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1. RESUMEN

La epilepsia es un padecimiento que altera al Sistema Nervioso Central y afecta
entre 1-2 millones de personas en Meéxico. Aproximadamente un tercio de los
pacientes con epilepsia son farmacorresistentes. Los mecanismos por los cuales un
cerebro deja de ser sano y se convierte en epiléptico son poco claros. En general, en
el cerebro las demandas energéticas son altas por lo tanto, el 6ptimo funcionamiento
de la mitocondrias es muy importante en el metabolismo neuronal. Recientes
estudios han demostrado la presencia de alteraciones en el balance entre los
procesos de fision y fusion mitocondrial en diversas enfermedades del SNC. En la
fision mitocondrial, la proteina Drpl se transloca del citosol a la membrana externa
mitocondrial en donde es reclutada por Fisl, para después llevar a cabo la hidrolisis
de GTP y de esta forma Drpl se oligomeriza alrededor de la mitocondria para
dividirla en dos. Poco se sabe de las alteraciones de la dinamica mitocondrial en la
epilepsia. En este trabajo nos planteamos analizar los cambios en la expresion a
nivel génica y proteica de las proteinas de fision mitocondrial Drpl y Fisl a tiempos
agudos (3, 24 horas y 3 dias posteriores a la induccién del SE) y crénicos (1 y 2
semanas y 1 mes). Los resultados obtenidos en este trabajo han demostrado que 24
h post SE los niveles de expresion proteica de Drpl se incrementan solo en la
fraccion citosdlica y no ocurren cambios significativos en la fraccidbn mitocondrial.
Tampoco se observan cambios significativos en la expresion proteica de Fisl. A nivel
de expresion génica en tiempos agudos se observa una disminucién en la expresion
del gen drpl a las 3H y una tendencia a incrementarse a las 24 h y no se observan
cambios en la expresion de Fisl en los tiempos analizados hasta este momento (3hy
24 h).



2. INTRODUCCION

2.1. Epilepsia
La epilepsia es una afeccion crénica de etiologia diversa, caracterizada por crisis
recurrentes debido a una descarga excesiva en las neuronas cerebrales, con pérdida
0 no de la conciencia, asociadas a diversas manifestaciones clinicas y paraclinicas,
que puede ocurrir a cualquier edad (OMS, 2012). Algunos autores indican que el
término epilepsia no hace referencia a una enfermedad especifica sino a todo el
conjunto de trastornos neurolégicos que representa una reaccion anormal del

encéfalo (Lopez y Solis, 2012).

El término epilepsia proviene del latin epilepsia y significa “ser sobrecogido
bruscamente o tomado desde arriba”. Algunos personajes que han trascendido en la
historia de la humanidad han padecido algun tipo de epilepsia como Sécrates,
Empédocles, Platon, Dostoievski, Vincent Van Gogh, Alfred Nobel y Lord Byron
(Acevedo y cols., 2008).

La epilepsia afecta a personas de todas las razas, sexos y edades (de Cabo de la
Vega y cols., 2006). La Organizaciéon Mundial de la Salud en el 2014 estima que
alrededor de 65 millones de personas en el mundo estan diagnosticadas con algun
tipo de epilepsia. En México son aproximadamente entre 1 y 2 millones de personas
afectadas por ésta patologia (OMS, 2012).

En la literatura se mencionan los posibles mecanismos por los cuales se adquiere la
epilepsia; sin embargo, aun no se ha dilucidado cual es la causa principal que la
provoca. La explicacion mas aceptada se apoya en la presencia de alguna alteracion
cerebral generada a edad temprana; por ejemplo, crisis febriles que después de un
periodo de tiempo constituyen, un factor de riesgo para desarrollar mas adelante
algun tipo de epilepsia (Miranda y Godoy, 2015). Existen estudios que muestran
cierta asociacion entre el desarrollo de la epilepsia con trauma encefalico, hipoxia o
infecciones del sistema nervioso central (SNC) (Volcy, 2004), asi como dafio cerebral
o0 historia familiar de epilepsia (Miranda y Godoy, 2015).



Las manifestaciones clinicas de la epilepsia son las crisis epilépticas, las cuales
pueden ir desde la pérdida transitoria de la conciencia (ausencias), movimientos y
contracciones involuntarios de los musculos, o bien manifestarse como la pérdida del

tono muscular (Acevedo, y cols. 2008; Garcia y cols., 2010).

Es importante no confundir la epilepsia con otros términos como lo son las crisis y el
status epilepticus (SE) o estado epiléptico. Las crisis son el resultado de alteraciones
motoras y/o sensoriales que resultan de un desbalance en la actividad neuronal.
Estos pueden ser eventos aislados o agudos, los cuales no estan asociados con la
epilepsia, mientras que aquellos que se presentan de forma espontanea o crénica
son considerados como parte de la epilepsia (Lopez, 2009). Las crisis pueden ser de
dos tipos, convulsivas o no convulsivas. Las crisis epilépticas convulsivas conocidas
como “convulsiones” se caracterizan por presentar movimientos “exagerados” (o
sacudidas) del cuerpo o de las extremidades superiores y/o inferiores y en éstas se
incluyen las crisis clénicas (clonus), tonicas y ténico-clénicas. Por su parte, las crisis
no convulsivas se presentan como alteraciones parciales o totales de la capacidad
de respuesta del paciente. En ellas se encuentran las crisis de ausencia (lapsos de
inconciencia), mioclonicas (mioclonus) y atonicas (Acevedo y cols., 2008; Lopez,
2009); cabe sefalar que todas y cada una de ellas tienen una sintomatologia, la cual

no se abordara en la presente tesis.

Por otra parte, estado epiléptico o SE es considerado como una emergencia médica
que puede traer como consecuencia dafio cerebral, epileptogénesis (ver en parrafos
mas adelante) e incluso la muerte (Torres y cols., 2011). La Liga Internacional Contra
la Epilepsia (ILAE) en 1981 sefiald que el término se refiere a una crisis epiléptica
que persiste durante un cierto tiempo o se repite con la frecuencia suficiente para
gue no ocurra la recuperacion de la conciencia entre los ataques (Garcia, 2012). Hoy
en dia, el SE se define como una sola convulsién clinica que puede presentar
convulsiones repetidas durante un periodo de mas de 30 minutos sin intervencién de
recuperacion de la conciencia (Knake y cols., 2009). Durante el SE existe una falla
en los mecanismos homeostaticos que suprimen las crisis de manera natural, los

cuales son mediados por el GABA (Lopez, 2009).



Aln no se tiene un consenso general para indicar el tiempo de duracion de una crisis
epiléptica para que pueda ser considerada como SE. Sin embargo, en la practica
clinica se considera como SE a aquella crisis que persiste por mas de 30 minutos a
pesar del tratamiento adecuado con farmacos antiepilépticos de primera y segunda
linea (Garcia, 2012; Knake y cols., 2009).

2.1.1 Etiologia y clasificacion de la Epilepsia

El Comité de Clasificacion y Terminologia de la Liga Internacional contra la Epilepsia
(ILAE, por sus siglas en inglés) desde los afios 80’s se ha dado a la tarea de realizar
una clasificacion de esta patologia (Gomez y Bellas, 2011). En la Tabla 1 se muestra
la categorizacion de la epilepsia realizada por la ILAE desde 1989 segun criterios

etiolégicos y topograficos.

El &rea cerebral que parece ser la principal fuente de descarga epiléptica se
denomina foco epiléptico (Lépez, 2009). Tomando en cuenta dicho concepto, la
epilepsia se divide en tres tipos: parciales/focales cuando se habla de un foco
epiléptico y, el cual corresponde aproximadamente al 60% de las epilepsias (Samba
y Kuruba, 2013), generalizadas, donde la descarga incontrolable de las neuronas
involucra a ambos hemisferios cerebrales (Lopez, 2009) y representan alrededor del
40% de las epilepsias (Samba y Kuruba, 2013) y también se habla de aquellas en las

gue la localizacion del foco es indeterminada (Gomez y Bellas, 2011).

Segun la causa del desarrollo de la epilepsia (o etiologia) cada uno presenta una
subdivision: las idiopaticas o primarias, sintomaticas (o secundarias) y criptogénicas
(Nagel, y cols., 2007). En las primarias, el padecimiento es de origen desconocido y
no existe otra causa que no sea una posible predisposicion hereditaria (Gomez y
Bellas, 2011). Las epilepsias de tipo sintomaticas son consideradas como
secundarias a procesos (de etiologia conocida o sospechosa) que afectaron al SNC
tales como hipoxia-isquemia, infecciones, traumatismos, malformaciones congénitas,
alteraciones en el metabolismo (innatas) asi como neoplasias e intoxicaciones
(Lépez, 2009). Las criptogénicas se refieren a aquellas que son de causa

desconocida y/o aun no son determinadas como no idiopaticas (Luengo, 2014).



Tabla 1. Esquema de la clasificacion de las epilepsias de la Liga Internacional contra la Epilepsia de 1989. Obtenido de
Gomez, J. (2011).

