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ABREVIATURAS

AK Acido kainico

Clbx Celcoxib

Cox-1 Ciclooxigenasa 1
Cox-2 Ciclooxigenasa 2

FBS Fenil butirato de sodio
GABA  Acido y-aminobutirico
IL Interleucina

NMDA  N-metil-D-aspartato

nNOS Oxido nitrico sintasa neuronal

PGs Prostaglandinas

PN Postnatal

SE Status epilepticus (Estado epiléptico)
SNC Sistema nervioso central

TLE Epilepsia del I6bulo temporal



1. RESUMEN
Numerosos estudios han demostrado que la neuroinflamacion juega un papel
sumamente importante en el desarrollo de patologias crénicas
neurodegenerativas. Particularmente, se ha demostrado que la sobrexpresion en
la molécula proinflamatoria ciclooxigenasa 2 (Cox-2) esta asociada al dafio
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 dafio 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 &cido kainico es capaz de reducir la
expresion de Cox-2 en el hipocampo dorsal en un modelo de ratas en desarrollo
de la cepa Sprague Dawley. Ademas de ello, también concluimos que el FBS
confiere un efecto neuroprotector posterior al evento convulsivo en zonas CAl,

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 CAl, CA3, and Dental Girus of dorsal

hippocampus.
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2. INTRODUCCION
El término de crisis convulsivas hace referencia a la interrupcion temporal de la
funcion cerebral debido a la excesiva actividad excitatoria de las neuronas
corticales (ILAE, 2016). Estas crisis convulsivas son mas comunes durante el
periodo neonatal y se manifiestan debido a anormalidades en la actividad
neurolégica (Who, 2018). Las descargas anormales cerebrales pueden ser
causadas por anomalias en el microambiente tales como isquemia e hipoxia, y por
otras causas como hemorragia intracraneal, meningitis, malformacioén cerebral,

anormalidades metabdlicas, entre otras (Pressler, 2012).

Es altamente probable que la actividad convulsiva ocurrida durante las crisis
neonatales genere un dafio neuronal que pueda evolucionar a complicaciones
cronicas como epilepsia y alteraciones en el desarrollo cerebral. Por lo tanto, para
la disminucion, o incluso la erradicacion, de estas complicaciones, la intervencion

farmacoldgica oportuna resulta de suma importancia.

Numerosos estudios han demostrado que las crisis convulsivas y la
neuroinflamacién son dos eventos relacionados. Se ha propuesto que las crisis
convulsivas son exacerbadas por accion 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 sintesis de prostaglandinas, y que,
en condiciones normales, presenta una expresion basal en sistema nervioso.

Adicionalmente, también se ha observado que la inhibicion selectiva de esta

11
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ciclooxigenasa confiere un efecto neuroprotector proximo a un evento convulsivo
(Flower, 2003; Strauss, 2008). De esta manera, muchos farmacos inhibidores
selectivos de la Cox-2 son empleados como tratamientos anticonvulsivos. Entre

los méas 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 farmacos pueden ocasionar dafio en el desarrollo del sistema cardiovascular
(Funk et al., 2007). Es por esto que estudios recientes han centrado la atencion en
la busqueda de un farmaco inhibidor de la Cox-2, que no presente dafios
secundarios severos en el desarrollo de neonatos y que no comprometa la funcion

neuroldgica.

Para esta busqueda, se han utilizado numerosos modelos que permitan inducir, y
por lo tanto estudiar el status epilepticus (SE), los procesos de epileptogénesis y
otros desordenes. Un ejemplo de ellos es el modelo de Acido Kainico. El Acido
Kainico es una molécula excitatoria analoga al L-glutamato y un agonista de los
receptores ionicos asociados a Kainato. Su administracion intraperitoneal induce a
los pocos minutos un status epilepticus en animales inmaduros. Es por ello que
este modelo resulta practico y atil para el estudio del dafio neuronal asociado a
episodios convulsivos (Lévesque et al., 2013). Adicionalmente, este modelo
permite también la evaluacion de farmacos candidatos como anticonvulsivos o

antinflamatorios tales como el Fenil Butirato de Sodio (FBS).
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El FBS es una sal sédica de Fenil butirato que se deriva de la cadena corta de
acido graso de Fenil butirato. El uso de esta molécula esta aprobado en pacientes
con desoérdenes en el ciclo de la urea y otros estudios ha demostrado que puede
inhibir de manera reversible las desacetilasas de histonas | y 2. Adicionalmente,
también se ha demostrado que el FBS suprime moléculas proinflamatorias y
especies reactivas de oxigeno, y por lo tanto tiene el potencial de reducir el dafio

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

Es por ello que nosotros proponemos que el FBS puede ser un farmaco capaz de
reducir la expresion 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 expresion de la
ciclooxigenasa 2 y evaluar si éste confiere un efecto neuroprotector préximo a la
induccion de dafio asociado a status epilepticus inducido por acido kainico 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
proliferacion, la migracion celular y la actividad excitatoria elevada para la
formacion y la eliminacibn de procesos dendriticos, el cerebro inmaduro es
particularmente propenso a convulsiones y al dafio ocasionado por éstas.
(Holmes, et al., 2002). En la etapa neonatal (periodo que comprende desde el
nacimiento hasta los 28 dias de vida) las crisis convulsivas resultan
potencialmente perjudiciales para el desarrollo y la estructuracién cerebral, dado
gue la actividad neuronal durante esta etapa es critica para el establecimiento de

las sinapsis (Volpe, 2008).

