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El presente trabajo de tesis se realiz0 inicialmente en el laboratorio de
Neuromorformetria y posteriormente en el laboratorio de Neurociencias de la Torre de
Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, bajo la direccion de la Dra. Leticia
Granados Rojas y la asesoria de la Dra. Maria Isabel Soto Cruz, del laboratorio No. 9

PB, UMIEZ, de la FES Zaragoza.

El trabajo forma parte del protocolo vigente titulado "Efecto de la dieta cetogénica sobre
la expresioén de los co-transportadores catién-cloro NKCC1 y KCC2 en el hipocampo de
la rata, posible efecto anticonvulsivo”, con nimero de registro 085/2010 ante el Comité
de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, cuyo responsable es la Dra. Leticia
Granados Rojas y fue aprobado por el Comité del Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio (CICUAL).

El estudio se llevo a cabo con el apoyo de los recursos econdmicos del proyecto del
Fondo Sectorial de CONACYT no. 86784 otorgado a la Dra. Leticia Granados Rojas y
de los Fondos Federales modalidad A y B del Instituto Nacional de Pediatria otorgados

a la Dra. Leticia Granados Rojas.
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1. RESUMEN

Los cotransportadores cation-cloro NKCC1 y KCC2, son proteinas de membrana que
transportan cloruro dentro y fuera de la célula respectivamente y determinan en parte la
concentracion intracelular de cloruro; dicha concentracion a su vez, determina la fuerza
y polaridad de la neurotransmision mediada por el &cido gama aminobutirico (GABA).
Por otro lado, la dieta cetogénica (DC) es una dieta alta en grasas y baja en hidratos de
carbono, que se utiliza como tratamiento no farmacolégico en diversas enfermedades,
principalmente en la epilepsia. Su mecanismo de accion es desconocido, pero se
conoce que la DC aumenta los cuerpos ceténicos como el B-hidroxibutirato. Se tiene
evidencia de que el B-hidroxibutirato podria modificar la actividad de NKCC1 ademés de
reducir la accion despolarizante del GABA, por lo que el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de la dieta cetogénica, aplicada durante un periodo largo, sobre el
namero de células que expresan NKCCL1 en el giro dentado de la rata. Se utilizaron
ratas macho Sprague-Dawley divididas al azar en dos grupos alimentados con dieta
normal y DC durante tres meses. Al inicio y al final del tratamiento se registré el peso
corporal y los niveles en sangre de glucosa y B-hidroxibutirato. Al final del experimento
se sacrificd a los animales bajo anestesia, se extrajeron los cerebros, y se obtuvieron
series de cortes coronales de 50 pum, que fueron procesados mediante
inmunohistoquimica para evidenciar la presencia del cotransportador NKCC1. El
analisis de las capas del giro dentado (molecular, granular e hiliar) fue realizado por
estereologia, donde se obtuvo el area, volumen y niumero de células inmunorreactivas a
NKCC1 (IR-NKCC1) de cada region. Se realizaron pruebas estadisticas con p < 0.05.
Los resultados indicaron que la DC por si sola no modifica el area, volumen y niimero
de células IR-NKCC1 en ninguna de las zonas analizadas, por lo que es probable que
para observar sus efectos sobre este cotransportador, sea necesaria una condicion

patoldgica previa.



2. INTRODUCCION
La dieta cetogénica es un régimen alimenticio capaz de inducir cetosis sistémica al
aumentar los niveles sanguineos de cuerpos cetdnicos. Su alto contenido en grasas y
bajo en hidratos de carbono produce metabolitos que son semejantes a los generados
durante la cetosis por inanicion, estos derivados de la cetosis son utilizados como
fuente principal de energia para el cerebro. Bajo este esquema, la dieta cetogénica es
usada como tratamiento alternativo contra la epilepsia refractaria a medicamentos y
otras enfermedades del sistema nervioso central.
Sin embargo, aun se desconoce el mecanismo de accién por el cual la dieta cetogénica
es eficaz para estas enfermedades.
Por esta razon se estudio el efecto que tiene la dieta cetogénica sobre la expresion del
cotransportador NKCC1, que introduce iones cloruro a las células determinando la
concentracion intracelular de cloruro y que a su vez modulan la fuerza y polaridad del
GABA, por lo que podria ser uno de los responsables de la hiperexcitabilidad neuronal.
Debido a que el hipocampo es una zona del cerebro que se ve afectada en algunas
enfermedades neuroldgicas, sus tres capas del giro dentado fueron las seleccionadas
para observar si la dieta cetogénica inducia algun efecto sobre la expresion del
cotransportador NKCC1 después de una administracion de 3 meses de alimento a un

grupo experimental de ratas.



3. MARCO TEORICO

4.1. Dieta cetogénica

La dieta cetogénica se define como un alimento con alto contenido en grasas y bajo en
hidratos de carbono, que conserva la cantidad proteica necesaria. Es usado como
tratamiento no farmacolégico para pacientes con epilepsia de dificil control o refractaria
a medicamentos® . La dieta cetogénica fue desarrollada en 1921, con el objetivo de
mimetizar en el organismo las alteraciones bioquimicas asociadas al ayuno, cuando los
cuerpos cetdnicos son el prinicipal combustible para producir energia en el sistema
nervioso central®.

Inicialmente fue disefiada con el objetivo de disminuir y controlar las crisis producidas
en la epilepsia, pero se ha demostrado que también presentan un efecto terapéutico en

5

otras enfermedades neurolégicas como, Alzheimer* °, enfermedad de Parkinson* ® 7,

8 4, 6, 9, 10 4, 6, 11

autismo® 8, enfermedades oncolégicas , inflamatorias mitocondriales® © y
sobre el envejecimento celular”.
4.1.1. Historia de la dieta cetogénica

Debido a que la dieta cetogénica fue disefiada para tratar las crisis de la epilepsia, los
primeros registros de este tratamiento comienzan con el empleo del ayuno como la
Unica medida terapéutica contra la epilepsia, esto fue registrado en la coleccién de
Hipdcrates en el siglo V A. C.; Galeno en el 200 A. C, consideraba que una mala
alimentacion podria ser un agente causal de la epilepsia al principio de la adolescencia,
y recomendaba la restriccion de algunos alimentos. En la Biblia, Marcos relata la

historia de como JesUs cura un nifio epiléptico con oracién y ayuno*?*3,



En el siglo XX se iniciaron los primeros estudios para imitar los efectos bioquimicos de
inanicion en diversas regiones, en el afio de 1911 en Europa los médicos franceses
Guelpa y Marie la estudiaron; mientras que en Estados Unidos, el fisicoculturista
Bernard y el médico homedpata Conklin realizaron estos estudios; en 1921, el
endocrindlogo H. Rawle Geyelin, y posterior a él, los médicos Cobb y W. G. Lennox,
entre otros, observaron que habia disminucion en las crisis de los pacientes con
epilepsia, después de tener periodos de ayuno** **.

Basados en los antecedentes, en 1921, se hicieron dos observaciones fundamentales:
Woodyatt senald que la acetona, el acido acetoacético o acetoacetato y el acido [3-

hidroxibutirico o B-hidroxibutirato, aparecen en sujetos sanos, bajo inanicién o cuando

consumen una dieta con muy bajas proporciones de hidratos de carbono y con
proporciones demasiado altas de grasas. Al mismo tiempo en la Clinica Mayo, Wilder
sugirié que, con una dieta con un alto contenido de grasas y con un bajo porcentaje de
hidratos de carbono, se tendria una respuesta metabdlica similar al ayuno y nombro a

esta dieta, "dieta cetogénica"® **

, €l especuldé que el efecto sedativo de la cetosis
producia la accién antiepiléptica, debido al aumento del acido acetoacético y acetona,
asumio que los cuerpos cetdnicos actuaban como agentes anestésicos™.
Posteriormente, en 1925 Peterman publicé el calculo de la dieta cetogénica y su
implementacion en condiciones similares a la actual dieta cetogénica clasica y sefial6 la
importancia de personalizar el tratamiento™”.

Durante los afios cuarenta, con la aparicion de los nuevos farmacos antiepilépticos, la

dieta cetogénica cayd en desuso; sin embargo, en octubre de 1994 regreso el interés



por la dieta cetogénica cuando se dio a conocer el caso de Charlie, un nifio de 2 afios
de edad con crisis generalizadas intratables, que mejoro rapidamente al recibir
tratamiento con dieta cetogénica por el Dr. Freeman en el hospital Johns Hopkins. Por
consiguiente el padre de Charlie creé la Fundacion Charlie. Esta fundacion difunde
videos informativos sobre la dieta y apoya estudios para evidenciar la eficacia de la
dieta cetogénica. Con esto, en los ultimos 20 afios la dieta cetogénica se retom6 como
tratamiento de la epilepsia refractaria ya que se demostré su mayor efectividad, sin
embargo varios médicos aun desconfian de su uso*® 314,

Debido a sus efectos benéficos, se ha propuesto su aplicacion en otras patologias.

4.1.2. Indicaciones clinicas de la dieta cetogénica

La dieta cetogénica tiene muchos efectos y es posible que opere por diversos
mecanismos en diferentes enfermedades.
A. Errores congénitos del metabolismo

La dieta cetogénica, produce los mejores resultados en los nifios con epilepsia o
trastornos del movimiento producidos por mutaciones en el gen GLUT-1, que es el
transportador de la glucosa a través de la barrera hematoencefalica; la dieta cetogénica
es una fuente de energia alternativa para el sistema nervioso central ante la
hipoglucemia cerebral debida a la deficiencia de este transportador®®.

Los pacientes con déficit de piruvato deshidrogenasa pueden mostrar mejoria con la
dieta. La deficiencia en la piruvato deshidrogenasa afecta la propiedad de la célula de
convertir el piruvato en acetil-CoA afectando al flujo de precursores desde la glucolisis

al ciclo de lo &cidos tricarboxilicos y limitando la produccién de energia mitocondrial*®



En la deficiencia de fosfofructocinasa no se convierte la fructosa-6-fosfato a fructosa-
1,6-bifosfato, los pacientes que toman dieta cetogénica,presentan una mejoria en la
fuerza muscular y el desarrollo psicomotor™®.
B. Diabétes mellitus Il

La dieta cetogénica mejora el perfil glucémico, provocando un cambio metabdlico, de
glucolitico a lipolitico, de tal forma que la principal fuente de energia es la grasa en
lugar de la glucosa. Esto evita la resistencia a la insulina que origina la incapacidad
para disminuir los niveles de glucosa en la sangre debido a una inhibicion en la
captacion de glucosa por las células y la sintesis del glucogeno. La dieta cetogénica
puede disminuir la glucosa en la sangre, insulina y hemoglobina A" 2.

Debido a que el B-hidroxibutirato reduce la respuesta molecular a la glucosa, se piensa
gue manteniendo por tiempo prolongado la dieta cetogénica, se produciria un aumento
de este cuerpo cetdnico y esto podria prevenir la nefropatia diabética™®.

C. Cancer

La dieta cetogénica puede tener un papel primordial en el tratamiento de los procesos
con proliferacién celular. Los tejidos normales se pueden adaptar a utilizar las cetonas
como fuente de energia en vez de la glucosa, pero las células malignas no tienen el
mismo grado de flexibilidad metabdlica y no se adaptan, la mayoria de los tumores,
expresan anomalias en el numero y la funcién de sus mitocondrias esto impediria la
utilizacion de cuerpos cetonicos para la produccion de energia ya que las mitocondrias
funcionales son necesarias para la oxidacion de cetonas por lo que reducen su

proliferacion celular. Por otro lado, se ha sugerido que la glucosa es altamente utilizada



para el crecimiento de las células cancerosas y de esta forma escapar del estrés
oxidativo generado por la alteracion del metabolismo del oxigeno mitocondrial, por lo
tanto,es posible que la dieta cetogénica reduzca la transformacion de las células
malignas debido a que los cuerpos ceténicos pueden ser téxicos para las células
cancerigenas® ® 91916,
D. Enfermedades neurodegenerativas

Al parecer, la dieta cetogénica aumenta la funcién mitocondrial por medio de diversas
vias en algunas enfermedades neurodegenerativas. Es incierto si el mecanismo puede
ser por la produccion de cuerpos ceténicos, por los &cidos grasos, o bien por el cambio
metabdlico que produce, sin embargo, modelos animales sugieren que la restriccion
calérica por si misma ya es protectora a estas enfermedades®®.

En la enfermedad de Parkinson se cree que la afeccion de la mitocondria produce la
muerte de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra, se cree que las cetonas
pueden ser una fuente de energia alterna y aumentar la funcién mitocondrial y
produccién de ATP* &7 16,

En el Alzheimer se cree que el principla problema es la presencia de placas que
contienen proteina amiloidea y el B-hidroxibutirato puede ser un protector directo, al
igual que el uso de acidos grasos escenciales® >,

E. Tratamiento del sobrepeso y la obesidad
Las dietas cetogénicas generalmente provocan mas saciedad, lo que se debe al alto
contenido de lipidos y proteinas, que son mas dificiles de digerir. Esto puede conllevar

a un menor consumo de calorias, lo que finalmente también puede influir en la pérdida



de peso ya que la dieta tiene un mayor efecto saciante, especificamente reduciendo las
concentraciones plasméticas de colesterol total y triglicéridos, ademés, aumenta los
niveles de colesterol HDL. Sin embargo, no se ha observado que tenga efectos
benéficos sobre las concentraciones de colesterol LDL®*®,
F. Epilepsia refractaria

La dieta cetogénica se ha utilizado en pacientes con epilepsia resistente a los farmacos,
pero también como tratamiento en ciertos sindromes epilépticos. Es muy poco probable
gue un solo mecanismo explique los efectos beneficos de la dieta, parece que todos
estos cambios coordinados son estabilizadores de la funcion singptica y aumentan la
resistencia a las convulsiones a través del cerebro®®.

Para cada patologia se emplean distintos tipos de dieta ya que cada una tiene

caracteristicas especiales.

4.1.3. Tipos de dieta cetogénica

No existe alguna recomendacion especifica de un tipo concreto de dieta en funcién del
tipo de enfermedad. Las necesidades nutricionales estan basadas en las
particularidades de cada paciente.

Desde que en 1921 Wilder analizé el efecto anticonvulsivante de la cetosis generada
por el ayuno, y de conservar dicho efecto al administrar y modificar la composicion de la
dieta, se han propuesto varias modificaciones a la dieta cetogénica, con el objetivo de
aumentar la palatibilidad y la diversificacion alimentaria y disminuir los efectos

secundarios®®.



A. Dieta clasica
En estas dietas cetogénicas llamadas clasicas, el 87-90% de la energia procede de la
grasa de los alimentos, pudiendo variar su relacién con el contenido en hidratos de
carbono y proteinas. La dieta cetogénica en relaciéon 3:1 o 4:1 nos indica que por cada 3
0 4 gramos de grasa se administra 1 gramo de carbohidratos y proteinas®®. En la dieta
clasica hay restriccion de liquidos con el objetivo de disminuir la pérdida de cuerpos
cetonicos a nivel renal®.
El siguiente tipo de dieta que se elabor6 fue al sustituir los &cidos grasos saturados por
acidos grasos polinsaturados, para evitar que aumentaran los niveles de lipoproteina
Apo B y disminuir el colesterol HDL. Con esta dieta se obtiene un nivel mayor de
cetosis™.

B. Dieta con triglicéridos de cadena media
La dieta con triglicéridos de cadena media son mas cetogénicos que los triglicéridos de
cadena larga propuesta por el Dr. Peter Huttenlocher, fue ideada para mejorar la
aceptacion al paladar y disminuir los efectos secundarios gastrointestinales. Tiene un
aporte calorico de 60-70% de grasas, 10% de proteina y 19% de hidratos de carbono;
esta dieta tiene mayor poder cetogénico gracias a los trigliceridos de cadena media,
aun cuando aumenta la cantidad de proteinas y carbohidratos permitida en la
alimentacion® *°.

C. Dieta de Atkins
La dieta de Atkins consiste en la ingesta libre de proteinas y grasas y en la restriccion

de carbohidratos. Se ha usado desde hace mucho tiempo en el tratamiento del

sobrepeso y la obesidad e induce un estado de cetosis como la dieta cetogénica. Es



mucho mas facil acostumbrarse a su consumo que con la dieta cetogénica, ya que la
Unica restriccion es la de carbohidratos, pudiendo tomar libremente todo tipo de
alimentos proteicos, agua, y no precisando para su inicio un protocolo estricto ni el
ingreso en el hospital. En la dieta de Atkins modificada se potencia el consumo de
grasa sobre el de proteina y se reduce la ingesta de carbohidratos a 10 gramos al dia,
se ha administrado en nifios con epilepsia refractaria en los que ha demostrado ser
efectiva'®®.
D. Dieta de bajo indice glucémico
El indice glucémico o indice glicémico es un sistema para cuantificar la respuesta
glucémica de un alimento que contiene la misma cantidad de hidratos de carbono que
un alimento de referencia, generalmente glucosa o pan blanco al que se asigna
arbitrariamente un indice de 100 g. Esta es una dieta rica en grasas (60% de las
calorias), aunque permite un aporte de hidratos de carbono mayor que las otras dietas y
solo se permite el consumo de los alimentos, que tienen un indice glucémico menor a
50 g>*°.
4.1.4. Contraindicaciones de la dieta cetogénica

Las patologias como la deficiencia de piruvato carboxilasa, el déficit de carnitina, la
porfiria u otros trastornos de la oxidacion de los acidos grasos, son contraindicaciones
al uso de la dieta cetogénica ya que su administracion puede ser fatal por la
incapacidad de los tejidos extra hepéticos de utilizar acidos grasos como fuente de

energia y del mismo higado de no generar cuerpos ceténicos® *°

10



A. Efectos adversos de la dieta cetogénica
Algunos autores consideran la dieta cetogénica poco equilibrada y por tanto, puede
acarrear efectos secundarios con su empleo a corto y largo plazo. Los efectos
indeseables a corto plazo incluyen estrefiimiento, acidosis leve e hipoglucemia en el
periodo inicial de ayuno, deshidratacion, diarrea, dolor abdominal. A largo plazo se ha
presentado detencién del crecimiento, alteracion de las concentraciones de lipidos en
suero, alteracion de la funcion cardiaca, litiasis renal, alteracion del metabolismo 6seo,
deficiencias nutricionales y efectos adversos sobre la funcion inmunolégica y
hematolégica™® 2.
4.1.5. Mecanismo de accion de la dieta cetogénica

Cuando el cuerpo se ve privado de la glucosa, se induce la produccion de los cuerpos
cetonicos: acido acetoaceético, acetona y p—hidroxibutirato, los cuales se forman a partir
de la degradacién de los acidos grasos. La acetona al ser muy volatil es eliminada por
la exhalaciébn, mientras que los otros cuerpos ceténicos cruzan la barrera
hematoencefalica donde pueden ser utilizados por el cerebro para obtener energia. El
objetivo de la dieta cetogénica es simular la respuesta del cuerpo a la inanicion

6, 21

mediante la produccion de estos cuerpos cetonicos™ “* (figura 1).
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Torrente
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Figura 1. Sintesis de cuerpos cetonicos y su utilidad. En el higado los acidos grasos libres se
convierten en acil-CoA que entran a la mitocondria para oxidarse en la via de la B-oxidacién y producir
acetil-CoA. Esta molécula puede entrar en el ciclo de Krebs para generar energia cuando hay un exceso
de acetil-CoA se producen los cuerpos cetonicos: acetoacetato por la hidroximetilglutaril-liasa (HMG-CoA
liasa), B-hidroxibutirato, por la f—hidroxibutirato deshidrogenasa (3-OHB deshidrogenasa) y acetona, que
son transportados desde la sangre a diferentes tejidos. La acetona es muy volatil y se elimina del cuerpo
con el aire aspirado. En el cerebro, corazédn o musculo, los cuerpos ceténicos producidos en el higado se
utilizan como fuente de energia en forma de acetil-CoA. Este proceso depende de enzimas
mitocondriales importantes tales como la B-OHB deshidrogenasa que convierte al B-hidroxibutirato en
acetoacetato, y posteriormente se produce acetoacetil-CoA por medio de la 3-cetoacetil-CoA transferasa,
qgue participan en la formacidon de acetoacetil-CoA a partir de acetoacetato, la acetoacetil-CoA se
convierte en acetil-CoA, que entra en el ciclo de Krebs y produce energia. La falta de glucosa impide que
se lleve a cabo la glucolisis® Imagen elaborada a partir de: Rubstein et al. 2011%, Melo et al. 2006%,
Brancoet al. 2016° y Boyer 2000

Los mecanismos de accién de la dieta cetogénica aun son desconocidos, se atribuye a
un aumento en las concentraciones sericas de lipidos, la acidosis, deshidratacion y

alteraciones electroliticas, sin embargo, los fundamentos no son claros™ (figura 2).
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Figura 2. Produccién de cuerpos cetdnicos y mecanismos de accién propuestos para la dieta cetogénica
como anticonvulsivante: 1. Aumento del neurotransmisor acido gama aminobutirico (GABA)
(Hiperpolarizacion neuronal en canales de membrana); 2. Inactivacion de la VGLUT (vesicula
transportadora de glutamato) e inhibicién del neurotransmisor excitatorio glutamato; 3. Cambio en la
concentracion de monoaminas biogénicas; 4. Mecanismo antioxidante: reduccion de especies reactivas
de oxigeno. Tomado de Dietas cetogénicas y otras alternativas terapéuticas, en Tratamiento
farmacoldgico de las epilepsias3.