Relacionadas con una localizacion (focales, parciales)
Idiopaticas (p. ej., epilepsia infantil benigna con puntas centrotemporales)
Sintomaticas (p. e}., epilepsias del I6bulo temporal, epilepsias del Idbulo frontal)

Criptogénicas

Ceneralizadas

Idiopaticas, segun |a edad de comienzo (p. ej., convulsiones familiares neonatales benignas,
epilepsia con ausencias infantil, epilepsia con ausencias juvenil, epilepsia miod6nica juvenil)

Criptogénicas o sintomdticas, por orden de edad (p. &j., sindrome de West, sindrome de
Lennox-Gastaut)

Sintomadticas
De etiologfa no especffica

Sindromes especificos

De localizacion indeterminada
Con crisis tanto generalizadas como focales

Sin caracterfsticas generalizadas o focales inequivocas

Sindromes especiales

Crisis relacionadas con Ia situacion (p. ej., convulsiones febriles, crisis 0 estados epilépticos aistados)

2.1.2 Epilepsia del Lobulo Temporal (ELT)
Dentro de las epilepsias de etiologia secundaria o sintomatica se encuentra la
Epilepsia del Lobulo Temporal (ELT), la cual es el tipo de epilepsia mas frecuente
gue se presenta en el ser humano; posiblemente, el 20% de todos los pacientes con

epilepsia la presentan (Samba y Kuruba, 2013).

Segun la clasificacion mencionada en lineas anteriores, la ELT corresponde al tipo
parcial/focal (Samba y Kuruba, 2013), la cual se caracterizada por la presencia del
foco epiléptico a nivel cortical o subcortical pero siempre dentro de un sistema

neuronal limitado a un hemisferio cerebral (Gomez y Bellas, 2011; Engel, 1996).

La ELT se caracteriza por el desarrollo de un foco epiléptico en estructuras del I6bulo
temporal, en las que se incluyen al hipocampo. Esta estructura cerebral es
fundamental para el aprendizaje y la memoria asi como para los aspectos

emocionales de la conducta (Aguado, 2014).



En resecciones hipocampales de pacientes con ELT, la esclerosis del hipocampo es
el hallazgo histolégico més frecuente, éste es intratable entre el 50 y el 70% de los
casos (Volcy, 2004; Téllez y Ladino, 2013). La esclerosis del hipocampo se
caracteriza principalmente por la pérdida de neuronas en la region CA1, giro dentado
y CA3 del hipocampo (Krzysztof, 2013; Herrera y cols, 2009; Lopez y Solis, 2012).
En la figura 1 pueden observarse las regiones CAl1 y CA3 que forman parte del

hipocampo.

Figura 1. Regiones hipocampales. Se aprecian las regiones CA1, CA3 y Giro Dentado (DG)

que se encuentran afectadas principalmente en ELT.

Los pacientes con epilepsia suelen presentar resistencia a la farmacoterapia, por lo
cual su enfermedad puede parecer intratable. Como en la mayoria de las epilepsias,
el origen de la ELT no se conoce con certeza. Sin embargo, existen hipotesis que
proponen la presencia de un dafio inicial (hipoxia, crisis febriles entre otros) o ciertas
variaciones genéticas que afectan los mecanismos neuroquimicos. Lo cual
predispondria a una mayor susceptibilidad de algunos individuos para presentar ELT
(Samba y Kuruba, 2013; Charria, 2007; Duncan y cols., 2006).

2.1.3 Actividad neuronal normal
La comunicacion neuronal normal se regula por el equilibrio entre las sefales

excitadoras e inhibidoras; pero, ¢,como se da dicha comunicacién neuronal?

La excitabilidad neuronal comienza con la despolarizacibn de las neuronas
generando un potencial de accién; la propagacién de la despolarizacion de la
membrana a lo largo del axon provoca la liberacion de los neurotransmisores en las

terminales axonicas. El potencial de accion se genera a partir de los cambios



producidos por el flujo i6nico. En la sinapsis, los neurotransmisores una vez liberados
de las células presinapticas se unen a los receptores postsinapticos. Los principales
neurotransmisores en el cerebro son glutamato, acido y-amino-butirico (GABA),
acetilcolina (Ach), norepinefrina, dopamina, serotonina e histamina. En las neuronas
la actividad eléctrica normal esta regulada por sefiales excitadoras e inhibidoras
dependientes del glutamato y GABA, respectivamente (Hui y cols., 2013). En la figura

2 observamos un esquema en el que se resume por pasos la sinapsis neuronal.

1. Sintesis de neurotransmisores
en el soma de la neurona
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Figura 2. Mecanismos implicados en la sinapsis entre dos neuronas.

El glutamato es responsable de generar potenciales excitadores por la
despolarizacién de las neuronas. Ademas de tener importancia en la mediacion de la
transmision sinaptica, participa durante la formacion del sistema nervioso,
crecimiento y maduracion neuronal (Pereno, 2010). Dicho neurotransmisor puede
unirse a receptores ionotropicos y metabotropicos. Para el primer caso actla sobre
tres diferentes tipos de receptores, los cuales son acido a-amino- 3- hidroxi-5-metil-
isoxazol-4-propionico (AMPA), y kainato (KA). Dichos receptores son permeables a
Na® y K*; la entrada de Na" y salida de K* lo cual contribuye a la despolarizacion
membranal y produccion del potencial de accion. Por su parte los receptores tipo N-

acido metil-D-aspartico (NMDA) contribuyen a la permeabilidad a los iones Ca?".

Por su parte, GABA, es el cuya una funcién es el control del tono inhibitorio que
contrarresta la excitacion neuronal (Pereno, 2010; Treiman, 2001). Por estos hechos

el sistema GABAérgico tiene un importante papel en el equilibrio de los procesos



excitadores neuronales y por ende en la disminucion de descargas epileptiformes.
Los receptores de GABA también son de tipo ionotrépicos y metabotrdpicos; para el
primer caso existen receptores GABA tipo A (media la actividad inhibitoria rapida en
receptores postsinaptico) y GABA tipo B (media la actividad inhibitoria lenta en
receptores presinapticos) (Hui y cols., 2013). Los receptores GABA tipo A al permitir
el flujo de iones CI" hacia el interior de la célula generan una hiperpolarizacion
membranal que se traduce en la rapida inhibicién del potencial de accién. El receptor
GABA tipo B, asociado al sistema de segundo mensajero, permite un incremento de
la concentracién de iones K* y un decremento de los iones Ca®" (Morimoto y cols.,

2004) generado un potencial inhibitorio mas lento que el ya mencionado.

214 Actividad neuronal en la Epilepsia
El proceso epiléptico involucra mecanismos implicados en la iniciacion de las crisis
(ictogénesis) asi como los necesarios para la transformacion del cerebro normal en

un cerebro epiléptico.

Existen hipotesis que tratan de explicar la fisiopatologia de la epilepsia; en ellas se
menciona que los sistemas de inhibicibn sinaptica estan relacionados con el
comienzo de las crisis epilépticas (de Cabo de la Vega y cols., 2006; Garcia y cols.,
2010) asi como la excitacion mediada por mecanismos glutamatérgicos estan

relacionados con la generacién de la actividad epiléptica (Pallud y cols., 2014)

El desbalance entre la inhibicibn y la excitacion neuronal se pierde cuando
prevalecen la sobreexcitacion o la reduccion de la inhibicion. Dichos procesos
permiten la despolarizacién de la membrana neuronal para ocasionar un incremento
en las descargas excitadoras que finalmente conduce a una crisis epiléptica a un
grupo de neuronas e incluso a grupos de neuronas mas alejadas (de Cabo de la

Vega y cols., 2006; Garcia y cols., 2009).

En la actividad epiléptica se ve alterada la inhibicion procedente de las interneuronas
que liberan el principal neurotransmisor inhibidor del SNC, GABA. Al existir una
disminucion o pérdida de la inhibicion mediada por dicho neurotransmisor aumenta la

probabilidad de inducir epileptogénesis. Entre los mecanismos por los que se puede



dar esta pérdida se encuentra el deterioro de la liberacion o deficiencia en la sintesis
de GABA, modificaciones en los receptores para dicho neurotransmisor o pérdida
neuronal (la cual se puede observar en la epilepsia) (Hui y cols., 2013). Este hecho
ha sido apoyado por algunos estudios realizados en muestras de tejidos obtenidos
de pacientes farmacorresistentes en los que se observa, en algunos casos, la
pérdida de interneuronas y neurotransmisién (Pedre y cols., 2008). Por otra parte, la
migracion y diferenciacion de las interneuronas GABAérgicas depende de los
factores de transcripcion DIx, la funcion reducida de éstos puede aumentar la
excitacion neuronal predisponiendo al cerebro a la hiperexcitabilidad y a la epilepsia
(de Cabo de la Vega y cols., 2006; Cobos y cols., 2005; Bozzi y cols., 2012).

A partir de éstos datos se sospecha que la pérdida o disfuncién de la despolarizacion
mediada por GABA podria ser un factor necesario en el desarrollo del foco epiléptico
(de Cabo de la Vega y cols., 2006).

En la epilepsia los mecanismos moleculares que pueden contribuir a una excesiva
actividad glutamatérgica estan relacionados con la iniciaciébn y progresion de la
epilepsia y se incluyen el aumento del efecto agonista de éste sobre sus receptores,
aumento en la concentraciébn de glutamato extracelular y modificaciones en el

transporte de glutamato asi como mecanismos autoinmunes (Hui y cols., 2013).