Las crisis convulsivas en neonatos se manifiestan debido a anormalidades en la
actividad neurolégica. 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,
malformacion cerebral, anormalidades metabdlicas, trauma craneoencefalico,
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 dendriticas, y una alta expresion de canales idnicos excitatorios, asi
como transportadores que promueven la excitacion neuronal. Adicionalmente,

durante esta etapa, los neurotransmisores normalmente inhibidores cumplen

14



15

funciones excitatorias necesarias durante el proceso de desarrollo. (Ben-Ari et al.,

1989; Holmes et al., 2002).

Un ejemplo de esto es el acido gamma aminobutirico (GABA), uno de los
neurotransmisores principales del sistema nervioso central y cuya funcion, al
actuar en los receptores GABAA acoplados a canales de CI, 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
caracteristica excitatoria es necesaria para el crecimiento dendritico, permite la
supervivencia y la estructuracién cerebral. Sin embargo, dicha funcion excitatoria

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

Esta funcion dual del GABA esta determinada por la concentracion del ion cloruro
(CI) y dicha concentracion esta regulada a su vez por contransportadores como
Na-K-Cl (NKCC1) y K-CI (KCC2). Mientras que NKCC1 transporta Cl- al interior
cuando la concentracion del i6n es baja en el medio intracelular; KCC2 lo
transporta al exterior cuando la concentracion de Cl- es alta. De esta manera,
NKCC1 permite que el receptor de GABAAa tenga una funcion 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 expresion de NKCC1 predomina en las neuronas

gabaérgicas, y conforme el desarrollo cerebral continia, KCC2 aumenta. La
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diferencia temporal en la expresion de NKCC1/KCC2 coincide con el intercambio
en la funcién de GABA de un neurotransmisor excitatorio a uno inhibitorio (Owens

et al., 2002).

El flujo de CI y la funcion excitatoria de GABA en neurona inmaduras conducen a
la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje, asi como a los receptores

de glutamato NMDA con funcion 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 liberacion de glutamato se desencadenan procesos
fisiopatoldgicos y estado de hiperexcitacion (Barker-Haliski & Steve White, 2015;

Ghasemi et al., 2011)

El N-metil-D-aspartato (NMDA) es un receptor de glutamato con actividad de canal
ibnico capaz de transportar Na* y Ca?* La actividad de canal se encuentra
bloqueada en condiciones basales por Mg?* y se activa cuando el blogueo de
Mg2+ es retirado por despolarizacion celular. Cuando el receptor es activado, el
Cat+ entra a la célula y aumenta su concentracion al interior de ésta (Choi et al.,

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

Tanto la funcién excitatoria de GABA como la activacion de los receptores NMDA

conducen a la entrada de Ca?" 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 potenciacion
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 EPILEPTICO
Aungue no existe una definicion universalmente aceptada para el estado epiléptico
(SE), en 1993 la Liga Internacional Contra la Epilepsia, lo definio de la siguiente
forma:
“Una situacion clinica caracterizada por una continua actividad convulsiva
(generalizada o parcial, con o sin manifestaciones motoras) que dura mas de 20
minutos 0 que presenta crisis recurrentes a intervalos muy cortos (menores a 1

minuto) estableciendo asi una condicion epiléptica persistente.” (Chen, 2017)

Aunque aun se encuentra en debate si esta definicidon aplica también para los
recién nacidos, este estado es una condicion importante que requiere un
tratamiento rapido para asi prevenir la muerte neuronal como resultado de la
excesiva activaciéon. Ademas de ello, se ha reportado que el SE en neonatos rara
vez es generalizado y es dificil reconocer las diferencias en cuanto etiologia y
anormalidades entre pacientes con SE vy 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 dafio
agudo, y la etiologia es muy similar a la de las crisis convulsivas: condiciones de
hipoxia e isquemia; desOrdenes metabdlicos heredables; infecciones; y

hemorragias (Pisani et al., 2007).

Finalmente, algunos de los procesos fisioldgicos que tienen que ver con el SE son:
alteraciones en el ambiente i6nico celular, desbalance en la concentracion de
iones Ca, K y Na que resultan en una alteracion en la permeabilidad celular; la alta
actividad excitatoria; cambios estructurales ocasionados por el dafio neuronal,
estrés oxidativo, que propagan la actividad epiléptica; y la disfuncionalidad en la
barrera hematoencefalica que puede resultar de la neuroinflamacion (Neligan,

2010).

3.3 EPILEPTOGENESIS
La epileptogénesis es el proceso por el cual el cerebro previamente normal es
alterado y tiende a la generacion de actividad eléctrica anormal que puede
favorecer convulsiones crénicas (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 accién o caracteristica
biolégica que ocasionen o favorezcan la presencia de convulsiones no
provocadas. Estas acciones o0 caracteristicas biolégicas incluyen alteraciones
moleculares y anatémicas, asi como alteraciones a nivel de circuito como muerte
celular o desregulacién de algin canal i6nico o un receptor de neurotransmisor

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

1. La aparicion de un dafio neuronal o algun evento neuronal anormal.

2. Un periodo latente durante el cual ocurren los cambios neuronales debido
al dafio o disturbio previamente ocurrido. Durante este periodo, los
cambios ocurridos transforman al cerebro normal e un cerebro epiléptico.

3. Epilepsia crénica.

Es durante la etapa latente cuando ocurre la adquisicion 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 accion
de los anticonvulsivos clasicos. Estos pueden finalizar las convulsiones, asi como
prevenir o disminuir la aparicion 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 frmacolégicos 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 utiles para

la evaluacion 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 caracteristicas:

1. Duracién del protocolo para inducir crisis epilépticas.

2. Agente causante de la crisis (sustancias quimicas, estimulos fisicos,
alteraciones metabdlicas, mutaciones).

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

tonicas, clonicas, etc).

