicrografias que muestran células inmunoreactivas a GFAP en el area CA1 del
hipocampo de ratas de 32 dias PN. A) Grupo Control B) Grupo AK C) Grupo AKMB D) Grupo
AKD E) Grupo AKMBD
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8.4 EXPRESION DE PROTEINAS PROINFLAMATORIAS

8.4.1 WESTERN BLOT

Se realizé la cuantificacion de proteinas proinflamatorias IL-1B, COX2 y el factor de
transcripcion NFkB. A las 6 h después de la inyeccién de acido kainico, en todas las
estructuras y en todas las proteinas hubo un aumento en su expresion relativa respecto a su
grupo control comprobando que el modelo de acido kainico genera neuroinflamacién
(Figuras 24-26).

Figura 24. Expresion relativa de NFKB / GAPDH en hipocampo, corteza temporal y amigdala a las 6 h después
de la inyeccion de acido kainico. Evaluacion realizada en ratas de la cepa Sprague Dawley (n=3 grupoC,n=4
grupo AK). Prueba t de Student (o = 0.05). Los tres tejidos presentaron diferencias significativas respecto a su grupo
control (hipocampo [p < 0.01], corteza temporal [p < 0.029] y amigdala [p < 0.011]).
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Figura 25. Expresion relativa de IL-1 / GAPDH en hipocampo, corteza temporal y amigdala a las 6 h después
de la inyeccion de acido kainico. Evaluacion realizada en ratas de la cepa Sprague Dawley (n =3 grupo C,n =4
grupo AK). Prueba t de Student (o = 0.05). Los tres tejidos presentaron diferencias significativas respecto a su grupo
control (hipocampo [p < 0.018], corteza temporal [p < 0.012] y amigdala [p < 0.033]).
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Figura 25. Expresion relativa de COX2 / GAPDH en hipocampo, corteza temporal y amigdala a las 6 h después
de la inyeccion de acido kainico. Evaluacion realizada en ratas de la cepa Sprague Dawley (n =3 grupo C,n =4
grupo AK). Prueba t de Student (o = 0.05). Los tres tejidos presentaron diferencias significativas respecto a su grupo
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control (hipocampo [p < 0.005], corteza temporal [p < 0.008] y amigdala [p < 0.0003]).

En los grupos de 24 horas se observo lo siguiente:

NFkB (Figura 26): En el hipocampo se observo un aumento en la expresion relativa
de todos los grupos con &cido kainico con respecto al grupo control (p < 0.009).
También se observo un disminucion en la expresion relativa con respecto al grupo
AK en los grupos AKMB (p < 0.023) y AKD (p < 0.016). No se observaron
diferencias significativas entre ellos.

En la corteza temporal se observd un aumento en la expresion relativa de todos los
grupos con &cido kainico con respecto al grupo control (p < 0.008). También se
observo una diminucion en la expresion relativa con respecto al grupo AK en los
grupos AKMB (p < 0.032), AKD (p < 0.015) y AKMBD (p < 0.023). Por ultimo se
observo una diferencia significativa del grupo AKD con respecto a los grupos AKMB
y AKMBD (p < 0.044).

En la amigdala se observo un aumento en la expresion relativa de todos los grupos
con &cido kainico con respecto al grupo control (p < 0.008). También se observé una
diminucion en la expresion relativa con respecto al grupo AK en los grupos AKMB
(p < 0.021), AKD (p < 0.01) y AKMBD (p < 0.015). Por ultimo se observo una
diferencia significativa del grupo AKD con respecto a los grupos AKMB y AKMBD
(p <0.029).
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Figura 26. Expresion relativa de NFkB / GAPDH en hipocampo, corteza temporal y amigdala a las 24 h después
de la inyeccién de acido kainico. Evaluacion realizada en ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 3 por subgrupo).
ANOVA de una via con una prueba post hoc Tukey (o = 0.05). * Diferencia significativa del grupo con menor
expresion relativa (Hipocampo [p < 0.016], corteza temporal [p < 0.044], amigdala [p < 0.029].