Hasta el momento, se sabe que la fisiopatologia de la epilepsia puede estar
relacionada con modificaciones en los procesos eléctricos neuronales. Existen
mutaciones en genes que codifican para canales ibnicos, receptores de
neurotransmisores o para moléculas implicadas en la comunicacién neuronal
(Charria, 2007). En este sentido, la canalopatia ha sido un término empleado para
describir la disfuncién o defectos en canales idnicos y podria describir la patogénesis
de las epilepsias de tipo idiopaticas. Cuando existen modificaciones (mutaciones o
polimorfismos) en los genes que codifican para receptores de neurotransmisores se
ha reportado la pérdida de la funcion de los mismos. La farmacorresistencia
presentada en un considerado porcentaje de los pacientes con ELT ha sido explicada
por alteraciones en los transportadores multifarmacos en concreto alteraciones en el
transportador ABCB1 (Herrera y cols., 2009).



Los mecanismos o factores por los cuales se da la transformacion de redes
neuronales normales a hiperexcitables alin son poco claros; sin embargo, todos
apoyan la idea de que la epilepsia es ocasionada por diferentes eventos particulares
que median después de un periodo de “silencio” cambios bioquimicos o estructurales

en las neuronas inhibitorias o excitatorias del SNC (Krzysztof, 2013).

2.2. Modelos experimentales de ELT

Hasta el momento no se cuenta con algun tratamiento farmacolégico que "cure" la
epilepsia; por ello, los estudios que permitan comprender los mecanismos basicos de
la enfermedad son Uutiles para el desarrollo de tratamientos efectivos. Por tal motivo,
emplear modelos experimentales en animales que imiten fisiopatolégicamente la

epilepsia en humanos permitiran alcanzar tales objetivos (Hui y cols., 2013).

Los modelos animales ayudan a comprender la epileptogénesis, epilepsia cronica,
mecanismos de susceptibilidad a alguna lesion neuronal, reorganizacién sinaptica,
esclerosis del hipocampo, asi como los cambios genéticos presentes en la ELT
(Samba y Kuruba, 2013). En los modelos farmacolégicos se inicia con la induccion
de crisis epilépticas utilizando sustancias convulsivantes que permitan generar un SE
(30 min de crisis epilépticas). Después se observa un periodo de latencia se puede
advertir un periodo cronico en el que las crisis son recurrentes y espontaneas
(Velisek, 2006; Sloviter, 2008).

Las categorias mas aceptadas para la clasificacion de los modelos experimentales
consideran la duracién del protocolo para inducir crisis epilépticas, la causa de la
actividad epiléptica o el tipo de actividad epiléptica que se genera (Zavala y Lopez,
2011). Ademas, para la clasificacion de los modelos experimentales también se toma
en cuenta el tiempo necesario para la induccibn de las crisis epilépticas
(convulsiones) de tal forma que hay modelos agudos, cronicos y multifactoriales. En
los modelos agudos, las crisis epilépticas se inducen generalmente en una sola
sesion y son utiles para estudiar los mecanismos de induccion y deteccion de la
actividad epiléptica, asi como las alteraciones postictales. En los modelos cronicos,

por ejemplo el kindling, la intensidad de las convulsiones aumenta debido a repetidos
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estimulos excitatorios (eléctricos o quimicos) que finalmente llevan a la generacion
de crisis epilépticas espontaneas o a la actividad epiléptica persistente (Hui y cols.,
2013); de hecho, éstos son considerados verdaderos modelos de epilepsia ya que
facilitan el estudio de los procesos de epileptogénesis (Vezzani, 2009). Por su parte,
los modelos multifactoriales consisten en la manipulacién genética de los animales

que los predisponen a sufrir crisis epilépticas (Zavala y Lopez, 2011).

También se sabe que la induccién de la epilepsia en los modelos animales puede
realizarse empleando agentes quimicos, estimulacion eléctrica y alteraciones
metabdlicas o genéticas (Samba y Kuruba, 2013) (Hui Yin, Ahmad, y Makmor Bakr,
2013) (Zavala Tecuapetla y Lopez Meraz, 2011). En los modelos quimicos, la
induccion de la actividad epiléptica consiste en la administracion de compuestos
excitadores; por ejemplo, compuestos analogos al glutamato que disminuyen (Knott y
cols., 2008) o bloquea la neurotransmision inhibidora (antagonistas de GABA). Los
mas empleados son aquellos modelos que se inducen con acido kainico (agonista de
receptores glutamatérgicos) y la pilocarpina de la cual se hablara en los siguientes
parrafos. Estos dos udltimos son conocidos como modelos de induccion de SE en
donde las crisis, al pasar un tiempo determinado (periodo de latencia), generan crisis

espontaneas que simulan a la ELT del humano (Curia, y cols., 2008).

2.2.1 Modelo Litio-pilocarpina

El estado epiléptico y el desarrollo de crisis breves pueden ser modelados por
diferentes métodos; sin embargo, en esta tesis sblo se abordar4d el de litio-

pilocarpina, que pertenece al tipo quimico-croénico.

El modelo de induccion epiléptica que se emple6 para el desarrollo de este trabajo es
por administracion de pilocarpina, la cual es un alcaloide con accion colinérgica,
agonista de los receptores muscarinicos M1 que se utiliza ampliamente para inducir
el estado epiléptico de manera similar a la enfermedad desarrollada en humanos.
Este modelo se describié por primera vez por Turksi y colaboradores quienes

observaron una relacién causal entre la estimulacion excesiva de los receptores

11



colinérgicos por la pilocarpina en el cerebro y dafio cerebral generado en condiciones
de epilepsia (Turski, cols., 1983)

Se conocen dos variantes de este modelo (Zavala y Lopez, 2011). En la primera, la
pilocarpina es administrada en altas dosis (300-400 mg/Kg de peso) y la otra variante
es de dosis baja (30-60 mg/Kg de peso), la cual consiste en la administracion de
cloruro de litio (LiCl, 3 mEqg/Kg de peso) entre 16 y 24 h previas a la administracion
de la pilocarpina. Se ha observado que la administracion de la alta dosis de
pilocarpina genera un mayor porcentaje de muerte en los animales experimentales
(Curia y cols., 2008). Para disminuir tal efecto, se emplea la administracion de la baja
dosis con la previa inyeccion de LiCl (Muller y cols., 2009). Cabe sefalar que en
ambos casos se advierte la presencia de convulsiones de origen limbico que se
generaliza hasta la aparicion del SE, después de cierto tiempo puede generar crisis

epilépticas espontaneas (Zavala y Lopez, 2011; Vezzani, 2009).

La modificacién a dicho protocolo ademas de disminuir el porcentaje de mortalidad
también potencia el efecto de la pilocarpina. Marchi y colaboradores en el 2009
indicaron que el aumento de la susceptibilidad de las ratas a la pilocarpina, después
el tratamiento con litio, puede ser el resultado no solo del efecto directo sobre los
receptores colinérgicos, sino también de un aumento en la respuesta inflamatoria
primaria mediada por citosinas proinflamatorias como la interleucina 1-B (IL-1pB)
(Samba y Kuruba, 2013).

Con el modelo de litio-pilocarpina se ha reportado el dafio al hipocampo, semejante

al observado en pacientes con ELT (Ben, 2001).

Para medir la intensidad de las convulsiones en roedores sometidos a un protocolo
experimental de induccion de epilepsia, se ha utilizado desde hace varios afos la
escala de Racine. En dicha escala se categorizan seis estados o etapas de
intensidad, en la primera se pueden observar la masticacion asi como movimientos
faciales, en la segunda se advierte el cabeceo; la tercera etapa es denominada
clonus; mientras que en la cuarta etapa, el roedor comienza con las crisis (sacudida

de extremidades superiores e inferiores); en la quinta etapa, el animal pierde el
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equilibrio y en la sexta etapa, puede o0 no presentarse la muerte del roedor (Racine,
1972; Lattjohann y cols., 2009).

Cabe sefialar que en los modelos animales, la etiologia de la epilepsia es diferente a
la del ser humano, la cual generalmente esta asociada con traumatismos
craneoencefalicos o isquemia. Por dichas razones, es complicado indicar cual es el
mejor modelo que imite el proceso epileptogénico como ocurre en los humanos (Hui
y cols., 2013). Por lo tanto, antes de iniciar con un protocolo es recomendable
designar cual o cuales son las caracteristicas de la epilepsia en humanos que se
trataran de reproducir en animales (Sloviter, 2008). EI modelo de pilocarpina con o
sin litio es empleado para mimetizar el ELT en humanos debido a que se generan
varios sintomas; por ejemplo, crisis refractarias, pérdida selectiva de interneuronas y
una baja tasa de control de las crisis con anticonvulsivantes. Otra de las ventajas del
modelo de pilocarpina incluye la posibilidad de observar y analizar los cambios en la
anatomia cerebral durante la fase aguda, asi como la comparacion entre las
modificaciones que se presentan en fases iniciales, durante la epileptogénesis y en
tiempos cronicos (Garcia y cols., 2009).

2.3. La mitocondria, aspectos generales

Estructuralmente las mitocondrias son organelos de doble membrana (interna y
externa), espacio intermembranal y matriz mitocondrial. Cada uno de los
compartimentos posee funciones diferentes ya que existe una composicién quimica y

proteica diferente (Mufiiz y cols., 2000).

La membrana externa mitocondrial (MME) se encuentra en contacto con el
citoplasma de la célula, ahi se localizan diversas proteinas, algunas de las cuales
forman canales para asegurar la permeabilidad a iones y metabolitos; mientras que
la membrana interna mitocondrial (MMI) forma pliegues o crestas donde se localizan
proteinas implicadas en la cadena respiratoria necesaria para la generacién de
adenosin trifosfato (ATP). Por otra parte, la matriz mitocondrial contiene DNA

mitocondrial (mtDNA), mitocondrias ribosomales y RNA mitocondrial y en su interior
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se llevan a cabo reacciones como el ciclo de Krebs y la beta-oxidaciéon de acidos
grasos (Rodriguez y cols., 2010).