Entre algunos los modelos farmacoldgicos empleados para el estudio de procesos
epileptogénicos se encuentra el pentilentetrazol, kindling amigdalino y acido

kainico.

3.4.1 MODELO DE ACIDO KAINICO
El modelo de epileptogénesis del Acido kainico (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 I6bulo temporal
(TLE) presente en humanos. Adicionalmente, éste modelo ha contribuido al
entendimiento de los mecanismos moleculares, celulares y farmacolédgicos

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

El AK es un andlogo ciclico al L-glutamato y es un agonista inotropico de
receptores glutamatérgicos ionotropicos 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 amigdala, 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 limbico y pueden causar un estado epiléptico. Este estado
produce alteraciones neuronales que promueven el proceso de epileptogénesis
gue dan lugar a crisis epilépticas y posteriormente a muerte celular (VeliSek et al.,

1992).

3.4.2 NEUROINFLAMACION EN LA EPILEPTOGENESIS
La inflamaciébn es una secuencia de respuestas biolégicas ante cambios
homeostaticos que se caracteriza por el enrojecimiento, la hinchazon, presencia
fiebre, dolor y perdida de la funcién. Puede clasificarse en: inflamacion aguda,
necesaria para resolver o destruir el insulto que la desencadend y que
generalmente desaparece en pocos dias; e inflamacion crénica, que es una
prolongacion anormal de la inflamacion aguda y que es de gran importancia pues
puede causar dafio 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 inmunoldégicamente privilegiado debido a la estrecha

constriccion de la barrera hematoencefalica que regula la entrada de moléculas de
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cierto tamafio. La inflamacion en SNC o neuroinflamacién, 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 patolégicas por células del
parénquima cerebral (células de la microglia, astrocitos y neuronas) y por células
de la barrera hematoencefalica y plexo coroideo (Vezzani et al., 2013; Vezzani,

2005).

Los mediadores de la neuroinflamacién mas conocidos pueden dividirse en tres
tipos: en enzimas proinflamatorias como COX-2, NOS inducible y NOX; en
citosinas como IL-1B, IL-6 y TNF-a; asi como en factores de crecimiento como
TGF-B y BDNF. Interesantemente, se ha encontrado que la desregulacion en la
expresion de estas moléculas proinflamatorias se encuentran asociadas a

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

Estudios en pacientes y en modelos experimentales epilépticos han demostrado
gque estos mediadores se encuentran alterados. Adicionalmente, otros estudios
indican que las crisis convulsivas dan lugar a un aumento en la permeabilidad de
la barrera hematoencefalica, lo cual puede intensificar y perpetuar la
neuroinflamacién por la extravasacibn 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 neuroinflamacién crénica, producida
por numerosos factores como enfermedades autoinmunes, encefalitis e

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

En conclusion, es posible afirmar que la neuroinflamacién y las crisis convulsivas
son dos procesos estrechamente relacionados entre si. En un inicio, las
convulsiones prolongadas pueden ocasionar y mantener neuroinflamacion croénica.
Mientras que la inflamacion crénica, independientemente de su etioldgica, puede

generar y exacerbar las crisis.

3.4.3 CICLOOXIGENASA 2
Las cicloxigenasas son una familia de enzimas que catalizan el metabolismo del
acido araquidonico a prostaglandinas (PGs). En mamiferos y aves existen dos
isoformas de cicloxigenasas que han sido caracterizadas: Cox-1, que es
constitutivamente expresada en la mayoria de los tejidos para mantener las
condiciones fisiologicas 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 expresion 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. EI RNAm es de aproximadamente 4.1 a 4.5kb y codifica

para una proteina 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 atencion pues se ha
observado que sus niveles de expresidon 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 expresion de
Cox-2 resulta en el aumento en la produccion de prostaglandinas observada en

tejidos inflamados (Turini, 2002).

En SNC, Cox-2 es un mediador en la neuroinflamacion y se ha observado que su
activacion promueve dafio neuronal en modelos de ratas con TLE mientras que la
inhibicion 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
participacion de la Cox-2 en la neuroinflamacién y la epileptogénesis esti

relacionada con la activacion y secrecion de otras moléculas (figura 1).
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Evento iniciador

L i

Disfuncion de la
Inflamacién - barrera

4 hematoencefilica

Cox-2
l * Hiperexcitabilidad
* Dafio neuronal

Reorganizacion de
red neuronal

Epilepsia y crisis
epilépticas

Figura 1: Participacion de la Cox-2 en la neuroinflamacién. En la via de la
neuroinflamaciéon y el desarrollo de crisis epilépticas, Cox2 actia como mediador
proinflamatorio. Alta expresion de Cox2 e inflamacion pueden resultar en induccion
de la hiperexcitabilidad, la reorganizacion neuronal con efectos neuroldgicos

importantes.
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3.5 ANTIEPILEPTOGENESIS
Actualmente, no existe una cura para la epilepsia. Los pacientes epilépticos son
tratados con anticonvulsivos, los cuales ayudan en la disminucion de crisis
convulsivas, mas no las previenen por completo. Por otro lado, lo tratamientos
antiepileptogénicos son aquellos que evitan el establecimiento de la epilepsia. Sin
embargo, la busqueda por un farmaco que detenga completamente el
establecimiento de la epilepsia todavia contina 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 basqueda de un farmaco que pueda ser utilizado en contra de
condiciones neurolégicas debe ser que este pueda cruzar la barrera
hematoencefalica. Es por ello que la mayoria de farmacos empleados como
tratamiento contra la epilepsia y otras enfermedades deben ser moléculas
pequefias, que puedan ingresar a SNC, que sean estables y no sean

inmunoldgicos y faciles de caracterizar y modificar.