Se acepta en general que la accion directa de los cuerpos ceténicos no es el
mecanismo primario, aungque algunos investigadores han puntualizado la similitud
estructural de los cuerpos ceténicos y el acido gama aminobutirico (GABA)™2.

La concentracion de los distintos metabolitos involucrados en el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos se modificd en el cerebro de ratas alimentadas con una dieta enriquecida

en grasas. Se observd un incremento significativo del B-hidroxibutirato, disminucién en
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la concentraciébn de succinil-CoA y optimizacion del cetoglutarato, lo cual implica
incremento de glutamato para la derivacion del GABA™.
El cambio de carbohidratos a grasas como fuente principal de energia a nivel cerebral
modifica “la carga energética” (relacion de ATP/ADP), con mejor utilizacion de los
sustratos energéticos, pero no es claro como esta adaptacién metabdlica produce el
efecto antiepiléptico. Otros investigadores han evaluado el efecto de los principales
cuerpos cetodnicos, B-hidroxibutirato y acetoacetato en preparaciones neuronales del
hipocampo y concluyen que no se altera la actividad inhibidora ni excitadora sinaptica,
implicando que la dieta funciona por medio de otros mecanismos™.

4.2. Sistema nervioso central
El sistema nervioso se divide en central (encéfalo y médula espinal) y periférico (nervios
y ganglios)®*.
El sistema nervioso esta formado por diferentes tipos celulares: células neuronales y no
neuronales o neuroglia.
Segun su funcion (direccion de la transmision del impulso), las neuronas se clasifican
en sensitivas (aferentes), motoras (eferentes), y neuronas de asociacion
(interneuronas). Los extremos dendriticos estan desnudos (receptores del dolor) o bien

se asocian con un receptor sensorial** ?°.
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Figura 3. Tipos de neurona, segun la clasificacién estructural y funcional. Sensitivas: unipolares y
bipolares. Interneuronas: piramidales y de Purkinje. Motora. Tomado de Gray’'s anatomyzs.

La neuroglia proporciona soporte y proteccion a las neuronas del sistema nervioso
central y periférico. Unas células de la neuroglia son fagocitos (microglia), otras se
encargan de mielinizar las prolongaciones neuronales del sistema nervioso central
(oligodendrocitos) y del periférico (células de Schwann), algunas revisten las cavidades
y forman la barrera hemato-encefélica (astrocitos) y otras contienen liquido
cefalorraquideo (ependimarias)®* %°.

Todas las neuronas poseen un soma que contiene el nacleo y prolongaciones (fibras)
de dos tipos: 1) axones (uno por neurona), tipicamente generan los impulsos y los
alejan del soma, y liberan neurotransmisores, y 2) dendritas (una o0 muchas por cada
neurona), caracteristicamente transportan la corriente eléctrica hacia el soma. La
mayoria de las fibras largas estan mielinizadas; la mielina aumenta la velocidad de

transmision del impulso nervioso® .
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Figura 4. Tipos de células encontradas en el sistema nervioso central. Neuronas, astrocitos, microglia,
oligodendrocitos, células ependimarias. Tomado y modificado de anatomia de Netter 2008%.

Un impulso nervioso es un proceso electroquimico (iniciado por distintos estimulos) que
cambia la permeabilidad de la membrana plasmatica neuronal, permitiendo que los
iones de sodio (Na") entren a la célula (despolarizacién). Una vez iniciado, el potencial
de accién (o impulso nervioso) recorre toda la superficie celular. La salida de iones de
potasio (K*) de la célula provoca que la electricidad de la membrana vuelva al estado de
reposo (repolarizacién). La bomba sodio-potasio restablece las concentraciones
i6nicas®* %.

Una neurona influye sobre otras neuronas y células efectoras liberando

neurotransmisores, que son sustancias quimicas que atraviesan la hendidura sinaptica
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y se unen a los receptores de membrana de la célula postsinaptica. El resultado de este
proceso es la apertura de canales i6nicos especificos, y una activacion o inhibicion,
segln el neurotransmisor liberado y la célula postsinaptica en cuestién 2422,

4.2.1. Formacién hipocampica
La formacion hipocampica es parte del sistema nervioso central, y a su vez del sistema
limbico, por lo que se relaciona con la integracion de procesos afectivos y cognoscitivos
como el aprendizaje y la memoria®®.
En los roedores se encuentra inmersa en la corteza medial y basal del sistema nervioso
central. Es una estructura elongada cuyo eje longitudinal se dobla en forma de “C”
desde el nacleo septal rostro-dorsal al I6bulo temporal caudo-ventral. Ocupa la mayor
parte de las paredes ventrolateral, y posterior de la corteza cerebral (figura 5°°). El giro
dentado o fascia dentada, es una banda delgada y estratificada que se encuentra
rodeada por el resto de la formacién hipocampica, toma el aspecto de “C” abierta y se
continua posteriormente con el giro supracalloso®.
La formacion hipocampica esta formada por cuatro regiones: a) el giro dentado (GD) o
fascia dentada; que consta de tres capas o stratas: i) la molecular o plexiforme, ii) la
granular y iii) la hiliar o polimorfa; b) el hipocampo o Cornu Ammonis (CA), compuesto
por cuatro regiones CAl, CA2, CA3 y CA4, c) el complejo subicular y d) la corteza
entorrinal. Cada una de las regiones del hipocampo se caracterizan por tener un tipo
particular de neuronas: i) piramidales en los campos CAl, CA2, CA3 y CA4 del

hipocampo; ii) granulares que son exclusivas del giro dentado y que forman la capa
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granular de este; iii) células en cesta 0 GABAérgicas que se pueden encontrar en toda

la formacién hipocampica; y iv) células de la regién hiliar o polimorfas 2331,

Cerebelo

Corteza cerebral —

Hipocampo dorsal o
anterior

Tallo
cerebral

Hipocampo ventral o
posterior

Subiculo

Superior

derecha posterior
' Hipotalamo
anterior izquierda

inferior

Bulbo olfatorio Nervios épticos

Bregma - 4.08 mm

Figura 5. Esquema del cerebro de una rata. En el dibujo se muestra la organizacion tridimensional del
hipocampo y estructuras relacionadas. Una seccién coronal a través del hipocampo izquierdo se muestra
en la parte inferior derecha de la figura, con su coordenada anteroposterior en relacién a Bregma. CA1,

CA3, Cornu Ammonis campos 1 y 3; GD: giro dentado; S: subiculo; t: polo temporal del hipocampo.
Modificado de Cheung et al. 2005 por ilustracion médica INP.
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En la capa granular del giro dentado se encuentran los cuerpos o somas de las células
granulares, la capa molecular contiene las dendritas terminales de las células
granulares y la capa polimorfa consta de una poblacién celular de morfologia
heterogénea cuyos axones proyectan a la capa molecular, también en estas capa se
encuentran las fibras musgosas del giro dentado que conectan con las células
; : 30, 32
piramidales del campo CA3 .

4.3. Neurotransmisores

Los neurotransmisores son sustancias que actlan como mensajeros quimicos por la
transmision de sefiales desde una neurona a una célula diana a través de una sinapsis;
son moléculas pequefias y péptidos neuroactivos compuestos por cadenas cortas de
aminoacidos. Antes de liberarse en la hendidura sinaptica, los neurotransmisores se
almacenan en vesiculas secretoras (vesiculas sinapticas) cerca de la membrana
plasmatica de la terminal del axon. La liberacion del neurotransmisor se produce con
mayor frecuencia en respuesta a la llegada de un potencial de accion en la sinapsis.
Cuando se libera, el neurotransmisor cruza el espacio sinaptico y se une a receptores
especificos en la membrana de la neurona o célula post-sinaptica®.

Hay muchos tipos de neurotransmisores, unos producen excitacion en la neurona
postsinaptica y otros, inhibicion. Ambos son fundamentales para mantener un

funcionamiento apropiado del SNC3*,
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4.3.1 Acido gama aminobutirico

El GABA es un aminoacido que actia como neurotransmisor y se forma a partir de la
descarboxilacion del glutamato por la accién de la enzima glutamato descarboxilasa,
quien necesita de vitamina Bg para su funcionamiento?®.

Es liberado por interneuronas locales de trayecto corto como en el hipocampo y es
transmisor de zonas de mayor longitud como las vias eferentes que parten del estriado
a la sustancia nigra®.

Los receptores de GABA se ubican tanto en astrocitos como en neuronas centrales.
Existen tres subtipos de receptores:

El receptor GABAg. Es un receptor metabotropico que media la inhibicién presinaptica y
postsinaptica. Es un receptor acoplado a proteinas G, cuya activacion da lugar a la
inhibicién de la adenilato ciclasa y un aumento de la conductancia de K* y a una
disminucion del Ca**,como consecuencia genera una hiperpolarizacién de la membrana
celular y un bloqueo de la liberacién de neurotransmisores®.

Receptor GABA:: es un canal de cloruro que aunque presenta gran afinidad por el
GABA no se une a sus agonistas ni es modulado de las mismas sustancias que forma
gque el GABAA.

Receptor GABAA: Es un canal de cloruro activado por ligando. Es el receptor mas
abundante e interviene en los procesos rapidos de transmision del tipo inhibidor que
reducen la excitabilidad de la membrana celular, es un receptor postsinaptico.
Estructuralmente es una glicoproteina formada por cinco subunidades polipeptidicas,

pero se han descrito siete clases de subunidades (a, y, 6, €, 6 y p) y mdltiples
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isoformas. Estos receptores se conforman por dos copias de la subunidad a, dos de la
subunidades B y una de la subunidad y. Estos receptores pueden modularse
alostéricamente por benzodiacepinas, barbittricos y alcoholes®.
El gradiente de iones cloruro a través de la membrana neuronal es crucial para la
naturaleza de la sefalizacion GABAérgica. La direccion del movimiento del cloruro
depende del gradiente de cloruro. La entrada de cloruro a través de los receptores
GABA, conduce a la hiperpolarizacion mientras que la extrusion del cloruro da como
resultado una despolarizacion celular. Los cotransportadores de cation-cloro (CCC)
median el transporte acoplado de iones de sodio, potasio y cloruro a través de las
membranas neuronales, regulan asi el gradiente electroquimico de cloro®.

4.4. Cotransportadores catién-cloro
Los cotransportadores cation-cloruro son glicoproteinas que tienen un peso molecular
central de ~ 110 a 130 kDa. Estos cotransportadores pertenecen a la familia portadora
de solutos 12 (SLC12). Cada CCC tiene una estructura de 12 segmentos y un extremo
amino y carboxilo terminal donde NKCC1 tiene un extremo amino terminal pequefo y
carboxilo terminal grande, ambos son intracelulares. Los CCC se expresan en todos los
organos y, ademas contribuyen en la sefializacion neuronal, estan involucradas en una
serie de procesos fisiologicos, incluyendo la regulacion del volumen celular, el
transporte de iones transepiteliales, la sefializaciéon neuroendocrina y la regulacion de la
presién sanguinea®’.
Los cotransportadores catidon-cloruro se clasifican de acuerdo a su funcion fisiolégica en
tres categorias: 1) dos miembros son cotransportadores Na'-K*-2CI" (NKCC, dos

isoformas, NKCC1 y NKCC?2), 2) uno es un cotransportador Na*-Cl" (NCC), y 3) cuatro
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son cotransportadores K'-CI' (KCC, isoformas KCC1 a KCC4). Todos los
cotransportadores cation-cloruro se expresan en el sistema nervioso de los mamiferos
en diferentes etapas de desarrollo, con excepcibn de NCC y NKCC2, que se
encuentran predominantemente en el rifion, donde desempefian un papel clave en la
via de transporte de la sal. Los otros dos miembros de la familia CCC, no tienen un
papel fisiolégico conocido®®.

Bajo condiciones fisiologicas, la actividad de NKCC1 (introduce iones CI) modula la
concentracion de cloruro intracelular en neuronas, glia, células endoteliales y células
epiteliales del plexo coroideo. Esto ayuda a mantener el volumen celular contra los
cambios en la osmolaridad extracelular y el contenido de soluto intracelular para
prevenir el excesivo hinchamiento o retraccion celular®.

En el sistema nervioso en desarrollo, NKCC1 se expresa en neuronas y glia en el
cerebro y cerebelo, mientras que en adultos se expresa en la médula espinal, sistema
nervioso periférico y plexo coroideo, y en células endoteliales vasculares cerebrales y
neuronas principales. En modelos animales, la expresion de KCC2 (extrae iones CI’)
predomina en neuronas maduras, en la retina, la corteza, el cerebelo y el cuerno dorsal

de la médula espinal *

, pero se dice que solo se expresan en las neuronas del sistema
nervioso central, donde desempefia un papel crucial en la regulacion de la excitabilidad
neuronal y el desarrollo del cerebro postnatal. Ademas, se ha relacionado con la
formacion de espinas dendriticas glutamatérgicas. Es responsable de mantener una
baja concentracion de cloruro intracelular por extrusion de iones cloruro y, por lo tanto,

producir un efecto hiperpolarizante cuando GABA vy glicina se unen a sus receptores

afines, dando como resultado la inhibicion3.
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Durante la vida embrionaria y postnatal temprana, NKCC1 se expresa en gran cantidad
y KCC2 en menor cantidad, promoviendo incremento de iones cloruro en la neurona
gue desencadena la excitacién mediada por GABA vy, por tanto, la despolarizacion. Este
flujo de cloruro se logra a través de un mecanismo de cotransporte electroneutral Na*-
K*-2CI, junto con la actividad de la sodio potasio ATPasa, que conduce a una salida de
cloruro mediado por el receptor GABAA. El efecto despolarizante mediado por GABA es
necesario para el correcto desarrollo cerebral® =°.

El cambio en el desarrollo de la sefalizacién del GABA de excitadora a la inhibidora
ocurre poco después del nacimiento de la rata, pero otras especies muestran
heterogeneidad en el tiempo de cambio de este interruptor. En el SNC de mamifero
adulto, la alta actividad de KCC2 y la baja actividad de NKCC1 dan como resultado una
muy baja sefalizacion GABAérgica y, por consiguiente, inhibidora en la mayoria de las
poblaciones neuronales. Sin embargo, ciertas poblaciones anatdbmicas de neuronas en
el adulto pueden variar su respuesta a GABA de excitador a inhibidor debido a la
modulacion dinamica de iones cloruro secundaria a variaciones en la actividad de los

cotransportadores cation-cloro, lo que sugiere que algunos mecanismos de fosforilacion

dindmica también podria desempefiar un papel en este cambio®.

23



Desarrollo

M
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Figura 6. Cotransportadores en neuronas. A) Durante las primeras etapas del desarrollo o en
determinadas situaciones patoldgicas (posiblemente en ciertos tipos de epilepsia), la baja expresion del
cotransportador KCC2 y alta del cotransportador NKCC1 (que introducen y extraen iones Cl de la
neurona respectivamente), hace que los niveles de CI intracelular sean elevados, por lo que la apertura
del canal del receptor GABA, permite que los iones CI” salgan al espacio extracelular y se produzca una
despolarizacion de la membrana y por tanto un efecto excitador del GABA. B) En la mayoria de las
neuronas adultas existe una elevada expresion de KCC2 y baja de NKCC1, que mantienen una
concentracion intracelular de Cl” baja, por lo que la apertura del canal del receptor GABA, hace que fluya
hacia el interior de la célula iones CI~, dando lugar a la hiperpolarizacion de la membrana neuronal y por
tanto a un efecto inhibidor del GABA. Ec;: potencial de reversion del CI; Vm: potencial de membrana en
reposo. Modificado de Ben Ari Y*.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de estrategias dietéticas para tratar y controlar diversas enfermedades puede ser
comun, pero generalmente se desconocen los mecanismos de accion por los cuales
son efectivos sobre esas patologias.

La dieta cetogénica es un alimento con alto contenido en grasas y bajo en hidratos de
carbono; que originalmente fue disefiada como un tratamiento no farmacoldgico para
tratar la epilepsia de dificil control, hoy en dia también es usado como terapia de otras
patologias; sobre todo problemas neurologicos, sin embargo, aiun se desconoce su
mecanismo de accion.

Se sugiere que los cuerpos cetbnicos, especialmente el B-hidroxibutirato tienen un
efecto sobre los cotransportadores NKCC1 y KCC2*'. En condiciones normales los
cotransportadores de membrana NKCC1 y KCC2 regulan respectivamente la entrada y
salida de iones cloruro en las neuronas, sin embargo, alteraciones en su expresion
provocadas por alguna patologia pueden modificar no sélo el gradiente electroquimico
del cloruro sino dafiar la funcidon neuroldgica.

La activacion de NKCC1 depende de su estado de fosforilacion y de las cinasas de
serina-treonina que induce su activacion®.

Los cambios en la expresién de las isoformas de NKCC1 a y b, se asocian a la
esquizofrenia y el desarrollo temprano del cerebro®.

En la isquemia cerebral, los niveles extracelulares elevados de potasio, glutamato e

interleucina 6 estimulan la actividad de NKCC1 en neuronas y astrocitos *°.
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El NKCCL1 esta implicado en el desarrollo de edema y muerte celular después del inicio
de un accidente cerebrovascular.

En la epilepsia se cree que la baja expresion del cotransportador KCC2 y alta de
NKCC1 hace que los niveles de cloruro intracelular sean elevados, provocando la
apertura de canales del GABA para liberar el cloruro intracelular y causar
despolarizacién de la membrana celular y por lo tanto sobre-excitacién neuronal.

Debido a lo anterior, el bloqueo de la actividad de NKCCL1 o la regulaciéon negativa de
su expresion puede ofrecer una estrategia neuroprotectora Util.

