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1. Abreviaturas

AA amino acidos
Acetil CoA Acetil-Coenzima A

AL Ad libitum
AL-P Ad libitum- pilocarpina

AMPA acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
ATP trifosfato de adenosina

AST aspartato aminotransferasa

BCA 4&cido bicinconinico

BHE barrera hematoencefalica

BO bulbo olfatorio

Ca"ion calcio

CA Cornu Ammonis

CAT ciclo de los acidos tricarboxilicos
CC cuerpos cétonicos

CO, didxido de carbono

DC dieta cetogénica

DG diacil glicerol

EDTA acido etilendiaminotetraacético

ELT Epilepsia del I6bulo temporal
GABA acido gama aminobutirico
GABA-T transaminasa de GABA

GAD descarboxilasa de acido glutamico

Glu glutamato



GIn glutamina
GS glutamina sintasa
g gramo

h horas
HDACSs desacetilasas de histonas
HPLC High Performance Liquid Chromatography

IP3 inositol trifosfato

K" ion potasio

LCR liquido cefalorraquideo

M/T células mitrales/tufted

M1 receptores muscarinicos

M2 receptores muscarinicos

mg miligramo

uM picroMol/Litro

Na" ion sodio

NAD(P) glutamato deshidrogenasa
nmol nanomol

NMDA N-metil-D-aspartato

OMS Organizacion Mundial de la Salud
OPA o-ftalaldehido

PAG glutaminasa activada por fosfato
post-SE posterior al SE

RA restriccion alimentaria

RA-P Restriccion alimentaria-pilocarpina



RC restriccion caldrica
rpm revoluciones por minuto
SE status epilepticus

SNC Sistema Nervioso Central



2. INTRODUCCION

2.1Epilepsia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la epilepsia es una
enfermedad que afecta a cerca de 50 millones de personas en el mundo,
aproximadamente entre 1-2% de la poblacion mundial, tiene una mayor

prevalencia en paises en vias de desarrollo (World Health Organization, 2005).

La epilepsia se caracteriza por crisis epilépticas recurrentes (International League
Against Epilepsy, 1993) con consecuencias neurobioldogicas, cognitivas,
psicologicas y sociales (Fisher et al., 2014). La principal evidencia de esta
enfermedad es la aparicion de crisis, las cuales se definen como un evento
transitorio con signos y/o sintomas producidos por una actividad neuronal excesiva

y sincrénica en el cerebro (Fisher et al., 2005).

Es importante diferenciar una crisis epiléptica de un status epilepticus (SE). Se
denomina SE, a la condicion en la cual ocurre un solo ataque epiléptico con una
duracién menor a 5 minutos o una serie de crisis epilépticas continuas en un
periodo de 30 minutos, sin recuperacion total de la funcion cerebral entre una
crisis y otra (International League Against Epilepsy, 1993). El SE es ocasionado
por la falla en los mecanismos responsables de la terminacion de las crisis o en el
inicio de mecanismos que conducen a crisis prolongadas anormales. Ademas, el
SE puede tener consecuencias a largo plazo como: alteracion de redes

neuronales, lesiones y muerte neuronal (Trinka et al., 2015).

Por otra parte, en la epilepsia ocurren cambios en los circuitos sinapticos que
provocan redes neuronales hiperexcitables capaces de generar crisis espontaneas
y recurrentes; al proceso de desarrollo y extension de este dafio se le conoce

como epileptogénesis (Pitkanen, 2010).

En este sentido, la fisiopatologia de la epilepsia relaciona la generacién de la
actividad neuronal sincronizada con un desequilibrio entre los sistemas de

neurotransmision excitatorios mediados por glutamato y los sistemas de
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neurotransmision inhibitorios mediados por el acido gamma-aminobutirico (GABA),

favoreciendo la excitabilidad (Dalby y Mody, 2001).

Debido a que existen numerosos factores causales que pueden incidir en la
generacion de crisis epilépticas, recientemente se ha propuesto la siguiente
clasificacion de la epilepsia segun su etiologia (Berg et al., 2010) (International

League Against Epilepsy, 2010):

1. Genética: es el resultado de un defecto genético o presuntamente genético,
en el cual las crisis son el principal sintoma de esta enfermedad.

2. Estructural/metabdlica: existe una condicion estructural o metabdlica
distinta o una afeccién que ha demostrado estar asociada a un riesgo
significativamente mayor a desarrollar epilepsia.

3. Desconocido: el origen de la causa es desconocido, puede tener una base
genética no reconocida previamente o puede ser consecuencia de un

trastorno estructural o metabdlico que aun no ha sido identificado.

