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1. RESUMEN  

Numerosos estudios han demostrado que la neuroinflamación juega un papel 

sumamente importante en el desarrollo de patologías crónicas 

neurodegenerativas. Particularmente, se ha demostrado que la sobrexpresión en 

la molécula proinflamatoria ciclooxigenasa 2 (Cox-2) está asociada al daño 

neuronal en modelos de ratas en desarrollo. De igual forma, se ha reportado que 

inhibidores selectivos de Cox-2 como el celecoxib, ofrecen un efecto 

neuroprotector posterior al daño ocasionado por crisis convulsivas en ratas adultas 

y en pacientes. Sin embargo, su uso en neonatos e infantes no ha sido aprobado 

debido a los efectos secundarios que causa en el desarrollo del sistema 

cardiovascular. En este trabajo nosotros encontramos que el Fenil Butirato de 

Sodio (FBS) administrado intraperitonealmente a una dosis de 50mg/kg posterior a 

un evento convulsivo ocasionado por ácido kaínico es capaz de reducir la 

expresión de Cox-2 en el hipocampo dorsal en un modelo de ratas en desarrollo 

de la cepa Sprague Dawley. Además de ello, también concluimos que el FBS 

confiere un efecto neuroprotector posterior al evento convulsivo en zonas CAI, 

CA3 y Giro Dentado del hipocampo dorsal.  
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SUMMARY   

Several studies had reported that neuroinflammation has an important role in the 

development in neurological chronic diseases. Particularly, it has been 

demonstrated that the overexpression of the poriinflamatory molecule 

Cyclooxigenase 2 (Cox-2) is associated to the neurological damage in neonatal 

rats model. Furthermore, it has also been reported that selective inhibitors of Cox-

2, such as Celecoxib can offer a neuroprotective effect after the brain damage 

caused by convulsive crisis in adult rats and in human patients. Nevertheless its 

use in minors had been unauthorized because it causes secondary effects over the 

development of the cardiovascular system. In this work, we found that the dose of 

50mg/kg of the drug Sodium Fenil Butirate (FBS) administered intraperitoneally 

after the brain damage caused by Kainic Acid is able to reduce Cox-2 expression 

in the dorsal Hippocampus of neonatal Sprague Dawley rats. Furthermore we 

concluded that administration of FBS after the convulsive crisis has a 

neuroprotective effect over areas CA1, CA3, and Dental Girus of dorsal 

hippocampus.  
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2. INTRODUCCIÓN 

El término de crisis convulsivas hace referencia a la interrupción temporal de la 

función cerebral debido a la excesiva actividad excitatoria de las neuronas 

corticales (ILAE, 2016). Estas crisis convulsivas son más comunes durante el 

periodo neonatal y se manifiestan debido a anormalidades en la actividad 

neurológica (Who, 2018). Las descargas anormales cerebrales pueden ser 

causadas por anomalías en el microambiente tales como isquemia e hipoxia, y por 

otras causas  como hemorragia intracraneal, meningitis, malformación cerebral, 

anormalidades metabólicas, entre otras (Pressler, 2012).   

 

Es altamente probable que la actividad convulsiva ocurrida durante las crisis 

neonatales genere un daño neuronal que pueda evolucionar a complicaciones 

crónicas como epilepsia y alteraciones en el desarrollo cerebral. Por lo tanto, para 

la disminución, o incluso la erradicación, de estas complicaciones, la intervención 

farmacológica oportuna resulta de suma importancia.  

 

Numerosos estudios han demostrado que las crisis convulsivas y la 

neuroinflamación son dos eventos relacionados. Se ha propuesto que las crisis 

convulsivas son exacerbadas por acción de moléculas proinflamatorias. Entre ellas 

se encuentra la ciclooxigenasa 2 (Cox-2) (Dey et al., 2016). 

 

La Cox 2, es una molécula que participa en la síntesis de prostaglandinas, y que, 

en condiciones normales, presenta una expresión basal en sistema nervioso. 

Adicionalmente, también se ha observado que la inhibición selectiva de esta 
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ciclooxigenasa confiere un efecto neuroprotector próximo a un evento convulsivo 

(Flower, 2003; Strauss, 2008). De esta manera, muchos fármacos inhibidores 

selectivos de la Cox-2 son empleados como tratamientos anticonvulsivos. Entre 

los más usados se encuentran el Celecoxib y el Rofecoxib (Flower, 2003).   

 

El uso de estos anticonvulsivos se encuentra aprobado por la FDA para adultos. 

Sin embargo, su uso no es permitido en neonatos pues se ha demostrado que 

estos fármacos pueden ocasionar daño en el desarrollo del sistema cardiovascular 

(Funk et al., 2007). Es por esto que estudios recientes han centrado la atención en 

la búsqueda de un fármaco inhibidor de la Cox-2, que no presente daños 

secundarios severos en el desarrollo de neonatos y que no comprometa la función 

neurológica.  

 

Para esta búsqueda, se han utilizado numerosos modelos que permitan inducir, y 

por lo tanto estudiar el status epilepticus (SE), los procesos de epileptogénesis y 

otros desórdenes. Un ejemplo de ellos es el modelo de Ácido Kaínico. El Ácido 

Kaínico es una molécula excitatoria análoga al L-glutamato y un agonista de los 

receptores iónicos asociados a Kainato. Su administración intraperitoneal induce a 

los pocos minutos un status epilepticus en animales inmaduros. Es por ello que 

este modelo resulta práctico y útil para el estudio del daño neuronal asociado a 

episodios convulsivos (Lévesque et al., 2013). Adicionalmente, este modelo 

permite también la evaluación de fármacos candidatos como anticonvulsivos o 

antinflamatorios tales como el Fenil Butirato de Sodio (FBS).  
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El FBS es una sal sódica de Fenil butirato que se deriva de la cadena corta de 

ácido graso de Fenil butirato. El uso de esta molécula está aprobado en pacientes 

con desórdenes en el ciclo de la urea y otros estudios ha demostrado que puede 

inhibir de manera reversible las desacetilasas de histonas I y 2. Adicionalmente, 

también se ha demostrado que el FBS suprime moléculas proinflamatorias y 

especies reactivas de oxígeno, y por lo tanto tiene el potencial de reducir el daño 

ocasionado por el proceso de neuroinflamación (Roy et al., 2012).  

 

Es por ello que nosotros proponemos que el FBS puede ser un fármaco capaz de 

reducir la expresión de Cox-2 que pueda emplearse en ratas en desarrollo y que 

probablemente confiera un efecto neuroprotector. En este trabajo, se pretende 

determinar el efecto del Fenil Butirato de Sodio sobre la expresión de la 

ciclooxigenasa 2 y evaluar si éste confiere un efecto neuroprotector próximo a la 

inducción de daño asociado a status epilepticus inducido por ácido kaínico en 

ratas neonatas.  
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3. ANTECEDENTES 

3.1  Estado epiléptico en la etapa neonatal   

Debido a los cambios intensos presentes en el cerebro en desarrollo: la 

proliferación, la migración celular y la actividad excitatoria elevada para la 

formación y la eliminación de procesos dendríticos, el cerebro inmaduro es 

particularmente propenso a convulsiones y al daño ocasionado por éstas. 

(Holmes, et al., 2002). En la etapa neonatal (periodo que comprende desde el 

nacimiento hasta los 28 días de vida) las crisis convulsivas resultan 

potencialmente perjudiciales para el desarrollo y la estructuración cerebral, dado 

que la actividad neuronal durante esta etapa es crítica para el establecimiento de 

las sinapsis (Volpe, 2008).  