En un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, se demostré que al administrar la
dieta cetogénica durante un mes a un grupo de ratas sanas, no se modifico la expresion
de los cotransportadores NKCC1 y KCC2 en el hipocampo®, por estas razones se
propuso estudiar si la dieta cetogénica per se reduce la expresion del cotransportador
NKCC1 al prolongar el tiempo de ingesta de la dieta cetogénica, y determinar si los
resultados obtenidos son consecuencia del tiempo de administracion de la misma o son
independientes del tiempo al analizar las tres capas del giro dentado.

Se escogid al giro dentado como estructura de analisis debido a que es una de las
regiones que contindan la neurogénesis en la adultez, reciben informacion de otras
areas del cerebro y se cree que esta zona puede contribuir en los procesos de

aprendizaje y memoria del hipocampo, ademés de que es una regién epileptégena®.
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6. HIPOTESIS
Hipotesis alterna
La dieta cetogénica disminuye el nimero de células que expresan el cotransportador

catién-cloruro NKCC1 en el giro dentado de la rata con respecto a las ratas control.

Hipodtesis nula

La dieta cetogénica no disminuye el numero de células que expresan el cotransportador

cation-cloruro NKCC1 en el giro dentado de la rata con respecto a las ratas control.
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7. OBJETIVOS

Objetivo general
Estudiar el efecto de la dieta cetogénica sobre la expresion del cotransportador cation-

cloruro NKCC1 en el giro dentado de la rata.

Objetivos particulares
Cuantificar en ratas alimentadas con dieta normal y cetogénica:
e Peso corporal.
e Peso cerebral.
¢ Niveles de glucosa en sangre periférica.
e Niveles de B-hidroxibutirato en sangre periférica.
e Area total de cada capa del giro dentado (molecular, granular e hiliar).
e Volumen total de cada capa del giro dentado (molecular, granular e hiliar).
e Numero total de células que expresan el cotransportador catién-cloruro NKCC1

en las tres capas del giro dentado (molecular, granular e hiliar).
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8. MATERIAL Y METODOS
8.1. Disefio experimental

8.1.1. Tipo de estudio:

Prospectivo, longitudinal, transversal, comparativo y experimental**.

8.1.2. Poblacién de estudio
Células inmunorreactivas al cotransportador cation-cloruro NKCC1, presentes en el
giro dentado de ratas macho Sprague-Dawley alimentadas durante tres meses con
una dieta normal o cetogénica.

8.1.3. Variables

e Variable independiente
- Tipo de alimento o dieta: cualitativa, nominal, categérica.
e Variables dependientes
- Peso corporal (g): cuantitativa, continua.
- Concentracién de B-hidroxibutirato: (mmol/L) en sangre periférica:
cuantitativa, continua.
- Concentracion de glucosa en sangre periférica (mg/dL): cuantitativa,
continua.
- Peso cerebral (g): cuantitativa, continua.
- Numero de células inmunorreactivas a NKCCL1: cuantitativa, discreta.
- Area de las capas del giro dentado (um?): cuantitativa, continua.

- Volumen de las capas del giro dentado (um®): cuantitativa, continua.
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8.2. Técnicas
8.2.1. Manejo de animales

Se utilizaron 16 ratas macho, albinas de la cepa Sprague-Dawley de 21 dias de edad,
recién destetadas que se mantuvieron en jaulas para rata de policarbonato de 259 mm
X 476 mm x 209 mm; con tapa de acero inoxidable con divisibn para bebedero y
comedero. En el fondo de las cajas donde se alojaron las ratas con dieta cetogénica, se
coloc6 una malla de acero inoxidable para evitar que las ratas tuvieran contacto con la
viruta de madera y sus heces. Las jaulas se colocaron en estantes metéalicos ubicados
en el interior del Bioterio del Instituto Nacional de Pediatria, manteniéndose bajo
idénticas condiciones de luz-oscuridad de 12 horas, a temperatura de 22°C a 24°C,
humedad relativa 40 a 50% de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-
1999*,

El recambio y limpieza de las jaulas, comederos y bebederos, se efectué cada tercer
dia hasta que concluyo el experimento.

8.2.2. Grupos

Se formaron dos grupos de animales:
1) Grupo control (DN). Ratas alimentadas con una dieta normal (n = 8).
2) Grupo experimental (DC). Ratas alimentadas con una dieta cetogénica
(n=8).
Para evitar problemas en el desarrollo del sistema nervioso central y modificacion de la
expresion del cotransportador cation-cloruro NKCC1 ajenos a la administracién de las

dietas, las ratas se mantuvieron en parejas, debido a que el aislamiento es un modelo
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5. 46 ademas, los procesos del

muy usado para producir esquizofrenia y estrés
desarrollo neuronal en la corteza cerebral de los roedores y el humano son similares en
términos neurobiologicos, de esta forma un dia en la vida de la rata equivale
aproximadamente a 3 meses de desarrollo en el hombre: por tanto, basta que estos
animales sufran una privacion social de pocos dias para que constituya una
manipulacién de tipo crénica a nivel de sistema nervioso central®®.
8.2.3. Tipo de alimento

Se utilizaron dos tipos de alimento:

1) Dieta normal: dieta 2018S de Harlan.
Es una férmula fija, esterilizable por calor himedo, disefiado para apoyar la gestacion,
la lactancia y el crecimiento de los roedores, con proteina al 18%, suplementada con
vitaminas adicionales para asegurar la adecuada nutricién después de esterilizarse®.
La presentacion del alimento es en forma de pellets (Cuadro 1).

2) Dieta cetogénica: dieta 96355 de Harlan.
Es una dieta muy alta en grasa y casi sin carbohidratos. La proporcion de grasa contra
proteina mas carbohidratos en la dieta cetogénica, es de aproximadamente 4,25 a 1°°,

por lo tanto es una dieta cetogénica clasica. Su consistencia es pastosa y de color

beige.
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Cuadro 1. Informacién nutrimental de la dieta normal (Harlan 20185) y de la dieta cetogénica
(Harlan 96355) usadas en el estudio.

COMPONENTES TIPO DE DIETA
Dieta Dieta Dieta Dieta
Normal  Cetogénica Normal Cetogénica
MACRONUTRIENTES % por peso % por kcal
Proteina 18.6 15.3 24 9.1
Grasas 6.2 67.4 18 90.5
Carbohidratos 0.44 0.6 58 0.4
Fibra cruda 35
3.1 kcallg 6.7 kcallg

Densidad Energética (13kJ/g) (28 kilg)

Composicion nutrimental principal de la dieta normal y la dieta cetogénica expresada en porcentajes por
peso y en kcal. La dieta cetogénica tiene casi el doble del valor calérico (densidad energética) que la
dieta normal por poseer un porcentaje ma(yor de grasas en su composicién. Ver informacién detallada de
ambas dietas en los anexos 1, 2, 3y 4%

8.2.4. Tratamiento nutricional

Una vez destetadas las crias, el grupo control inici6 su alimentacion con una dieta
normal, en tanto que el grupo experimental, se mantuvo en ayuno por 24 horas, con el
fin de alcanzar mas rapidamente un estado de cetosis. Inmediatamente después se
inicié su alimentacion con dieta cetogénica. Todos los animales tuvieron libre acceso a
las respectivas dietas y al agua hasta el momento de su sacrificio (114 dias de edad, 93
0 92 dias consumiendo dieta normal o cetogénica respectivamente). EI consumo de
dieta cetogénica en ratas aisladas y en ratas mantenidas en un ambiente social a partir
del momento del destete no es diferente*’ (datos del laboratorio no publicados) por lo
gue durante el experimento se alojaron dos ratas por caja.

Para monitorear el consumo de alimento se utilizé6 una balanza granataria y se pesaron

cantidades iguales de dieta en cada grupo iniciando con 50 g para cada jaula y
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aumentando la cantidad conforme a la ingesta. Se registré6 el consumo de alimento
diario entre las 09:00 y 10:00 h. Los pellets se colocaron sobre la tapa metalica; mientas
gue la dieta cetogénica al tener consistencia pastosa, se colocé en comederos
metdlicos. En los grupos control y cetogénico se estimé el consumo individual en
proporcién al numero de sujetos, se asumié un consumo homogéneo al considerar la
uniformidad en la ganancia individual de peso corporal de los animales.

8.2.5. Valoracion de la cetosis y glucosa
Se cuantifico la concentracién en sangre periférica de glucosa y B-hidroxibutirato al
momento del destete (basales), y al momento del sacrificio (final). Para tal fin, se realizé
un pequefio corte en la punta de la cola, limpiando las primeras gotas de sangre. Se
colocé una gota de sangre en la tiras reactivas (Free Style) para glucosa y [-
hidroxibutirato, previamente introducidas en un glucometro (Abbott modelo Optium
Xceed).

8.2.6. Cuantificacion del peso corporal
Las ratas del grupo control y del grupo cetogénico se pesaron el dia de destete y el dia
del sacrificio. Se utilizé una balanza granataria con canastilla para animales.

8.2.7. Perfusion intracardiaca

Los animales se sacrificaron por perfusion via intracardiaca al final del experimento
(114 dias de edad postnatal). Inicialmente se anestesiaron por via intraperitoneal, con
una sobredosis de pentobarbital sédico (40 mg/kg de peso corporal, Anestesal, 6.3
g/dL). Una vez que la rata estuvo completamente anestesiada se procedido a la

perfusién que consistié en lo siguiente:
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Se realiz6 una incision a nivel de la linea media del abdomen, comenzando por la
piel y posteriormente se continué con el musculo. A continuacion se corto el
diafragma hasta llegar a la cavidad toracica, de esta manera se expuso el
corazon del animal, y se coloc6 una canula en el ventriculo izquierdo.

Con la ayuda de una bomba para infusiébn se dejé pasar inicialmente solucién
salina al 0.9% (PISA) para lavar y evitar el taponamiento por coagulos
sanguineos, posteriormente 400 a 500 mL de una solucion fijadora de
paraformaldehido (Sigma Aldrich) al 4% (PFA) en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7,4
(PB), hasta que el cuello y cabeza de la rata quedaron rigidos y su nariz y 0jos
se tornaron palidos. Tanto la solucion salina como el PFA se mantuvieron frios
en un recipiente con hielo durante todo el procedimiento.

Posteriormente se extrajo el cerebro y se registré su peso en una balanza digital.
8.2.8. Preservacion de los cerebros

Los cerebros se almacenaron individualmente en paraformaldehido al 4% en PB
en refrigeracion durante 24 horas para fijar el tejido.

Posteriormente se colocaron en una solucion de sacarosa (Sigma) al 30% en PB,

y permanecieron ahi hasta que los tejidos bajaron al fondo del vial contenedor.

A continuacion, los cerebros se congelaron sumergiéndolos en 2-metilbutano

(Fisher) mantenido en hielo seco.

Se almacenaron a - 70°C en un ultra congelador (Thermo Fisher Scientific) hasta

Su uso.
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e Posteriormente en un criostato (Leyca) se realizaron cortes por congelaciéon en
un plano coronal, con grosor de 50 ym que se depositaron en cajas de 24 pozos
con solucién crioprotectora 0 anticongelante. Solo se recolectaron las series de
cortes que contenian hipocampo y estas se almacenaron a - 20°C.

8.2.9. Seleccidn de los cortes
De cada serie de cortes que contenian el hipocampo, se seleccionaron
sistematicamente y al azar de 12 a 14 cortes. De los primeros ocho cortes con
hipocampo, se seleccion6 al azar un corte de inicio, a partir de éste, se seleccion¢ el
siguiente que fuera el octavo corte y se continuo asi hasta terminar la serie.

8.2.10. Inmunohistoquimica
Los cortes se procesaron con la técnica de inmunodeteccion por flotacién para NKCC1
en microplacas para cultivo de 24 pozos a temperatura ambiente y en agitacion
constante. Se realizaron controles negativos a la tincién (omitiendo el anticuerpo
primario o secundario).
Después de varias estandarizaciones, la técnica para inmunodeteccién constd de los
siguientes pasos:

e Tres lavados de 10 minutos cada uno con PB 0.1M.

e Incubacién en una solucion de peréxido de hidrogeno al 3% para permeabilizar la
membrana y bloquear la actividad de la peroxidasa de las células.

e Tres 3 lavados de 10 minutos cada uno con PB 0.1M.

e Incubacién en una solucién de citratos (20X Immuno DNA Retriever Citrate, Bio

SB) en estufa a 65 °C para evidenciar los sitios antigénicos.
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Enfriar a temperatura ambiente por 15 minutos para evitar choque térmico.
Tres lavados de 10 minutos cada uno con PB 0.1M.

Incubacion durante toda la noche en el anticuerpo primario NKCC1 (Millipore)
desarrollado en conejo a una dilucion de 1:500 en suero de caballo al 3.3%,

Triton X100 al 0.3%, y PB 0.1M.
Tres lavados de 10 minutos cada uno con PB 0.1M.

Incubacion en el anticuerpo secundario biotilinado 1gG (Vector) anti-conejo
desarrollado en cabra, a una diluciéon de 1:500, en suero de caballo al 5%, Triton

X100 al 0.3% y PB 0.1M, durante 2 horas.
Tres lavados de 10 minutos cada uno con PB 0.1M.

Incubacion en el complejo avidina-biotina peroxidasa (ABC, Vectanstain) durante

una hora para amplificar la sefal.
Tres lavados de 10 minutos cada uno con PB 0.1M.

Para evidenciar la reaccion, los cortes se incubaron con una solucion de
diaminobenzidina (DAB, Vector) hasta observar que el corte tomara una
coloracién azul oscuro, el tiempo de revelado fue de 3 minutos. La reacciéon se

par6é con agua destilada.

Tres lavados de 10 minutos cada uno con PB 0.1M.
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e EI montaje de los tejidos se realiz6 en portaobjetos gelatinizados, previamente
etiquetados. Los tejidos se cubrieron con entellan (Merck) y se coloco un cubre
objetos, posteriormente se dejaron secar.

e Se ocult6 la identificacion de las series de tejidos y se asigno una clave para que
el observador no conociera el grupo al que pertenecian.

8.2.11. Pruebas estereoldgicas
La estereologia es un conjunto de métodos que permiten la estimaciéon no sesgada y
eficiente de cantidades geométricas definidas en estructuras arbitrarias, tales como
namero de objetos o particulas, longitud de estructuras, area, volumen, entre otras, es
una herramienta atil en la cuantificacién de parametros morfométricos cerebrales®. A
diferencia de los métodos tradicionales utilizados para el conteo de células basadas en
uno o dos cortes, el andlisis estereologico toma en cuenta toda la region estudiada. En
el presente estudio la cuantificacion de la expresion del cotransportador NKCC1 en los
cortes de los diferentes grupos se llevé a cabo utilizando un sistema de analisis de
imagenes con estereologia que consiste en un microscopio (BX51 de Olympus) de
campo claro con platina motorizada en los tres ejes (movimientos en X, Y, Z), una
camara digital a color y el software Stereoinvestigator (Microbrightfield). Se utiliz6 el
método estereoldgico del fraccionador Optico para obtener el area, volumen y namero

total de células que expresan NKCC1°% >

en las tres capas del giro dentado: molecular,
granular e hiliar.
En la figura 7 se muestra un ejemplo con los pasos esenciales para el conteo

estereoldgico con la prueba del fraccionador éptico.
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Figura 7. Pasos esenciales para el conteo celular por estereologia. A) Seleccién de 11 cortes de una
manera sistematica y al azar de toda la region de interés en cada serie de cortes (cada 10° corte). B) En
cada corte se traza el contorno de la estructura de interés (semicirculo negro), sobré éste se coloca una
malla de conteo que contiene a su vez cuadros de conteo o disectores equidistantes (cuadros grises).
Los cuadros de conteo o disectores que se encuentren dentro de la region del area de interés indican los
sitios donde se realizara la cuantificacion celular. C) Representacion tridimensional de un corte de
cerebro de ratén (prisma rectangular delimitado por lineas blancas). Dentro de este corte se observa un
disector 6ptico el cual es una estructura tridimensional que delimitara el espacio donde se lleva a cabo el
conteo celular en los tres ejes: x. y. z. cada disector esta delimitado por un par de lineas verdes llamadas
de inclusién y un par de lineas rojas llamadas de exclusion; se toman en cuenta las células de interés que
se encuentren dentro de este disector. D) Vista superior de un disector sobre un corte de tejido, en el cual
se observan tres células (1, 2 y 3), las células que se encuentren dentro del disector o parcialmente fuera
pero que toquen las lineas de inclusion (verdes) se toman en cuenta para la cuantificacion (células 1y 2).
Las células que se encuentre fuera o parcialmente dentro del disector pero que toquen las lineas rojas o
de exclusiéon no son tomadas en cuenta para el conteo (célula 3). E) Es importante mencionar que el
equipo cuenta con una platina motorizada en el eje z que permite realizar un escaneo desde la superficie
hasta la profundidad del corte, por lo tanto en ese corte las células 1 y 3 estan en una zona profunday la
célula 2 es superficial, por lo tanto solo se contaria la célula 1 por que cubre los criterios de inclusion. El
software calcula una estimacién no sesgada del nimero total de las células de la region de interés®?,

8.2.12. Cuantificacion del area, volumen y numero de células
inmunorreactivas a NKCC1

Para obtener la cuantificacion del area, volumen y el conteo de células que fueron
inmunorreactivas al anticuerpo NKCC1 (IR-NKCC1), se desglosaron los diferentes

componentes anatdmicos del giro dentado de acuerdo a los siguientes puntos:
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1) Por capa del giro dentado: capa molecular, capa granular y capa hiliar, para
conocer si la dieta cetogénica tenia algun efecto diferencial en las poblaciones celulares
de cada capa del giro dentado.

2) Por hemisferio cerebral, es decir se analizé por separado el hemisferio
derecho del izquierdo y ademas se analiz6 la sumatoria de ambos hemisferios con la
finalidad de conocer si existian diferencias por lateralidad.

3) De acuerdo al eje anteroposterior, se dividié en dos regiones: giro dentado
anterior y giro dentado posterior, ambas regiones se sumaron para obtener la
cuantificacion completa de los hemisferios del giro dentado y observar si presentaron
diferencias por region anterior o posterior.

8.3. Andlisis estadistico

Una vez recabados los datos fueron ordenados en bases de datos en Excel, y
posteriormente fue empleado el Paquete Estadistico para las Ciencias Sociales, SPSS
version 20 donde se obtuvieron los valores promedio, desviaciones estandar y otras
pruebas estadisticas de cada uno de los parametros cuantificados tanto en el grupo DN
y DC; y posteriormente se realizaron cuadros y graficas de los promedios + las
desviaciones estandar para evidenciar las diferencias o similitudes entre los grupos
segun el valor de significancia de p < 0.05 para todos los andlisis. Se realizaron dos
tipos de andlisis:
1) Entre grupos:
Se compar6 cada uno de los parametros entre el grupo DN y DC, ya sea al inicio ¢ al

final del experimento. En este caso se aplicaron las pruebas estadisticas de t de
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Student 6 U de Mann Whitney para muestras independientes de acuerdo a la prueba de
Levene que indicé la homocedasticidad de los datos. Las variables que se analizaron
con estas pruebas fueron: peso corporal al destete, peso corporal al dia del sacrificio,
niveles de glucosa al destete, niveles de glucosa al dia del sacrificio, concentracion de
B-hidroxibutirato al destete, concentracion de [(-hidroxibutirato al sacrificio, peso
cerebral, area, volumen y nimero de células IR-NKCC1 de cada una de las tres capas
del giro dentado.
2) Intra grupos (o por edad):

En este caso los pardmetros se compararon entre los datos obtenidos al destete con los
datos obtenidos al momento del sacrificio en el grupo DN y posteriormente en el grupo
DC; se consideraron como muestras relacionadas, por lo que se aplicé la prueba
estadisticas t de Student para muestras relacionadas. Las variables que se analizaron
con estas pruebas son: peso corporal, glucosa y B-hidroxibutirato, comparandose al
destete vs al sacrificio.