* IL-1p (Figura 27): En el hipocampo se observé un aumento en la expresion relativa
de todos los grupos con &cido kainico con respecto al grupo control (p < 0.001).
También se observd una disminucion en la expresion relativa con respecto al grupo
AK solamente en el grupo AKD (p < 0.029). No se observaron diferencias
significativas en los grupos AKMB y AKMBD comparado con el grupo AK.

En la corteza temporal se observo un aumento en la expresion relativa de todos los
grupos con acido kainico con respecto al grupo control (p < 0.0004). También se
observd una diminucién en la expresion relativa con respecto al grupo AK en los
grupos AKMB (p < 0.034), AKD (p < 0.02) y AKMBD (p < 0.031). Por ultimo se
observo una diferencia significativa del grupo AKD con respecto a los grupos AKMB
y AKMBD (p < 0.048).

En la amigdala se observo un aumento en la expresion relativa de todos los grupos
con &cido kainico con respecto al grupo control (p < 0.002). También se observo una
diminucién en la expresion relativa con respecto al grupo AK solamente en el grupo
AKD (p < 0.028).
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Figura 27. Expresion relativa de IL-1p / GAPDH en hipocampo, corteza temporal y amigdala a las 24 h
después de la inyeccién de acido kainico. Evaluacidn realizada en ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 3 por
subgrupo). ANOVA de una via con una prueba post hoc Tukey (a = 0.05). * Diferencia significativa del grupo con
menor expresion relativa (Hipocampo [p < 0.029], corteza temporal [p < 0.048], amigdala [p < 0.028].

e COX2 (Figura 28): En el hipocampo se observ6 un aumento en la expresion relativa

de todos los grupos con acido kainico con respecto al grupo control (p < 0.0003). Del
mismo modo se observé una disminucion en la expresion relativa con respecto al
grupo AK en los grupos AKMB (p < 0.036), AKD (p < 0.016). No se observaron
diferencias significativas en los grupos AKMB y AKMBD con respecto al grupo AK.
En la corteza temporal se observo un aumento en la expresion relativa de todos los
grupos con acido kainico con respecto al grupo control (p < 0.0006). También se
observo una diminucion en la expresion relativa con respecto al grupo AK solamente
en el grupo AKD (p < 0.024).
En la amigdala se observo un aumento en la expresion relativa de todos los grupos
con acido kainico con respecto al grupo control (p < 0.0008). También se observo
una diminucién en la expresion relativa con respecto al grupo AK en los grupos
AKMB (p < 0.049), AKD (p < 0.019) y AKMBD (p < 0.043). Por ultimo se observo
una diferencia significativa del grupo AKD con respecto a los grupos AKMB y
AKMBD (p < 0.032).

59



LUIS ANGEL BAUTISTA OROZCO

Figura 28. Expresion relativa de COX2 / GAPDH en hipocampo, corteza temporal y amigdala a las 24 h
después de la inyeccién de acido kainico. Evaluacidn realizada en ratas de la cepa Sprague Dawley (n = 3 por
subgrupo). ANOVA de una via con una prueba post hoc Tukey (a = 0.05). * Diferencia significativa del grupo con
menor expresion relativa (Hipocampo [p < 0.016], corteza temporal [p < 0.024], amigdala [p < 0.032].

8.4.2 INMUNOFLUORESCENCIAS

Se revisaron las inmunofluorescencias en las areas CA1, CA3y giro dentado del hipocampo
(principales zonas que son afectadas por el acido kainico) para identificar la expresion a nivel
celular de las proteinas NFkB, IL-1p y COX2.

A los 5 dias de tratamiento se observo presencia de las tres proteinas en todos los grupos que
recibieron inyeccion. Dicha expresién fue baja debido a que muy pocas células presentaron
la marca fluorescente.

A los 20 dias de tratamiento solamente se observé presencia de las tres proteinas en el grupo
AK. En los grupos que recibieron tratamiento y en el grupo control se observo baja expresion

de la proteinas en las areas del hipocampo estudiadas.
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Figura 29. Fotomicrografias que muestran células inmunoreactivas a NFkB en las areas
CAl, CA3 Yy giro dentado del hipocampo. Las flechas blancas indican la marca fluorescente.
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Figura 30. Fotomicrografias que muestran inmunoreactivas a IL-1p en las areas CAl, CA3
y giro dentado del hipocampo. Las flechas blancas indican la marca fluorescente.
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Figura 30. Fotomicrografias que muestran células inmunoreactivas a COX2 en las areas
CAl, CA3 Yy giro dentado del hipocampo. Las flechas blancas indican la marca fluorescente.