 

Las crisis convulsivas en neonatos se manifiestan debido a anormalidades en la 

actividad neurológica. En mayor grado, estas crisis son causadas por 

anormalidades en el medio intracelular como isquemia e hipoxia, y en menor 

grado, por otras causas tales como hemorragia intracraneal, meningitis, 

malformación cerebral, anormalidades metabólicas, trauma craneoencefálico, 

hiperexcitabilidad en respuesta a agentes nocivos, infecciones, y otras (Holmes et 

al., 2002; Pressler, 2012).   

 

El cerebro en desarrollo presenta una mayor cantidad de sinapsis, mayor densidad 

de espinas dendríticas, y una alta expresión de canales iónicos excitatorios, así 

como transportadores que promueven la excitación neuronal. Adicionalmente, 

durante esta etapa, los neurotransmisores normalmente inhibidores cumplen 
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funciones excitatorias necesarias durante el proceso de desarrollo. (Ben-Ari et al., 

1989; Holmes et al., 2002).  

 

Un ejemplo de esto es el ácido  gamma aminobutiríco (GABA), uno de los 

neurotransmisores principales del sistema nervioso central y cuya función, al 

actuar en los receptores GABAA acoplados a canales de Cl-, puede ser tanto 

excitatoria como inhibitoria dependiendo de las condiciones del microambiente. En 

el cerebro adulto, GABA es predominantemente inhibitorio; sin embargo, durante 

el desarrollo cerebral, este neurotransmisor tiene un papel despolarizante. Esta 

característica excitatoria es necesaria para el crecimiento dendrítico, permite la 

supervivencia y la estructuración cerebral. Sin embargo, dicha función excitatoria 

también hace al cerebro inmaduro más susceptible a las crisis convulsivas.   

 

Esta función dual del GABA está determinada por la concentración del ión cloruro 

(Cl-) y dicha concentración está regulada a su vez por contransportadores como 

Na-K-Cl (NKCC1) y K-Cl (KCC2). Mientras que NKCC1 transporta Cl- al interior 

cuando la concentración del ión es baja en el medio intracelular; KCC2 lo 

transporta al exterior cuando la concentración de Cl- es alta. De esta manera, 

NKCC1 permite que el receptor de GABAA tenga una función despolarizante y 

KCC2 tenga el efecto contrario y funcione como hiperpolarizante (Ben-Ari et al., 

2007; Blaesse et al., 2009; Hyde et al., 2011).  

 

En etapas tempranas, la expresión de NKCC1 predomina en las neuronas 

gabaérgicas, y conforme el desarrollo cerebral continúa, KCC2 aumenta. La 
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diferencia temporal en la expresión de NKCC1/KCC2 coincide con el intercambio 

en la función de GABA de un neurotransmisor excitatorio a uno inhibitorio (Owens 

et al., 2002).  

 

El flujo de Cl- y la función excitatoria de GABA en neurona inmaduras conducen a 

la apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje, así como a los receptores 

de glutamato NMDA con función de canal (Ben-Ari et al., 2007).  

 

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia del SNC y es el 

responsable principal de las crisis convulsivas por su actividad de reforzarla y 

sostenerla. Durante la liberación de glutamato se desencadenan procesos 

fisiopatológicos y estado de hiperexcitación (Barker-Haliski & Steve White, 2015; 

Ghasemi et al., 2011) 

 

El N-metil-D-aspartato (NMDA) es un receptor de glutamato con actividad de canal 

iónico capaz de transportar Na+ y Ca2+. La actividad de canal se encuentra 

bloqueada en condiciones basales por Mg2+ y se activa cuando el bloqueo de 

Mg2+ es retirado por despolarización celular. Cuando el receptor es activado, el 

Ca+ entra a la célula y aumenta su concentración al interior de ésta (Choi et al., 

2008; Ghasemi et al., 2011; Zhou et al., 2015) 

 

Tanto la función excitatoria de GABA como la activación de los receptores NMDA 

conducen a la entrada de Ca2+ a la célula, lo cual es necesario para proceso 
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neuronales, pero también promueve un estado de hiperexcitabilidad que puede 

causar excitotoxicidad y muerte celular (Ghasemi, 2011)..  

 

Los NMDARs pueden ser responsables por la muerte celular y por la potenciación 

a largo plazo. Es por ello que estos han sido estudiados como blanco terapéutico 

contra enfermedades como epilepsia y esclerosis hipocampal (Ghasemi, 2011).  

 

3.2  ESTADO EPILÉPTICO   

Aunque no existe una definición universalmente aceptada para el estado epiléptico 

(SE), en 1993 la Liga Internacional Contra la Epilepsia, lo definió de la siguiente 

forma:  

“Una situación clínica caracterizada por una continua actividad convulsiva 

(generalizada o parcial, con o sin manifestaciones motoras) que dura más de 20 

minutos o que presenta crisis recurrentes a intervalos muy cortos (menores a 1 

minuto) estableciendo así una condición epiléptica persistente.” (Chen, 2017) 

 

Aunque aún se encuentra en debate si esta definición aplica también para los 

recién nacidos, este estado es una condición importante que requiere un 

tratamiento rápido para así prevenir la muerte neuronal como resultado de la 

excesiva activación. Además de ello, se ha reportado que el SE en neonatos rara 

vez es generalizado y es difícil reconocer las diferencias en cuanto etiología y 

anormalidades entre pacientes con SE y crisis recurrentes (Chen, 2017; Haut et 

al., 2004; Pisani et al., 2007) 
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En recién nacidos, el estado epiléptico es principalmente generado por daño 

agudo, y la etiología es muy similar a la de las crisis convulsivas: condiciones de 

hipoxia e isquemia; desórdenes metabólicos heredables; infecciones; y 

hemorragias (Pisani et al., 2007).  

 

Finalmente, algunos de los procesos fisiológicos que tienen que ver con el SE son: 

alteraciones en el ambiente iónico celular, desbalance en la concentración de 

iones Ca, K y Na que resultan en una alteración en la permeabilidad celular; la alta 

actividad excitatoria; cambios estructurales ocasionados por el daño neuronal; 

estrés oxidativo, que propagan la actividad epiléptica; y la disfuncionalidad en la 

barrera hematoencefálica que puede resultar de la neuroinflamación (Neligan, 

2010).  

 

3.3 EPILEPTOGÉNESIS 

La epileptogénesis es el proceso por el cual el cerebro previamente normal es 

alterado y tiende a la generación de actividad eléctrica anormal que puede 

favorecer convulsiones crónicas (Goldberg, 2013). La epileptogénesis puede 

iniciarse en cualquier punto de la vida de un individuo y también se debe a 

numerosos factores. Este proceso puede incluir cualquier acción o característica 

biológica que ocasionen o favorezcan la presencia de convulsiones no 

provocadas. Estas acciones o características biológicas incluyen alteraciones 

moleculares y anatómicas, así como alteraciones a nivel de circuito como muerte 

celular o desregulación de algún canal iónico o un receptor de neurotransmisor 

(Goldberg, 2013).  
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El proceso de epileptogénesis puede clasificarse en tres diferentes fases: 

 

1. La aparición de un daño neuronal o algún evento neuronal anormal.  

2. Un periodo latente durante el cual ocurren los cambios neuronales debido 

al daño o disturbio previamente ocurrido. Durante este periodo, los 

cambios ocurridos transforman al cerebro normal e un cerebro epiléptico.  

3. Epilepsia crónica.  

 

Es durante la etapa latente cuando ocurre la adquisición de la epilepsia y por lo 

tanto es en este punto cuando se usan las intervenciones que puedan prevenir el 

desarrollo de epilepsia.  