Para las comparaciones intra grupos de las diferentes regiones del giro dentado del
area, volumen y namero de células IR-NKCC1 en el grupo DN 6 DC se realiz6 la prueba
de Levene o de homogeneidad de datos, seguido de las pruebas estadisticas de
ANOVA de una via o Welch de acuerdo con el resultado de la prueba de Levene,

posterior a esto se realiz6 la prueba pos-hoc Tuckey y Dunnet T3 respectivamente.
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9. RESULTADOS

Para analizar el efecto de las dietas (normal y cetogénica), se realizaron mediciones de
los siguientes parametros, antes (al destete) y después (al sacrificio) de la
administracion de las dietas.

9.1. Peso corporal

Al destete, los valores del peso corporal promedio + la desviacién estandar para el
grupo DN y el grupo DC fueron de 45.02 g + 5.15 gy 42.35 g + 4.76 g respectivamente
y, al momento del sacrificio, los valores del peso corporal promedio + la desviacion
estandar fueron 478.35 g + 89.87 g y 433,27 g + 75,48 g respectivamente. Al analizar
los datos con la prueba estadistica t de Student para muestras independientes, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo alimentado con
dieta normal y dieta cetogénica, en las dos edades de medicion (anexo 5, figuras 8, 9y
10).

Cuando se realizaron comparaciones por edad en cada grupo, con la prueba estadistica
t de Student para muestras relacionadas, entre el destete y el dia del sacrificio, se
mostré que existen diferencias estadisticamente significativas (anexo 5, figuras 8, 9 y
10) estas diferencias corresponden a la ganancia de peso en ambos grupos, del

1 062.4% para el grupo DN y 1 023% para el grupo DC.
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Figura 8. Efecto de la dieta cetogénica sobre el peso corporal. Grafica del peso corporal de los
grupos DN y DC al momento del destete y al sacrificio. No existieron diferencias estadisticamente
significativas entre estos grupos ni al momento del destete ni al momento del sacrificio. Cuando se
compard por edad, el grupo DN fue significativamente mayor al final del experimento (***) que al inicio de
la administracion de la dieta, al igual que el grupo DC (***). p < 0.001.

Figura 9. Grupos al inicio de la administracion de las dietas (al destete). A la derecha se observan
ratas que al destete (22 dias de edad postnatal) iniciaron su alimentacién con una dieta normal y a la
izquierda ratas de la misma edad que iniciaron su alimentacién con una dieta cetogénica. No existieron
diferencias estadisticamente significativas en el peso corporal entre los grupos al inicio del experimento.
En la base interna de las cajas del grupo cetogénico se coloco una rejilla de metal con el fin de que los
animales no tuvieran contacto directo con el aserrin y las heces. La dieta cetogénica se proporciond en
recipientes especiales debido a su consistencia pastosa.
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Figura 10. Grupos al final de la administracién de las dietas (al sacrificio). Rata del grupo DN
(superior) y del grupo DC (inferior) al momento del sacrificio (114 dias de edad postnatal). El peso
corporal entre los grupos DN y DC en esta edad no fue significativamente diferente.

9.2. Glucosa

El resultado de la prueba estadistica t de Student para muestras independientes en las
mediciones de glucosa, no mostro diferencias significativas entre el grupo DN y DC ni al
inicio ni al final del experimento. Se observo que al destete los valores promedio y
desviacion estandar fueron de 130.87 mg/dL + 19.44 mg/dL para el grupo DN y 115.62
mg/dL + 24.66 mg/dL en el grupo DC, y el dia del sacrificio, los promedios y
desviaciones estandar fueron de 90.75 mg/dL + 10.74 mg/dL y 89.71 mg/dL + 11.92
mg/dL en el grupo DN y el grupo DC respectivamente, (anexo 6, figuras 11y 12).

El valor de la concentracion de glucosa en sangre periférica fue menor al final de la
administracion de las dietas que al inicio del experimento, tanto en el grupo DN (30.7%
menor) como en el grupo DC (22.40%). Al realizar las comparaciones por edad con la
prueba estadistica t de Student para muestras relacionadas, se observaron diferencias

estadisticamente significativas solamente en el grupo DN (anexo 6, figuras 11y 12).
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Figura 11. Efecto de la dieta cetogénica sobre la concentracién de glucosa sanguinea. Grafica de la
concentracion de glucosa en sangre periférica del grupo DN y DC al momento del destete y al sacrificio.
No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos ni al destete ni al momento
del sacrificio. Cuando se compar6 por edad, el nivel de glucosa tanto en el grupo DN como en el DC al
final del experimento, fue menor que al inicio; sélo resulto con diferencias significativas el grupo DN (***).

Figura 12. Mediciones de glucosa y B-hidroxibutirato en sangre periférica. Mediciones iniciales
(destete) de la concentracion de glucosa (arriba) y B-hidroxibutirato (abajo) en una gota de sangre
tomada de la cola de la rata, la cual se colocé en una tira reactiva para medir glucosa (color azul) y B-
hidroxibutirato (color morado). Las tiras reactivas se encontraban dentro de un glucometro, mostraron
autométicamente las concentraciones de ambos analitos en sangre periférica.
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9.3. B-hidroxibutirato
Los promedios + las desviaciones estandar de las concentraciones de (3-hidroxibutirato
en sangre periférica, al destete fueron de 0.91 mmol/L + 0.34 mmol/L en el grupo DN y
de 1.1 mmol/L + 0.44 mmol/L en el grupo DC, por lo tanto la concentracion en el grupo
DC fue 20.5% mayor que la del grupo DN. Al final del experimento, los promedios
fueron: 0.32 mmol/L + 0.19 mmol/L en el grupo DN y 1.0 mmol/L + 0.44 mmol/L en el
grupo DC; por lo tanto en esta edad, el aumento de la concentracién en el grupo DC fue
de 207.2%. Al realizar las comparaciones entre los grupos alimentados con las dietas,
el grupo DC fue estadisticamente significativo solo en la fecha del sacrificio, de acuerdo
a la prueba estadistica t de Student para muestras independientes (anexo 7, figuras 12
y 13).
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Figura 13. Efecto de la dieta cetogénica sobre la concentraciéon de B-hidroxibutirato en sangre.
Gréfica del promedio y desviacion estandar de la concentracion de B- hidroxibutirato en sangre periférica
del grupo DN y DC al momento del destete y del sacrificio. Existieron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos DC y DN al momento del sacrificio (***). Por edad solo existio diferencia
significativa en el grupo DN (***).
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Cuando se realizaron comparaciones por edad, se observd que los valores de [3-
hidroxibutirato tanto en el grupo DN como el grupo DC se redujeron en un 64.2% y
9.1% respectivamente; la prueba t de Student para muestras relacionadas indicé que
existen diferencias significativas unicamente en el grupo DN (anexo 7, figuras 12 y 13).
9.4. Peso cerebral

Los valores del peso cerebral de los grupos DN y DC al momento del sacrificio fueron:
179 g + 012 g y 1.77 g + 0.14 g respectivamente, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas, estos datos se compararon con la prueba estadistica t

de Student para muestras independientes (anexo 8, figura 14).
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Figura 14. Efecto de la dieta cetogénica sobre el peso cerebral. Gréafica de peso cerebral del grupo
DN y DC al momento del sacrificio. No existieron diferencias significativas entre estos grupos.
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Figura 15. Perfusion. Sistema de perfusion con circulacion de solucion salina y paraformaldehido que
introduce estas soluciones en el sistema circulatorio de la rata. La bomba peristaltica aporta la presién
suficiente permitiendo que el fijador entre a través del ventriculo izquierdo, pase a la aorta, desde la cual
se distribuye por todo el cuerpo. Tras pasar por la red capilar la solucion fijadora fluye a los vasos
venosos que terminan por verter su contenido en la auricula derecha, donde se realiza una abertura en
esta cavidad para que drene la solucion fijadora fuera del cuerpo del animal.

Figura 16. Cortes del cerebro. Se observa un cerebro de rata colocado en la platina de un criostato. Se
realizaron cortes coronales seriados del encéfalo, a 50 pm de grosor.
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9.5. Inmunorreactividad al cotransportador NKCC1

El analisis cualitativo de las imagenes panoramicas del hipocampo y giro dentado en los
cortes procesados con la técnica de inmunodeteccién para el cotransportador NKCC1
en el grupo DN (figura 17), mostré que la citoarquitectura del giro dentado y del
hipocampo no presentaron variaciones, se conservd adecuadamente la laminacion
propia del giro dentado que se observod tanto en el hemisferio derecho como en el
izquierdo, en su region anterior y posterior. Estas caracteristicas morfolégicas también
se conservaron en el grupo DC.

Cuando se analiz6 el patron de tincidbn a mayores aumentos (figura 18), se observé que
la tincion fue nitida y uniforme a lo largo de todo el giro dentado. Se observaron
claramente las células IR-NKCC1 (somas y procesos) en todas las zonas de andlisis de
las tres capas del giro dentado. Las caracteristicas morfolégicas de las células IR-
NKCCL1 en el giro dentado se observaron nitidas, de aspecto y tamafio uniforme en
cada una de las capas del giro dentado. La coloracion de las células oscil6 entre los
colores gris y café tenues hasta el color negro.

También fue facil identificar y delimitar las regiones de andlisis: capa molecular,
granular e hilar del giro dentado, tanto en su regién anterior como posterior en el

hemisferio derecho e izquierdo.
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Ly

Figura 17. Hipocampo marcado con el anticuerpo NKCCL1. Imagen panoramica del hipocampo de una rata del grupo DN. Se observa la
laminacion propia de giro dentado (GD): capa molecular (CM), granular (CG) e hiliar (CH) y las diferentes zonas del hipocampo: Cornus Ammonis
1 (CAl), Cornus Ammonis 2 (CA2), Cornus Ammonis 3 (CA3), Cornus Ammonis 4 (CA4), Subiculum (SUB), tanto en el hemisferio derecho como
en el izquierdo de la regidn anterior de giro dentado. Barra de calibracién = 500 micras.
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Figura 18. Inmunomarcaje a NKCC1 en las capas del giro dentado. Imagenes de los cortes
inmunotefiidos para NKCC1 en una rata del grupo DN. A un aumento de 4X (columna A), se observa la
laminacion del giro dentado, a 20X (columna B) se observan las célualas IR-NKCC1 en todas las capas
del giro dentado y a 60X (columna C) se observan detalles de las células en cada capa, los soma se
observaron nitidos y delimitados. Barra de calibracion = 100 micras.

9.6. Analisis estereoldgico
Una vez que la reaccién inmunohistoquimica para NKCC1 resulto positiva en los 12-14
cortes por animal, se procedio a realizar el andlisis estereolégico aplicando el método
del disector 6ptico en el equipo de estereologia (figura 19). Inicialmente se trazaron los
contornos de cada una de las zonas de andlisis a evaluar a un aumento de 4x (figura

20), hasta completar los 12 a 14 cortes de cada animal (figura 21).

50



Figura 19. Sistema de analisis de
imagenes con estereologia. En este
equipo, se llevd a cabo el andlisis
estereolégico de cada una de las
regiones a evaluar en las tres capas del
giro dentado del grupo DN y DC. El
sistema estd integrado por un
microscopio BX51 (Olympus) con platina
motorizada  acoplado al  software
estereolégico (Microbrightfield) que se
maneja en dos monitores.

Representacion de los contomos trazados Figura 20. Contornos de un corte del
giro dentado en la regién anterior. Los
contornos fueron trazados para cada una
de las tres capas del giro dentado:
molecular, granular e hiliar en los dos
hemisferios cerebrales.

Hemisferio Derecho
Hemisferio Izquierdo

Figura 21. Contornos totales de un
individuo de analisis. Trazos de las
tres capas del giro dentado en 13 cortes
seleccionados de una manera al azar y
sistematica de una serie completa de
cortes seriados (de anterior a posterior).
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Con el fin de cuantificar el nUmero de células IR-NKCC1 y después de un estudio piloto,

las medidas de cada zona de conteo o disector fueron las siguientes: cuadro de conteo

de 70 x 45 um y una altura de 13 um (figura 22). Debido a que la densidad celular es

diferente en cada capa, se utilizaron dos mallas de conteo, una de 300 x 300 um para

las capas molecular e hiliar y otra de 250 x 250 um para la capa granular, que

contenian los disectores de una manera equidistante (figura 22).
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Se obtuvo el &rea, volumen y nimero de células IR-NKCC1 de cada una de las zonas

de andlisis para cada animal del grupo DN y DC. Durante el conteo de las células IR-

NKCC1, sélo se seleccionaron las células con marca positiva, que presentaron

coloraciones de café claro a oscuro, cuyos contornos fueron bien definidos. Sélo se

contaron aquellas células localizadas dentro de la zona de conteo y sobre las lineas de
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inclusion (figura 23). El coeficiente de error de Gundersen para cada analisis fue menor

a 0,10 que indico que los resultados del conteo de células IR-NKCC1 fueron confiables.
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Finalmente, tanto para el grupo DN como DC, se obtuvieron las siguientes zonas de

andlisis de acuerdo al desglose por:

1) capa del giro dentado:
a. capa molecular
b. capa granular
c. capa hiliar

2) region del giro dentado:
a. region anterior

b. regién posterior
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C. sumatoria de regidn anterior y posterior o completa
3) hemisferio o lateralidad:

a. hemisferio derecho

b. hemisferio izquierdo

c. sumatoria de hemisferios: derecho + izquierdo
Se realizaron dos tipos de analisis estadisticos:
1) entre grupos, con comparaciones de cada zona entre el grupo DN y el grupo DC y
2) intra grupo, con comparaciones entre las diferentes zonas de analisis en un mismo
grupo (DN o DC).

9.6.1. Comparaciones entre grupos (DN vs DC)

En este analisis se comparé el area, volumen y nimero de células IR-NKCC1, entre el
grupo DN y DC en cada una de las diferentes zonas de analisis.
Al realizar el andlisis estadistico con la prueba t de Student para muestras
independientes o U de Mann Whitney segun fuera el caso, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las mediciones del &rea, volumen y
namero de células IR-NKCC1 de la capa molecular, capa granular, y capa hiliar, del giro
dentado en los hemisferios derecho e izquierdo de la region anterior ni en la regién
posterior, ni en la sumatoria de hemisferios, ni en la sumatoria de regiones, (tabla 2,

figuras 24, 25y 26, anexos 9, 10y 11).
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Tabla 2. COMPARACIONES ENTRE GRUPOS (DN vs DC) DEL AREA, VOLUMEN Y NUMERO DE CELULAS IR-NKCC1 EN LAS

DIFERENTES ZONAS DE ANALISIS

Significancia estadistica

Capa Regién Hemisferio Area (um?) Volumen Numero de células
H (um®) IR-NKCC1
Molecular Anterior Derecho NS NS NS
Molecular Anterior Izquierdo NS NS NS
Sumatoria Molecular Anterior > = (Derecho + Izquierdo) NS NS NS
Molecular Posterior Derecho NS NS NS
Molecular Posterior Izquierdo NS NS NS
Sumatoria Molecular Posterior > = (Derecho + Izquierdo) NS NS NS
Molecular Completa = (Antenor + Derecho NS NS NS
Posterior)
Completa = (Anterior + .
Molecular Posterior) Izquierdo NS NS NS
Sumatoria Molecular Completa = (Antenor * > = (Derecho + Izquierdo) NS NS NS
Posterior)
Granular Anterior Derecho NS NS NS
Granular Anterior Izquierdo NS NS NS
Sumatoria Granular Anterior > = (Derecho + Izquierdo) NS NS NS
Granular Posterior Derecho NS NS NS
Granular Posterior Izquierdo NS NS NS
Sumatoria Granular Posterior > = (Derecho + Izquierdo) NS NS NS
Granular Completa = (Antenor * Derecho NS NS NS
Posterior)
Granular Completa = (Antenor * Izquierdo NS NS NS
Posterior)
. Completa = (Anterior + _ )
Sumatoria Granular Posterior) > = (Derecho + Izquierdo) NS NS NS
Hiliar Anterior Derecho NS NS NS
Hiliar Anterior Izquierdo NS NS NS
Sumatoria Hiliar Anterior > = (Derecho + Izquierdo) NS NS NS
Hiliar Posterior Derecho NS NS NS
Hiliar Posterior Izquierdo NS NS NS
Sumatoria Hiliar Posterior > = (Derecho + Izquierdo) NS NS NS
Hiliar Completa = (Antenor * Derecho NS NS NS
Posterior)
Hiliar Completa = (Antenor * Izquierdo NS NS NS
Posterior)
Sumatoria Hiliar Completa = (Anterior + > = (Derecho + Izquierdo) NS NS NS

Posterior)

Los valores indican las significancias de las pruebas estadisticas t de Student para datos independientes
o U de Mann-Whitney. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo
DN con DC en cada zona de andlisis de los parametros, area, volumen y nimero de células IR-NKCC1.

> =sumatoria. NS = No significativo.
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9.6.2.1. Area

9.6.2. Comparaciones intra grupos (DN O DC)

Al realizar comparaciones del area de cada una de las zonas de andlisis entre el

hemisferio derecho e izquierdo en la region anterior, posterior y la regién completa

(anterior + posterior) de las capas molecular, granular e hiliar, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas tanto en el grupo DN (tabla 3, figura 24,

anexo 12) como en el grupo DC (tabla 4, figura 24, anexo 21), lo que indica que no

existe diferencia por lateralidad, es decir, el area analizada fue la misma en el

hemisferio derecho e izquierdo, tanto en el grupo control como en el grupo DC.

Tabla 3. COMPARACIONES INTRA GRUPOS POR LATERALIDAD: (HEMISFERIO DERECHO VS
HEMISFERIO 1IZQUIERDO) DEL AREA, VOLUMEN Y NUMERO DE CELULAS IR-NKCC1 EN EL GRUPO DN

Comparacion de

Significancia estadistica

Capa Region Hemisferios Namero de
A 2 Volumen .
Area (Um®) (um°) células IR-
H NKCC1
Molecular Anterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Molecular Posterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Completa = (Anterior + .

Molecular Posterior) Derecho vs Izquierdo NS NS NS

Granular Anterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS

Granular Posterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS

Completa = (Anterior + .

Granular Posterior) Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Hiliar Anterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Hiliar Posterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Hiliar Complgtgst:eﬁﬁ)?)te”or ¥ Derecho vs Izquierdo NS NS NS

Los valores representan las significancias de las pruebas estadisticas post hoc Tukey o Dunnett T3, (para ANOVA
de un factor o Welch, respectivamente). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar
los hemisferios en el grupo DN en cada zona de andlisis de los pardmetros: area, volumen y nimero de células IR-
NKCCL1 (figuras 24, 25y 26). NS = No significativo.
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Tabla 4. COMPARACIONES INTRA GRUPOS POR LATERALIDAD: (HEMISFERIO DERECHO VS
HEMISFERIO IZQUIERDO) DEL AREA, VOLUMEN Y NUMERO DE CELULAS IR-NKCC1 EN EL GRUPO DC

Significancia estadistica
Comparacion de

Capa Region Hemisferios Numero de
P 2 Volumen .
Area (um®) umd) células IR-
H NKCC1
Molecular Anterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Molecular Posterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Completa = (Anterior + .
Molecular Posterior) Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Granular Anterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Granular Posterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Granular Complgtgst:eﬁg?)te”m " Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Hiliar Anterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Hiliar Posterior Derecho vs Izquierdo NS NS NS
Hiliar Completa = (Anterior + Derecho vs Izquierdo NS NS NS

Posterior)

Los valores representan las significancias de las pruebas estadisticas post hoc Tukey o Dunnett T3, (para
ANOVA de un factor o Welch, respectivamente). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar los hemisferios en el grupo DC en cada zona de andlisis de los parametros, area, volumen y nimero
de células IR-NKCCL1 (figuras 24, 25 y 26). NS = No significativo.