Es por ello que las moléculas pequefas 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 expresion de cox-
2 y por ende atenuar las crisis convulsivas y el dafio que éstas generan. (Rojas et

al., 2014; Turini & Dubois, 2002)

Pareceria entonces que el uso de dichas moléculas durante el periodo latente de
la epilepsia podria frenar las crisis y las consecuencias de éstas. Sin embargo,
muchas moléculas pueden generar dafios 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
dafo 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 practicamente insoluble en acetona y éter dietilico. Su nombre quimico es
acido 4-fenilbutirico y su formula es C10H1102Na, con un peso de 186g/mol

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

Clinicamente, el FBS es utilizado como un vehiculo alternativo para la excrecion
de nitrégeno debido a que este es rapidamente metabolizado en fenilacetato. El
cual es un compuesto metabdlicamente activo capaz de conjugarse con la
glutamina via la acetilacion para formar fenilacetilglutamina, la cual es excretada
por los riflones y es molecularmente comparable con la urea. Debido a esto, el
FBS, es un farmaco originalmente empleado para tratar nifios con desérdenes 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
concentracion en plasma ocurre dentro de una hora, con una dosis Unica de 5
gramos. Sin embargo, se desconoce si la ingesta de alimentos tenga algun efecto
sobre la absorcibn del farmaco. Los metabolitos del FBS no han sido
caracterizados por completo, pero se sabe que puede metabolizarse a fenilacetato
y subsecuentemente a fenilacetilglutamina como se mencioné con anterioridad.

Siendo el higado y los rifiones lo sitios con mayor metabolizacién del FBS.
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Posterior a la administracion oral de 5g, los niveles de fenilbutirato y fenilacetato
son detectados después de los 15 y 30 minutos de administracion. Los parametros
de Cmax (ug/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 nifios no ha

sido completamente caracterizada hasta el momento.

En varios estudios se ha demostrado que el FBS es un compuesto con potencial
de aplicacién clinica, pues ademas de contribuir en desérdenes del ciclo de la
urea: en Drosophila se observé 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 pancreatico y puede tener
un papel importante en la comunicacion intracelular, asi como un inhibidor
reversible de las histonas desacetilasas | y Il, entre otras aplicaciones (lannitti,

2012).

En 2012, se document6é que el FBS es también un farmaco capaz de suprimir
moléculas pro-inflamatorias y especies reactivas de oxigeno en células gliales y
generd proteccion parcial y mejoria motora en modelos animales con Parkinson

inducido (Roy et al., 2012).
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Figura 2: Representacion del
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Fenil butirato de Sodio. El
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proponemos al FBS como un candidato viable.
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4. JUSTIFICACION

Hasta el momento no se ha encontrado un farmaco que prevenga el proceso de
epileptogénesis, conociendo que después de un evento convulsivo induce la
produccién de moléculas proinflamatorias como la Cox-2, se deberia 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, asi como el efecto
neuroprotector que éste provea proximo al dafio asociado a las crisis convulsivas

inducidas por un modelo de &cido kainico en ratas jovenes.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que los farmacos actuales empleados en adultos como inhibidores de la
Cox-2 pueden causar efectos secundarios en el desarrollo del sistema
cardiovascular en neonatos o0 nifios, es necesaria la busqueda de farmacos
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 expresion de la proteina inflamatoria Cox-2 y proveer
un efecto protector en ratas de 12 dias postnatal después de un evento

convulsivo.
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6. HIPOTESIS
La administracion del farmaco FBS disminuira la expresion de la Cox-2 y tendréa un
efecto neuroprotector posterior a la inducciéon del dafio ocasionado por las crisis

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

OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL
e Evaluar la expresion de Cox-2 y el efecto neuroprotector a corto plazo del
FBS posterior al dafio inducido por el estado epiléptico en un modelo de

acido kainico en ratas inmaduras.

6.2 OBJETIVO PARTICULAR

e Determinar la dosis efectiva 50 del farmaco FBS que reduzca
significativamente la expresién de Cox-2 en ratas neonatas de 12 dias
post-natal posterior a un evento convulsivo.

e Desarrollo del modelo de Acido Kainico en ratas de la cepa Sprague
Dawley para inducir un estado epiléptico.

e Evaluar el efecto neuroprotector del FBS sobre la muerte neuronal

inducida por AK en ratas a los 12 dias postnatal
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7. METODOS
7.1 DISENO EXPERIMENTAL

Determinacion de la dosis efectiva de FBS

Para observar el efecto del FBS sobre la expresion de la Cox-2 se indujo estado
epiléptico en ratas de 12 dias de edad, empleando un modelo de AK. Se
emplearon tres ratas por concentracién: 10, 20, 30, 40 y 50 mg/Kg y se
sacrificaron al dia siguiente. Se extrajeron los cerebros y se obtuvo el hipocampo.
Los hipocampos de las tres ratas de cada concentracion fueron procesados para
la evaluacién de Cox-2 por medio de WB para la determinaciéon de la dosis

efectiva.

Evaluacion del efecto protector de la dosis efectiva en hipocampo

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

ésta conferia, administrando esta dosis durante 5 dias.
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7.2UNIVERSO DE ESTUDIO
Ratas de la cepa Sprague Dawley
7.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION
e Ratas machos de la cepa Sprague Dawley.

e Ratas de apariencia sana y con las caracteristicas morfol6gicas acordes a

su periodo de desarrollo postnatal.
¢ Ratas de 12 dias de edad con un peso de 22 a 27 gramos.