 

Las diferencias entre convulsiones, epilepsia y epileptogénesis radica en la acción 

de los anticonvulsivos clásicos. Estos pueden finalizar las convulsiones, así como 

prevenir o disminuir la aparición de futuras convulsiones en individuos epilépticos, 

sin embargo, son completamente inefectivas para prevenir el proceso de 

epileptogénesis (Goldberg, 2013). 

 

3.4  MODELOS EN ANIMALES 

Actualmente existen numerosos modelos frmacológicos  para el estudio de la 

epilepsia, los procesos epileptogénicos y las crisis convulsivas. Dichos estudios 

permiten imitar las crisis observadas en humanos y han resultado muy útiles para 

la evaluación de tratamientos que actualmente se emplean, o bien, tienen el 
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potencial de emplearse en humanos. Dichos modelos toman en cuenta las 

siguientes características:  

 

1. Duración del protocolo para inducir crisis epilépticas.  

2. Agente causante de la crisis (sustancias químicas, estímulos físicos, 

alteraciones metabólicas, mutaciones).  

3. Tipo de actividad epiléptica generada (crisis focales o generalizadas, 

tónicas, clónicas, etc).  

 

Entre algunos los modelos farmacológicos empleados para el estudio de procesos 

epileptogénicos se encuentra el pentilentetrazol, kindling amigdalino y ácido 

kaínico.  

 

3.4.1 MODELO DE ÁCIDO KAÍNICO 

El modelo de epileptogénesis del Ácido kaínico (AK) fue desarrollado por Ben-Ari 

en 1978. Este modelo es extensamente utilizado para estudios de epilepsia y de 

epileptogénesis, el cual se asemeja a un modelo de epilepsia del lóbulo temporal 

(TLE) presente en humanos. Adicionalmente, éste modelo ha contribuido al 

entendimiento de los mecanismos moleculares, celulares y farmacológicos 

observados durante la epileptogénesis (Ben-Ari et al., 1978; Lévesque, 2013) 

 

El AK es un análogo cíclico al L-glutamato y es un agonista inotrópico  de 

receptores glutamatérgicos ionotrópicos a kainato (Lévesque, 2013). Estos 

receptores se encuentran diferencialmente expresados en principalmente en 
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hipocampo; sin embargo también pueden ser encontrados en amígdala, en la 

corteza entorrinal, en el ganglio basal y en el cerebelo (Bloss, 2010).  

 

Este modelo es ampliamente utilizado en ratas inmaduras para el estudio de la 

epilepsia pues induce actividad convulsiva si el AK es administrado de manera 

intraperitoneal. El AK ocasiona las convulsiones a partir de despolarizaciones que 

inician en el sistema límbico y pueden causar un estado epiléptico. Este estado 

produce alteraciones neuronales que promueven el proceso de epileptogénesis 

que dan lugar a crisis epilépticas y posteriormente a muerte celular (Velíšek et al., 

1992). 

 

3.4.2 NEUROINFLAMACIÓN EN LA EPILEPTOGÉNESIS 

La inflamación es una secuencia de respuestas biológicas ante cambios 

homeostáticos que se caracteriza por el enrojecimiento, la hinchazón, presencia 

fiebre, dolor y perdida de la función. Puede clasificarse en: inflamación aguda, 

necesaria para resolver o destruir el insulto que la desencadenó y que 

generalmente desaparece en pocos días; e inflamación crónica, que es una 

prolongación anormal de la inflamación aguda y que es de gran importancia pues 

puede causar daño al tejido y puede resultar en condiciones serias como artritis, 

enfermedades vasculares, diabetes y enfermedades cardiacas y pulmonares  (Dey 

et al., 2016).  

 

El SNC se encuentra inmunológicamente privilegiado debido a la estrecha 

constricción de la barrera hematoencefálica que regula la entrada de moléculas de 
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cierto tamaño. La inflamación en SNC o neuroinflamación, es caracterizada por la 

presencia de citosinas y mediadores inflamatorios que en condiciones normales no 

son detectables. Estas moléculas son secretadas por las células del sistema 

inmune en respuesta a diferentes entidades patológicas por células del 

parénquima cerebral (células de la microglia, astrocitos y neuronas) y por células 

de la barrera hematoencefálica y plexo coroideo (Vezzani et al., 2013; Vezzani, 

2005).  

 

Los mediadores de la neuroinflamación más conocidos pueden dividirse en tres 

tipos: en enzimas proinflamatorias como COX-2, NOS inducible y NOX; en 

citosinas como IL-1β, IL-6 y TNF-α; así como en factores de crecimiento como 

TGF-β y BDNF. Interesantemente, se ha encontrado que la desregulación en la 

expresión de estas moléculas proinflamatorias se encuentran asociadas a 

numerosas condiciones neurológicas como epilepsia (Dey et al., 2016).  

 

Estudios en pacientes y en modelos experimentales epilépticos han demostrado 

que estos mediadores se encuentran alterados. Adicionalmente, otros estudios 

indican que las crisis convulsivas dan lugar a un aumento en la permeabilidad de 

la barrera hematoencefálica, lo cual puede intensificar y perpetuar la 

neuroinflamación por la extravasación de leucocitos y de moléculas 

proinflamatorias de los vasos hacia el parénquima cerebral (Gorter et al., 2015; 

Marchi et al., 2007). 
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Por el lado contrario, se ha descubierto que la neuroinflamación crónica, producida 

por numerosos factores como enfermedades autoinmunes, encefalitis e 

infecciones, puede causar crisis convulsivas (Dey et al., 2016). 

 

En conclusión, es posible afirmar que la neuroinflamación y las crisis convulsivas 

son dos procesos estrechamente relacionados entre sí. En un inicio, las 

convulsiones prolongadas pueden ocasionar y mantener neuroinflamación crónica. 

Mientras que la inflamación crónica, independientemente de su etiológica, puede 

generar y exacerbar las crisis.  

 

3.4.3 CICLOOXIGENASA 2  

Las cicloxigenasas son una familia de enzimas que catalizan el metabolismo del 

ácido araquidónico a prostaglandinas (PGs). En mamíferos y aves existen dos 

isoformas de cicloxigenasas que han sido caracterizadas: Cox-1, que es 

constitutivamente expresada en la mayoría de los tejidos para mantener las 

condiciones fisiológicas estables y Cox-2 que es, en cambio, inducida por citosinas 

proinflamatorias y factores de  crecimiento que participan en el proceso 

inflamatorio (Kim, 2006). Sin embargo, se ha observado, que en condiciones 

normales, Cox-2 presenta un nivel de expresión basal en neuronas del hipocampo 

y de otras partes del cerebro (Kaufmann, 1996; Yamagata, 1993) 

 

El gen de la ciclooxigenasa 2 se encuentra en el primer cromosoma y mide 

aproximadamente 8kb. El RNAm es de aproximadamente 4.1 a 4.5kb y codifica 

para una proteína de 68kDa (Kosaka et al., 1994; Kraemer et al., 1992; Otto, 1995) 
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La Cox-2 se expresa de manera basal en las neuronas del hipocampo y en otras 

regiones del cerebro. Esta molécula ha recibido particular atención pues se ha 

observado que sus niveles de expresión en neuronas del hipocampo y en 

astrocitos aumentan después de una actividad convulsiva (Hirst et al., 1999; 

Yamagata et al., 1993). Los estudios sugieren que un aumento en la expresión de 

Cox-2 resulta en el aumento en la producción de prostaglandinas observada en 

tejidos inflamados (Turini, 2002).  