La sumatoria del area de los hemisferios derecho e izquierdo de la region posterior es
significativamente mayor que en la region anterior del GD en la capa molecular,
granular e hiliar en el grupo DN (tabla 5, figura 24, anexo 13) y en la capa molecular e
hiliar en el grupo DC (tabla 6, figura 24, anexo 22), lo cual indica que existe mas area

en la region posterior del GD tanto en el grupo DN como DC.
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Tabla 5. COMPARACIONES INTRA GRUPOS POR REGION: (ANTERIOR vs POSTERIOR) DEL AREA,
VOLUMEN Y NUMERO DE CELULAS IR-NKCC1 EN EL GRUPO DN

Significancia estadistica

Capa Suma d_e Compargqién de volumen Numero de
hemisferios Region Area (um?) um) células IR-
H NKCC1
Molecular > = (Derecho + Izquierdo) Anterior vs Posterior Fokok dokok *
Granular Y = (Derecho + Izquierdo) Anterior vs Posterior *okk *kk NS
Hiliar ¥ = (Derecho + Izquierdo) Anterior vs Posterior ok ok *

Los valores representan las significancias de las pruebas estadisticas post hoc Tukey o Dunnett T3, (para
ANOVA de un factor o Welch, respectivamente). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la region anterior y posterior del giro dentado en las tres capas en los tres parametros del grupo DN
excepto en el nimero de células IR-NKCCL1 de la capa granular (figuras 24, 25 y 26). Y = sumatoria. NS = No
significativo. Significativo si: * p < 0.05, ** p £0.01, *** p < 0.001.

Tabla 6. COMPARACIONES INTRA GRUPOS POR REGION: (ANTERIOR vs POSTERIOR) EN EL GRUPO

DC
Significancia estadistica
Capa Suma de hemisferios Comparqqlon de i ) Volumen Nl:Jmero de
Region Area (um®) ) células IR-
H NKCC1
Molecular ¥ = (Derecho + Izquierdo) Anterior vs Posterior *x o NS
Granular ¥ = (Derecho + Izquierdo) Anterior vs Posterior NS NS NS
Hiliar > = (Derecho + Izquierdo) Anterior vs Posterior Kk Fkk NS

Los valores representan las significancias de las pruebas estadisticas post hoc Tukey o Dunnett T3, (para
ANOVA de un factor o Welch, respectivamente). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la regidn anterior y posterior de la capa granular en ninguno de los parametros, area, volumen y
namero de células IR-NKCC1. Tampoco existieron diferencias estadisticamente significativas en las
comparaciones de la capa molecular e hiliar en el numero de células IR-NKCC1, para las zonas restantes si
existieron diferencias estadisticamente significativas en el area y volumen (figuras 24, 25 y 26).

> =sumatoria. NS = No significativo. Significativo si: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Tabla 7. COMPARACIONES INTRA GRUPOS POR CAPA: (MOLECULAR, GRANULAR E HILIAR) DEL
AREA, VOLUMEN Y NUMERO DE CELULAS IR-NKCC1 EN EL GRUPO DN

Significancia estadistica

06 i i 06 NUmero de
Region Hemisferio Comparacion de capas . 2 Volumen -
Area (um®) (um?) células IR-
H NKCC1
Anterior Derecho Molecular vs Granular wkk ok NS
Anterior Derecho Molecular vs Hiliar Fkk ok ki
Anterior Derecho Granular vs Hiliar NS NS NS
Anterior Izquierdo Molecular vs Granular *kk ok *
Anterior Izquierdo Molecular vs Hiliar Fkk ok ok
Anterior Izquierdo Granular vs Hiliar NS NS NS
Anterior Y = (Derecho + Izquierdo) ~ Molecular vs Granular *hk ko *
Anterior Y = (Derecho + Izquierdo) Molecular vs Hiliar il rkk *x
Anterior Y = (Derecho + Izquierdo) Granular vs Hiliar NS NS NS
Posterior Derecho Molecular vs Granular *kk ok ok
Posterior Derecho Molecular vs Hiliar ok ok ok
Posterior Derecho Granular vs Hiliar NS NS NS
Posterior Izquierdo Molecular vs Granular wkk ok **
Posterior Izquierdo Molecular vs Hiliar Fkk ok ok
Posterior Izquierdo Granular vs Hiliar NS NS NS
Posterior > = (Derecho + Izquierdo) ~ Molecular vs Granular Fkk ok ok
Posterior Y = (Derecho + Izquierdo) Molecular vs Hiliar okk ok -
Posterior = (Derecho + Izquierdo . NS NS NS
2= a ) Granular vs Hiliar
Completa = (Anterior D h I I I Sk Sk Sk
+ Posterior) erecho Molecular vs Granular
Comf";‘j‘;eﬁfj?)te”‘” Derecho Molecular vs Hiliar Hok ok ok
Comf'gtj‘sfeﬁf)?)te”o' Derecho Granular vs Hiliar NS NS NS
o e " Izquierdo Molecular vs Granular wex wox *x
o e Izquierdo Molecular vs Hiliar ok ek Hrx
o sl Izquierdo Granular vs Hiliar NS NS NS
O ey % = (Derecho + Izquierdo)  Molecular vs Granular ok b b
Comflgt(?;eﬁgr:)te”m Y = (Derecho + Izquierdo) Molecular vs Hiliar ok ox o
o e " ¥ = (Derecho + Izquierdo) Granular vs Hiliar NS NS NS

Los valores representan las significancias de las pruebas estadisticas post hoc Tukey o Dunnett T3,
(para ANOVA de un factor o Welch, respectivamente). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la capa granula e hiliar en el grupo DN en los parametros: area,
volumen y numero de células IR-NKCCL1, en estos parametros, tampoco se encontraron diferencias
entre la capa molecular y granular del hemisferio derecho, mientras que entre el resto de las capas si
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en todos los pardmetros (figuras 24, 25 y
26). > = sumatoria. NS = No significativo. Significativo si: * p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Tabla 8. COMPARACIONES INTRA GRUPOS POR CAPA: (MOLECULAR, GRANULAR E HILIAR) DEL AREA,
VOLUMEN Y NUMERO DE CELULAS IR-NKCC1 EN EL GRUPO DC

Significancia estadistica

., . . Comparacién de ¥
Region Hemisferio P ] » Volumen Nimero de
capas Area (um®) (um?) células IR-
H NKCC1

Anterior Derecho Molecular vs Granular rork ok NS
Anterior Derecho Molecular vs Hiliar rork wrk ki
Anterior Derecho Granular vs Hiliar NS NS NS
Anterior Izquierdo Molecular vs Granular ok bl NS
Anterior Izquierdo Molecular vs Hiliar ok kK **
Anterior Izquierdo Granular vs Hiliar NS NS NS
Anterior ¥ = (Derecho + Izquierdo) Molecular vs Granular rkk wkk NS
Anterior > = (Derecho + Izquierdo) Molecular vs Hiliar rokk wkk b
Anterior > = (Derecho + Izquierdo) Granular vs Hiliar NS NS NS
Posterior Derecho Molecular vs Granular ok bl NS
Posterior Derecho Molecular vs Hiliar ok bl *
Posterior Derecho Granular vs Hiliar NS NS NS
Posterior Izquierdo Molecular vs Granular ok bl NS
Posterior Izquierdo Molecular vs Hiliar ok bl *
Posterior Izquierdo Granular vs Hiliar NS NS NS
Posterior > = (Derecho + Izquierdo) Molecular vs Granular ok ok NS
Posterior > = (Derecho + Izquierdo) Molecular vs Hiliar ok ok *
Posterior > = (Derecho + Izquierdo) Granular vs Hiliar NS NS NS
Completa =

(Anterior + Derecho Molecular vs Granular ok x NS
Posterior)
Completa = -

Anterior + Derecho Molecular vs Hiliar ok ok **
Posterior)
Completa = -

Anterior + Derecho Granular vs Hiliar NS NS NS
Posterior)
Completa = )

Anterior + Izquierdo Molecular vs Granular ok ok NS
Posterior)
Completa =

Anterior + Izquierdo Molecular vs Hiliar ok ik *
Posterior)
Completa =

Anterior + Izquierdo Granular vs Hiliar NS NS NS
Posterior)
Completa =

Anterior + Y = (Derecho + Izquierdo) Molecular vs Granular wkk i NS
Posterior)
Completa =

Anterior + > = (Derecho + Izquierdo) Molecular vs Hiliar *hk ok *k
Posterior)
Completa = -

(Anterior + Y = (Derecho + Izquierdo) Granular vs Hiliar NS NS NS
Posterior)

Los valores representan las significancias de las pruebas estadisticas post hoc Tukey o Dunnett T3, (para ANOVA de
un factor o Welch, respectivamente). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la capa
granula e hiliar el grupo DC en los parametros, area, volumen y nimero de células IR-NKCC1, en estos parametros,
tampoco se encontraron diferencias entre la capa molecular y granular de ambos hemisferios en las distintas regiones
del giro dentado, mientras que entre las otras capas si se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
todos los pardmetros, (figuras 24, 25y 26). > = sumatoria. NS = No significativo. Significativo si: * p < 0.05, ** p <0.01,
***p <0.001.
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Figura 24. Grafica de las areas de las tres capas del giro dentado en los dos grupos de estudio. Promedio + la desviacion
estandar del area (um?) de las tres capas del giro dentado: molecular (A), granular (B) e hiliar (C) tanto en el hemisferio cerebral
derecho como en el izquierdo y la sumatoria de ambos hemisferios, en la regién anterior, posterior y region completa (anterior méas
posterior) del grupo DN (barras negras) y DC (barras blancas). No existieron diferencias estadisticamente significativas entre las
areas del grupo DN y DC en ninguna de las diferentes zonas de andlisis en las tres capas del giro dentado. No existieron diferencias
significativas en el area por lateralidad en ninguna de las zonas de andlisis. La sumatoria del area de los hemisferios derecho e
izquierdo en la region posterior fue mayor que en la anterior en las tres capas del giro dentado: molecular (A vs A" en el grupo DN y
avsa’ en el grupo DC), granular (B vs B” en el grupo DN) e hiliar (C vs C" en el grupo DN y c vs c” en el grupo DC). El area de la
capa molecular en todas las zonas de andlisis fue mayor que la granular (nimeros negros impares vs nimeros negros impares” en
cada zona para el grupo DN y nimeros romanos impares rojos vs nimeros romanos impares rojos” en cada zona para el grupo
DC). El area de la capa molecular fue mayor que el area de la capa hilar en todas las zonas de andlisis (nimeros negros pares vs
nimeros negros pares” en cada zona para el grupo DN y nimeros romanos pares rojos vs nimeros romanos pares rojos” en cada
zona para el grupo DC).
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9.6.2.2. Volumen

Al realizar comparaciones del volumen de cada una de las zonas de andlisis entre el
hemisferio derecho e izquierdo en la region anterior, posterior y la region completa de
las capas molecular, granular e hiliar, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas tanto en el grupo DN (tabla 3, figura 25, anexo 15) como en el grupo DC
(tabla 4, figura 25, anexo 24), lo que indica que no existe diferencia por lateralidad, es
decir, el volumen analizado fue el mismo en el hemisferio derecho e izquierdo.

La sumatoria del volumen de los hemisferios derecho e izquierdo de la region posterior
es significativamente mayor que en la regién anterior del GD en la capa molecular,
granular e hiliar en el grupo DN (tabla 4, figura 25, anexo 16) y en la capa molecular e
hiliar en el grupo DC (tabla 5, figura 25, anexo 25), lo cual indica que existe mas
volumen en la regién posterior del GD.

Cuando se compar6 el volumen de las diferentes zonas de analisis por capas, se
observd que es significativamente mayor la capa molecular respecto de la granular e
hiliar, por el contrario, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
cuando se compararon las capas granular e hiliar tanto en el grupo DN (tabla 7, figura

25, anexo 17) como en el grupo DC (tablas 8, figura 25, anexo 26).
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Figura 25. Grafica del volumen de las capas del giro dentado: molecular, granular e hiliar. Promedio y desviacién estandar del
volumen (um?®) de las tres capas del giro dentado: molecular (A), granular (B) e hiliar (C) tanto en el hemisferio cerebral derecho
como en el izquierdo y la sumatoria de ambos hemisferios, en la regién anterior, posterior y region completa (anterior y posterior) del
giro dentado del grupo DN (barras negras) y DC (barras blancas). No existieron diferencias estadisticamente significativas entre el
volumen del grupo DN y DC en ninguna de las diferentes zonas de analisis en las tres capas del giro dentado. No existieron
diferencias significativas por lateralidad del volumen en ninguna de las zonas de andlisis. La sumatoria del volumen de los
hemisferios derecho e izquierdo en la regién posterior fue mayor que en la anterior en las tres capas del giro dentado: molecular (A
vs A" en el grupo DN y a vs a" en el grupo DC), granular (B vs B” en el grupo DN ) e hiliar (C vs C" en el grupo DNy c vs ¢ en el
grupo DC). El volumen de la capa molecular en todas las zonas de andlisis fue mayor que la granular (nimeros negros impares vs
nimeros negros impares” en cada zona para el grupo DN y nimeros romanos impares rojos vs nimeros romanos impares rojos” en
cada zona para el grupo DC). El volumen de la capa molecular fue mayor que la hilar en todas las zonas de analisis (nimeros
negros pares vs nimeros negros pares” en cada zona para el grupo DN y nimeros romanos pares rojos vs nimeros romanos pares
rojos” en cada zona para el grupo DC).
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9.6.2.3. Numero de células IR-NKCC1

Al realizar comparaciones del niumero de células IR-NKCC1 de cada una de las zonas
de analisis entre el hemisferio derecho e izquierdo en la region anterior, posterior y la
region completa de las capas molecular, granular e hiliar, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas tanto en el grupo DN (tabla 3, figura 26, anexo 18) como
en el grupo DC (tabla 4, figura 26, anexo 27), lo que indica que no existe diferencia por
lateralidad, es decir, el numero de células IR-NKCC1 analizado fue el mismo en el
hemisferio derecho e izquierdo.

Al analizar el nimero de células IR-NKCC1 en la sumatoria de hemisferios del grupo
DN, sélo existieron diferencias estadisticamente significativas entre la regién anterior y
posterior de las capas molecular e hiliar (tabla 5, figura 26, anexo 19). No existieron
diferencias estadisticamente significativas en la sumatoria de los hemisferios derecho e
izquierdo de la region posterior y anterior en ninguna de las tres capas del giro dentado
en el grupo DC (tabla 6, figura 25, anexo 28).

Cuando se comparo6 el numero de células IR-NKCCL1 por capas, se observé que éste es
significativamente mayor en la capa molecular respecto de la granular e hiliar, por el
contrario no se encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se
compararon las capas granular e hiliar en el grupo DN (tabla 7, figura 26, anexo 20) y
que éste es mayor en la capa molecular respecto de la hiliar, sin presentarse
diferencias significativas entre la capa molecular y granular en el grupo DC (tabla 8,

figura 26, anexo 29).
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Figura 26. Gréfica del niumero de células IR-NKCC1 de las capas del giro dentado: molecular, granular e hiliar Promedio y
desviacién estandar del nimero de células IR-NKCC1 de las tres capas del giro dentado: molecular (A), granular (B) e hiliar (C)
tanto en el hemisferio cerebral derecho como en el izquierdo y la sumatoria de ambos hemisferios, en la regién anterior, posterior y
regién completa (anterior y posterior) del giro dentado del grupo DN (barras negras) y DC (barras blancas). No existieron diferencias
estadisticamente significativas entre el nimero de células IR-NKCC1 del grupo DN y DC en ninguna de las diferentes zonas de
analisis en las tres capas del giro dentado. No existieron diferencias significativas por lateralidad del nimero de células IR-NKCC1
en ninguna de las zonas de andlisis. La sumatoria del nimero de células IR-NKCC1 de los hemisferios derecho e izquierdo en la
region posterior fue mayor que en la anterior en las capas dentado: molecular (A vs A" en el grupo DN) e hiliar (C vs C” en el grupo
DN). El nimero de células IR-NKCC1 de la capa molecular en todas las zonas de analisis fue mayor que la granular (nGmeros
negros impares vs nimeros negros impares” en cada zona para el grupo DN y nimeros romanos impares rojos vs nimeros
romanos impares rojos” en cada zona para el grupo DC). El nimero de células IR-NKCC1 de la capa molecular fue mayor que la
hilar en todas las zonas de analisis (nimeros negros pares vs nimeros negros pares” en cada zona para el grupo DN y nimeros
romanos pares rojos vs nimeros romanos pares rojos” en cada zona para el grupo DC).
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10. DISCUSION

En este estudio, al momento del destete (21 dias de edad postnatal), cuando se inicio la
fase experimental y la provision de las dietas tanto normal como cetogénica, los
resultados mostraron que no existieron diferencias significativas en el peso corporal,
glucosa y [B-hidroxibutirato entre el grupo con dieta normal y el grupo con dieta
cetogénica, lo cual indica que las condiciones basales de ambos grupos fueron iguales
al iniciar el experimento.

Al concluir la fase experimental (114 dias de edad postnatal y 93 dias después de
iniciadas las dietas), la dieta cetogénica no tuvo efecto significativo sobre el peso
corporal con respecto al grupo que recibié dieta normal, sin embargo se observo una
ligera tendencia a disminuir en el grupo cetogénico'® >*. A simple vista, ambos grupos
no presentaron diferencia en el comportamiento ni en su estado fisico, como se observo
en un grupo de ratones alimentados con el mismo tipo de dieta cetogénica (Harlan-
Teklad No. 96355) que se utilizé en el presente trabajo y dieta normal durante 4
semanas, se observé ademas que la ganancia de peso fué la misma entre los grupos>*.
En otro estudio se observo que, ratas de la cepa Sprague-Dawley alimentadas con
dieta cetogénica que contenia 10% de proteina, no mostraron signos de desnutricién o
enfermedad, cuando la dieta se inici6 en el dia 22 postnatal®® °®. Sin embargo, en ratas
Wistar alimentadas con una dieta que tenia una concentracion de proteinas al 20%, las
ratas si presentaron pérdida de peso y pelo, estas caracteristicas sugirieron
desnutricién®, debido a lo anterior se utilizé la cepa Sprague-Dawley en el presente
estudio. Cuando se incidi6 en la cavidad abdominal durante la perfusion de los

animales, se observé que las ratas del grupo DC presentaron mas tejido adiposo que
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las del grupo DN, probablemente la ganancia de peso en el grupo DC pudo deberse a
los depositos de grasa acumulados mas que al peso muscular, lo que concuerda con un
trabajo donde se observo que en la region ependidimal y perirrenal aumento la cantidad
de masa de la grasa en el grupo DC que en el grupo control. Aun cuando el grupo
experimental presento menor peso que el grupo normal, la relaciéon entre el peso de
grasa con respecto al peso corporal resulto ser mayor en el grupo DC, originado por el
aumento de tejido adiposo en las ratas del grupo alimentado con dieta cetogénica®. Los
resultados del presente trabajo concuerdan con estudios donde se observd que el
tratamiento con una variedad de dietas cetogénicas no induce efectos sobre el peso
corporal; por ejemplo, al proporcionar a un grupo de ratas macho adultas de 19 meses
de edad posnatal, dos dietas cetogénicas con concentraciones de 10% y 20% de
triglicéridos de cadena media durante 8 semanas”’.