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

7.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
e Ratas enfermas o que no cuenten con las caracteristicas morfologicas
acordes a su periodo de desarrollo postnatal (PN).
e Ratas que no cumplan con la edad y el peso requeridos al inicio del
experimento.
e Ratas que no desarrollen respuesta convulsiva con la dosis determinada

del Acido Kainico (AK)

7.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

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

experimentacion, tratamiento y evaluacion.
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7.2.4 VARIABLES DEPENDIENTES
Estado Epiléptico
Expresion de Cox-2
Celecoxib
Numero de Neuronas preservadas en hipocampo dorsal y ventral.
Numero de neuronas en proceso de degeneracion en hipocampo dorsal y
ventral.

Gliésis

7.2.5 VARIABLES INDEPENDIENTES
Concentracion de Acido Kainico
Concentracion Celecoxib
Solucion Salina

Fenil Butirato de Sodio

7.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

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
22°C.

Se les proporcioné alimento ilimitado materno hasta los 21 dias de edad; y

posteriormente alimento de la Formulab Diet #5008 a libre demanda.
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e Para determinar la dosi efectiva del Fenil Butirato, se utiliz6 una n=27 para
cada tratamiento, divididas en siete grupos de tres ratas por tratamiento.

El efecto se estudio a corto plazo.

7.3.1 GRUPO CONTROL
Tratados con solucion salina:
e 12 dias. Una Unica administracion oral al dia 12 PN. Sacrificados al 13 PN.
e 16 dias: Administracién a partir de los 12 dias de edad, cada 24 horas,

hasta cumplir 5 dias. Sacrificados en el dia 16.

7.3.2 GRUPO CONTROL DE ACIDO KAINICO
Tratados con dosis convulsivas de Acido Kainico puro disuelto en solucion
salina (3mg/kg).
e 12 dias. Una unica administracion oral al dia 12 PN. Sacrificados al 13 PN.
e 16 dias: Administracion a partir de los 12 dias de edad, cada 24 horas,

hasta cumplir 5 dias. Sacrificados en el dia 16.

7.3.3 GRUPO ACIDO KAINICO + CELECOXIB
Tratados con Acido Kainico puro disuelto en solucion salina (3mg/kg) y Celecoxib
activo puro disuelto en solucion salina (20mg/kg)
e 12 dias. Una Gnica administracion oral al dia 12 PN. Sacrificados al 13 PN.
e 16 dias: Administracion a partir de los 12 dias de edad, cada 24 horas,

hasta cumplir 5 dias. Sacrificados en el dia 16.
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7.3.4 GRUPO CONTROL CELECOXIB
Tratados con Celecoxib activo puro disuelto en solucion salina, (20mg/kg)
e 12 dias. Una Unica administracion oral al dia 12 PN. Sacrificados al 13 PN.
e 16 dias: Administracién a partir de los 12 dias de edad, cada 24 horas,

hasta cumplir 5 dias. Sacrificados en el dia 16.

7.3.5 GRUPO CONTROL ACIDO KAINICO + FENIL BUTIRATO
Tratados con Acido Kainico puro disuelto en solucion salina (3mg/kg) y Fenil
Butirato en solucion inyectable a diferentes dosis: 10mg/kg, 20mg/kg, 30mg/kg,
40mg/kg y 50mg/kg.
e 12 dias. Una unica administracion oral al dia 12 PN. Sacrificados al 13 PN.
e 16 dias: Administracion a partir de los 12 dias de edad, cada 24 horas,

hasta cumplir 5 dias. Sacrificados en el dia 16.

7.4 INDUCCION DEL ESTADO EPILEPTICO

Para la induccion del estado epiléptico, las ratas neonatas fueron separadas de la
madre y se les permitio aclimatarse durante una hora en la habitacion de
procedimientos sin la compafiia materna. Posteriormente, se aplicé acido kainico
(3mg/kg) de manera intraperitoneal y se utilizo 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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e FASE [: Se detiene la conducta exploratoria y la rata permanece inmovil.

e FASE II: Se presentan sacudidas corporales y sobresaltos.

e FASE lll: Se presentan rascados recurrentes con las extremidades

inferiores (mioclonias unilaterales)

e FASE 1V: Se presentan rascados recurrentes con las extremidades

inferiores y superiores (mioclonias bilaterales)

e 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 separacion menor a 1 minuto. Si esta fase permanece durante mas 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 administr6 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 WESTERNBLOT
7.5.1 EXTRACCION DE TEJIDO
Los animales fueron sacrificados por decapitacion y el cerebro fue extraido. Se

tomo el hipocampo y se preservo en solucién salina a -70°C.
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7.5.2 EXTRACCION DE PROTEINAS
El tejido fue homogeneizado con 100ug de buffer de lisis con urea y
posteriormente fue centrifugado a 15,000 rpm a -4°C. Se obtuvo el sobrenadante y
se realiz6 la cuantificacion por el Método de Bradford para determinar la cantidad

de proteina a utilizar en la electroforesis.

7.5.3 ELECTROFORESIS
Se separaron las proteinas de acuerdo al peso molecular en un gel de bis-
acrilamida al 10% que fue corrido a 80 volts. Posteriormente, las proteinas
separadas por peso fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa a 18

volts.

Se bloquearon dichas membranas durante dos horas en una disolucion al 10% de
leche Svelty disuelta en PBS-TWEEN para evitar la union inespecifica. Finalizado
este tiempo, se realizaron dos lavados con PBS-TWEEN y un lavado mas 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 raton. La incubacién 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 mas sin TWEEN.
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Se incubd 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 DETERMINACION DE LA DOSIS EFECTIVA
Posterior a la induccion del estado epiléptico con &cido kainico, se administraron
las distintas dosis de 10, 20, 30, 40 y 50 mg/Kg de FBS en tres ratas por dosis y
se analizé la expresién de la cox-2 en los grupos por medio de Western Blot.