 

En SNC, Cox-2 es un mediador en la neuroinflamación y se ha observado que su 

activación promueve daño neuronal en modelos de ratas con TLE mientras que la 

inhibición del aumento de Cox-2 reduce la muerte neuronal, lo cual sugiere que 

inhibidores de la Cox-2 confieren un efecto protector (Rojas et al., 2014). La 

participación de la Cox-2 en la neuroinflamación y la epileptogénesis está 

relacionada con la activación y secreción de otras moléculas (figura 1).  
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Figura 1: Participación de la Cox-2 en la neuroinflamación. En la vía de la 

neuroinflamación y el desarrollo de crisis epilépticas, Cox2 actúa como mediador 

proinflamatorio. Alta expresión de Cox2 e inflamación pueden resultar en inducción 

de la hiperexcitabilidad, la reorganización neuronal con efectos neurológicos 

importantes. 
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3.5 ANTIEPILEPTOGÉNESIS  

Actualmente, no existe una cura para la epilepsia. Los pacientes epilépticos son 

tratados con anticonvulsivos, los cuales ayudan en la disminución de crisis 

convulsivas, más no las previenen por completo.  Por otro lado, lo tratamientos 

antiepileptogénicos son aquellos que evitan el establecimiento de la epilepsia.  Sin 

embargo, la búsqueda por un fármaco que detenga completamente el 

establecimiento de la epilepsia todavía continúa y debe considerar la fase y el 

estadio del individuo en el cual se administre. Por otro lado, los tratamientos 

antiepileptogénico son utilizados para prevenir el establecimiento neuronal 

propenso a epilepsia.  

 

3.5.1 TRATAMIENTOS  

 

El primer reto en la búsqueda de un fármaco que pueda ser utilizado en contra de 

condiciones neurológicas debe ser que este pueda cruzar la barrera 

hematoencefálica. Es por ello que la mayoría de fármacos empleados como 

tratamiento contra la epilepsia y otras enfermedades deben ser moléculas 

pequeñas, que puedan ingresar a SNC, que sean estables y no sean 

inmunológicos y fáciles de caracterizar y modificar.  

 

Es por ello que las moléculas pequeñas resultan elementos prometedores como 

tratamientos de enfermedades del SNC. Entre algunos de ellos, se ubican 
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moléculas selectivas capaces de inhibidores los mediadores proinflamatorios 

presentes en numerosas enfermedades neurodegenerativas.  

 

Entre algunas de estas moléculas, se encuentran los inhibidores selectivos de la 

Cox-2 como celecoxib, aspirina, etericoxib, indometacina, nimesulida, NS398, 

paracoxib, rofecoxib, entre otros. Las cuales pueden disminuir la expresión de cox-

2 y por ende atenuar las crisis convulsivas y el daño que éstas generan. (Rojas et 

al., 2014; Turini & Dubois, 2002) 

 

Parecería entonces que el uso de dichas moléculas durante el periodo latente de 

la epilepsia podría frenar las crisis y las consecuencias de éstas. Sin embargo, 

muchas moléculas pueden generar daños secundarios, lo cual limita las dosis y la 

edad en la que pueden ser administrados. Un claro ejemplo es el celecoxib, el 

inhibidor selectivo de la Cox-2 cuyo uso en neonatos no es permitido debido al 

daño que causa en el desarrollo del sistema cardiovascular (Funk & FitzGerald, 

2007).  
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3.5.2 FENIL BUTIRATO DE SODIO 

 

El Fenil butirato de sodio (FBS) es una sustancia cristalina de color blanco que 

tiene un fuerte sabor salado. Este compuesto es soluble en agua y en metanol, 

pero prácticamente insoluble en acetona y éter dietílico. Su nombre químico es 

ácido 4-fenilbutírico y su fórmula es C10H11O2Na, con un peso de 186g/mol 

(Figura 2) (National Center For Biotechnology, 2018).  

 

Clínicamente, el FBS es utilizado como un vehículo alternativo para la excreción 

de nitrógeno debido a que este es rápidamente metabolizado en fenilacetato. El 

cual es un compuesto metabólicamente activo capaz de conjugarse con la 

glutamina vía la acetilación para formar fenilacetilglutamina, la cual es excretada 

por los riñones y es molecularmente comparable con la urea. Debido a esto, el 

FBS, es un fármaco originalmente empleado para tratar niños con desórdenes en 

el ciclo de la urea (Brusilow et al., 1984; Maestri ,et al., 1996).  

 

En cuanto a la farmacocinética del FBS, se sabe que, en adultos, el pico de 

concentración en plasma ocurre dentro de una hora, con una dosis única de 5 

gramos. Sin embargo, se desconoce si la ingesta de alimentos tenga algún efecto 

sobre la absorción del fármaco. Los metabolitos del FBS no han sido 

caracterizados por completo, pero se sabe que puede metabolizarse a fenilacetato 

y subsecuentemente a fenilacetilglutamina como se mencionó con anterioridad. 

Siendo el hígado y los riñones lo sitios con mayor metabolización del FBS.  
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Posterior a la administración oral de 5g, los niveles de fenilbutirato y fenilacetato 

son detectados después de los 15 y 30 minutos de administración. Los parámetros 

de Cmax (µg/mL), Tmax (horas) y la vida media (horas) del fenilbutirato fueron de 

195, 1.00, y 0.76 y del fenilacetato de 45.3, 3.55, y 1.29 respectivamente. Es 

importante mencionar que la farmacocinética del FBS en neonatos y niños no ha 

sido completamente caracterizada hasta el momento.  

 

En varios estudios se ha demostrado que el FBS es un compuesto  con potencial 

de aplicación clínica, pues además de contribuir en desórdenes del ciclo de la 

urea: en Drosophila se observó que puede alargar la vida (Kang et al.,2002); 

contribuye de manera posita al tratamiento de atrofia muscular (Andreassi et al., 

2004), es capaz de inducir la apoptosis en carcinoma pancreático y puede tener 

un papel importante en la comunicación intracelular, así como un inhibidor 

reversible de las histonas desacetilasas I y II, entre otras aplicaciones (lannitti, 

2012). 

 

En 2012, se documentó que el FBS es también un fármaco capaz de suprimir 

moléculas pro-inflamatorias y especies reactivas de oxígeno en células gliales y 

generó protección parcial y mejoría motora en modelos animales con Parkinson 

inducido (Roy et al., 2012).  
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Figura 2: Representación del 

Fenil butirato de Sodio. El 

FBS es un compuesto soluble 

en agua con peso de 186 g/mol. 

Debido a la necesidad de 

encontrar un fármaco que 

pueda inhibir o disminuir la 

expresión de la molécula 

proinflamatoria Cox-2 para 

prevenir el daño causado por 

las crisis convulsivas, y que 

además pueda ser aplicado en neonatos sin causar daños secundarios, nosotros 

proponemos al FBS como un candidato viable.  
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4. JUSTIFICACIÓN  

 

Hasta el momento no se ha encontrado un fármaco que prevenga el proceso de 

epileptogénesis, conociendo que después de un evento convulsivo induce la 

producción de moléculas proinflamatorias como la Cox-2, se debería considerar un 

blanco terapéutico; sin embargo, no existen inhibidores de la Cox-2 que puedan 

ser empleados en neonatos y que no causen efectos secundarios graves en el 

resto del desarrollo del mismo. En este trabajo, evaluaremos si el Fenil Butirato de 

Sodio puede funcionar como un inhibidor de la Cox-2, así como el efecto 

neuroprotector que éste provea próximo al daño asociado a las crisis convulsivas 

inducidas por un modelo de ácido kaínico en ratas jóvenes. 