Las mitocondrias estan presentes en la mayoria de las células eucariotas sin
embargo, se sabe que los globulos rojos y las amibas carecen de dicho organelo
(Jiménez, 2003). Con los avances en microscopia de fluorescencia y electronica se
ha podido observar la morfologia mitocondrial, la cual puede ser alargada o circular.
Ademas, dependiendo del tipo de célula y de la demanda energética que éstas
presenten existen variaciones en el tamafo y forma de organizarse (Kuznetsova y
cols., 2009).

Se sabe que la distribucién mitocondrial en el citoplasma también es variable, por
ende no puede suponerse que sean organelos estaticos, sino que se trata de
organelos que migran, se dividen y se fusionan para mantener el tamafio, nimero y

adecuada funcién mitocondrial.

La forma, tamafio, niUmero, distribucidén y orientacion de las mitocondrias varian de
un tejido a otro, dependiendo de las necesidades energéticas en cada uno de ellos.
Las mitocondrias son organelos necesarios y muy importantes en los diferentes tipos

de celulares, por lo tanto en el sistema nervioso (Kuznetsov y cols., 2009).

El cerebro es altamente dependiente de la produccion de energia y es altamente
vulnerable a la disfuncién mitocondrial (Witte y cols., 2010), por ello se han realizado
diferentes trabajos en los que se demuestra que las alteraciones en las funciones de
éste organelo contribuyen al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Haun
y cols., 2013; Liesa y cols., 2009; Karbowsi, 2003). Estas pueden ser consecuencia
de mutaciones en del mtDNA, dafio por estrés oxidativo, desregulacién de la
homeostasis de los iones Ca?*, procesos de neuroinflamacién y muerte celular

mediada por apoptosis (Rodriguez y cols., 2010).

2.3.1 Dindmica mitocondrial

La dinamica mitocondrial se refiere a la capacidad de la mitocondria para someterse

a ciclos controlados de fusion y fisibn para mediar su movimiento a través del
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citoesqueleto, su arquitectura mitocondrial y la interconectividad (Knott 2009; Liesa y
Zorzano, 2009).

El tamafio y la funcibn mitocondrial, y por ende la homeostasis de dicho organelo
estd determinado por un equilibrio entre los mecanismos de fisibn y fusion
mitocondrial (Wilson y cols., 2013; Kuznetsova y cols., 2009). Alteraciones en este
proceso pueden provocar la deformacién mitocondrial, la cual ha sido asociada a
numerosas enfermedades (Zorzano y cols., 2012).

Todas las células requieren de energia para cumplir con sus funciones. En las
neuronas, es por eso que la funcion de la dinamica mitocondrial es esencial para los
procesos neuronales por ejemplo en la produccién de energia, mantenimiento de los
niveles de Ca®"y del potencial de membrana, transporte axonal y dendritico asi como

la liberacion y recaptura de neurotransmisores durante la sinapsis (Knott, 2009).

La fusion y fisibn mitocondrial son dos procesos opuestos pero complementarios que
estan presentes en condiciones normales y patologicas. En este trabajo sélo nos
enfocamos en la fisibn mitocondrial. Tanto en la fision como en la fusién participan
proteinas pertenecientes a la superfamilia de las Dinaminas, las cuales presentan
dominios de GTPasa (Wilson y cols., 2013).

Con base en las similitudes y funciones estructurales, las proteinas pertenecientes a
la familia de las dinaminas se han clasificado en las dinaminas clasicas y las
proteinas semejantes a las dinaminas o dinaminas-like proteins (DRPs o DLPs); las
cuales se caracterizan por presentar tres dominios: el de GTPasa, el medio y el
dominio efector (GED) (Elgass y cols., 2013). Las dinaminas clasicas, a diferencian
de la familia de las DRPs, presentan dos dominios adicionales (ver figura 2): el
dominio PH (pleckstrin homology) y el PRD (proline- and arginine-rich domain)
(Ramachandran, 2011).

La estructura oligomérica de las dinaminas presenta un cambio conformacional en la
forma y es dependiente de la hidrélisis de GTP, lo cual tiene como consecuencia la
constriccibon membranal para poder generar la escision. De manera similar las

dinaminas, las DRPs llevan a cabo la escisién mitocondrial (Ramachandra, 2011).
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A. Dinaminasclasicas

864 aa
B. DRPs (Dnm 1)
757aa
C.DRPs (Drp 1)
N Variable C 699-736 aa

Figura 3. Dominios de las Dinaminas clasicas y DRPs A) Las Dinaminas clasicas se caracterizan por presentar un
dominio de GTPasa, el medio de anclaje (Pleckstrin Homology, PH), GTPasa efector (GED) y el dominio rico en prolina
(PRD). Las DRPs (B, C) contienen los dominios GTPasa, el medio y GTPasa efector (GED), por su parte Drp 1 a

diferencia de Dnm 1 contiene un dominio variable.

2.3.2 Dindmica mitocondrial: Fisién mitocondrial

La fision mitocondrial es el proceso inverso de la fusion. La “fision” o divisién
mitocondrial es necesaria durante la division celular para distribuir las mitocondrias a
las células hijas (Smirnova y cols., 2001). Ademas, la fisibn mitocondrial se requiere
para realizar otros procesos celulares tales como el transporte de dichos organelos a
las zonas donde existe una demanda energética, asi como el aislamiento de
segmentos dafiados de las mitocondrias y por lo tanto, promover la autofagia.
Cuando estos mecanismos de proteccion fallan, la fisibn mitocondrial también puede

promover la apoptosis celular (Wasiak y cols., 2007).

La proteina que se encarga de la regulacion de la fision mitocondrial pertenece a las
DRPs y es conocida en los mamiferos como Drpl (Dynamin-related protein 1), Dnm1l
(Dynamin 1-like protein) en levaduras y DRP3A/B o ADI2a/b en Arabidopsis thaliana.

Drpl es una proteina de aproximadamente 80 kDa que se encuentra en el citosol en
forma de dimeros/tetrameros. Drpl es reclutada desde el citosol hasta la membrana
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externa mitocondrial por proteinas adaptadoras transmembranales como las Fisl
(Merrill y cols., 2011) (figura 4).

La importancia del estudio de las alteraciones en la fision mitocondrial y sus
consecuencias en el desarrollo cerebral, ha sido demostrada en varios articulos
cientificos. En uno de ellos se ha reportado el caso de la identificacion de una recién
nacida con una mutacion del gen para Drpl (doble negativo), la cual presentaba
crecimiento anormal cerebral, atrofia Optica y acidemia lactica. A los 37 dias después
del nacimiento la paciente falleci6 (Waterham y cols., 2007). Para conocer las
funciones fisiologicas detalladas de la fision mitocondrial, se han construido ratones
knockout (Drpl ) los cuales sélo sobreviven alrededor de 10.5 y 12.5 dias durante
el desarrollo embrionario debido a anormalidades cerebrales (Ishihara y cols., 2009).
Resultados similares han obtenido otros grupos de trabajo, donde se ha relacionado
la falta de Drpl con la muerte de embrionaria en el Gtero a los tiempos 10.5-12.5 dias
de desarrollo, asi como defectos en el desarrollo de sinapsis, menor desarrollo de
higado y deformacion de tejido cardiaco. Aunado a lo anterior, la agregacion y
distribucién inapropiada de mitocondrias han sido observados en neuritas de ratones
con genotipo Drpl * y, éstas muestran alta sensibilidad a la apoptosis. Por otra
parte, al sobreactivarse la actividad de Drpl e inducir una mayor fision mitocondrial
se contribuye a la activacion de la muerte neuronal mediada por apoptosis, autofagia
(Purnell y Fox, 2013) y necrosis (Qi y cols., 2012).

A diferencia de las dinaminas clasicas, Drpl necesitan proteinas adaptadoras para
llevar a cabo la fisibn mitocondrial. Las proteinas adaptadoras interactian
directamente con Drpl y con la membrana externa mitocondrial, de tal forma que se
genera un complejo activo para que, posteriormente, pueda llevarse a cabo la fision
mitocondrial (Bui y Shaw, 2013). Tanto en mamiferos como en levaduras, se
presenta una proteina de anclaje conocida como Fisl (Proteina de Fision

mitocondrial).