Adicionalmente, también se emplearon los controles SHAM y Acido kainico.

7.5.6 ESTUDIO A CORTO PLAZO DE LA DOSIS EFECTIVA
El estudio a corto plazo const6 de la administracion de la dosis efectiva de FBS de
las ratas neonatas cada 24 horas durante 5 dias. Posteriormente, las ratas se
sacrificaron al sexto dia y se extrajo el hipocampo para andlisis de

imunofluorescencia y fluorojade.

7.6 TECNICAS HISTOLOGICAS
7.6.1 FLUOROJADE
El fluoro-jade es un derivado de la fluoresceina ampliamente utilizado para
tinciones histologicas en neuronas en proceso degenerativo. Esta tincion permite
reconocer estructuras neuronales dafiadas y es un método confiable para detectar
compuestos que puedan ocasionar dafio neurologico (Schmuck & Kahl, 2009). En
este trabajo, la tincidon fue realizada en cortes congelados, los cuales fueron

rehidratados con alcohol basico (20 ml de hidroxido 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 coloco permanganato
de potasio diluido al 0.06% en agua destilada durante 20 minutos. Una vez
finalizado este tiempo, se realizo la tincion de Fluorojade al 0.0001% diluido en
acido acético; la solucién final fue al 0.01% (80 ul FJ al de la solucion madre en
2ml de &cido 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 evalué el dafio en hipocampo por medio

de conteo celular.

7.6.2 INMUNOFLUORESCENCIA
Para la tincion por imunofluorescencia se rehidrataron los cortes con buffer de
sales de fosfato (PBS) al 1X durante 5 minutos y se bloqued con suero de cabra
normal (1ul de suero por cada 200ml de PBS) durante 20 minutos. Posteriormente,
se incubd con los anticuerpos primarios contra Cox-2 y NMDA (10ul de anticuerpo
en 200ul de PBS) durante 24 horas a 4°C. Una vez finalizado este periodo, se
lavaron los cortes 2 veces durante 5 minutos cada vez con PBS, se procedi6 a
incubar con los anticuerpos secundarios respectivos (1:200 de Alexa® en PBS)
durante 3 horas y se lavaron nuevamente los cortes con. Se utiliz6 Hoechst para
la tincion del ndcleo, dejandolo incubar durante 3 minutos (2ul por cada 5ml de

PBS 1x) y se remojo 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 Al con un software NIS Elements v.4.5.0, los colorantes fueron excitados
en un modo secuencial usando una linea de laseres: 403 nm Hoescht, 488 nm
Alexa 488 Invitrogen Life; y 563 nm Alexa 546 Invitrogen life tecnologies.). De
cada espécimen se tomaron 6 fotografias de cada region del hipocampo. Con el
programa FlJI-Image J, se analizaron las imagenes mediante la cuantificacién de
la densidad de fluorescencia en pixeles, se cuantifico la intensidad de los pixeles
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
calibré previamente la intensidad y la escala espacial para establecer los valores
de intensidad como la intensidad integrada de cada imagen. La densidad Optica se

determiné en relacion con el grupo de control y se expresa como pixeles/mm?.

7.6.3ANALISIS ESTADISTICO
Se utilizdé estadistica descriptiva para obtener medidas de dispersion (error
estandar) y de tendencia central (promedio) para posteriormente representarlas,
en las escalas correspondientes, con cuadros y graficas para su facil
ordenamiento, visualizacibn y analisis. Los resultados de los grupos
experimentales se sometieron a pruebas de normalidad y varianzas iguales. De
acuerdo a los datos, se escogié una prueba no paramétrica de Dunnett’s. Para
encontrar las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos se utilizé
la prueba post hoc Tukey. Considerando un intervalo de confianza del 95 % y un

error a = 0.05.
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7.7 CONSIDERACIONES ETICAS
Los animales de laboratorio empleados para este trabajo fueron tratados con el
mejor cuidado, siguiendo las normas establecidas por la NOM-062-ZO0-1999.
Para la administracién del farmaco se sustituy6 la sonda gastrica por una pipeta
para disminuir el dafio, asegurandose que las dosis fueran ingeridas
completamente. El sacrificio fue por decapitacion y realizada por investigadores
con experiencia, una manera util para la obtencion de los tejidos y rapida para la
evasion de sufrimiento para el animal. Se emple6 el menor nidmero de ratas
posibles para los grupos control y experimentales que permitiera cumplir con los

analisis estadisticos necesarios para el estudio.

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

area disponible, la limpieza, la ventilacién 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 DETERMINACION DE LA DOSIS EFECTIVA POR WESTERN BLOT

La determinacién de la dosis efectiva se realiz6 por medio de la técnica de
Western blot 24 horas después de la induccién de estado epiléptico y la
administracion de FBS a diferentes dosis (10, 20, 30, 40 y 50 mg/kg) (Figura
3.AyB). Adicionalmente, se realizo el analisis estadistico correspondiente (Figura

3.0).

Se encontro que la dosis efectiva 50 corresponde a la dosis de 50mg/kg, debido a
qgue dicha dosis fue la que mostré una disminucion significativa (p<0.05)
comparada con AK en la expresion de COX2 y con que el resto de las dosis

evaluadas.
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Figrua 3. Anédlisis de la expresion de COX2. Se analizaron las 5 distintas dosis
de FBS por medio de Western Blot para encontrar la dosis efectiva, es decir la que
mas redujera la proteina proinflamatoria COX2. De las cuatro dosis probadas, la
dosis correspondiente a 50mg/kg resulté ser la dosis efectiva de FBS contra la
expresion de COX2 en hipocampo (E). Anova de una via con un poshoc de

comparaciones multiples de Dunnet’s (* p<0.05) y (** p<0.01).
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8.2 INMUNOFLUORESCENCIA

Dado que las areas CAl, CA3 y Giro dentado son las mas afectadas del
hipocampo por la actividad convulsiva del acido kainico, se determiné la expresion

de Cox-2 en estas areas.