 

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 

Debido a que los fármacos actuales empleados en adultos como inhibidores de la 

Cox-2 pueden causar efectos secundarios en el desarrollo del sistema 

cardiovascular en neonatos o niños, es necesaria la búsqueda de fármacos 

alternativos que puedan ser empleados en etapas tempranas y posteriormente a 

un evento convulsivo. Es por ello que, en este trabajo, pretendemos investigar si el 

FBS es capaz de reducir la expresión de la proteína inflamatoria Cox-2 y proveer 

un efecto protector en ratas de 12 días postnatal después de un evento 

convulsivo.  
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6. HIPÓTESIS  

La administración del fármaco FBS disminuirá la expresión de la Cox-2 y tendrá un 

efecto neuroprotector posterior a la inducción del daño ocasionado por las crisis 

convulsivas y el status epilepticus inducido por AK en ratas de 12 días PN.  

 

OBJETIVOS  

6.1 OBJETIVO GENERAL  

• Evaluar la expresión de Cox-2 y el efecto neuroprotector a corto plazo del 

FBS posterior al daño inducido por el estado epiléptico en un modelo de 

ácido kaínico en ratas inmaduras.  

  

6.2  OBJETIVO PARTICULAR 

• Determinar la dosis efectiva 50 del fármaco FBS que reduzca 

significativamente la expresión de Cox-2 en ratas neonatas de 12 días 

post-natal posterior a un evento convulsivo.  

• Desarrollo del modelo de Ácido Kaínico en ratas de la cepa Sprague 

Dawley para inducir un estado epiléptico.  

• Evaluar el efecto neuroprotector del FBS sobre la muerte neuronal 

inducida por AK en ratas a los 12 días postnatal  
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7. MÉTODOS  

7.1 DISEÑO EXPERIMENTAL 

Determinación de la dosis efectiva de FBS 

Para observar el efecto del FBS sobre la expresión de la Cox-2 se indujo estado 

epiléptico en ratas de 12 días de edad, empleando un modelo de AK. Se 

emplearon tres ratas por concentración: 10, 20, 30, 40 y 50 mg/Kg y se 

sacrificaron al día siguiente. Se extrajeron los cerebros y se obtuvo el hipocampo. 

Los hipocampos de las tres ratas de cada concentración fueron procesados para 

la evaluación de Cox-2 por medio de WB para la determinación de la dosis 

efectiva.  

 

Evaluación del efecto protector de la dosis efectiva en hipocampo  

Una vez determinada la dosis efectiva de FBS, se estudió el efecto protector que 

ésta confería, administrando esta dosis durante 5 días.  
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7.2 UNIVERSO DE ESTUDIO  

Ratas de la cepa Sprague Dawley 

7.2.1 CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

• Ratas machos de la cepa Sprague Dawley.  

• Ratas de apariencia sana y con las características morfológicas acordes a 

su periodo de desarrollo postnatal.  

•  Ratas de 12 días de edad con un peso de 22 a 27 gramos. 

• Ratas que cubran la edad requerida al término del experimento.  

 

7.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSIÓN  

• Ratas enfermas o que no cuenten con las características morfológicas 

acordes a su periodo de desarrollo postnatal (PN).  

• Ratas que no cumplan con la edad y el peso requeridos al inicio del 

experimento.  

• Ratas que no desarrollen respuesta convulsiva con la dosis determinada 

del Ácido Kaínico (AK)  

 

7.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACIÓN 

• Ratas que mueran antes de cumplir con la fecha programada de 

experimentación, tratamiento y evaluación.  
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7.2.4 VARIABLES DEPENDIENTES  

• Estado Epiléptico  

• Expresión de Cox-2  

• Celecoxib  

• Número de Neuronas preservadas en hipocampo dorsal y ventral.  

• Número de neuronas en proceso de degeneración en hipocampo dorsal y 

ventral. 

• Gliósis 

 

7.2.5 VARIABLES INDEPENDIENTES 

• Concentración de Ácido Kaínico  

• Concentración Celecoxib  

• Solución Salina  

• Fenil Butirato de Sodio  

 

7.3  ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN  

• Se utilizaron ratas sanas de 12 PN de la sepa Sprague Dawley cuyo peso 

fuera de 22 a 27 gramos. Las ratas nacieron y fueron crecidas en el 

bioterio con ciclos de luz y oscuridad 12x12 horas y a temperatura de 20 a 

22ºC.  

• Se les proporcionó alimento ilimitado materno hasta los 21 días de edad; y 

posteriormente alimento de la Fórmulab Diet #5008 a libre demanda.  
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• Para determinar la dosi efectiva del Fenil Butirato, se utilizó una n=27 para 

cada tratamiento, divididas en siete grupos de tres ratas por tratamiento. 

El efecto se estudió a corto plazo.  

 

7.3.1 GRUPO CONTROL  

Tratados con solución salina: 

• 12 días. Una única administración oral al día 12 PN. Sacrificados al 13 PN.  

• 16 días: Administración a partir de los 12 días de edad, cada 24 horas, 

hasta cumplir 5 días. Sacrificados en el día 16.  

 

7.3.2 GRUPO CONTROL DE ÁCIDO KAÍNICO  

Tratados con dosis convulsivas de Ácido Kaínico puro disuelto en solución 

salina (3mg/kg). 

• 12 días. Una única administración oral al día 12 PN. Sacrificados al 13 PN.  

• 16 días: Administración a partir de los 12 días de edad, cada 24 horas, 

hasta cumplir 5 días. Sacrificados en el día 16.  

 

7.3.3 GRUPO ÁCIDO KAÍNICO + CELECOXIB  

Tratados con Ácido Kaínico puro disuelto en solución salina (3mg/kg) y Celecoxib 

activo puro disuelto en solución salina (20mg/kg) 

• 12 días. Una única administración oral al día 12 PN. Sacrificados al 13 PN.  

• 16 días: Administración a partir de los 12 días de edad, cada 24 horas, 

hasta cumplir 5 días. Sacrificados en el día 16.  
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7.3.4 GRUPO CONTROL CELECOXIB 

Tratados con Celecoxib activo puro disuelto en solución salina, (20mg/kg) 

• 12 días. Una única administración oral al día 12 PN. Sacrificados al 13 PN.  

• 16 días: Administración a partir de los 12 días de edad, cada 24 horas, 

hasta cumplir 5 días. Sacrificados en el día 16.  

 

7.3.5 GRUPO CONTROL ÁCIDO KAÍNICO + FENIL BUTIRATO  

Tratados con Ácido Kaínico puro disuelto en solución salina (3mg/kg) y Fenil 

Butirato en solución inyectable a diferentes dosis: 10mg/kg, 20mg/kg, 30mg/kg, 

40mg/kg y 50mg/kg.  

• 12 días. Una única administración oral al día 12 PN. Sacrificados al 13 PN.  

• 16 días: Administración a partir de los 12 días de edad, cada 24 horas, 

hasta cumplir 5 días. Sacrificados en el día 16.  

 

7.4 INDUCCIÓN DEL ESTADO EPILÉPTICO  

 

Para la inducción del estado epiléptico, las ratas neonatas fueron separadas de la 

madre y se les permitió aclimatarse durante una hora en la habitación de 

procedimientos sin la compañía materna. Posteriormente, se aplicó ácido kaínico 

(3mg/kg) de manera intraperitoneal y se utilizó la escala establecida por Raol et al. 

para determinar el inicio del estado epiléptico: (Raol, Lapides, Keating, Brooks-

Kayal, & Cooper, 2009).  
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• FASE I: Se detiene la conducta exploratoria y la rata permanece inmóvil.  

• FASE II: Se presentan sacudidas corporales y sobresaltos.   