Ademas, en otro trabajo donde se probaron dos tipos de dietas cetogénicas con
concentraciones de lipidos y proteinas mas carbohidratos de 6.6:1 y 3.0:1 y una dieta
control, que fueron administradas al destete a grupos de ratas Sprague-Dawley, se les
realizaron mediciones constantes de B-hidroxibutirato y glucosa en un glucometro
marca Abbott (método que se utilizé en el presente trabajo). Los resultados mostraron
que las concentraciones de B-hidroxibutirato se elevaron mientras que las de glucosa
disminuyeron al segundo dia de la administracion de la dieta de concentracion 6.6:1, las
cuales, permanecieron asi hasta los 19 dias cuando se finalizé la administracion de esa
dieta. En ese momento, las ratas presentaron un peso ligeramente menor que el del
grupo con dieta cetogénica con concentracion 3.0:1; las cuales apenas comenzaban a
disminuir las concentraciones de glucosa y el aumento de la cetosis, la cetosis solo

permanecio hasta los 74 dias de administracion de las dieta 3.0:1. Al finalizar el periodo
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de alimentacioén, las ratas cetogénicas y controles no diferian en el peso corporal. La
disminucion de la glucosa en la sangre en el grupo control entre las semanas 3y la 13
de edad, parece ser un efecto normal del desarrollo®®, estos resultados son semejantes
a los encontrados en el presente trabajo.

Como se muestra en los resultados, la dieta cetogénica produjo un aumento en la
concentracion de B-hidroxibutirato en sangre periférica, lo cual indica un aumento en la
cetosis tal como se esperaba®® > °% %% Este resultado confirma que la dieta cetogénica
aplicada en el presente trabajo en efecto generd cetosis. Ademas, se sabe que un
estado de cetosis es necesario para que la dieta cetdgenica inicie sus efectos
beneficos®. Se ha reportado que un estado de cetosis por un mes es suficiente para
gue la dieta cetogénica muestre sus benéficos en los animales como tratamiento de
alguna patologia®* ®% sin embargo no se ha demostrado consistentemente una
correlacion entre el grado de hipercetonemia y la eficacia clinica®.

El grupo control o alimentado con una dieta normal presento niveles de B-hidroxibutirato
al destete mayores que al finalizar el experimento en un 70%. Esto se debe a que las
ratas como los humanos son animales altriciales, al nacimiento la madre amamanta a
las crias durante el periodo de lactancia que finaliza al momento del destete, durante
este periodo las crias son hipercetonémicas debido a que la leche materna contiene
una alta cantidad de grasa® principalmente triglicéridos con &cidos grasos de cadena

media, que favorecen su metabolismo®>®®

, en la leche materna humana, las grasas
proporcionan el 40% de la energia total ®* por lo tanto, se estimula la produccién de
cuerpos cetonicos, en la rata, estos cuerpos cetdnicos aumentan durante la segunda y

tercera semana postnatal y disminuyen gradualmente hasta alcanzar los niveles

adultos®’.

68



En el grupo cetogénico, el nivel de B-hidroxibutirato en sangre periférica disminuyo
ligeramente al finalizar el experimento, indicando que la dieta cetogénica aplicada a
este grupo si produjo cuerpos cetonicos y por lo tanto un estado de cetosis que se
mantuvo durante los tres meses del consumo de la dieta.

En cuanto a la glucosa, se observo que los niveles en sangre periférica disminuyeron al
final del experimento respecto del inicio en ambos grupos, lo cual es debido a que en
etapas tempranas del desarrollo el cuerpo obtiene la mayor parte de la energia por la
oxidacion de las grasas, pues la glucosa es ineficiente en el cerebro del recién nacido,
por lo tanto los niveles sanguineos de glucosa son mas elevados en esta etapa,
después del destete en condiciones normales, el cerebro obtiene casi toda su energia
de la oxidacion aerdbica de la glucosa por lo tanto en la edad adulta la principal fuente
de energia en el organismo se obtiene de la glucosa, de tal manera los niveles
sanguineos de glucosa disminuyen por su consumo. La DC, presenta concentraciones
de hidratos de carbono mas bajos que la leche materna por lo tanto la reduccion de la
concentracién de glucosa sanguinea pudiera ser debido a este fenémeno®. Por lo
anterior al finalizar el experimento, solo el grupo control tuvo diferencias significativas.
La dieta cetogénica no tuvo efecto sobre el peso cerebral. Es bien conocido que el
cerebro es uno de los érganos que presenta menor susceptibilidad que otros érganos a
los efectos de diferentes dietas como una dieta baja en proteinas, pues se ha
observado que no existen efectos sobre el peso cerebral®’ .

La dieta cetogénica no tuvo efecto en el area y volumen de la capa molecular, granular
e hilar del giro dentado. Por un lado este resultado indica que la cuantificacion del
namero de células IR-NKCCL1 se llevd a cabo en un &rea y volumen semejante tanto en

el grupo alimentado con una dieta normal como en el grupo de ratas alimentadas con
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una dieta cetogénica. Por otro lado, el administrar dieta cetogénica a un individuo sano
no modificaria el tamafo del cerebro ni la expresion del cotransportador NKCC1; esto
es de importancia cuando se aplican estas dietas para bajar de peso y disminuir el
apetito®®.

La dieta cetogénica no modifico la expresion del cotransportador catién-cloro NKCC1,
en ninguna de las regiones analizadas del giro dentado de la rata: regiébn anterior,
posterior y sumatoria de ambas regiones o completa, sugiriendo que las caracteristicas
del sustrato anatdmico no se modifica, y probablemente las funciones tampoco, lo cual
concuerda con un articulo donde se observo que la dieta cetogénica no modifica varios
aspectos de la transmisién sinaptica como respuesta a la estimulacion de la rata
adulta™. En otro trabajo que apoyaria esta idea, no se encontré ninguna evidencia de
gue los cuerpos cetdnicos modificaran las corrientes mediadas por los receptores post
sinapticos de GABA o glutamato en condiciones normales’®, por lo que probablemente
la dieta cetogénica no modifique la fuerza y polaridad de la transmision GABAérgica.

Sin embargo en otros estudios como el de Bought’® si se reportan alteraciones
electrofisiolégicas en los animales alimentados con dos tipos de dieta: normal
restringida de calorias y cetégenica restringida de calorias, sugiriendo que pueden tener
un efecto anticonvulsivante y antiepileptogénico.

Al conocer que el cotransportador NKCC1 es un regulador de la fuerza y polaridad de la
transmision GABAérgica y que, probablemente, los cuerpos ceténicos en especial el 3-
hidroxibutirato modificarian la actividad NKCC1 en neuronas inmaduras in vitro, en el
presente trabajo la hipétesis alterna propuesta fue que la DC cambiaria los niveles de
expresion del cotransportador in vivo, sin embargo no se cumplié. En un trabajo pasado

se demostré que una concentracion fisiologica de 2 mM de B-hidroxibutirato es capaz
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de inducir hiperpolarizacion del potencial de membrana de GABA en neuronas
inmaduras, lo que sugeria que la presencia del B-hidroxibutirato podria modificar la
actividad NKCC1*. En el presente trabajo, aun cuando los niveles de B-hidroxibutirato
en el grupo cetogénico permanecieron elevados (1.0 mmol/L en el grupo cetogénico,
200% mayor que el del grupo DN), no se observaron cambios en la expresion del
cotransportador catién-cloro NKCC1°*. Eso podria deberse a que en aquel trabajo las
mediciones se realizaron en células inmaduras y nuestro estudio se llevd a cabo en
ratas adultas de 114 dias de edad in vivo, las cuales ya no presentan neuronas
inmaduras y por lo tanto la sefializacion de GABA seria inhibidora y no excitadora.

No obstante, en otros trabajos se demostrd que en las neuronas inmaduras, el B-
hidroxibutirato no altera el potencial de membrana del GABA y que la activacién de los
receptores GABAA, aumentaron la concentracion de calcio intracelular y la
despolarizacién del potencial de membrana, lo que sugiere que la probable accion
antiepiléptica de los cuerpos ceténicos no estan mediadas por la sefalizacion del
sistema GABAérgico o mediante la modificacibn de la actividad de los
cotransportadores cation-cloro”® "4,

Los resultados del presente trabajo, complementan lo reportado por Gémez-Lira y
colaboradores ya que en aquel trabajo se evalu6 el efecto de la DC por un periodo corto
de tiempo de 1 mes, y en el presente trabajo por un periodo largo de tres meses
realizando mediciones estereoldgica de las células IR-NKCC1*. Estos resultados son
semejantes a los reportados recientemente por Wang y colaboradores quienes
evaluaron la expresién del cotransportador NKCC1 por Western blott™, tras la

administracion de un mes de las dietas, los autores no encontraron diferencias

significativas.
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Por otro lado, en el grupo alimentado con una dieta normal, no se observaron
diferencias por lateralidad en el area, volumen y nimero de células IR-NKCC1, es decir,
estos parametros son semejantes en la capa molecular, granular e hiliar del giro
dentado en el hemisferio derecho e izquierdo. La dieta cetogénica no modifica el
desarrollo morfolégico normal del cerebro ya que el comportamiento de estos
parametros en es semejante al grupo control.

En el grupo alimentado con una dieta normal, el area, volumen y nimero de células IR-
NKCC1 de la capa molecular es mayor que las de las capas granular e hiliar, por el
contrario, en el grupo alimentado con una dieta cetogénica, los resultados solo son
semejantes en el area y volumen de las capas del giro dentado, ya que el nUmero de
células en la capa granular fue semejante al de la molecular, estos resultados indican
una posible neurogénesis de las células granulares del giro dentado producida por la
dieta cetogénica, y por tanto un aumento de las células IR-NKCC1, lo cual explicaria en
parte, la no diferencia de estas células en la capa molecular y granular. También podria
suceder que las células IR-NKCC1 disminuyeran en la capa molecular.

Hasta donde se conoce esté es de los primeros trabajos donde se lleva a cabo un
estudio estereolégico de una estructura completa en este caso en el giro dentado
completo, para analizar los efectos de la dieta cetogénica sobre el area, volumen y
namero de células IR-NKCC1 mientras que en la mayoria de los trabajos se realizan el
andlisis en un solo corte de pocas micras de grosor del giro dentado.

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de la dieta cetégenica por un
periodo de tres meses, sin embargo, no se observo efecto alguno sobre los pardmetros
gue se analizaron, esto se puede deber a que la dieta cetogénica funciona cuando

existen condiciones diferentes a las normales, por ejemplo favorece la neurogénesis
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después de la aplicacion de &cido kainico como modelo de epilepsia®, la cetosis
cronica favorece la neuroproteccién en modelos de isquemia cerebral donde se produjo
un infarto al ocluir la arteria cerebral media®®, se ha observado que la dieta tiene efecto
en los grupos con epilepsia inducida por kindling pero no en los controles’, ademas de
los efectos terapéuticos en el cancer, obesidad, diabetes, deficiencias de la GLUT1,

neurodegeneracién entre otros®*.

73



11. CONCLUSIONES

Los principales hallazgos del presente trabajo de tesis son:

Entre grupos (DN vs DC)

1. No existieron diferencias significativas en los valores basales (al destete) del peso
corporal, glucosa y B-hidroxibutirato entre el grupo DN y DC.

2. No existieron diferencias significativas en los valores finales del peso corporal, peso
cerebral y glucosa entre los grupos DN y DC. No obstante el B-hidroxibutirato fue
significativamente mayor en el grupo DC al finalizar el tratamiento, lo que indica que la
dieta cetogénica evaluada en el presente trabajo produjo los niveles de cetosis
adecuados.

3. No existieron diferencias significativas por la dieta cetogénica en el area, volumen y
nuamero de células IR-NKCC1 en ninguna de las zonas analizadas.

Intra grupos en el grupo DNy DC

1. No existieron diferencias en el area, volumen y nimero de células IR-NKCC1 de la
capa molecular, granular e hiliar entre el hemisferio derecho e izquierdo en ninguna de
las zonas analizadas del grupo DN ni del grupo DC.

2.-El area y volumen de la capa molecular, granular e hiliar en la regién posterior son
mayores que en la regioén anterior tanto en el grupo DN como en el grupo DC.

3.- El numero de células IR-NKCC1 es mayor en la region posterior respecto de la
region anterior en el grupo DN e igual en el grupo DC.

4.-Los valores del area, volumen y namero de células IR-NKCC1 de la capa molecular

fueron mayores que los de las capas granular e hiliar en el grupo DN, de igual forma en
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el grupo DC a excepcion del niumero de células IR-NKCC1 que fue semejante en la
capa molecular y granular.

Aun cuando hubo un aumento significativo del B-hidroxibutirato, provocado por la
ingesta prolongada de dieta cetogénica, los resultados no mostraron cambios
significativos en el nimero de células IR-NKCC1 en ninguna de las regiones del giro
dentado, ni modificé el area y volumen de las mismas capas del giro dentado, por lo
tanto se concluye que la dieta cetogénica no modifica la expresion del cotransportador

cation cloruro NKCC1 en el giro dentado de la rata.

12. PERSPECTIVAS

En los ultimos afos, se ha producido una gran expansion de conocimientos
relacionados con las aplicaciones de la dieta cetogénica para el tratamiento no
farmacologico de enfermedades no neuroldgicas y neuroldgicas como la epilepsia, por
lo que es necesario continuar con el estudio para dilucidar los mecanismos de accion
de esta dieta.

Se sugiere analizar las regiones restantes del hipocampo y de la corteza cerebral para
observar si en esas zonas se encuentran algunas alteraciones.

Se propone estudiar el efecto de la dieta cetogénica sobre otros cotransportadores,
principalmente el cotransportador cation-cloro KCC2 para complementar el estudio y
conocer si éste es mas susceptible a los cambios por la accién de la dieta cetogénica.
Es importante evaluar el efecto de la dieta cetogénica sobre la expresion de los
cotransportadores cation-cloro NKCC1 y KCC2 en un modelo animal de epilepsia, como

el kindling eléctrico.
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14.

Anexos

Anexo 1. Componentes de la dieta normal 2018S Harlan-Teklad.

Harlan Laboratories

Teklad Global 18% Protein Rodent Diet (Sterilizable)

Product Description- 20188 is a fixed formula, autoclavable diet
manufactured with high quality ingredients and designed to support
gestation, lactation, and growth of rodents. 2018S does not contain alfalfa,
thus lowering the occurrence of natural phytoestrogens. Typical isoflavone
concentrations (daidzein + genistein aglycone equivalents) range from 150
to 250 mg/kg. Exclusion of alfalfa reduces chlorophyll, improving optical
imaging clarity. Absence of animal protein and fish meal minimizes the
presence of nitrosamines. 2018S is supplemented with additional vitamins
to ensure nutritional adequacy after autoclaving. Also available certified
(20188C), the diet most commenly fed in Harlan Laboratories’ Rodent
Colonies.

Ingredients (in descending order of inclusion)- Ground wheat, ground corn,
wheat middlings, dehulled soybean meal, comn gluten meal, soybean oil,
calcium carbonate, dicalcium phosphate, brewers dried yeast, iodized salt, L-
lysine, DL-methionine, choline chloride, kaoclin, menadione sodium bisulfite
complex {source of vitamin K activity), magnesium oxide, vitamin E acetate,
calcium pantothenate, thiamin mononitrate, manganous oxide, niacin, ferrous
sulfate, zinc oxide, riboflavin, vitamin A acetate, pyridoxine hydrochloride,
copper sulfate, vitamin By; supplement, folic acid, calcium iodate, biotin,
vitamin Dy supplement, cobalt carbonate.

Standard Product Form: Peliet

[Macronutrients """ Vitamins
Crude Protein % 18.6 Vitamin A =7 1U/g 30.0
Fat (ether extract) * % 52 Vitamin D3 %9 1U/g 20
Carbohydrate (available) £ % 44.2 Vitamin E 1U/kg 135
Crude Fiber % 35 Vitamin Kz (menadione) mglkg 100
Neutral Detergent Fiber © % 147 Vitamin By (thiamin) mglkg 17
Ash % 53 Vitamin B; (riboflavin) mglkg 27
Energy Density © keallg (kJ/g) 3.1(13.0) Niacin (nicotinic acid) mglkg 115
Calories from Protein % 24 Vitamin Bj (pyridoxine) maglkg 26
Calories from Fat % 18 Pantothenic Acid mglkg 140
Calories from Carbohydrate % 58 Vitamin By, (cyanocobalamin) mg/kg 0.15
Biotin mglkg 0.90
Calcium % 1.0 Folate mglkg 9
Phosphorus % 07 Choline mglkg 1200
oyt Phosghons % TR Fatty Acids
Sodium % 0.2 C16:0 Palmitic % 0.7
Potassium % 0.6 C18:0 Stearic % 02
Chloride % 04 C18:1w9 Oleic % 1.2
M ium % 02 C18:2w6 Linoleic % 31
Zinc mglkg 70 C16:3w3 Linolenic % 0.3
Manganese mg/kg 100 Total Saturated % 0.9
Copper mgikg 15 Total Monour d % 1.3
lodine malkg 6 Total Polyunsaturated % 34
Iron mglkg 200
Selenium mg/kg 0.23 Cholesterol mglkg -
[Amino Acigs
Aspartic Acid % 14
Glutamic Acid % 34
Alanine % 1.1 # Ether extract is used to measure fat in pelieted diets, while an acid hydrolysis
Glycine o, 0.8 methad is required to recover fatin egmqed diets. Compared to ether _
— extract, the fat value for acid hydrolysis will be approximately 1% point higher.
Threonine % 07
Proline o 16 ® Carbohydrate (available) is calculated by subiracting neutral detergent fiber
Serine o, 11 from total carbohydrates.
Leucine o 18 © Neutral detergent fiber is an estimate of insoluble fiber, including cellulose,
Isoleucing o 08 hemicellulose, and lignin. Crude fiber methodology underestimates total fiber.
Valine o 09 d Energy density is a calculated estimate of metabolizable energy based on the
Phenylalanine % 1.0 Atw“at:a"r‘ factors assigning 4 kcallg to protein, 9 kealfg to fat, and 4 kealig to
Tyrosine % 06 camahydrate
Methionine % 0.6 # Indicates added amount but does not account for contribution from other
Cystine % 0.3 ingredients.
Lysine % 11 "1 1U vitamin A = 0.3 pg retinol
Histidine % 04 91 U vitamin D = 25 ng cholecalciferol
Arginine % 1.0 For nutrients not listed, insufficient data is available to quantify.
Tryptophan % 02 Nutrient data represant the best inf i ilable, calculated from

harlan:

Helping you do research better

©\2

mm

Teklad Diets, Madison WI | www.harlan.com | tekladinfo@harlan.com | (800) 483-5523

published values and direct analytical testing of raw materials and finished
product. Nutrient values may vary due to the natural variations in the
ingredients, analysis, and effects of processing

Tekiad Diets are designed and manufactured for research

purposes only.
Hartan, Harlan Laboratories, Hedping you do reszarch beter,
and the Harlan logo are trademarks and trade names of Harlan
Laborateries, Inc. © 2008 Harlan Laboratories. Inc.