Fisl es una proteina de aproximadamente 17 kDa la cual tiene dos dominios tipo
TPR (tetratrico peptide repeat) y un segmento hidrofobico carboxi-terminal con el cual

se ancla a la membrana externa mitocondrial (Bliek y cols., 2013).
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Defectos en la fisibn mitocondrial puede estar implicados en una distribucion
mitocondrial aberrante en neuronas, lo cual tiene como resultado, alteraciones en la
transmision sinaptica (Zhang y Chan, 2007).La disfuncion en la fision mitocondrial
tiene un papel importante en la mayoria de los desérdenes que afectan al SNC tales
como la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y Huntington (Guo y
cols., 2013). El papel de Drpl en estas enfermedades ha sido estudiado con mucho
interés; sin embargo, poco se sabe del papel de la dinamica mitocondrial en la

epilepsia, en donde las neuronas presentan una alta demanda energética.
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Figura 4. Fision mitocondrial. A) La familia de las dinaminas esta integrada por proteinas dinaminas clasicas y DRPs. en
cada una de ellas contienen dominios GTPasa, Medio y GED. B) Las dinaminas forman estructuras de orquilla, en donde
la cabeza formada por el dominio de GTPasa llevan a cabo la hidrolisis de GTP. C) en caso de las Dinaminas clasicas, el
dominio PH se inserta en la capa lipidica para facilitar la interaccién con los fosfolipidos y facilitar el rompimiento de la
membrana. Drpl presenta dominios variables, los cuales sirven de anclaje e interaccién con proteinas receptoras.
Modificado de Elgass, y cols., (2013). D) Drp 1 se encuentra en el citoplasma y se oligomeriza al estar en contacto con la
membrana externa mitocondrial. La interaccion con dicha membrana se da posiblemente, a través de proteinas
adaptadoras como Fis1. Drp1forma “anillos” alrededor de la membrana externa para dar lugar a la fision mitocondrial.
Modificado de Knott y cols (2008).
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3. JUSTIFICACION

La epilepsia es una alteracion del Sistema Nervioso Central (SNC) que afecta entre
el 1y 2% de la poblacion mundial (OMS, 2012).

Muchas son las complicaciones que se presentan en pacientes con ELT, por
ejemplo, la pérdida neuronal que se describe fundamentalmente en hipocampo
(Pedre, 2008), el deterioro de ciertas funciones como alteraciones en la memoria (la
mas frecuente), la atencion, el leguaje (Weiser, 2004). También se sabe que las
personas diagnosticadas con epilepsia presentan un mayor riesgo para presentar
psicosis (Clancy y cols., 2014). Todo esto hace que su calidad de vida sea poco

favorable e incluso, la integracion del paciente dentro de la sociedad se ve afectada.

La homeostasis mitocondrial juega un papel importante en el cerebro ya que éste
requiere de una alta cantidad de energia para llevar a cabo los procesos que
involucran la excitabilidad neuronal y transmision sinaptica. En ciertas enfermedades
gue afectan al SNC, por ejemplo Huntington, Parkinson, Alzheimer (Shang-Der Chen,

2010) se han observado cambios en la fision mitocondrial.

Poco se conoce sobre los cambios que inducen la fisibn mitocondrial en procesos
epilépticos. Por lo tanto, es muy importante el estudio de dichos mecanismos como
estrategia para proponer nuevas alternativas terapéuticas que permitan disminuir el
dafio neuronal generado por las crisis epilépticas, a fin de que se pueda mejorar la

calidad de vida de los pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Analizar los niveles de expresion de las proteinas de fision mitocondrial (Drpl y Fisl)
asociadas al dafio neuronal generado en el hipocampo por la induccion de status
epilepticus (SE), en ratas.

4.2 Especificos

v' Analizar la expresion de las proteinas de fision (Drpl y Fisl) en las diferentes
fracciones obtenidas empleando la técnica de Western Blot en un curso temporal
posterior al SE

v' Analizar la expresién de los genes que codifican para las proteinas Drpl y Fisl a
través de un curso temporal posterior al SE.
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5. HIPOTESIS

Si las crisis repetidas producen un cambio en la fisibn mitocondrial en el hipocampo
de ratas entonces se observard un aumento significativo en los niveles de expresion

de Drply Fisl con respecto al grupo control.
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6. METODOLOGIA

6.1 Obtencién de hipocampos en ratas control y post SE

Induccion de status epilepticus (SE). Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar,
con un peso de 200-250 g y se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos: 1) grupo
control y 2) grupo tratado con pilocarpina (n=6 cada uno). A ambos grupos se les
administré diariamente 1 mL/Kg de peso de solucién salina isoténica (NaCl 0.9%) via
intraperitoneal (i.p). EI empleo de animales como sujetos de experimentacion fue
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). Al sexto dia se les administré6 3 mEqg/Kg de
cloruro de litio (i.p., SIGMA) y 16 h después de dicho tratamiento se les administré
por via subcutanea (s.c.) 1 mg/Kg de metil nitrato de (-) escopolamina (SIGMA)
disuelta en solucion salina. Transcurridos 30 minutos, recibieron la inyeccion de
pilocarpina (SIGMA) a una dosis de 30 mg/Kg (s.c.). Para el caso del grupo control,
los animales recibieron las inyecciones de cloruro de litio y metil nitrato de (-)
escopolamina pero no la pilocarpina. A los animales que presentaron SE, se les
administré 5 mg/Kg, i.m. de Diazepam y una hora después de iniciado el ataque se
introdujeron por 1 h en una caja sumergida en un bafio de hielo. Para medir la
intensidad de las convulsiones en los roedores se empled la escala de Racine
categorizando cinco etapas de intensidad. Posteriormente, los animales se
mantuvieron en una habitacién a 18 °C por dos dias y se les alimenté manualmente

con suplemento alimenticio.

6.2 Obtencion de las proteinas de Fision mitocondrial (Drply Fisl) del

hipocampo de ratas control y post SE

Fraccionamiento celular. Los animales controles y los tratados con pilocarpina se
sacrificaron a las 3, 24, 72 h, 1, 2 y 4 semanas posteriores a la induccion del SE. Los
cerebros se colocaron inmediatamente en Amortiguador salino de fosfatos (PBS) a
4°C y posteriormente los hipocampos se disecaron para ser depositados en 1.5 mL
de amortiguador de sacarosa. Los hipocampos se homogenizaron y centrifugaron a

2000g por 15 minutos a 4°C. Posterior a la centrifugacién, el sobrenadante se
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recupero y se volvié a centrifugar a 15000g por 20 minutos. El sobrenadante se
recuperd como fraccion citosélica mientras que la pastilla se resuspendié en 500 uL
de solucion de sacarosa adicionada con 0.1% de albumina sérica bovina (BSA, MP
Biomedicals) y se volvio a centrifugar (15000g por 20 minutos). La pastilla
mitocondrial se resuspendio en 100 uL de Amortiguador de lisis con inhibidores de
proteasas (Complete-Roche). Todas las fracciones se almacenaron a -70 °C. La

cantidad de proteina (ug/uL) se cuantificd por la técnica de Bradford (BioRad).

Electroforesis desnaturalizante y Western Blot. Para realizar la electroforesis se
cargaron 30 pg de proteina de cada una de las fracciones aisladas y se separaron en
geles de SDS poliacrilamida al 10% a 100 V por 2.5 h (BioRad PowerPac HC High-
Current Power Supply); la trasferencia electroforética (18 V, 1 A, 80 min, Trans-Blot
SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, BioRad) se realiz6 empleando
membranas de PVDF (polifluoruro de vinilideno, 0.2 um, Merk Millipore). El bloqueo
de las membranas se realiz6 utilizando una solucion de Amortiguador de Tris-HCI-
Salina-Tween 0.1% (TBS-T) con leche descremada al 5% por 2 h a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se efectuaron tres lavados de 5 min con TBS-T y
las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario. La
deteccién de Drpl (anti Drpl, 1:500; Santa Cruz) y Fis 1 (anti Fisl, 1:500, Santa
Cruz) se realizé en las fracciones mitocondriales, mientras que la fraccion citosélica
se empled para la identificacién de Drpl. En la fraccion mitocondrial se us6 VDAC
(anti VDAC,1:2000, Cell Signalling) como control de carga; para la citosdlica, beta-
Actina (1:500, Santa Cruz). Posterior a la incubacion con el anticuerpo primario, las
membranas fueron lavadas tres veces (cada una por 5 min.) con TBS-T y se
incubaron por 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (IgG anti
ratbn o anti conejo, 1:5000, Cell Signalling). Una vez terminada la incubacion, las
membranas fueron lavadas tres veces con TBS-T y posteriormente fueron reveladas
por quimioluminiscencia (Luminata Forte Western HRP, Millipore). Las placas
radiograficas se escanearon y se analizo la densidad optica mediante el programa

ImageJ 1.46r.

23



Andlisis estadistico. Los datos se presentan como promedio * Error Estandar. Para el
analisis estadistico empleo el software GraphPad Prism version 5.0. Se realiz6 una t-

student con un valor de p<0.05.

6.3 Analisis de la expresion de los genes codificantes de las proteinas de
Fision mitocondrial (Drply Fisl)

Extraccion de RNA vy sintesis de cDNA. Los hipocampos disecados de las ratas
control y tratadas con litio-pilocarpina se colocaron en 500 uL de trizol (Invitrogen) y
se congelaron a -70°C hasta ser homogenizados. Se realiz6 la extraccion del RNA
segun el protocolo sugerido por Invitrogen. Para verificar la integridad de las
subunidades ribosomales de las muestras; se corrieron geles de agarosa al 0.8-%
TAE 1X. La pureza de las muestras se consideré buena cuando la relacién de las
absorbancias obtenidas a 260 nm y a 280 nm (A2s0/A280) €ra de entre 1.7-1.9. Para
realizar la sintesis de cDNA a partir de 5 pg de muestra, se siguieron las
especificaciones de Thermo Scientific Reverte Aid First Strand cDNA Synthesis Kit
(ver condiciones en apéndice). La cantidad de cDNA se cuantificé con el programa

Gen 5 (Epoch, Biotek), y se realizaron diluciones para obtener 200 ng de cDNA/uL.