• FASE III: Se presentan rascados recurrentes con las extremidades 

inferiores (mioclonías unilaterales)   

• FASE IV: Se presentan rascados recurrentes con las extremidades 

inferiores y superiores (mioclonías bilaterales)   

• FASE V: Comienza la pérdida de la postura e intentos de incorporarse sin 

éxito. La frecuencia en los rascados aumenta y entre cada uno de ellos hay 

una separación menor a 1 minuto. Si esta fase permanece durante más de 

cinco minutos, se determina que la rata ha entrado a estado epiléptico 

establecido.   

 

Una vez alcanzada la fase V, las ratas se mantuvieron en estado epiléptico 

durante 30 minutos y posteriormente se administró diazepam 2 mg/kg para 

detener las convulsiones. Se regresaron las ratas con la madre y 60 minutos 

después se administraron con las dosis de Fenil Butirato Sodio. Posteriormente, 

las ratas se sacrificaron a las 24 horas.  

 

7.5 WESTERN BLOT  

7.5.1 EXTRACCIÓN DE TEJIDO  

Los animales fueron sacrificados por decapitación y el cerebro fue extraído. Se 

tomó el hipocampo y se preservó en solución salina a -70ºC.  
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7.5.2 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS  

El tejido fue homogeneizado con 100ug de buffer de lisis con urea y 

posteriormente fue centrifugado a 15,000 rpm a -4ºC. Se obtuvo el sobrenadante y 

se realizó la cuantificación por el Método de Bradford para determinar la cantidad 

de proteína a utilizar en la electroforesis.  

 

7.5.3 ELECTROFORESIS  

Se separaron las proteínas de acuerdo al peso molecular en un gel de bis-

acrilamida al 10% que fue corrido a 80 volts. Posteriormente, las proteínas 

separadas por peso fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa a 18 

volts. 

 

Se bloquearon dichas membranas durante dos horas en una disolución al 10% de 

leche Svelty disuelta en PBS-TWEEN para evitar la unión inespecífica. Finalizado 

este tiempo, se realizaron dos lavados con PBS-TWEEN y un lavado más con 

PBS sin Tween.  

 
7.5.4 INMUNOBLOT 

Luego de los lavados, las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con el 

anticuerpo monoclonal anti-Cox2 hecho en ratón. La incubación con el anticuerpo 

primario fue de 48 horas y pasado este tiempo se realizaron otros tres lavados de 

cinco minutos, dos con PBS-TWEEN y uno más sin TWEEN.  
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Se incubó con el anticuerpo secundario durante una hora y se realizaron tres 

lavados con PBS-Tween y uno sin TWEEN. Finalmente, las membranas se 

revelaron mediante quimioluminiscencia.  

  

7.5.5 DETERMINACIÓN DE LA DOSIS EFECTIVA  

Posterior a la inducción del estado epiléptico con ácido kaínico, se administraron 

las distintas dosis de 10, 20, 30, 40 y 50 mg/Kg de FBS en tres ratas por dosis y 

se analizó la expresión de la cox-2 en los grupos por medio de Western Blot. 

Adicionalmente, también se emplearon los controles SHAM y Ácido kaínico.   

 

7.5.6 ESTUDIO A CORTO PLAZO DE LA DOSIS EFECTIVA 

El estudio a corto plazo constó de la administración de la dosis efectiva de FBS de 

las ratas neonatas cada 24 horas durante 5 días. Posteriormente, las ratas se 

sacrificaron al sexto día y se extrajo el hipocampo para análisis de 

imunofluorescencia y fluorojade.  

 
7.6  TÉCNICAS HISTOLÓGICAS  

7.6.1  FLUOROJADE  

El fluoro-jade es un derivado de la fluoresceína ampliamente utilizado para 

tinciones histológicas en neuronas en proceso degenerativo. Esta tinción permite 

reconocer estructuras neuronales dañadas y es un método confiable para detectar 

compuestos que puedan ocasionar daño neurológico (Schmuck & Kahl, 2009). En 

este trabajo, la tinción fue realizada en cortes congelados, los cuales fueron 

rehidratados con alcohol básico (20 ml de hidróxido de sodio al 5% en 80ml de 
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etanol absoluto) durante 5 minutos. Posteriormente, fueron colocados en etanol al 

70% y en agua destilada durante 2 minutos. Después, se les colocó permanganato 

de potasio diluido al 0.06% en agua destilada durante 20 minutos. Una vez 

finalizado este tiempo, se realizó la tinción de Fluorojade al 0.0001% diluido en 

ácido acético; la solución final fue al 0.01% (80 μl FJ al de la solución madre en 

2ml de ácido acético) durante 24 horas. Posteriormente se lavaron las laminillas 

con agua destilada y se montaron con resina sintética. Las muestras se analizaron 

en un microscopio de epifluorscencia y se evaluó el daño en hipocampo por medio 

de conteo celular. 

 

7.6.2 INMUNOFLUORESCENCIA 

Para la tinción por imunofluorescencia se rehidrataron los cortes con buffer de 

sales de fosfato (PBS) al 1X durante 5 minutos y se bloqueó con suero de cabra 

normal (1ul de suero por cada 200ml de PBS) durante 20 minutos. Posteriormente, 

se incubó con los anticuerpos primarios contra Cox-2 y NMDA (10ul de anticuerpo 

en 200ul de PBS) durante 24 horas a 4ºC. Una vez finalizado este periodo, se 

lavaron los cortes 2 veces durante 5 minutos cada vez con PBS, se procedió a 

incubar con los anticuerpos secundarios respectivos (1:200 de Alexa® en PBS) 

durante 3 horas y se lavaron nuevamente los cortes con.  Se utilizó Hoechst para 

la tinción del núcleo, dejándolo incubar durante 3 minutos (2ul por cada 5ml de 

PBS 1x) y se remojó en PBS.  

 

Finalmente se cubrieron con Vectashielld (Vector Lab) para ser analizadas con un 

microscopio confocal invertido  (Nikon Ti Eclipse equipado con un sistema de 
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imagen A1 con un software NIS Elements v.4.5.0, los colorantes fueron excitados 

en un modo secuencial usando una línea de láseres: 403 nm Hoescht, 488 nm 

Alexa 488 Invitrogen Life; y 563 nm Alexa 546 Invitrogen life tecnologies.).  De 

cada espécimen se tomaron 6 fotografías de cada región del hipocampo. Con el 

programa FIJI-Image J, se analizaron las imágenes mediante la cuantificación de 

la densidad de fluorescencia en pixeles, se cuantificó la intensidad de los píxeles 

del canal verde correspondiente a la Alexa 488. Se obtuvo un histograma a partir 

de los valores de intensidad contenidas en mapa de bits de la imagen, el cual  se 

calibró previamente la intensidad y la escala espacial para establecer los valores 

de intensidad como la intensidad integrada de cada imagen. La densidad óptica se 

determinó en relación con el grupo de control y se expresa como pixeles/mm2. 

 

7.6.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se utilizó estadística descriptiva para obtener medidas de dispersión (error 

estándar) y de tendencia central (promedio) para posteriormente representarlas, 

en las escalas correspondientes, con cuadros y gráficas para su fácil 

ordenamiento, visualización y análisis. Los resultados de los grupos 

experimentales se sometieron a pruebas de normalidad y varianzas iguales. De 

acuerdo a los datos, se escogió una prueba no paramétrica de Dunnett´s. Para 

encontrar las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos se utilizó 

la prueba post hoc Tukey. Considerando un intervalo de confianza del 95 % y un 

error α = 0.05. 
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7.7 CONSIDERACIONES ÉTICAS 

Los animales de laboratorio empleados para este trabajo fueron tratados con el 

mejor cuidado, siguiendo las normas establecidas por la NOM-062-ZOO-1999. 