2.2Epilepsia del Lébulo Temporal

Existen varios tipos de epilepsia; sin embargo, este trabajo esta enfocado en la
Epilepsia del Loébulo Temporal (ELT), que es la epilepsia mas frecuente; puede ser
progresiva y con frecuencia refractaria al tratamiento farmacolégico (French,
2007).

En la ELT, el foco epiléptico (area cerebral responsable de la fuente de descargas)
se localiza en el I6bulo temporal (Lépez-Meraz et al., 2009) y se caracteriza por la
actividad excitatoria excesiva de neuronas en las estructuras limbicas (Boeree,
2002) o disminucién en la funcion inhibitoria, en algunos casos ocurren ambos
eventos, es decir, exceso de actividad excitatoria y disminucién de la funcion
inhibitoria (Meldrum, 1991).



Estructuras del Sistema Limbico

Giro cingulado

Férnix

Bulbo olfatorio

Hipotalamo

Amigdala

Cuerpos

| Hipocampo
mamilares

Figura 1. Representacion esquematica del cerebro donde se observan estructuras del
sistema limbico.

En la ELT, las principales regiones del cerebro que sufren alteraciones son: la
neocorteza, la corteza entorrinal, la amigdala y el hipocampo (Cabo-de la Vega et
al., 2006).

El hipocampo (ver figura 1) es una estructura en forma de C que se ubica al
interior del ldbulo temporal y se encuentra involucrado con las funciones de
memoria y aprendizaje; estos procesos se llevan a cabo mediante transmision

glutamatérgica (Kiernan, 2012).

En los pacientes con ELT se observa la presencia de esclerosis hipocampal (ver
figura 2); que se caracteriza por la pérdida neuronal en el Cornu Ammonis (CA),
principalmente en el sector CA1 y un dafo menor en CA2, CA3 y giro dentado,
(Ingmar et al., 2013) junto con abundante proliferacion de células gliales (gliosis)

en el hipocampo y giro dentado (Falconer, 1974).



Figura 2. Hipocampo. (A) Anatomia de un hipocampo humano. Terminologia:
SUB, subiculo; CA-1 - CA-4, sectores de Cornu Ammonis; DG, Giro Dentado; HF,
Formacion Hipocampal; ALV, alveus; FIM, fimbria. (B) Esclerosis Hipocampal en
un paciente con ELT, se observa la pérdida de células piramidales en los sectores
CA-1y CA-4. Un dafio en los sectores CA-2 y CA-3, pérdida variable de células en
GD vy la preservacion de células en SUB.

Estudios en modelos experimentales demuestran que el dafio neuronal y la gliosis
son resultado de la actividad epiléptica; y que estas alteraciones contribuyen al

establecimiento de ataques recurrentes (Oroquieta et al., 2002).

Por otra parte, la participacion de las estructuras del I6bulo temporal en la funcion
olfatoria se detectd al observar que pacientes con ELT presentaban disfuncion
olfatoria. Varios estudios han evidenciado que el I6bulo temporal tiene una funcién
importante en la percepcion de los olores. Particularmente, la corteza piriforme, la
corteza entorrinal y la amigdala estan involucradas en la percepcion de la olfacién
y juegan un papel importante en la percepciéon, deteccidn, discriminacion vy
consolidacion de la memoria olfativa. Estructuras del I6bulo temporal,
especificamente el hipocampo y la amigdala, juegan un papel importante en la
generacion de las crisis convulsivas en la ELT. Se podria asumir por lo tanto, que
en la epilepsia los cambios estructurales y funcionales pueden intervenir en el

proceso olfatorio (Melo et al., 2005; Hummel et al., 2013).

En los trastornos neuroldgicos es comun el deterioro olfativo asi como la
disfuncién de los sustratos neuronales temporo-limbicos involucrados en la

percepcion olfativa (Kohler et al., 2001). De hecho, la ELT ha sido asociada con
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un deterioro en la funcién olfativa (Rausch et al., 1975) (Carrol et al., 1993). Sin
embargo, hasta el momento son realmente pocos los estudios que han descrito a

profundidad las alteraciones fisiologicas del bulbo olfatorio en la ELT.

En un estudio reciente realizado en la Universidad de Pensilvania, se utilizé6 una
prueba de identificacion de olores en pacientes con ELT y sujetos controles. Sus
resultados sugieren una disminucién en la capacidad de identificar y discriminar
olores en los pacientes con ELT en comparacion con los sujetos controles (Desai
et al., 2015).