Preparacion de los oligos. Drpl (forward primer, Fw, 5-
ATGCCTGTGGGCTAATGAAC-3, reverse primer, Ry, 5'-
TTCCTCTCCAGTTGCCTGTT-3)), Fisl (Fw, 5-GCAGTTTGAATACGCCTGGT-3’ Ry,
5-TGTAACAGTCCCCGCACATA-3’) y el gen de referencia beta-actina (Fw, 5'-
AAGACCTCTATGCCAACAC-3' Ry, 5-TGATCTTCATGGTGCTAGG-3’) se disefiaron
y sintetizaron por la casa comercial SIGMA. La concentracion de cada uno de los
oligos (ug/ uL) se cuantifico con el programa Gen 5 (Epoch, Biotek). Se prepararon
soluciones stock de cada uno de los oligos (20 uL) a una concentracion final de 10
pM.

Estandarizacion de la reaccion de PCR en tiempo real. Se realizé por duplicado una
curva estandar de cinco puntos, con diluciones de las muestras de cDNA en base 10
(para fisl y actina) y base 5 (para Drpl). Se comenzo con una dilucion de 1000 ng/ul.
Las condiciones para la PCR en tiempo real se optimizaron con SYBER GREEN
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(Thermo Scientific); para méas detalles puede observar la seccion del apéndice 1. Las
condiciones en las cuales se realiz6 la reaccién se muestran en la siguiente tabla; se

emplearon 45 ciclos para llevar a cabo la reaccion.

Tabla 2. Programacién de las condiciones para la reaccién de PCR en tiempo real

Paso Tiempo Temperatura (°C)
Desnaturalizacion previa | 2 min 50
Desnaturalizacion 10 min 95
Hibridacion 15s Propia de cada oligo (*)
Extension 30s 65
Fin de la reaccion 30s 72

(*) Se probaron varias temperaturas de hibridacion para cada oligo partiendo de la de las temperaturas proporcionadas por
la casa comercial (SIGMA) + 3°C. Para todas las determinaciones se empled una eficiencia de reaccion entre 90-110% y

una R2 mayor a 0.9.

Electroforesis vertical de DNA en geles de poliacrilamida. Para determinar la
especificidad de los productos de amplificacion de cada uno de los genes, se
corrieron en geles de poliacrilamida (ver apéndice). Los fragmentos se visualizaron
bajo la luz ultravioleta tras tefir el gel con GelRed (Invitrogene). Después de realizar
la estandarizacion de las condiciones para llevar a cabo la gqRT-PCR se evaluaron
los niveles de expresion del transcrito en las muestras control y post SE (n=3)

empleando el software REST version 2009.
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7. RESULTADOS

Para lograr los objetivos de éste trabajo de tesis se empledé un modelo murino de

induccion de epilepsia, el cual mimetiza la fisiopatologia de la ELT en humanos.

7.1 Analisis del contenido de Drpl y Fisl en fracciones mitocondriales y

citosdlicas de ratas control y post SE

Drpl es una proteina que se encuentra en la fraccion citosélica y se transloca a la
membrana externa mitocondrial para ser reclutada por proteinas adaptadoras y en
presencia de GTP cambia su conformacion para formar un anillo alrededor de dicho
organelo y llevar a cabo la fision mitocondrial. En la figura 5 se observa que la
expresion de la proteina Drpl aumenta significativamente en la fraccion citosdlica a
las 24h en la condicion de SE; sin embargo tanto en la fraccion mitocondrial y

citosdlica a tiempos largos no se observan diferencias significativas (Fig. 6).
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Figura 5. Expresion de la proteina de fision mitocondrial (Drpl) después del SE. El analisis de Western blot muestra la
expresiéon de Drp-1 en la fraccion citosélica y mitocondrial de hipocampos de ratas controles (barras blancas) y post SE
(barras negras) a 3, 24 y 72 h (n=6). La expresién de Drpl en la fraccién citosolica a las 24 h se ve incrementada
significativamente. En la fraccién mitocondrial no se observan cambios significativos en la expresion de Drpl a los

diferentes tiempos. Todos los datos se presentan como Promedio + Error Estandar, t-test, p<0.05
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Figura 6. Expresion de la proteina de fision mitocondrial (Drp-1) después del SE. Analisis de Western blot muestra la
expresion de Drp-1 en la fraccion citosélica y mitocondrial de hipocampos de ratas controles (barras blancas) y post SE
(barras negras) a tiempos de 1, 2 y 4 semanas después (n=6). Puede apreciarse en los graficos que en ninguno de los
tiempos y en ninguna de las fracciones analizadas se observa un incremento significativo. en la expresion de Drp-1. Todos los

datos se presentan como Promedio + Error Estandar, t-test, p<0.05
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Figura 7. Expresion de la proteina de fision mitocondrial (Fis 1) después del SE. Andlisis de Western blot
muestra la expresion de Fis 1 en la fraccién mitocondrial de hipocampos de ratas controles (barras blancas) y post SE
(barras negras) a tiempos de 3, 24, 72 h, 1, 2 y 4 semanas, n=6. Puede apreciarse en los graficos que en ninguno de
los tiempos existen diferencias en la expresion de Fis 1 con respecto al control. Todos los datos se presentan como
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La proteina de fision mitocondrial (Fisl) se encuentra en la membrana externa
mitocondrial. Como se muestra en la figura 7 en todos los tiempos analizados, la
expresion de Fisl en la fraccion mitocondrial no tiene diferencias significativas con

respecto al control.

7.2 Andlisis de la expresion de los genes drpl y fisl en muestras controles y

post SE.Datos preliminares

Como se observa en la tabla 3 la expresion génica de drpl a las 3 h y 24 h varia
entre los tiempos siendo menor a las 3h y mayor a las 24h con respecto al gen
constitutivo. En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para fisl; en ella se

advierte que los niveles de expresion no cambian a los tiempos mencionados.

Tabla 3. Veces de cambio de drpl a las 3y 24 horas post SE, respecto al gen constitutivo (beta-actina).

Gen |Eficiencia de reaccion|Expresion
Actina 1.00 1.000
Drpl 3h 0.92 0.598
Drpl 24h 0.92 1.566

Tabla 4. Veces de cambio de fisl a las 3 y 24 horas post SE, respecto al gen constitutivo (beta-actina).

Gene [Eficiencia de reaccion|Expresion
Actina 1.0 1.000
Fisl 3h 0.92 0.992
Fisl 24h 0.92 1.100
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8. DISCUSION

La epilepsia es una patologia neuroldgica que afecta a todas las edades, estratos
socioecondmicos, sexos, razas, etc. Este padecimiento representa un problema de
salud muy importante el cual afecta severamente la calidad de vida laboral, familiar y

social del paciente que lo padece.

La epilepsia del l16bulo temporal (ELT) es el tipo de epilepsia més frecuente y que
posiblemente el 20% de los pacientes con éste padecimiento la presentan (Samba y
Kuruba, 2013). Con base en esto, el uso de modelos animales que mimeticen la
epilepsia resulta importante para un mejor conocimiento de la fisiopatologia de dicho
padecimiento. Por ello, en éste trabajo se empled el modelo de induccion de SE con
litio-pilocarpina del cual se han reportado caracteristicas histologicas vy fisioldgicas

similares a la ELT en humanos.

A pesar de los estudios que se han realizado para conocer cuéales son los factores
gue generan dafio neuronal en la epilepsia, los mecanismos celulares y moleculares
subyacentes a la lesion neuronal inducida por convulsiones no se han estudiado de
forma clara y las estrategias para proteger al cerebro de una lesion inducida por
convulsiones todavia estan limitados (Qui y cols., 2013). Los mecanismos que
permiten que un cerebro normal se convierta en epiléptico ain son poco claros,
Actualmente no existen datos sobre los cambios en la expresion génica o proteica de
la proteina de Drply Fisl en un curso temporal post SE.

Se sabe que en las células neuronales sanas, la fusion y la fisibn mitocondrial, estan
en balance continuo para controlar el tamafo, forma y movimiento desde el cuerpo
neuronal hasta los axones y dendritas (Hermachandra y cols., 2009). Existe
evidencia experimental que apoya la idea de que un desbalance orientado hacia la
modificacion de los procesos de fision mitocondrial juega un papel importante en la
progresion de enfermedades en las que se afecta al SNC, por ejemplo en la
enfermedad de Parkinson, Alzheimer y Huntington (Bueler, 2009; Wang y cols., 2009;
Shirendeb y cols., 2011; Cho y cols., 2013). Se han reportado interacciones

aberrantes entre Drpl y proteinas como Parkin o PINK1 (Lutz y cols., 2009), beta-
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amieloide (Cho y cols., 2009) implicadas en las patologias ya enlistadas, de tal forma
que se pueden alterar los mecanismos de la fision mitocondrial y generar la muerte
celular (Reddy, et. al., 2011).

Este es uno de los primeros reportes del andlisis de la expresion de la proteina Drpl
a tiempos agudos y cronicos post SE. Los resultados obtenidos del analisis de la
expresion de Drpl en la fraccion citosdlica a las 3 h post SE indican un aumento que
no es estadisticamente significativo con respecto al control; sin embargo, a las 24 h
se observa un incremento significativo en la expresion de la proteina Drpl, mientras
que alas 72 h se observa una disminucion que llega a niveles basales. Al analizar
la expresion de Drpl en la fraccion mitocondrial, no se observan cambios
significativos a tiempos de 3 h, 24 h'y 72 horas. Los resultados sugieren que, aunque
en la fraccién citosolica a las 24 h se evidencia un aumento significativo en la
expresion de Drpl, la proteina no se transloca a la membrana externa mitocondrial
(ver Fig. 5).