Para la administración del fármaco se sustituyó la sonda gástrica por una pipeta 

para disminuir el daño, asegurándose que las dosis fueran ingeridas 

completamente. El sacrificio fue por decapitación y realizada por investigadores 

con experiencia, una manera útil para la obtención de los tejidos y rápida para la 

evasión de sufrimiento para el animal. Se empleó el menor número de ratas 

posibles para los grupos control y experimentales que permitiera cumplir con los 

análisis estadísticos necesarios para el estudio.  

 

Finalmente, las condiciones fueron adecuadas para estos animales en cuanto al 

área disponible, la limpieza, la ventilación y los ciclos de luz y oscuridad. Dichas 

condiciones fueron provistas por el personal del bioterio de IMSS siglo XXI. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1 DETERMINACIÓN DE LA DOSIS EFECTIVA POR WESTERN BLOT 

La determinación de la dosis efectiva se realizó por medio de la técnica de 

Western blot 24 horas después de la inducción de estado epiléptico y la 

administración de FBS a diferentes dosis (10, 20, 30, 40 y 50 mg/kg) (Figura 

3.AyB). Adicionalmente, se realizó el análisis estadístico correspondiente (Figura 

3.C).  

 

Se encontró que la dosis efectiva 50 corresponde a la dosis de 50mg/kg, debido a 

que dicha dosis fue la que mostró una disminución significativa (p<0.05) 

comparada con AK en la expresión de COX2 y con que el resto de las dosis 

evaluadas.  

 

.  
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Figrua 3. Análisis de la expresión de COX2. Se analizaron las 5 distintas dosis 

de FBS por medio de Western Blot para encontrar la dosis efectiva, es decir la que 

más redujera la proteína proinflamatoria COX2. De las cuatro dosis probadas, la 

dosis correspondiente a 50mg/kg resultó ser la dosis efectiva de FBS contra la 

expresión de COX2 en hipocampo (E).  Anova de una vía con un poshoc de 

comparaciones múltiples de Dunnet´s (* p<0.05) y (** p<0.01). 
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8.2 INMUNOFLUORESCENCIA  

 

Dado que las áreas CA1, CA3 y Giro dentado son las más afectadas del 

hipocampo por la actividad convulsiva del ácido kaínico, se determinó la expresión 

de Cox-2 en estas áreas.  

 

En el área CA1, la expresión de Cox-2 aumentó significativamente en el grupo AK 

en comparación con el SHAM (p<0.01). El grupo AK-CLBX, mostró una 

disminución significativa en la expresión de Cox-2 en comparación con AK 

(p<0.05). Del mismo modo, el grupo con el fármaco prueba AK+FBS también 

presentó una disminución significativa de Cox-2 en comparación con AK (p<0.05). 

En ambos casos, la reducción de Cox-2 fue aproximadamente del 40% en 

comparación con el grupo AK. Lo que indica que el grupo AK+FBS se comporta de 

manera similar que el grupo AK+CLB. Adicionalmente, se observó que Cox-2 en 

CA1 se expresa principalmente en neuronas. Fue posible notar que la mayoría del 

tejido en grupo AK presenta la expresión de Cox-2 (Figura 4). 

 

En el área CA3, al igual que en CA1, en el grupo SHAM se observó una baja 

expresión de Cox-2 en comparación con el AK (p<0.01). En esta área del 

hipocampo, no se observó una disminución significativa entre la expresión de Cox-

2 en el grupo AK y el grupo AK-CLB: sin embargo, sí existe una disminución 

significativa entre el grupo AK y el grupo prueba AK-FBS (p<0.05). En 

comparación con el grupo AK, el grupo prueba AK+FBS presentó una reducción 
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del 40% en la expresión de Cox-2 aproximadamente. En el área CA3 parece ser 

que el fármaco prueba FBS mostró una mayor reducción en la expresión de Cox-2 

que el celecoxib.  Finalmente, la expresión de Cox-2 en CA1 se observó 

principalmente en los vasos y no en las neuronas (Figura 5).  

 

Por último, en el Giro Dentado nuevamente se observa que la expresión de Cox-2 

es baja en el grupo control SHAM y aumenta significativamente en el grupo AK 

(p<0.01). El grupo AK-CLBX, muestra una disminución significativa en la expresión 

en comparación con AK (p<0.05). Sin embargo, es importante notar que en esta 

área no existe una reducción significativa en la expresión de Cox-2 en el grupo del 

fármaco prueba AK+FBS cuando se compara con AK. La disminución de Cox-2 es 

alrededor del 20%. Al igual que en CA3, la expresión de Cox-2 en GD se observa 

en neuronas y en los vasos (Figura 6). 
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Figura 4. Expresión de Cox-2 en zona CA1 del hipocampo. La expresión de 

Cox-2 es baja en el grupo control SHAM y aumenta significativamente en el grupo 

AK. El grupo AK-Clbx, demuestra una disminución significativa en la expresión de 

Cox-2 en comparación con AK. El grupo con el fármaco prueba AK+FBS también 

presenta una disminución significativa de Cox-2 en comparación con AK y ninguna 

con el grupo AK+CLB. La expresión de Cox-2 en CA1 se observa principalmente 

en neuronas. ANOVA de una vía y poshoc  Tukey´s test  (* p<0.05) y (** p<0.01). 

Cox-2 marcaje en verde y núcleos en azul.  
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Figura 5. Expresión de Cox-2 en zona CA3 del hipocampo. La expresión de 

Cox-2 es baja en el grupo control SHAM y aumenta significativamente en el grupo 

AK. En CA3 no se observa una disminución significativa entre la expresión de 

Cox-2 en el grupo AK y el grupo AK-CLB; sin embargo, sí existe una disminución 

significativa entre el grupo AK y el grupo con el fármaco prueba AK-FBS. La 

expresión de Cox-2 en CA1 se observa principalmente en los vasos y no en las 

neuronas. ANOVA de una vía y poshoc  Tukey´s test (* p<0.05) y (** p<0.01). Cox-

2 marcaje en verde y núcleos en azul. 
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Figura 6. Expresión de Cox-2 en zona Giro dentado del hipocampo. La 

expresión de Cox-2 es baja en el grupo control SHAM y aumenta 

significativamente en el grupo AK. El grupo AK-Clbx, demuestra disminución 

significativa en la expresión en comparación con AK. El grupo AK+FBS no 

muestra una disminución significativa de Cox-2 al compararlo con AK y el grupo 

con el fármaco prueba AK-FBS, similar al mostrado en AK-CLBX. La expresión de 

Cox-2 en GD se observa en neuronas y en los vasos. ANOVA de una vía y poshoc  

Tukey´s test  (* p<0.05) y (** p<0.01). Cox-2 marcaje en verde y núcleos en azul. 
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8.3 EVALUACIÓN DE DAÑO NEURONAL POR FLUOROJADE  

Para observar si el fármaco control genera algún daño neuronal en el hipocampo, 

se realizó una tinción de fluorojade B, que permite observar las neuronas en 

degeneración. De acuerdo a las imágenes observadas en un microscopio de 

epifluorscencia, se encontró que el número de neuronas en degeneración por 

milímetro cuadradrado varía en los distintos grupos.  

 

En el área CA1 del hipocampo, el grupo AK fue el que presentó mayor número de 

neuronas en degeneración en comparación con el grupo SHAM (p<0.05), el cual 

mostró muy baja señal de FJ. El grupo AK+CLBX y el grupo AK+FBS mostraron 

menor número de neuronas en degeneración que el grupo AK. Sin embargo, 

aunque el grupo AK+CLBX presentó menor daño neurológico que el grupo prueba 

AK+FBS, es importante notar que sí hubo disminución en el daño neuronal en el 

grupo AK+FBS al ser comparado con el grupo AK (Figura 7).  