En el afo 2013, Hummel y cols. publicaron un estudio en donde observaron que
el volumen del bulbo olfatorio en pacientes con ELT estaba disminuido, asociando

este hallazgo al posible dano del sistema nervioso central (SNC).

2.3Modelos Animales

Para estudiar la epilepsia se utilizan modelos animales agudos y crénicos, que
reproducen la fisiopatologia de la epilepsia en humanos. De acuerdo con el tipo de
crisis que los modelos reproducen, se pueden clasificar como: modelos de crisis
focales, modelos de crisis generalizadas y modelos en estado epiléptico (Garcia et
al., 2010).

En este trabajo, el modelo animal utilizado es de estado epiléptico inducido con
litio-pilocarpina. La pilocarpina es el compuesto utilizado como agente causante de
crisis; este farmaco es un agonista muscarinico que reproduce la ELT en
humanos. La pilocarpina actua sobre los receptores muscarinicos M1 y M2. Al
actuar sobre los receptores M1, activa la fosfolipasa C y produce diacil glicerol
(DG) e inositol trifosfato (IP3); como consecuencia, se altera el balance de K* y
Ca?* favoreciendo la excitabilidad del cerebro. Adicionalmente, el glutamato
liberado puede actuar sobre sus receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA) permitiendo la entrada

de Na*y Ca?* dentro de la célula e inducir excitotoxicidad (Segal, 1988). El modelo
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litio-pilocarpina es una variante del modelo de pilocarpina que se caracteriza por la
administracion de litio (3mEq/kg) 18 horas antes de la inyeccion de pilocarpina. El
litio potencia el efecto convulsivo de la pilocarpina porque sensibiliza los
receptores muscarinicos, razon por la cual exacerba los efectos de la pilocarpina;
con la administracion previa de litio es posible usar una dosis menor y con ello
disminuir la alta mortalidad que se observa al utilizar la pilocarpina en dosis altas
(Marinhoa et al., 1998).

El modelo consta de tres periodos (Cavalheiro, 1995):

a) Un periodo agudo que avanza progresivamente a un estado epiléptico
limbico y que dura maximo 24 horas (SE).

b) Un periodo de latencia que consiste en la ausencia de convulsiones y varia
de 4 a 44 dias.

c) Un periodo crénico con convulsiones recurrentes y espontaneas que va de

44 a 325 dias (modelo de epilepsia).

Las principales caracteristicas del modelo son: la localizacién de focos epilépticos
en el sistema limbico, particularmente en el hipocampo, corteza entorrinal y
amigdala; un "dafo inicial" (SE) en el que se observan diferentes cambios
conductuales hasta la presencia de convulsiones generalizadas tonico-clonicas; un
periodo de latencia y una alta incidencia de esclerosis mesial o esclerosis en

Cornu Ammonis (Scorza, 2009) produciendo animales con epilepsia establecida.

Dependiendo del tiempo post administracion de la pilocarpina, en el que se utilicen
los animales, se determina como un modelo de estado epiléptico (SE) o un modelo
de epilesia (ELT).

2.4Homeostasis de neurotransmisores en SNC

Antes de describir las alteraciones que se han observado en ciertos amino acidos
y neurotransmisores en la epilepsia, es importante comprender como funciona la

neurotransmision en condiciones fisiologicas.



Existen amino acidos que participan de manera fundamental en la transmision y
regulacion del impulso nervioso; de ahi que es muy importante que la homeostasis
de: el aspartato, el glutamato, la glutamina y el GABA en el cerebro, mantenga
un balance entre su liberacidn, captura y metabolismo. Ademas existen
transportadores gliales y neuronales, que permiten la regulacion de las

concentraciones extracelulares (Ueda y Willmore, 2009).

La sinapsis glutamatérgica esta relacionada con procesos excitatorios y la
gabaérgica con procesos inhibitorios, por lo tanto funciona como un ciclo. Este es
el —clo de glutamato/GABA-glutamina”, el cual es una respuesta adaptativa entre
la excitacidn y la inhibicion sinaptica que se lleva a cabo entre las neuronas

(presinaptica y postsinaptica) y astrocitos (Bak et al., 2006).

Neurotransmisién glutamatérgica

Neurona
presinaptica

(a)

| fea
/| &Y N Astrocito
/ LY
/ LY
/ J NH,* N\ 3 \
v
/ ol Lo <y G
| 4 |
".I_.. ,fr"
\___ I — )..’_//
5
B ~ Glu
—— I, }
\ Neurona )

postsinaptica

Figura 4. Esquema de una sinapsis glutamatérgica.