63



LUIS ANGEL BAUTISTA OROZCO
9. DISCUSION

Estudios experimentales han demostrado que el dafio asociado a las crisis convulsivas es
mucho mayor en el cerebro inmaduro (Jensen, 2000), lo que establece a estas crisis como un
factor de riesgo para el neurodesarrollo en nifios y por consecuencias el desarrollo de la
epilepsia. La participacion de las moléculas proinflamatorias y el proceso inflamatorio sobre
la epileptogénesis ha sido documentada, por lo que se les considera como un blanco a
intervenir para evitar el desarrollo de la epilepsia.

Los resultados del presente trabajo mostraron los efectos del extracto de Maqui berry y la
Dapsona asi como su combinacion en la actividad convulsiva. Se observé a los 5 dias de
tratamiento (17 dias postnatal) que produjo una disminucion en la frecuencia de la crisis de
fase Il, observada en los grupos AKD y AKMBD, siendo este ultimo el grupo con menor
numero de convulsiones, mientras que, para las crisis de fase Il se observé una diminucion
en la frecuencia en todos los grupos experimentales sin mostrar diferencias entre ellos. Para
los 20 dias de tratamiento (32 dias postnatal) se observé una disminucion en la frecuencia de
las crisis de fase Il presente en todos los grupos siendo el menor, nuevamente, el grupo

AKMBD. Este mismo caso se presentd para la frecuencia de convulsiones de fase IlI.

Estudios recientes reportan que los posibles mecanismos de accion del extracto de Maqui
berry (acido fendlicos, antocianinas y flavonoides) pueden relacionarse con la 6xido nitrico
sintasa (NNOS) v la via de sefializacion que esta enzima desencadena y que esta implicada
en procesos fisiopatoldgicos como la inflamacién crénica (Odontuya et al., 2005; Céspedes,
2010; Ojeda 2011). Por otro lado para la Dapsona se reportan que sus posibles mecanismos
de accion estan relacionados con el bloqueo de canales de Ca** y de los canales asociados al
receptor NMDA (Leppik, 2004; Diaz, 2013).

Como se conoce, el receptor NMDA (una vez activado mediante la union de glutamato y
glicina en las subunidades correspondientes y la remocién del tapén de Mg®") permite la
entrada de iones Ca®* (principalmente) y Na'. La entrada de Ca®" a las neuronas tiene

distintos efectos intracelulares, entre los cuales estan: Activacion de la enzima éxido nitrico
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sintasa (NNOS), activacion de las cinasas SAPK (stress activated protein kinases) y la
expresion de genes mediada por NFkB (proteinas proinflamatorias como IL-18 y COX 2) y
por ultimo, la activacion de las enzimas fosfolipasa A, (que sintetiza el &cido araquidénico,
sustrato de la COX2) y la NADPH oxidasa, que contribuye a la produccion del ion

superdxido (O2) junto con la xantino oxidasa (XO) y la mitocondria.

El 6xido nitrico sintetizado reacciona con el ion superoxido para formar el ion peroxinitrito
(ONOO) que tiene varios efectos biolégicos incluyendo la activacién de canales de Ca®*
(como el canal TRPM7) que aumentara el flujo de Ca intracelular, participando asi en la fase
tardia de la excitotoxicidad que posteriormente provocara muerte celular (Figura 31).

Figura 31. Via de sefalizacién intracelular desencadenada por la activacion de los receptores
NMDA.

Por lo anteriormente sefialado, la participacién de la dapsona en la modulacion del canal de
Ca®* produce efectos sobre la hipersincronizacion neuronal provocada por la convulsion. Este
mecanismo de accidon lo poseen otros farmacos anticonvulsivantes como la zonisamida y se

adjudican los mecanismos de accién de la zonisamida a la dapsona debido a que ambas
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moléculas poseen una estructura quimica similar (grupo sulfona en ambas moléculas)
(Altagracia, 1994; Diaz, 2013)

En cuanto al extracto de Maqui berry, este no tuvo un efecto anticonvulsivante suficiente
para detener la actividad convulsiva sin embargo la dapsona demostr6 un efecto

anticonvulsivo, el cual ya habia sido reportado previamente en animales adultos (Diaz, 2013).