RMS-0909-US-EN-02-DS-20188
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TD.96355 Ketogenic Diet

Formula a/Kg
Casein 173.3
DL-Methionine 26
Vegetable Shortening, hydragenated (Crisco) 586.4
Corn Qll 86.2
Cellulose 87.97
Vitamin Mix, Teklad (40060) 13.0
Choline Bitartrate 25
TBHQ, antioxidant 0.13
Mineral Mix, Ca-P Deficient (79053) 20.0
Calcium Phosphate, dibasic 19.3
Calcium Carbonate 8.2
Magnesium Oxide 0.4
Footnote

A very high fat diet with almost no carbohydrate. The ratio of fat to protein +
carbohydrate in this ketogenic diet is approximately 4.25.

Selected Nutrient Information’

% by weight % kcal from

Protein 15.3 9.1
Carbohydrate 0.6 04
Fat 67.4 90.5
Kcallg 6.7

"Values are calculated from ingredient analysis or manufacturer data
Teklad Diets are designed & manufactured for research purposes only
Speak With A Nutritionist

e (800) 483-5523

® askanutritionist@harlan.com

h.grlan

Harlan Laboratories - PO Box 44220 - Madison, Wi 53744-4220
www.harlan.com

Harlan, Harlan Laborataries, Helping you do research better,
and the Harian logo are trademarks and trade names of Harlan Laboratories, Inc.
£ 2008 Harian Laboratories. Inc.

Anexo 2. Componentes de la dieta cetogénica TD.96355 de Harlan.

® Purified Diet
e Ketogenic
® Crisco

e Rodent

Key Planning Information

® Products are made fresh to order
* Store product at 4°C or lower
* Use within 6 months (applicable to most diets)
« Box labeled with product name,
manufacturing date, and lot number
Replace diet at minimum once per week
More frequent replacement may be advised

® [ead time:

2 weeks non-irradiated

4 weeks Irradiated

.

Product Specific Information

* Powder (paste)
* Minimum order 3 Kg
# |rradiation available upon request

Options (Fees Will Apply)
# Rush order (pending availability)
* Irradiation (see Product Specific Information)

International Inquiry
Qutside U.S.A. or Canada-
@ askanutritionist@harlan.com

Place Your Order (u.s.A. & canada)
- Place Order - Obtain Pricing
- Check Order Status -
® (800) 483-5523
® (608) 277-2066 facsimie
@ tekladinfo@harlan.com

Helping you do research better

)
02208 &
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CA.40060 Vitamin Mix, Teklad

Formula a/Kg

p-Aminobenzoic Acid 11.0132
Vitamin C, ascorbic acid, coated (97.5%) 101.6604
Biotin 0.0441
Vitamin By, (0.1% in mannitol) 29736
Calcium Pantothenate 6.6079
Choline Dihydrogen Citrate 349.6916
Folic Acid 0.1982
Inositol 11.0132
Vitamin K;, menadione 4.9559
Niacin 9.9119
Pyridoxine HCI 2.2026
Riboflavin 2.2026
Thiamin HCI 2.2026
Vitamin A Palmitate (500,000 IU/g) 3.9648
Vitamin D5, cholecalciferal (500,000 [U/g) 0.4405
Vitamin E, DL-alpha tocopheryl acetate (500 1U/g) 24.2291
Comn Starch 466.6878

Footnote

Designed as a general purpose, well-fortified vitamin mix. The recommended
use level is 1% in rodent diets, but may be used in diets for other species as
well. This mix includes a source of choline and vitamin C.

Teklad Mixes are designed & manufactured for research purposes

Speak With A Nutritionist
e (800) 483-5523

® askanutritionist@harlan.com

Harlan Laboratories - PO Box 44220 - Madison, WI 53744-4220
www.harlan.com

Harlan, Harlan Laboratories, Helping you do research better,
and the Harlan logo are trademarks and trade names of Harlan Labortories, Inc.
© 2008 Harlan Laberatories, Inc.

Anexo 3. Mezcla de vitaminas de la dieta cetogénica.

@ Vitamin Mix
® General Purpose
® Commonly Used

Key Planning Information

Products are made fresh to order

Lead time 2 weeks

Store product at 4°C or lower

Use within 8 months (applicable to most mixes)
Box labeled with product name,
manufacturing date, and lot number

Product Specific Information

* Powder
® Minimum order 500 gms

Options (Fees Will Apply)
* Rush order (pending availability)
® Vacuum packaging (1 and 2 Kg)

International Inquiry
Outside U.S.A or Canada -
@ askanutritionist@harlan.com

Place Your Order (u.s.A & Canada)

* Place Order - Obtain Pricing -
- Check Order Status -

e (800) 483-5523

o (608) 277-2066 racsimie

® tekladinfo@harlan.com 563

Helping you do research better

o2mes G
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TD.79055 Mineral Mix, Ca-P Deficient

Formula g/Kg
Sodium Chloride 193.7325
Patassium Citrate, monohydrate 575.9615
Potassium Sulfate 136.1363
Magnesium Oxide 62.8322
Manganous Carbonate 9.163
Ferric Citrate 15.708
Zinc Carbonate 41888
Cupric Carbonate 0.7854
Potassium lodate 0.0262
Sodium Selenite, pentahydrate 0.0262
Chromium Potassium Sulfate, dodecahydrate 1.4399
Footnote

This is a modification of mineral mix AIN-76 (170915). When used at the rate of 13.369
a/Kg of diet, mineral elements other than Ca and P will be supplied to the diet at rates
similar to those provided by 35.0 g/Kg of 170915.

Teklad Mixes are ¢ ed & manufactured for research purposes only.

Speak With A Nutritionist
e (800) 483-5523

® askanutritionist@harlan.com

harlan-
Harlan Laboratories - PO Box 44220 - Madison, W1 53744-4220 Er an

www.harlan.com

Harlan, Harlan Laboratories, Helping you do research beter
and the Harlan loga are trademarks and trade names of Harlan Labortories. Inc
© 2008 Harlan Laboratories, Inc.

Anexo 4. Mezcla de minerales de la dieta cetogénica.

® Mineral Mix
@ Calcium & Phosphorus
@ Modification of AIN-76 Mineral Mix

Key Planning Information

* Products are made fresh to order

* Lead time 2 weeks

* Store in cool, dry conditions

® Use within 6 months (applicable to most mixes)

* Box labeled with product name,
manufacturing date, and lot number

Product Specific Information

* Powder
® Minimum order 500 gms

Options (Fees Will Apply)
® Rush order (pending availability)
* VVacuum packaging (1 and 2 Kg)

International Inquiry
-Qutside U.S.A or Canada
® askanutritionist@harlan.com

Place Your Order (u.s.A& canada)

- Place Order - Obtain Pricing -
- Check Order Status -

e (800) 483-5523

e (608) 277-2066 racsimie

® tekladinfo@harlan.com 565

Helping you do research better

ozriims §

88



Comparaciones entre grupos DN vs DC

Anexo 5. Analisis estadistico del peso corporal.

. F de | Significancia tde Student Significancia
Parametro muestras .
Levene | delLevene |. . estadistica
independientes
Peso
corporal al
destete 0.025 0.876 1.078 0.299, NS
Peso
corporal al
sacrificio 0.16 0.696 1.043 0.316, NS

Comparaciones intra grupos, destete vs sacrificio

tde Student Significancia
Paradmetro muestras ghinicar
. estadistica
relacionadas
Peso corporal DN -14.129 0.000***
*kk
Peso corporal DC -13.996 0.000

*** < 0.001, NS = No significativo.
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Anexo 6. Analisis estadistico de la concentracion de glucosa en sangre

periférica.
Comparaciones entre grupos, DN vs DC
. F de |Significancia t de Student Significancia
Parametro muestras s
Levene| delLevene |. . estadistica
independientes
Glucosa al
destete 0.91 0.356 1.373 0.191, NS
Glucosa al
sacrificio | ¢ gpg 0.928 0.177 0.862, NS

Comparacion intra-grupo, destete vs sacrificio

t de Student Significancia
Parametro muestras 9 oo
. estadistica
relacionadas
Glucosa DN 6.400 0.000 ***
Glucosa DC 2.002 0.092, NS

*** < 0.001, NS = No significativo.
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Anexo 7. Analisis estadistico de la concentracion de B-hidroxibutirato en sangre

periférica.
Comparaciones entre grupo, DN vs DC
Para F de |Significancia tde Student Significancia
arametro muestras S
Levene| delLevene |. . estadistica
independientes
B-hidroxibutirato al
destete 0.005 0.946 -0.944 0.361, NS
B-hidroxibutirato al
destete 4.256 0.06 -3.898 0.002 **

** < 0.01, NS = No significativo.

Comparacion intra-grupo, destete vs sacrificio

t de Student

Significancia

B-hidroxibutirato DC

Parametro muestras S
) estadistica
relacionadas
3.786 0.007 **
B-hidroxibutirato DN
0.567 0.592, NS

** < 0.01, NS = No significativo.

91



Anexo 8. Analisis estadistico del peso cerebral.

Comparaciones entre grupo, DN vs DC

N . t de Student L .

. F de |Significancia Significancia
Parametro muestras P
Levene | de Levene |. . estadistica
independientes
Peso cerebralal | ;54 0.407 0.285 0.78, NS
sacrificio
NS = No significativo.
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Anexo 9.Andlisis estadistico del area (1?) entre grupos, DN vs DC.

Valor de t de valor de U
Redi6n Hemisferio Valor de | Significancia Student de Mann- Significancia
9 Levene de Levene muestras - estadistica
. . Whitney
independientes
Capa Derecho 0.095 0.763 1.504 N/A 0.155, NS
Molecular Izquierdo 0.865 0.368 1.373 N/A 0.191, NS
Anterior | gmatoria 0.382 0.546 1.445 N/A 0.17,NS
Capa Derecho 3.539 0.083 -1.474 N/A 0.16, NS
Molecular Izquierdo 0.086 0.773 0.415 N/A 0.68, NS
Posterior | gymatoria 0.957 0.346 -0.659 N/A 0.52, NS
Capa Derecho 12.614 0.004 N/A 20.0 0.35, NS
Molecular Izquierdo 0.011 0.919 0.958 N/A 0.35, NS
Completa | gymatoria 9.179 0.010 N/A 27.0 0.90, NS
Capa Derecho 0.239 0.633 0.879 N/A 0.39, NS
Granular Izquierdo 0.329 0.576 1.249 N/A 0.23, NS
Anterior | g matoria 0.253 0.623 1.060 N/A 0.30, NS
Capa Derecho 0.869 0.368 0.157 N/A 0.87, NS
Granular Izquierdo 1.974 0.183 -0.395 N/A 0.69, NS
Posterior | gymatoria 3.081 0.103 -0.096 N/A 0.92, NS
Capa Derecho 3.526 0.083 0.173 N/A 0.86, NS
Granular Izquierdo 0.253 0.624 0.542 N/A 0.59, NS
Completa | gymatoria 3.254 0.094 0.390 N/A 0.70, NS
N Derecho 0.070 0.795 1.253 N/A 0.23, NS
CapaHiliar [, 0 ierdo 0.049 0.829 1533 N/A 0.14, NS
Anterior
Sumatoria 0.088 0.771 1.408 N/A 0.18, NS
N Derecho 6.196 0.027 N/A 20.0 0.35, NS
Capa Hiliar = 0 ierdo 0.234 0.636 0.930 N/A 0.36, NS
Posterior
Sumatoria 1.442 0.251 0.495 N/A 0.62, NS
Derecho 6.092 0.028 0.066 27.0 0.90, NS
Capa Hiliar :
Completa Izquierdo 0.257 0.621 1.466 N/A 0.16, NS
Sumatoria 6.470 0.024 1.017 24.0 0.64, NS

NS = no significativo.
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Anexo 10.Andlisis estadistico del volumen (u*) entre grupos, DN vs. DC.

Valor det de Valor de
Regi6n Hemisferio Valor de | Significancia Student Ude Signifigancia
Levene de Levene muestras Mann- estadistica
independientes | Whitney
Capa Derecho 0.067 0.799 1.497 N/A 0.156, NS
Molecular Izquierdo 0.735 0.406 1.449 N/A 0.169, NS
Anterior | gymatoria 0.324 0.578 1.481 N/A 0.161, NS
Capa Derecho 3.389 0.089 -1.452 N/A 0.17, NS
Molecular Izquierdo 0.039 0.846 0.514 N/A 0.616, NS
Posterior | gmatoria 1.108 0.312 0.6 N/A 0.559, NS
Capa Derecho 12.444 0.004 N/A 20.0 0.354, NS
Molecular Izquierdo 0.056 0.817 1.188 N/A 0.256, NS
Completa | gymatoria 9.371 0.009 N/A 25.5 0.772, NS
Capa Derecho 0.408 0.533 0.574 N/A 0.575, NS
Granular | lzquierdo 2.147 0.165 1.232 N/A 0.238, NS
Anterior | gymatoria 0.945 0.347 0.914 N/A 0.376, NS
Capa Derecho 0.656 0.432 0.104 N/A 0.919, NS
Granular | Izquierdo 1.969 0.184 -0.231 N/A 0.821, NS
Posterior | gymatoria 2.856 0.115 -0.048 N/A 0.963, NS
Capa Derecho 3.471 0.085 0.29 N/A 0.776, NS
Granular | lzquierdo 0.253 0.623 0.597 N/A 0.561, NS
Completa | gymatoria 3.337 0.091 0.486 N/A 0.635, NS
Capa Derecho 0.571 0.462 0.939 N/A 0.364, NS
Hiliar Izquierdo 0.085 0.776 1.426 N/A 0.176, NS
ANterior | gymatoria 0.283 0.603 1.199 N/A 0.25, NS
Capa Derecho 5.482 0.036 N/A 19.5 0.321, NS
Hiliar Izquierdo 0.117 0.738 0.939 N/A 0.365, NS
Posterior | gmatoria 1.696 0.215 0.475 AIA 0.642, NS
Capa Derecho 5.036 0.043 N/A 26.0 0.815, NS
Hiliar lzquierdo 0.773 0.395 1.656 N/A 0.122, NS
Completa | gmatoria 6.463 0.025 N/A 235 0.602, NS

NS = No significativo.
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Anexo 11.Analisis estadistico del niumero de células IR-NKCC1 entre grupos, DN

vs. DC.
Regi6n Hemisferio Valor de | Significancia ValSOtngr:tde \{jaelol\;l;:lnenL_J Signifigar_lcia
Levene de Levene ~ Mmuestras Whitney estadistica
independientes
Capa Derecho 0.000 0.988 0.668 N/A 0.515, NS
Molecular Izquierdo 0.256 0.621 0.810 N/A 0.432, NS
Anterior | gumatoria | 0.172 0.685 0.756 N/A 0.462, NS
Capa Derecho 0.172 0.685 0.300 N/A 0.769, NS
Molecular Izquierdo 1.188 0.295 1.170 N/A 0.263, NS
Posterior | g matoria 0.697 0.419 0.760 N/A 0.461, NS
Capa Derecho 0.048 0.829 0.520 N/A 0.612, NS
Molecular Izquierdo 0.083 0.778 1.518 N/A 0.153, NS
Completa | gymatoria | 0.004 0.950 0.980 N/A 0.345, NS
Capa Derecho 3.291 0.091 0.033 N/A 0.974, NS
Granular Izquierdo 0.220 0.646 -0.222 N/A 0.828, NS
Anterior | g matoria 1.991 0.180 -0.085 N/A 0.933, NS
Capa Derecho 2.147 0.167 -0.799 N/A 0.439, NS
Granular Izquierdo 0.299 0.594 0.168 N/A 0.869, NS
Posterior | gymatoria 1.294 0.276 -0.262 N/A 0.798, NS
Capa Derecho 0.791 0.390 -0.607 N/A 0.555, NS
Granular Izquierdo 0.016 0.902 -0.025 N/A 0.98, NS
Completa | gymatoria | 0.342 0.569 -0.321 N/A 0.754. NS
Capa Derecho 0.643 0.436 0.963 N/A 0.352, NS
Hiliar Izquierdo 0.573 0.462 0.522 N/A 0.61, NS
Anterior | gymatoria 0.371 0.552 0.779 N/A 0.449, NS
Capa Derecho 1.256 0.283 1.000 N/A 0.335, NS
Hiliar Izquierdo 0.307 0.589 1.265 N/A 0.228, NS
Posterior | gymatoria | 1.825 0.200 1.224 N/A 0.243, NS
Capa Derecho 0.014 0.909 1.043 N/A 0.316, NS
Hiliar lzquierdo 0.492 0.495 1.250 N/A 0.233, NS
Completa | g matoria 0.005 0.945 1.224 N/A 0.243, NS

NS = No significativo.
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Anexo 12. Andlisis estadistico del area (um?) por lateralidad: hemisferio derecho vs izquierdo en el grupo DN.

Sienificancia Significancia
Capa Valor de | Significancia | Valor de Valor de | Significancia Comparacion por Ig>ost Hoc Pos Hoc
P Levene | delevene | ANOVA (F) Welch estadistica Hemisferios (Dunnett
(Tukey)
T3)
Derecho anterior vs
. . 1.000, NS N/A
Izquierdo anterior
Molecular 1.810 0.092 130.98 N/A 0.000 Derecho posterior vs 1.000, NS N/A
lzquierdo posterior
Deret.:ho completa vs 1.000, NS N/A
Izquierdo completa
Deret_:ho anterlo.r vs N/A 1.000, NS
Izquierdo anterior
D h i
Granular 3.720 0.001 N/A 50338 0.000 erecho posterior vs N/A 1.000, NS
Izquierdo posterior
Derefho completa vs N/A 1,000, NS
Izquierdo completa
Dere?ho anterlo!r vs N/A 1.000, NS
Izquierdo anterior
Derecho posterior vs
Hiliar 3.207 0.004 N/A 113697 0.000 . P . N/A 1.000, NS
Izquierdo posterior
Derecho completa vs N/A 1.000, NS

Izquierdo completa
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Anexo 13. Andlisis estadistico del &rea (um?) por regién: sumatoria anterior vs sumatoria posterior en el grupo DN.