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio coinciden con los reportados por Qui
y cols. (2013), quienes observaron un incremento en la expresiéon de Drpl
estadisticamente significativo las 3 horas y 24 h post SE respecto a los controles, asi
como una disminucion en la expresion de la proteina a las 48 h sin llegar a niveles
basales. Sin embargo, a diferencia de nuestro proyecto, en el trabajo de Qui y cols.,
(2013), no se realiz6é un fraccionamiento celular, por lo que se reportd un incremento
en la expresién de la proteina del extracto total; con sus resultados no se puede
concluir que existe fision mitocondrial la cual, induce la via intrinseca de la apoptosis

por la liberacién de proteinas proapoptéticas (Qui y cols., 2013).

Al analizar la expresion de Drpl a tiempos de 1, 2 y 4 semanas después de la
induccion del SE, no se observan cambios significativos, aunque a las 2 semanas se
nota una tendencia a la disminucion de la cantidad de ésta proteina en la fraccion

citosdlica y una tendencia al incremento en la fraccion mitocondrial.
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Por otra parte, se sabe que Drpl es regulada por diferentes modificaciones post
traduccionales entre las que se encuentran las fosforilaciones, sumoilaciones y

nitrosilaciones (Dickey y Strack, 2011; Otera y Mihara, 2011).

Una de las modificaciones mas estudiadas es la fosforilacion en residuos de serina
del dominio variable y del dominio efector de Drpl. Cada uno de estos sitios se
fosforila por diferentes cinasas. Actualmente, se sabe que la cinasa de membrana
externa mitocondrial PKA/AKAP1 media la fosforilacion de la serina 656 (localizada
en el carboxilo terminal del dominio efector de GTPasa) lo cual induce elongacién
mitocondrial y neuroproteccion; al ser desfosforilada por PP2A/Bf32, se promueve la
fragmentaciéon mitocondrial y la despolarizaciéon neuronal (Strack y cols., 2011).
Hasta el momento no se han hecho estudios de las alteraciones de dichos
mecanismos en epilepsia. En nuestro trabajo sélo se detectd la presencia de la
proteina Drpl, no su estado de fosforilacidn por lo que seria interesante realizar
dicha evaluacién en los tiempos utilizados en este trabajo, pues se sabe que aunque
no cambie la cantidad de proteina, bajo ciertos estimulos si cambian los estados de

fosforilacion (Merril y cols., 2013).

A diferencia de las dinaminas clasicas, las DRPs requieren de proteinas adaptadoras
gue permitan anclar a Drpl con la membrana externa mitocondrial. Fisl es una
proteina adaptadora, la cual recluta a Drpl desde el citoplasma hacia la membrana
externa mitocondrial. La evaluacion de la expresion de Fisl se realizé a los tiempos
ya indicados y como se puede observar en la figura 7 no se presentaron cambios
significativos en la expresion de dicha proteina. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos con Otera y cols., en el 2010, en los que se demostro que la supresion del
gen Fisl de células HCT116 (carcinoma colorrectal humano) no modificaba la
morfologia o reclutamiento de Drpl a la membrana externa mitocondrial y por lo tanto

no se induce la fisibn mitocondrial.

Ademas de Fisl, se sabe que existen otras proteinas que interactian con Drpl para
que sea reclutada y se lleve a cabo la fision mitocondrial, una de ellas el Factor de
Fision Mitocondrial (Mff, Mitochondrial fission factor) del cual se ha demostrado que
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se une directamente a Drpl con la membrana externa mitocondrial lo que incrementa
la fisién de dicho organelo (Otera y cols., 2010). Otras proteinas adaptadoras son los
factores de elongacion mitocondrial 1 (MiD49 y MiD51) los cuales son capaces de
formar un complejo de inhibicién o activacién de la fisibn mitocondrial (Wilson y cols.,
2013; Bui y Shaw, 2013). A partir de éstos datos seria interesante saber cudl es el
papel de éstas proteinas adaptadoras en condiciones post SE y la relacion que

guardan con la fisidbn mitocondrial.

Ademas del analisis de la expresion de las proteinas Drpl y Fisl, se realizdé el
andlisis de la expresion del transcrito de cada una por medio de PCR en tiempo real.,
cabe sefialar que los resultados presentados en éste trabajo son preliminares pues
s6lo se reporta la expresion del transcrito sin la realizacion de un andlisis estadistico.
Asi, puede observarse que para drpl la cantidad del transcrito tiende a disminuir con
respecto al gen constitutivo a las 3h y a aumentar 24h post SE. Para fisl no se
aprecian variaciones en su expresion a ninguno de los tiempos evaluados (tabla 2 y
3).

Lo anterior indica que existen diferentes puntos de regulacion entre la transcripcion

del gen y la traduccion de la proteina Drpl durante el periodo agudo del SE.
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9. CONCLUSIONES

. En la fraccion citosdlica, la expresion de la proteina Drpl, fue
significativamente mayor a las 24 h post SE con respecto al control.

. La expresion de Fis1 no mostré cambios significativos post SE.

. La expresion del gen drpl disminuye a las 3 h post SE y se observa una
tendencia a incrementarse a las 24 horas post SE.

. La expresion del gen que codifica para Fisl no muestra cambios en el
transcrito a los tiempos de 3 hy 24 h post SE.
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10.

PERSPECTIVAS

Analizar cambios en la principal modificacion postraduccional (fosforilacion)
que sufre Drpl y su relacion con la translocacion de dicha proteina a la MMO.

Realizar el analisis estadistico para la expresion del transcrito de drpl y fisl.

Realizar el analisis de la ultraestructura mitocondrial a través de microscopia
electronica de transmision de las regiones CALl y Giro dentado (las cuales se
ven afectadas después del SE).

Evaluar los cambios en la expresién de las proteinas adaptadoras Mff y
MiD49/51 de la proteina Drpl, bajo las mismas condiciones establecidas en
este trabajo.

Analizar los cambios en la expresion de las proteinas de fusion mitocondrial a
los tiempos mencionados en éste trabajo.
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11. ANEXO

Soluciones y amortiquadores utilizados en el analisis del contenido de las

proteinas de Fision mitocondrial (Drpl vy Fis1) en hipocampo de ratas controles

y con SE

Solucidon de carga 5X

SDS 20.0g
Glicerol 100.0 mL
DTT 15.4 g

TRISO.5MpH 85 |26.0mL

Azul de bromofenol | 0.1 g

Aforar con agua destilada a un volumen final de 200 mL.

Solucién de corrida 10X

Tris base | 30.0 g

Glicina 144049

SDS 10.0 g

H.O 10L

Solucién de lisis

Tris-HCI 20 mM
EDTA 2mM
NacCl 20 mM
Tritdbn X-100 | 1%
Glicerol 10%

Agregar media tableta de inhibidores de proteasas (cOmplete-Roche).
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Solucién de sacarosa para el fraccionamiento celular.
Sacarosa | 0.25 M
Tris-HCI | 15 mM (pH 7.9)
KCI 16 mM

NacCl 15 mM

EDTA 5 mM

EGTA 1mM

DTT 1mM

Ajustar pH 7.4 con HCl y aforar (con agua bidestilada) a un volumen final de 1L.

Solucién de stripping

Glicina 159
SDS 1lg
Tween 20 10 mL

Agitar vigorosamente, ajustar pH 2.2 con HCI y aforar con agua bidestilada a un

volumen final de 1L.

Solucién de transferencia 10X

Tris base | 151 g
Glicina 720 g
H.O 5L
Para obtener 1 L de amortiguador 1X tomar 100 mL de la soluciéon 10X, afadir 700
mL de H,O y 200 mL de metanol.

Persulfato de amonio 10%

Persulfato de amonio | 0.1 g

Agua destilada 1mL
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Protocolo para preparar geles discontinuos y desnaturalizantes
Geles de acrilamida-bisacrilamida (29:1) al 12%

Gel separador:

Gel concentrador:

H,O 4.53 mL H,O 1.36 mL
Acrilamida | 5.30 mL Acrilamida | 340 mL
Tris pH 8.8 | 3.33 mL Tris pH 8.8 | 260 pL
SDS 10% | 125 uL SDS 10% | 20 pL
APS 10% | 125 puL APS 10% | 20 uL
TEMED 15uL TEMED 20 uL

Amortiguador para gel concentrador (0.5 M)
Disolver 90.75 g de Tris-base en 375 mL de agua destilada. Ajustar el pH 8.8 y aforar

el volumen a 500 mL.

Amortiguador para gel separador (1.5 M)
Disolver 30.00 g de Tris-base en 400 mL de agua. Ajustar el pH 6.8 y aforar con agua

a un volumen final de 500 mL.

Rojo Ponceau

Acido acético 100% | 5.0 mL

Agua destilada 95.0 mL

Rojo Ponceau 0.1 mL

Solucién de Acrilamida-Bis acrilamida (29:1)

Acrilamida 141.13 g

Bis acrilamida | 5.00 g

Se disuelve en 200 mL de agua destilada, se lleva al aforo (500 mL) y se filtra al

vacio.
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Solucién de bloqueo 5%, para dos membranas

Se pesan 0.5 g de leche descremada y se disuelven en 10 mL de TBS-T 1X

Solucién PBS A para5L

NaCl 50.00 g

KCI 1.25¢

Na,HPO, | 7.05 g

KH,POs | 1.25¢

Ajustar el pH a 7.4 con HCl y aforar a un volumen final de 5 L con agua destilada.