Sobre los efectos neuroprotectores de los tratamientos, a los 5 dias de tratamiento (17 dias
PN) se observ6 una disminucién en el nimero de neuronas en degeneracion en el hipocampo
los grupos AKMB, AKD y AKMBD, sin embargo la dapsona tuvo un mayor efecto
neuroprotector con menor numero de células en degeneracion y con diferencias significativas
respecto a los otros dos grupos. Esta misma tendencia se observo en la amigdala y la corteza
temporal. Probablemente este efecto esté relacionado con su efecto anticonvulsivante debido

a la inactivacién de los canales asociados al canal NMDA, anteriormente mencionado.

Por otro lado, el bloqueo del flujo de Ca®* intracelular impide la activacién de enzimas
dependientes de calcio y que a su vez desencadena sefializaciones que finalizan en expresién
de genes, en este caso del NFKB, que sintetiza proteinas proinflamatorias (IL-1p y COX2).
Estas proteinas generan un dafio en la barrera hematoencefalica, lo que dispara un proceso
de inflamacién que produce hiperexcitabilidad y dafio neuronal (Vezzani et al., 2013)
También se evitaria el dafio por excitotoxicidad ya que no habria activacion de la nNOS.

En cuanto al extracto de Maqui berry, los efectos neuroprotectores demostrado por la
reduccién de neuronas en proceso de degeneracion pueden deberse a su capacidad de inhibir
lanNOS y evitar la muerte celular por excitotoxicidad (Céspedes, 2010; Ojeda, 2011; Reyes
et al.,, 2014). Es importante notar que en el grupo AKMBD (combinacién de ambos
tratamientos) no se observd un efecto sinérgico de sus efectos y aunque ambos poseen

distintos blancos dentro de la misma via, no se potencian sus efectos.

A los 20 dias de tratamiento (32 dias PN) no se observaron neuronas en degeneracion
mediante la tincion de Fluoro-Jade por lo que se realiz6 una inmunohistoquimica contra

GFAP para observar la presencia de gliosis reactiva, uno de los indicios de que hubo muerte
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neuronal (Robel, 2015). Todos los grupos que recibieron inyeccion de acido kainico se
observo presencia de GFAP con lo cual se correlaciona con la presencia de células en proceso

de degeneracion durante la primera semana.

A las 6 horas posteriores a la inyeccion de acido kainico hubo un aumento en la expresion de
NFkB, IL-1p y COX2 en hipocampo, corteza temporal y amigdala con respecto al grupo
control. Este aumento comprueba que el modelo origina inflamacion después del dafio inicial
y estos aumentos concuerdan con los picos de expresion reportados en estudios anteriores
(Strauss et al., 2000; Williams et al., 2006).

A las 24 horas posteriores a la inyeccion de acido kainico se observé una disminucion en la
expresion relativa de las proteinas NFKB, IL-1p y COX2 en el hipocampo, corteza temporal
y amigdala de los grupos que recibieron el tratamiento. Los valores de expresion relativa mas
bajos fueron los observados en el grupo AKD con respecto a los grupos AKMB y AKMBD,
aungue en algunos casos el grupo AKMB no presentaba diferencias significativas con el
grupo AKD pero esta situacion no se observaba en todos los casos.

Dicha disminucion de la expresion de estas proteinas puede es debido al efecto
antiinflamatorio atribuido a la Dapsona. Por otro lado el extracto de Maqui berry mostrd una
disminucion menor de la expresién de dichas proteinas con respecto al grupo AK, con lo cual
se puede decir que el extracto posee una actividad antiinflamatoria menor. Esta afirmacion
concuerda con lo reportado por Ojeda et al., 2011 donde reporta que el extracto de Maqui
berry puede actuar de dos maneras: Regulacion sobre la via de sefializacion del PI3K, la cual
interviene, entre otras cosas, en el aumento de las concentraciones intracelulares de Ca®*
(Tsoyi et al., 2008) y aumento de la fosforilacion de Akt la cual esta relacionada con la
degradacion aumentada de IkBo y p65, moléculas involucradas en la activacion del NFkB
(Kok et al., 2009).