 

En el área CA3 del hipocampo el grupo AK+FBS y el grupo AK+CLBX mostraron 

una reducción significativa (p<0.05) en el número de neuronas en degeneración 

en comparación con el grupo AK. Al igual que en CA1, AK+CLBX presenta menor 

daño neurológico que el grupo prueba AK+FBS. Sin embargo, nuevamente se 

observa que AK+FBS presenta menor daño neuronal que AK (Figura 8).  

 

Finalmente, y al igual que los casos anteriores, en el Giro dentado del hipocampo 

AK+FBS muestra menor número de neuronas en degeneración que el grupo AK 
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(p<0.05). Sin embargo, AK+CLBX presenta menor daño neurológico (p<0.01) que 

el grupo prueba AK+FBS. 

 

 

Figura 7. Daño neuronal en zona CA1 de hipocampo. El grupo AK+CLBX y el 

grupo AK+FBS mostraron menor número de neuronas en degeneración que el 

grupo AK. Aunque AK+CLBX presenta menor daño que el grupo prueba AK+FB, sí 

existe una disminución en el daño neuronal en el grupo AK+FBS al ser comparado 

con el grupo AK. ANOVA de una vía y poshoc Tukey´s test  (* p<0.05) y (** 

p<0.01). 
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Figura 8. Daño neuronal en zona CA3 de hipocampo. El grupo AK+FBS y grupo 

AK+CLBX muestran una reducción significativa en el número de neuronas en 

degeneración en comparación con el grupo AK. ANOVA de una vía y poshoc  

Tukey´s test  (* p<0.05) y (** p<0.01). 
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Figura 9. Daño neuronal en zona CA3 de hipocampo. El grupo AK+FBS y grupo 

AK+CLBX muestran una reducción significativa en el número de neuronas en 

degeneración en comparación con el grupo AK. ANOVA de una vía y poshoc  

Tukey´s test  (* p<0.05) y (** p<0.01). 
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9. DISCUSIÓN  

 

Los estudios experimentales han demostrado que el daño asociado a las crisis 

convulsivas es mayor en el cerebro inmaduro que en el cerebro adulto (Jensen, 

2000). Lo cual relaciona las crisis como un factor de riesgo para el desarrollo 

cerebral funcional en etapas tempranas y el establecimiento de enfermedades 

crónicas neurodegenerativas como la epilepsia. Durante el daño asociado a las 

crisis convulsivas y la epileptogénesis, las moléculas proinflamarias juegan un 

papel muy importante, por lo que son consideradas blancos viables para el 

desarrollo neurológico correcto y una manera de evitar enfermedades crónicas 

(Holmes, 2002). Como se mencionó anteriormente, la Cox-2, es una enzima 

importante en el proceso inflamatorio y fármacos inhibidores selectivos como 

Celecoxib han mostrado que ofrecen protección en el cerebro adulto posterior al 

daño ocasionado por crisis convulsivas (Flower, 2003; Strauss, 2008). Sin 

embargo, dado que Celecoxib no puede ser administrado en el cerebro inmaduro 

debido a los efectos secundarios que ocasiona en el desarrollo del sistema 

cardiovascular (Funk et al., 2007), nosotros demostramos que el fármaco Fenil 

Butirato de Sodio puede actuar como un inhibidor de Cox-2 en el cerebro 

inmaduro, empleando un modelo de ratas inmaduras (12 PN) de la cepa Sprague 

Dawley.  

 

En este trabajo se usó un modelo experimental de daño neurológico asociado a 

crisis convulsivas ocasionado por AK en ratas neonatas y se probó la eficacia del 

fármaco FBS como un inhibidor de la Cox-2. Entre las diferentes dosis probadas, 
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se determinó que la dosis 50mg/kg fue la que mayormente disminuyó la expresión 

de Cox-2 en hipocampo, según los análisis por Western Blot. Sugiriendo así que el 

fármaco FBS es capaz de reducir la expresión de esta ciclooxigenasa 2.  

 

Posteriormente se procedió a estudiar por ensayos de imunofluorescencia la 

localización de la expresión de Cox-2 en el hipocampo dorsal y comprobar si 

efectivamente el tratamiento con FBS disminuye dicha expresión. Se optó por 

estudiar la expresión de Cox-2 y el daño neuronal en el hipocampo dado a que se 

ha reportado previamente que las crisis convulsivas dañan esta región, 

particularmente induciendo muerte celular de neuronas piramidales e 

interneuronas en zonas CA1 y CA3, así como células granulares y generación de 

gliosis en Giro Dentado, (Domínguez et al., 2006; Sagar & Oxbury, 1987) 

Adicionalmente, también se sabe que la activación exacerbada de los receptores 

de Glutamato durante la excesiva actividad neuronal ocasionada por un status 

epilepticus, conducen a la muerte neuronal irreversible por la generación de 

especies reactivas de oxígeno y otras moléculas causadas durante la 

excitotoxicidad (Meldrum, 1993).  

 

Los estudios realizados demostraron que el fármaco FBS reduce la expresión de 

Cox-2 tanto en CA3 como en GD, pero no en CA1, lo cual puede atribuirse a la 

zona y a la susceptibilidad de esta zona al daño neuronal  (Song et al., 2018).  

 

Posteriormente, los resultados de fluorojade mostraron que, en las tres zonas, los 

grupos AK+FBS presentaron menor número de neuronas en degeneración. Lo que 
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indica que el FBS no sólo reduce la expresión de Cox-2 posterior a una crisis 

convulsiva, sino que también ofrece un efecto protector posterior al daño por la 

crisis, resultando en la atenuación o la erradicación de una respuesta patológica a 

causa del daño asociado a la neuroinflamación (Figura 10).  

 

Estos resultados indicaron que el FBS es un fármaco capaz de reducir la 

expresión de la molécula proinflamatoria Cox-2 y ofrecer un efecto neuroprotector 

posterior a una crisis convulsiva en el cerebro en desarrollo del modelo murino.  

Los resultados obtenidos fueron importantes pues nos permitieron proponer al 

FBS como un fármaco candidato viable para usar posterior a una crisis convulsi 

 

Figura 10. Resumen 

esquemático del posible 

mecanismo de acción de FBS 

(50mg/kg) como inhibidor de 

Cox-2 en ratas neonatas con 

daño neuronal asociado a crisis 

convulsivas por AK, es posible 

inhibir la cascada río abajo de 

la señalización. Se reduce el 

daño neuronal y con ello la 

probabilidad de desarrollar 

neuropatologías crónicas.  
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10. CONCLUSIONES  

• La dosis efectiva de FBS (50mg/kg) fué capaz de reducir la expresión 

de Cox-2 en el hipocampo, posterior a la inducción de crisis 

convulsivas por AK en un modelo de ratas de la cepa Sprague 

Dawley. Efectos parecidos al celecoxib.  

• Cox-2 en zona CA1 de hipocampo dorsal se expresa principalmente 

en neuronas; en CA3 dorsal se observa principalmente en los vasos y 

no en las neuronas; finalmente, en Giro dentado dorsal Cox-2 se 

observa tanto en las neuronas como en los vasos posterior a la 

actividad convulsiva. 

• En las tres áreas escogidas de hipocampo dorsal, se observó un 

efecto neuroprotector conferido por el FBS posterior al daño neuronal 

asociado a crisis convulsivas inducidas por AK en ratas neonatas de la 

cepa Sprague Dawley.  
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