En el &rea CAL, la expresion de Cox-2 aumento significativamente en el grupo AK
en comparacion con el SHAM (p<0.01). ElI grupo AK-CLBX, mostr6 una
disminucién significativa en la expresion de Cox-2 en comparacion con AK
(p<0.05). Del mismo modo, el grupo con el farmaco prueba AK+FBS también
presentd una disminucion significativa de Cox-2 en comparacion con AK (p<0.05).
En ambos casos, la reduccion de Cox-2 fue aproximadamente del 40% en
comparacién con el grupo AK. Lo que indica que el grupo AK+FBS se comporta de
manera similar que el grupo AK+CLB. Adicionalmente, se observo que Cox-2 en
CALl se expresa principalmente en neuronas. Fue posible notar que la mayoria del

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

En el area CA3, al igual que en CAl, en el grupo SHAM se observo una baja
expresion de Cox-2 en comparacion con el AK (p<0.01). En esta area del
hipocampo, no se observé una disminucion significativa entre la expresion de Cox-
2 en el grupo AK y el grupo AK-CLB: sin embargo, si existe una disminucion
significativa entre el grupo AK y el grupo prueba AK-FBS (p<0.05). En

comparaciéon con el grupo AK, el grupo prueba AK+FBS presenté una reduccion
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del 40% en la expresion de Cox-2 aproximadamente. En el area CA3 parece ser
gue el farmaco prueba FBS mostré una mayor reduccion en la expresion de Cox-2
qgue el celecoxib. Finalmente, la expresion de Cox-2 en CAl se observo

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

Por ultimo, en el Giro Dentado nuevamente se observa que la expresion 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 disminucion significativa en la expresion
en comparacion con AK (p<0.05). Sin embargo, es importante notar que en esta
area no existe una reduccion significativa en la expresion de Cox-2 en el grupo del
farmaco prueba AK+FBS cuando se compara con AK. La disminucién de Cox-2 es
alrededor del 20%. Al igual que en CA3, la expresion de Cox-2 en GD se observa

en neuronas y en los vasos (Figura 6).
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Figura 4. Expresion de Cox-2 en zona CAl del hipocampo. La expresion de
Cox-2 es baja en el grupo control SHAM y aumenta significativamente en el grupo
AK. El grupo AK-Clbx, demuestra una disminucién significativa en la expresion de
Cox-2 en comparacion con AK. El grupo con el farmaco prueba AK+FBS también
presenta una disminucion significativa de Cox-2 en comparacion con AK y ninguna
con el grupo AK+CLB. La expresion de Cox-2 en CAl se observa principalmente
en neuronas. ANOVA de una via y poshoc Tukey’s test (* p<0.05) y (** p<0.01).

Cox-2 marcaje en verde y ndcleos en azul.
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Figura 5. Expresion de Cox-2 en zona CA3 del hipocampo. La expresion de
Cox-2 es baja en el grupo control SHAM y aumenta significativamente en el grupo
AK. En CA3 no se observa una disminucién significativa entre la expresion de
Cox-2 en el grupo AK y el grupo AK-CLB; sin embargo, si existe una disminucién
significativa entre el grupo AK y el grupo con el farmaco prueba AK-FBS. La
expresion de Cox-2 en CA1l se observa principalmente en los vasos y no en las
neuronas. ANOVA de una via y poshoc Tukey’s test (* p<0.05) y (** p<0.01). Cox-

2 marcaje en verde y nucleos en azul.
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Figura 6. Expresion de Cox-2 en zona Giro dentado del hipocampo. La
expresion de Cox-2 es baja en el grupo control SHAM y aumenta
significativamente en el grupo AK. El grupo AK-Clbx, demuestra disminucion
significativa en la expresion en comparacion con AK. El grupo AK+FBS no
muestra una disminucion significativa de Cox-2 al compararlo con AK y el grupo
con el farmaco prueba AK-FBS, similar al mostrado en AK-CLBX. La expresion de
Cox-2 en GD se observa en neuronas y en los vasos. ANOVA de una via y poshoc

Tukey's test (* p<0.05) y (** p<0.01). Cox-2 marcaje en verde y nlcleos en azul.
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8.3EVALUACION DE DANO NEURONAL POR FLUOROJADE
Para observar si el farmaco control genera algun dafio neuronal en el hipocampo,
se realizdé una tincion de fluorojade B, que permite observar las neuronas en
degeneracion. De acuerdo a las imagenes observadas en un microscopio de
epifluorscencia, se encontr6 que el nimero de neuronas en degeneracién por

milimetro cuadradrado varia en los distintos grupos.