En las inmunofluorescencias a los 5 dias de tratamiento (17 dias PN) se observo presencia de
las proteinas proinflamatorias en las areas CA1, CA3y giro dentado del hipocampo en todos
los animales que recibieron inyeccion de acido kainico pero a los 20 dias de tratamiento dicha
presencia de proteinas se observo principalmente en el grupo AK. Esto ocurre de acuerdo a
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los picos de expresion de dichas proteinas que ocurren dentro de 4 a 7 horas después del
insulto inicial (inyeccion de acido kainico), pasado ese tiempo las proteinas pueden ser
detectables hasta 96 horas después del insulto inicial. Debido a esto no se realizaron las
mediciones de expresion proteica mediante Western Blot en los grupos que recibieron 5y 20
dias de tratamiento.

En contraste, el tratamiento con la combinacion del Maqui berry con la dapsona (grupo
AKMBD) mostr6 una disminucion no significativa en la expresién de proteinas
proinflamatorias en comparacion con el grupo AKMB. Esto puede deberse a un posible
efecto antagonico del extracto Maqui berry sobre la Dapsona debido a que acttan sobre las

mismas vias de sefializacion pero a niveles diferentes.

Es importante notar la presencia de dafio hepatico en los grupos que recibieron el tratamiento
del extracto de Maqui berry puede deberse a lo reportado por Pérez, 2003 donde menciona
gue algunos flavonoides y antocianinas puede ser prooxidantes ya que, debido a sus
caracteristicas estructurales pueden reducir el Cu (I1) a Cu (1) (Rahman et al., 1989; 1992;
Brown et al., 1998), generar especies reactivas de oxigeno (Sahu, 1993; 1997) y afectar las
funciones de los componentes del sistema de defensa antioxidante nuclear: glutation y
glutation-S transferasa (Sahu, 1996). Estos efectos pueden presentarse debido a determinadas
concentraciones o por consumo prolongado de extractos que contengan estas moléculas. Esta
informacidn concuerda con lo observado en los cortes histoldgicos de higado donde sélo los
grupos que recibieron el extracto durante 20 dias mostraron signos de dafio hepatico.

Con base a este estudio posteriormente se propone realizar estudios aumentando la dosis del
extracto de Maqui berry y no administrar tratamientos cronicos para evitar el dafio hepatico
asi como evaluar la expresion de otras moléculas de las vias de sefializacion desencadenada
por la activacion de las receptores NMDA y de la via de activacion del NFkB para establecer
completamente los mecanismos de accion del extracto de Maqui berry y de la dapsona.
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10. CONCLUSIONES

» El consumo prolongado del extracto de Maqui berry o dapsona no afecta el peso
corporal.

» El consumo prolongado del extracto de Maqui berry origina dafio hepatico.

» La dapsona posee un efecto anticonvulsivante al disminuir la frecuencia de crisis y
retrasar el aumento de la frecuencia de crisis mediante el bloqueo de canales de Na*
y antagonizacién de los efectos del receptor NMDA.

» El extracto de Maqui berry posee un efecto anticonvulsivante menor en comparacion
con la dapsona mediante regulacion de vias de sefializacion por mecanismos aun
desconocidos.

» Ladapsonay el efecto de Maqui berry poseen un efecto neuroprotector al disminuir
el numero de neuronas en degeneracion posterior a la inyeccion de acido kainico
mediante inhibiciones a distintos niveles en la via de sefializacion desencadenada por
el receptor NMDA y regulacion en la via de activacion del NFKB.

» La dapsona posee un efecto antiinflamatorio al disminuir los niveles de expresion de
proteinas proinflamatorias a las 24 h despueés de la inyeccion de acido kainico.

» El extracto de Maqui berry posee un efecto antiinflamatorio menor, en comparacion
con la dapsona, al disminuir los niveles de expresién de proteinas proinflamatorias a

las 24 h después de la inyeccion de acido kainico de manera no significativa.
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