Amortiguadores y protocolos utilizados en el analisis de la expresién de los

genes codificantes de las proteinas de fision mitocondrial (Drpl vy Fis1)

Gel de agarosa al 0.8%

Para 100 mL de disolucion se pesan 0.8 g de agarosa y se disuelven en 100 mL de
agua DEPC 0.1%.

Protocolo de sintesis de cDNA

MIX 1
RNA pL  necesarios para
tener 5 ug de muestra
Primer oligo (dT)18 | 1 uL

Agua c.b.p12 uL
MIX 2
Amortiguador de | 2 uL
Rx 5X
Ribolock 0.5 uL

10 MM dNTP Mix | 1 pL
RT (Reverted Aid) | 0.5 uL

Las cantidades representadas en las tablas son las necesarias para realizar una

reaccion. El MIX 1 se mezcla y posteriormente en el termociclador se corrieron a
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60°C por 5 min. Enseguida se le agrega el MIX 2. Una vez realizada la mezcla se
prosigue con la reaccion para la sintesis de cDNA, incubando por 60 min a 42° C con

una extension final de 70°C por 5 minutos.

Protocolo paralareaccion de PCR en tiempo real
En una placa de reaccion se afiadio en el siguiente orden 5 pL del mix de SYBER

GREEN, oligo Fw (+) 10 uM, oligo Rv (-) 10 uM, 1 uL de templado y 2 puL de agua.

Solucion TAE al 1X
Para obtener 1 L de TAE 1X tomar 100 mL de la solucién 10X y aforar con 900 mL
de agua libre de RNAsa
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12. APENDICE

Induccién de SE en ratas macho de la cepa Wistar.

La caracterizacion de la ELT en ratas macho de la cepa Wistar se realizé6 empleando
Litio-pilocarpina, un modelo de tipo quimico-crénico. Aproximadamente treinta
minutos después de la administracion subcutanea de pilocarpina, a la dosis indicada
en el apartado de material y método, se observaron las cinco etapas de la escala de
Racine en la cual la severidad de las convulsiones se manifiesta con cambios
conductuales hasta la aparicion del SE. Dichos cambios observados fueron acinesia,
piloereccion, temblor, salivacién, movimientos de cabeza, clonus de miembros
anteriores, posicion de canguro, pérdida de la postura corporal y crisis limbicas
repetidas o SE, la Ultima etapa que se deseaba observar. De manera representativa,
en la figura 1 se observa una rata en la fase de SE la cual ha perdido la postura
corporal, presenta salivacion y movimientos involuntarios de cabeza. Los animales
gue no manifestaron los niveles 4 y 5 de la escala de Racine fueron descartados del
protocolo experimental.

Los hipocampos disecados de ratas controles y aquellas que entraron en SE fueron

empleados para el andlisis por PCR y Western blot.

Figura 1. Rata macho de la cepa Wistar en SE. Se ejemplifica el SE inducido con Litio-pilocarpina; puede

observarse la postura de canguro, salivacion y movimientos involuntarios de la cabeza.
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Estandarizacién del protocolo para WB

En esta parte experimental se analizé el contenido de las proteinas Drpl y Fis 1 en
las muestras controles y post SE. Se sabe que Drpl presenta diferentes isoformas y
para determinar cual de las isoformas de Drpl era detectada por el anticuerpo, se
alinearon las secuencias peptidicas de las isoformas (tabla 1) con la secuencia de la
proteina proporcionada por la casa comercial (Santa Cruz Biotechnology). El
resultado del alineamiento (Fig 3) indicd que el anticuerpo empleado y la isoforma 1

de Drpl corresponden.

Para evaluar los cambios en la expresion a nivel de proteina de Drpl y Fisl, con
base en su localizacion celular, se realiz6 la estandarizaciéon de las condiciones para
obtener la fraccion citosolica y mitocondrial de los tejidos disecados. Se emplearon
como controles de carga a la proteina del citoesqueleto beta-actina, en el caso de la
fraccion citosdlica, y la proteina del canal anidnico voltaje dependiente (VDAC) para
la mitocondrial. En la figura 2 se muestra la validacién del método de fraccionamiento
celular, donde la figura representativa del gel en el carril 3 y 4 correspondientes a la
fraccibn mitocondrial se detecta la expresion de VDAC, y no de la proteina
citoplasmica de beta-actina. Este resultado nos permite asegurar que los cambios en

la expresion de las proteinas ocurren en la mitocondria.

Tabla 1. Isoformas del gen drpl. Los datos han sido tomados de la base de datos

ensembl (http://www.ensembl.org/index.html)

Nombre ID transcrito Tamafiobp Proteina (aa) PesokDa
Dnm1l-201 ENSRNOT00000002478 3183bp 755 aa (view) 83
Dnm11-202 ENSRNOT00000002479 3150bp 744 aa (view) 82
Dnm1I-203 ENSRNOT00000002482 3072bp 718 aa (view) 80
Dnm1!-204 ENSRNOT00000002477 3066 bp 716 aa (view) 79
Dnm11-205 ENSRNOTO00000002485 2896bp 685 aa (view) 77
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Fraccion Fraccion
mitocondrial citosélica

VDAC
| — <— 40 kDa

Figura 2. Estandarizacion de la técnica de Western Blot para el analisis de la expresion de las proteinas Drpl,

Fisl. Las fracciones mitocondriales y citosélicas se separaron en un gel SDS-PAGE al 12 %. Se observa en la fraccion

mitocondrial una banda en 40 kDa, mientras que ésta no aparece en la fraccién citosdlica.

ENSRNOT00000002477 ISOFORMA
DNML1_ SANTA CRUZ_ANTICUERPO
ENSRNOT00000002478_ ISOFORMA
ENSRNOT00000002482 ISOFORMA
ENSRNOT00000002485_ ISOFORMA
ENSRNOT00000002479 ISOFORMA
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Fig 3. Alineamiento de las secuencias peptidicas de las cinco isoformas de DNML (Drp1) y del Anticuerpo Primario

anti Drp1. El alineamiento se realizé con el programa Clustal W.

Resultados de la estandarizacion de las condiciones de amplificacion del gen

drp1l, fisly actina.

Se analiz6 la calidad de las muestras por medio un gel de agarosa. En la Figura 4 se

muestra un gel representativo en el cual se observa la integridad de la subunidades

antes mencionadas, ausencia de DNA gendémico y ausencia de degradacion

Controles SE

Figura 4. Gel representativo del analisis de la integridad del RNA extraido de ambos Hipocampos de rata.

Se observan las subunidades 28 S, 18 Sy 5 S ribosomales y no se observa DNA genémico.
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Debido a que la cuantificacién precisa de los acidos nucleicos es esencial para el
analisis de la expresion de genes, la concentracion y pureza del RNA obtenido fueron
determinadas. La pureza se estimé empleando espectrometria (As0/A2s0), tomando

valores entre 1.7-1.9 como aceptables.

Una vez verificada la calidad y pureza del RNA, se realiz6 la transcripcion reversa
para generar cDNA a partir del RNA; el cDNA obtenido se cuantificO por
espectrometria. Se estandarizaron las condiciones de temperatura, tiempos y
namero de ciclos para llevar a cabo una reaccién de PCR eficiente para cada uno de
los genes (ver figura representativa 4). Los oligonucleétidos utilizados han sido

disefiados por la casa comercial SIGMA.

Figura 5. Figura representativa de la amplificacion del gen drpl (A), beta actina (B) y fisl (C) en diluciones de
cDNA obtenido por retrotranscripcion. Puede apreciarse el cambio en la fluorescencia del SYBR Green contra el
nimero de ciclos. Se corrieron dos réplicas para cada cantidad de cDNA. Como control interno se utiliz6 el gen

constitutivo de beta actina, como control negativo se emplearon todos los reactivos de PCR sin cDNA.
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La evaluacion de la eficiencia de la reaccidén de PCR se realizé graficando los valores
de Ct (ciclo umbral o threshold cycle) vs concentracion del cDNA en base 10 (figura
6). Con base en las curvas estandar se determinaron las condiciones Optimas para la
reaccion de PCR. Los marcadores de una reaccion eficiente son la linealidad (R?
mayor de 0.980) y una alta eficiencia de amplificacion (90-105%). Como se observa
en la tabla para cada uno de nuestros ensayos se obtuvieron valores de R* mayores
a 0.990 y % eficiencia dentro de los valores establecidos, dicha eficiencia asegura la
reproducibilidad de los resultados. Con los parametros ya mencionados, para drpl la
Tm empleada ha sido de 60 °C, para fisl, 63 °C y para actina de 57 °C.
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Figura 6. Curva estandar para drpl (A), fisl (B) y beta actina (C). Cada curva estandar se realizé empleando
diluciones por duplicado en base 10 del templado (cDNA). La Tm para drpl fue de 60 ‘C, mientras que para fisl y
beta- actina fue 63°C y 57 "C respectivamente. A la derecha de cada curva estandar se observan las condiciones de la

reaccion.
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Tabla 2. Calculo de la eficiencia de la reaccion de los genes drpl, fisl y actina.

Cpl.;rr';a Siope Ordenada al Origen (00) R % Eficiencia
Drpt 3506 27.758 0.099 92.85
Fist 3530 27168 0.992 91.99
actina 3181 24073 0.994 100.6
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