En el &rea CAL1 del hipocampo, el grupo AK fue el que presenté mayor niumero de
neuronas en degeneraciéon en comparacion con el grupo SHAM (p<0.05), el cual
mostro muy baja sefial de FJ. El grupo AK+CLBX y el grupo AK+FBS mostraron
menor niumero de neuronas en degeneracion que el grupo AK. Sin embargo,
aunque el grupo AK+CLBX presentdé menor dafio neurologico que el grupo prueba
AK+FBS, es importante notar que si hubo disminucién en el dafio neuronal en el

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

En el &rea CA3 del hipocampo el grupo AK+FBS vy el grupo AK+CLBX mostraron
una reduccion significativa (p<0.05) en el nimero de neuronas en degeneracion
en comparacion con el grupo AK. Al igual que en CA1l, AK+CLBX presenta menor
dafio neuroldgico que el grupo prueba AK+FBS. Sin embargo, nuevamente se

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

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

AK+FBS muestra menor nimero de neuronas en degeneracién que el grupo AK
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(p<0.05). Sin embargo, AK+CLBX presenta menor dafio neurolégico (p<0.01) que

el grupo prueba AK+FBS.

SHAM AK

AK-FBS AK-CLXB

CAIl
1500+

.
* %
10004 NN |

500+ =T=

No. celulas FJ/mm?

SHAM  AK  AK-FBS AK-CLBX

Figura 7. Dafio neuronal en zona CA1l de hipocampo. El grupo AK+CLBX vy el
grupo AK+FBS mostraron menor niumero de neuronas en degeneracion que el
grupo AK. Aunque AK+CLBX presenta menor dafio que el grupo prueba AK+FB, si
existe una disminucién en el dafio neuronal en el grupo AK+FBS al ser comparado

con el grupo AK. ANOVA de una via y poshoc Tukey's test (* p<0.05) y (**
p<0.01).
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Figura 8. Dafio neuronal en zona CA3 de hipocampo. El grupo AK+FBS y grupo
AK+CLBX muestran una reduccion significativa en el nimero de neuronas en
degeneracion en comparacion con el grupo AK. ANOVA de una via y poshoc

Tukey's test (* p<0.05) y (** p<0.01).
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Figura 9. Dafio neuronal en zona CA3 de hipocampo. El grupo AK+FBS y grupo
AK+CLBX muestran una reduccion significativa en el nimero de neuronas en
degeneracion en comparacion con el grupo AK. ANOVA de una via y poshoc

Tukey’s test (* p<0.05) y (** p<0.01).
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9. DISCUSION

Los estudios experimentales han demostrado que el dafio 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
cronicas neurodegenerativas como la epilepsia. Durante el dafio 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 neurolégico correcto y una manera de evitar enfermedades cronicas
(Holmes, 2002). Como se menciond anteriormente, la Cox-2, es una enzima
importante en el proceso inflamatorio y farmacos inhibidores selectivos como
Celecoxib han mostrado que ofrecen proteccién en el cerebro adulto posterior al
dafo 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 farmaco 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 usdé un modelo experimental de dafio neurolégico asociado a
crisis convulsivas ocasionado por AK en ratas neonatas y se probd la eficacia del

farmaco FBS como un inhibidor de la Cox-2. Entre las diferentes dosis probadas,
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se determiné que la dosis 50mg/kg fue la que mayormente disminuyd la expresion
de Cox-2 en hipocampo, segun los analisis por Western Blot. Sugiriendo asi que el

farmaco FBS es capaz de reducir la expresion de esta ciclooxigenasa 2.

Posteriormente se procedié a estudiar por ensayos de imunofluorescencia la
localizacion de la expresiéon de Cox-2 en el hipocampo dorsal y comprobar si
efectivamente el tratamiento con FBS disminuye dicha expresion. Se optd por
estudiar la expresion de Cox-2 y el dafio neuronal en el hipocampo dado a que se
ha reportado previamente que las crisis convulsivas dafian esta region,
particularmente induciendo muerte celular de neuronas piramidales e
interneuronas en zonas CA1l y CAS3, asi como células granulares y generacion de
gliosis en Giro Dentado, (Dominguez et al., 2006; Sagar & Oxbury, 1987)
Adicionalmente, también se sabe que la activacion exacerbada de los receptores
de Glutamato durante la excesiva actividad neuronal ocasionada por un status
epilepticus, conducen a la muerte neuronal irreversible por la generacion de
especies reactivas de oxigeno y otras moléculas causadas durante la

excitotoxicidad (Meldrum, 1993).

Los estudios realizados demostraron que el farmaco FBS reduce la expresion de
Cox-2 tanto en CA3 como en GD, pero no en CA1l, lo cual puede atribuirse a la

zonay a la susceptibilidad de esta zona al dafio neuronal (Song et al., 2018).

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

grupos AK+FBS presentaron menor numero de neuronas en degeneracion. Lo que
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indica que el FBS no solo reduce la expresion de Cox-2 posterior a una crisis

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

crisis, resultando en la atenuacién o la erradicacion de una respuesta patoldgica a

causa del dafio asociado a la neuroinflamacién (Figura 10).

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

expresion 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 farmaco candidato viable para usar posterior a una crisis convulsi
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Figura 10. Resumen
esquematico del posible
mecanismo de accién de FBS
(50mg/kg) como inhibidor de
Cox-2 en ratas neonatas con
dafno neuronal asociado a crisis
convulsivas por AK, es posible
inhibir la cascada rio abajo de
la sefalizacion. Se reduce el
dafo neuronal y con ello la
probabilidad de desarrollar

neuropatologias cronicas.
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10. CONCLUSIONES

La dosis efectiva de FBS (50mg/kg) fué capaz de reducir la expresion
de Cox-2 en el hipocampo, posterior a la induccion de crisis
convulsivas por AK en un modelo de ratas de la cepa Sprague
Dawley. Efectos parecidos al celecoxib.

Cox-2 en zona CAl 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 areas escogidas de hipocampo dorsal, se observé un
efecto neuroprotector conferido por el FBS posterior al dafio neuronal
asociado a crisis convulsivas inducidas por AK en ratas neonatas de la

cepa Sprague Dawley.
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