Capa Valor de Significancia | Valor de | Valor de |Significancia| Comparacion por Slgpr:?ilaonccna Significancia Pos
P Levene de Levene |ANOVA (F)| Welch | estadistica region (Tukey) Hoc (Dunnett T3)
Molecular 1.810 0.092 130.98 N/A 0.000 | 2resionanteriorvsy |, oy, s N/A
region posterior
region anterior vs
Granular 3.720 0.001 N/A 50338 0.000 2 g . 2 N/A 0.001 ***
region posterior
region anterior vs
Hiliar 3.207 0.004 N/A 113697 0.000 2 g . 2 N/A 0.000 ***
region posterior
*** <0.001
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Anexo 14. Andlisis estadistico del &rea (um?) por capa: molecular, granular e hiliar en el grupo DN.

egion | Valorde | Sgnioania | valorae anova | vaiorde | SO || SO | Sgcae
estadistica (Tukey) (Dunnett T3)
. Molecular vs Granular N/A 0.000 ***
gg:g;‘ﬁ; 5.401 0.013 N/A 69.293 0 Molecular vs Hiliar N/A 0,000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.974, NS
. Molecular vs Granular N/A 0.000 ***
I?;:f;‘é; 3.507 0.049 N/A 108.246 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.999, NS
) Molecular vs Granular N/A 0.000***
SA“mztr?;a 4.58 0.022 N/A 22.486 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000%**
Granular vs Hiliar N/A 0.992, NS
) Molecular vs Granular N/A 0.000 ***
PDoeSrfég 8.887 0.002 N/A 79.755 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.916, NS
) Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Egitleerr'é’; 2.474 0.108 47.792 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.611, NS N/A
) Molecular vs Granular N/A 0.000 ***
i‘g’;‘f‘;ﬁgf‘ 3.535 0.048 N/A 12.907 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.232, NS
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
%’eTe"c'ﬁf 2.649 0.094 367.697 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.798, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
E"Tig'r%tg 1.156 0.334 117.264 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
a Granular vs Hiliar 0.809, NS N/A
) Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
i‘;”%atgt'; 0.948 0.404 440.933 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
P Granular vs Hiliar 0.611, NS N/A
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Anexo 15. Andlisis estadistico del volumen (um?®) por lateralidad:

hemisferio derecho vs izquierdo en el grupo

DN.
Sienificancia Significancia
Capa Valor de Significancia| Valor de Valor de | Significancia Comparacion por gPos Hoc Pos Hoc
P Levene de Levene | ANOVA (F) Welch estadistica Hemisferios (Dunnett
(Tukey)
T3)
Deret.:ho anterlo.r vs 1,000, NS N/A
Izquierdo anterior
Molecular 1.592 0.145 142.236 N/A 0.000 Derecho posteriorvs |, ) \¢ N/A
lzquierdo posterior
Derec_:ho completa vs 1,000, NS N/A
lzquierdo completa
Derefho anterlo_r vs N/A 1,000, NS
Izquierdo anterior
Derecho posterior vs
1. N
Granular 3.865 0.001 N/A 55.53 0.000 lzquierdo posterior N/A 000, NS
Deret_:ho completa vs N/A 1,000, NS
lzquierdo completa
Deret.:ho anterlor vs N/A 1,000, NS
lzquierdo anterior
Derecho posterior vs
ili N/A 1.000, NS
Hiliar 2.837 0.009 N/A 98.863 0.000 lzquierdo posterior / ,
Derec_:ho completa vs N/A 0.972, NS
lzquierdo completa
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Anexo 16. Andlisis estadistico del volumen (um?®) por regién: sumatoria anterior vs sumatoria posterior en el grupo DN

Valor de Significancia| Valorde | Valor de | Significancia| Comparacion por Significancia | Significancia
Capa Levene de Levene | ANOVA (F) | Welch | estadistica region Pos Hoc Pos Hoc
& (Tukey) (Dunnett T3)
Molecular |  1.592 0.145 142286 N/A 0.000 | 2fesionanteriorvs |, ;o N/A
Y region posterior
2 regidén anterior vs
Granular 3.865 0.001 N/A 55053 0.000 3 regién posterior N/A 0.007 ***
3 region anterior vs
Hiliar 2.837 0.009 N/A 98863 0.000 S regién posterior N/A 0.000 ***
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Anexo 17. Andlisis estadistico del volumen (um?®) por capa: molecular, granular e hiliar en el grupo DN.

Significancia

Significancia

regon | Yaorte | Sonficaneade | v | Voo | SSmicane® | comparscion por Capas | Pos s | pos o
(Tukey) (Dunnett T3)
. Molecular vs Granular N/A 0.000 ***
gg:gg;’ . 4721 0.02 N/A 65,488 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.997, NS
. Molecular vs Granular N/A 0.000 **=*
IZA;S?;((;; 3.884 0.037 N/A 105,117 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 1.0, NS
. Molecular vs Granular N/A 0.000 **=*
Sumatoria 4.336 0.027 N/A 81,833 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.999, NS
) Molecular vs Granular N/A 0.000 **=*
Fosterlor 7.719 0.003 N/A 80.05 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.88, NS
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
. *kk
:ngitl‘zrr'é’; 2.347 0.12 53,609 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0000 N/A
Granular vs Hiliar 0.613, NS N/A
) Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Sumatoria 3.17 0.063 129,852 NIA 0 Molecular vs Hiliar 0.000 ** N/A
Granular vs Hiliar 0.56, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Completo P, e
Derecho 2.068 0.151 376,722 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 N/A
Granular vs Hiliar 0.92, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
ICZOTngtg 1.049 0.368 142,517 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
a Granular vs Hiliar 0.735, NS N/A
) Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
SCliJnr]négI(:artle? 0.684 0516 461,771 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.648, NS N/A
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Anexo 18. Andlisis estadistico del nimero de células IR-NKCC1 por lateralidad:

izquierdo en el grupo DN.

hemisferio derecho vs

Significancia Significancia
Capa Valor de Significancia| Valor de Valor de | Significancia Comparacién por gPos Hoc Pos Hoc
P Levene de Levene | ANOVA (F) Welch estadistica Hemisferios (Dunnett
(Tukey)
T3)
Dere?ho anterlo.r vs N/A, 1.000, NS
Izquierdo anterior
Molecular 2.248 0.035 N/A 24315.000 |  0.000 Derecho posterior vs N/A 1.000, NS
Izquierdo posterior
Derecl:ho completa vs N/A 1.000, NS
lzquierdo completa
D .
eret.:ho anterlor vs 1.000, NS N/A
Izquierdo anterior
Derecho posterior vs
0.997, NS N/A
Granular 1.703 0.115 8102.000 N/A 0.000 lzquierdo posterior , /
Derec.:ho completa vs 1.000, NS N/A
lzquierdo completa
Dere?ho anterlo.r Vs N/A 1.000, NS
Izquierdo anterior
Derecho posterior vs
ili N/A 1.000, NS
Hiliar 2.603 0.016 N/A 16988.000 0.000 lzquierdo posterior / )
Derecho completa vs N/A 1.000, NS

lzquierdo completa
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Anexo 19. Analisis estadistico del nimero de células IR-NKCC1 por regién: sumatoria anterior vs sumatoria posterior
en el grupo DN.

Significancia

Capa Valor de Significancia| Valor de Valor de | Significancia Comparacién bor regién SIan;zlﬁ::la Pos Hoc
P Levene de Levene | ANOVA (F) Welch estadistica P P g (Dunnett
(Tukey)
T3)
Molecular 2.248 0.035 N/A | 24315000 |  0.000 2 region anterior vs 3 N/A 0.04 *
region posterior
Granular 1.703 0.115 | 8102.000 N/A 0.000 2regionanterior vs | 413 s N/A
3 region posterior
Y regidn anterior vs
Hiliar 2.603 0.016 N/A 16988.000 0.000 S regién posterior N/A 0.015 **
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Anexo 20. Andlisis estadistico del células IR-NKCC1(um®) por capa: molecular, granular e hiliar en el grupo DN.

Significancia

Significancia

Region Valor de Significanciade Valor de Valor de Signifigapcia Comparacion por Pos Hoc Pos Hoc

Levene Levene ANOVA (F) Welch estadistica Capas (Tukey) (Dunnett T3)
Molecular vs Granular 0.078, NS N/A
Anterior Derecha 1.976 0.164 8,164 N/A 0.002 Molecular vs Hiliar 0.002 ** N/A
Granular vs Hiliar 0.217, NS N/A
Molecular vs Granular 0.012 ** N/A
Anterior Izquierda 0.69 0.513 10,092 N/A 0.001 Molecular vs Hiliar 0.001 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.477, NS N/A
Molecular vs Granular 0.025 * N/A
Sumatoria Anterior 1.192 0.323 10,104 N/A 0.001 Molecular vs Hiliar 0.001 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.278, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Posterior Derecha 1.947 0.168 14,892 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.001 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.857, NS N/A
Molecular vs Granular 0.006 ** N/A
Posterior Izquierda 1.678 0.211 11.55 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.502, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Sumatoria Posterior 1.162 0.332 16,536 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000*** N/A
Granular vs Hiliar 0.926, NS N/A
Molecular vs Granular 0.001 *** N/A
Completo Derecho 0.776 0.473 12,765 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.901, NS N/A
Molecular vs Granular 0.005 ** N/A
Completo Izquierdo 0.98 0.392 11,929 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.514, NS N/A
Molecular vs Granular 0.001 *** N/A
Sumatoria Completa 0.631 0.542 14,136 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.687, NS N/A
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Anexo 21. Andlisis estadistico del area (um?) por lateralidad: hemisferio derecho vs izquierdo en el grupo DC.

Significancia Significancia
Capa Valor de | Significancia Valor de Valor de | Significancia Comparacion por gPos Hoc Pos Hoc
P Levene de Levene ANOVA (F) Welch estadistica Hemisferios (Dunnett
(Tukey)
T3)
Dere$ho anterlo'r vs N/A 1.000, NS
lzquierdo anterior
D h i
Molecular | 4.639 0.000 N/A 47975.000 |  0.000 erecho posterior vs N/A 0.967, NS
Izquierdo posterior
Deref:ho completa vs N/A 0.976, NS
lzquierdo completa
Dere?ho anterlor vs N/A 1.000, NS
lzquierdo anterior
D h teri
Granular | 5.808 0.000 N/A 16096.000 |  0.000 erecho posterior vs N/A 1.000, NS
Izquierdo posterior
Dere\':ho completa vs N/A 1.000, NS
Izquierdo completa
Derec.:ho anterlo'r vs N/A 1.000, NS
lzquierdo anterior
D h i
Hiliar 4.234 0.000 N/A 26688.000 |  0.000 erecho posterior vs N/A 1.000, NS
Izquierdo posterior
Derecho completa vs N/A 1.000, NS

Izquierdo completa
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Anexo 22. Andlisis estadistico del &rea (Um?) por regién: sumatoria anterior vs sumatoria posterior en el grupo DC.

Significancia

ienifi
Capa Valor de | Significancia Valor de Valor de Significancia| Comparacion por iS;g:(l)slc::s Pos Hoc
P Levene | de Levene ANOVA (F) Welch estadistica region (Dunnett
(Tukey)
T3)
.. teri
Molecular | 4.639 0.000 N/A 47975.000 0.000 | Z2resionanteriorvs g gop e
Y region posterior
Y region anterior vs
Granular 5.808 0.000 N/A 16096.000 0.000 S regién posterior N/A 0.115, NS
— teri
Hiliar 4.234 0.000 N/A 26688.000 0.000 | Z2resionanteriorvs 0.006 **
3 region posterior
*** <0.001
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Anexo 23. Andlisis estadistico del &rea (um?) por capa: molecular, granular e hiliar en el grupo DC.

107

Significancia

Significancia

Region Valor de | Significancia Valor de Valor de Significancia Comparacion por Capas Pos Hoc Pos Hoc
9 Levene de Levene ANOVA (F) Welch estadistica P P P
(Tukey) (Dunnett T3)
] Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Anterior 2.139 0.143 42,786 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Derecha —
Granular vs Hiliar 0.93,NS N/A
] Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
IZA(;‘S?:&; 2.51 0.105 39,453 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.951, NS N/A
) Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Sxmgﬁ’g:a 2.373 0.118 41,257 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.941, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Posterior o ok
3.475 0.053 36,813 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 N/A
Derecha
Granular vs Hiliar 0.913, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Posterior — 0.000 #*
Izquierda 2.113 0.15 55,131 N/A 0 Molecular vs Hiliar . N/A
Granular vs Hiliar 0.987, NS N/A
) Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
sumatoria |, g5 0.086 53,724 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Posterior
Granular vs Hiliar 0.937, NS N/A
Molecular vs Granular N/A 0.000 ***
Completo Mol | aili N/A 0.000 =
Derecho 6.511 0.007 N/A 11,133 0 olecular vs Hiliar .
Granular vs Hiliar N/A 0.96, NS
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Completo Mol | il 0.000 #* N/A
Izquierdo 1.749 0.202 104,947 N/A 0 olecular vs Hiliar .
Granular vs Hiliar 0.999, NS N/A
) Molecular vs Granular N/A 0.000 ***
%%%a;;i': 6.393 0.008 N/A 47,098 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.983, NS




Anexo 24. Andlisis estadistico del volumen (um?®) por lateralidad: hemisferio derecho vs izquierdo en el grupo DC.

Significancia Significancia
Capa Valor de | Significancia| Valorde Valor de | Significancia Comparacion por gPos Hoc Pos Hoc
P Levene de Levene | ANOVA (F) Welch estadistica Hemisferios (Dunnett
(Tukey)
T3)

Derecl:ho anterlor vs N/A 1.000, NS
lzquierdo anterior

Molecular | 4.511 0.000 N/A | 48665.000 |  0.000 Derecho posterior vs N/A 0.973, NS
lzquierdo posterior

Deret.:ho completa vs N/A 0.974, NS
Izquierdo completa

Deret_:ho anterlo_r vs N/A 1.000, NS
Izquierdo anterior

Granular | 5.363 0.000 N/A 15612.000 |  0.000 Derecho posterior vs N/A 1.000, NS
lzquierdo posterior

Dere\.:ho completa vs N/A 1,000, NS
Izquierdo completa

Dere$ho anterlo'r Vs N/A 1.000, NS
lzquierdo anterior

D -

Hiliar 3.362 0.003 N/A | 25857.000 |  0.000 erecho posterior vs N/A 1.000, NS
lzquierdo posterior

Derecho completa vs N/A 1,000, NS

Izquierdo completa
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Anexo 25. Andlisis estadistico del volumen (um?®) por regién: sumatoria anterior vs sumatoria posterior en el grupo DC.

onifi onifi .
Valor de | Significancia| Valor de Valor de | Significancia| Comparaciéon por ?lgm icanc | Significancia
Capa Levene de Levene | ANOVA (F) Welch estadistica region 1a Pos Hoc Pos Hoc
(Tukey) | (Dunnett T3)
Molecular | 4.511 0.000 N/A | 48665.000 | 0000 |2'egionanteriorvs| 0.002 **
3 region posterior
3 region anterior vs
Granular 5.363 0.000 N/A 15612.000 0.000 |5 regién posterior N/A 0.112, NS
3 region anterior vs
Hiliar 3.362 0.003 N/A 25857.000 0.000 3 region posterior N/A 0.001 ***

109




Anexo 26. Andlisis estadistico del volumen (um?®) por capa: molecular, granular e hiliar en el grupo DC.

Significancia

Significancia

Region Valor de Significancia Valor de Valor de Signifigancia Comparacién por Capas Pos Hoc Pos Hoc
Levene de Levene ANOVA (F) Welch estadistica (Tukey) (Dunnett T3)
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Anterior Derecha 2.062 0.152 41,898 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.943, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Anterior Izquierda 2.114 0.146 38,577 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.97, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Sumatoria Anterior 2.156 0.141 40,568 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.957, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Posterior Derecha 3.398 0.056 36,745 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.901, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Posterior Izquierda 1.838 0.188 54,398 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.976, NS N/A
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Sumatoria Posterior 2.777 0.089 53,475 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.992, NS N/A
Molecular vs Granular N/A 0.000 ***
Completo Derecho 6.43 0.008 N/A 30,591 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.936, NS
Molecular vs Granular 0.000 *** N/A
Completo Izquierdo 1.434 0.264 106,361 N/A 0 Molecular vs Hiliar 0.000 *** N/A
Granular vs Hiliar 0.999, NS N/A
Molecular vs Granular N/A 0.000 ***
Sumatoria Completa 6.409 0.008 N/A 48,258 0 Molecular vs Hiliar N/A 0.000 ***
Granular vs Hiliar N/A 0.974, NS
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Anexo 27. Analisis estadistico del nimero de células IR-NKCC1 por lateralidad: hemisferio derecho vs izquierdo en el

grupo DC.
. . | Significancia
Valor | .. ... . | Valorde . g . .. Significancia
Significancia Valor de |Significancia Comparacion por Pos Hoc
Capa de ANOVA . e . Pos Hoc
de Levene Welch estadistica Hemisferios (Dunnett
Levene (F) (Tukey)
T3)
Dertho anterlo!r vs N/A 1,000, NS
Izquierdo anterior
Molecular 2390 | 0.027 N/A [14132.000|  0.000 Derecho posterior vs N/A 1.000, NS
lzquierdo posterior
Deret.:ho completa vs N/A 1.000, NS
Izquierdo completa
D h i
eret_: o anterlo.r vs 1,000, NS N/A
Izquierdo anterior
Derecho posterior vs
1.
Granular 1.570 0.154 4583.000| N/A 0.000 lzquierdo posterior 000, NS N/A
Deret.:ho completa vs 1,000, NS N/A
Izquierdo completa
Deret.:ho anterlo.r vs N/A 1.000, NS
Izquierdo anterior
. Derecho posterior vs
Hiliar 3.076 0.006 N/A | 9237.000 0.000 \zquierdo posterior N/A 1.000, NS
Deret.:ho completa vs N/A 1.000, NS
Izquierdo completa
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Anexo 28. Analisis estadistico del nUmero de células IR-NKCC1 (um3) por regién: sumatoria anterior vs sumatoria
posterior en el grupo DC.

Significancia

Valor | _. .. .| Valor de A . Significancia
Significancia Valor de | Significancia . s s Pos Hoc
Capa de ANOVA - Comparacion por region Pos Hoc
de Levene Welch estadistica (Dunnett
Levene (F) (Tukey)
T3)
Molecular 2390 | 0.027 N/A |14132.000|  0.000 2 region anterior vs N/A 0.33, NS
3 region posterior
Y region anterior vs
Granular 1.570 0.154 4583.000 N/A 0.000 3 region posterior 0.927, NS N/A
3 region anterior vs
Hiliar 3.076 0.006 N/A | 9237.000 0.000 2 region posterior N/A 0.406, NS
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Anexo 29. Andlisis estadistico del células IR-NKCC1(um®) por capa: molecular, granular e hiliar en el grupo DC.

Significancia

Significancia

regen | oL | Srllemnein ot | Ve | SSneancit| comparacion porcapas | Posrioc |~ Pos o
(Tukey) (Dunnett T3)
Molecular vs Granular N/A 0.571, NS
Anterior Derecha 12.779 0 N/A 12,652 0.001 Molecular vs Hiliar N/A 0.002 **
Granular vs Hiliar N/A 0.291, NS
Molecular vs Granular 0.211, NS N/A
Anterior Izquierda 1.979 0.163 5,619 N/A 0.011 Molecular vs Hiliar 0.008 ** N/A
Granular vs Hiliar 0.267, NS N/A
Molecular vs Granular N/A 0.45, NS
Sumatoria Anterior 7.831 0.003 N/A 11,991 0.002 Molecular vs Hiliar N/A 0.002 **
Granular vs Hiliar N/A 0.289, NS
Molecular vs Granular 0.091, NS N/A
Posterior Derecha 0.509 0.609 5,265 N/A 0.016 Molecular vs Hiliar 0.014 * N/A
Granular vs Hiliar 0.639, NS N/A
Molecular vs Granular 0.268, NS N/A
Posterior Izquierda 1.602 0.229 3,851 N/A 0.041 Molecular vs Hiliar 0.033 * N/A
Granular vs Hiliar 0.494, NS N/A
Molecular vs Granular 0.142, NS N/A
Sumatoria Posterior 0.976 0.396 4,852 N/A 0.021 Molecular vs Hiliar 0.017 * N/A
Granular vs Hiliar 0.543, NS N/A
Molecular vs Granular 0.144, NS N/A
Completo Derecho 0.881 0.431 6,146 N/A 0.009 Molecular vs Hiliar 0.007 ** N/A
Granular vs Hiliar 0.311, NS N/A
Molecular vs Granular 0.172, NS N/A
Completo Izquierdo 1.574 0.234 6,423 N/A 0.008 Molecular vs Hiliar 0.006 ** N/A
Granular vs Hiliar 0.232, NS N/A
Molecular vs Granular 0.143, NS N/A
Sumatoria Completa 1.115 0.349 6,619 N/A 0.007 Molecular vs Hiliar 0.005 ** N/A
Granular vs Hiliar 0.255, NS N/A

113




	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Marco Teórico
	4. Planteamiento del Problema
	5. Hipótesis
	6. Objetivos
	7. Material y Métodos
	8. Resultados
	9. Discusión
	11. Conclusiones
	12. Perspectivas
	13. Referencias
	14. Anexos