Para explicar la sinapsis glutamatérgica (excitatoria), en la figura 4 se observa una
representacion grafica del proceso, la cual se describe a continuacion:
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. La célula astroglial sintetiza glutamato (Glu) a partir de o-cetoglutarato
(intermediario de TCA) mediante la enzima glutamato deshidrogenasa NAD
(P).

. La glutamina sintasa (GS), es la enzima responsable de la sintesis de
glutamina (GIn), adiciona un grupo amonio al glutamato a expensas de la
hidrolisis de trifosfato de adenosina (ATP). El cerebro es rico en esta enzima y
es activada por el a-cetoglutarato.

. La GlIn sintetizada por los astrocitos es liberada y puede ser captada por una
neurona glutamatérgica.

. La GIn es utilizada para sintetizar Glu mediante la enzima glutaminasa activada
por fosfato (PAG). Aunque también la neurona puede formar glutamato a partir
de a-cetoglutarato, como se describié anteriormente.

. El Glu de la hendidura sinaptica es recapturado por la glia.

Neurotransmision gabaérgica

(b) Neurona
presinaptica

| ‘Tea i\
;i | W .
f s \ Astrocito
4 )"
/ f_,r \‘\
/o T s\
/S ¥
/ Glu Xz GIn in
If GAD il !
I 4 /1 GS}\ NH,*
GABA
\ - ./_/' Glu «—— a-KG
R S —— —— TCA
5 cycle
= GA?A GABA—*»5uC
\ {’ T T - i "-,I
h Neurona /

postsinaptica

Figura 5. Esquema de una sinapsis gabaérgica.
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Para explicar como se lleva a cabo la neurotransmisién gabaérgica (inhibitoria), en
la figura 5 se observa una representacion grafica que comprende los mecanismos

que se describen a continuacion:

1. La célula astroglial sintetiza glutamato a partir de a-cetoglutarato,
posteriormente puede mediante GS formar glutamina.

2. LaGlInesliberaday captada por la neurona presinaptica gabaérgica.

3. La GIn es utilizada para sintetizar Glu mediante PAG.

4. La enzima responsable de la sintesis de GABA es la descarboxilasa de
acido glutamico (GAD) que cataliza la descarboxilacion del carboxilo a del
acido glutamico dando como productos GABA y COx.

5. El GABA de la hendidura sinaptica es recapturado por la glia. EI GABA se
degrada mediante la transaminasa de GABA (GABA-T) a semialdehido
succinico. El semialdehido succinico es oxidado a succinato (intermediario

de TCA) contribuyendo asi en la sintesis de glutamato.

En este punto es importante mencionar que GAD regula las concentraciones de
GABA y esta limitada por la disponibilidad de glutamato. Se conocen dos
isoformas: GAD67 y GADG5. La primera se encuentra ampliamente distribuida en
el cerebro y permanece en su forma activa (holo GAD) sintetizando GABA (Petroff,
2002).

Aspartato

Dentro del proceso excitatorio, es importante mencionar el aminoacido, acido
aspartico o aspartato, aunque su papel en la neurotransmision aun no se ha
determinado (Fleck et al., 1993). Este no es considerado un neurotransmisor
porque no se almacena en vesiculas como los demas neurotransmisores. Su
sintesis se realiza por la accidén de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) a
través de la condensacion de glutamato y oxalacetato. El aspartato podria ser
liberado directamente del citosol o de las terminaciones nerviosas. Actua
exclusivamente sobre los receptores de glutamato NMDA y no tiene efecto sobre
los receptores AMPA (Purves et al., 2001).
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2.5Papel de aspartato, glutamato y acido gaba-aminobutirico (GABA) en

la epilepsia

El aspartato, el glutamato, la glutamina y GABA participan en un ciclo que se auto
regula y auto limita en el proceso de la transmision sinaptica. Sin embargo, existen
pocos estudios enfocados en correlacionar alteraciones en las concentraciones de

estos amino acidos (AA) y los trastornos neuronales, como lo es la ELT.

Entre los estudios realizados, Carlson y cols. reportaron la cuantificacion de amino
acidos en muestras de microdialisis del foco epiléptico de pacientes y observan un
aumento estadisticamente significativo del aspartato y glutamato durante una
crisis parcial; aludiendo una posible relacion de los cambios en las

concentraciones de aspartato y glutamato por la generacion de crisis.

Por otra parte, la investigacidon en pacientes conscientes con epilepsia parcial
compleja y refractaria al tratamiento farmacoldgico, indic6 un aumento de
glutamato antes de la aparicion de la actividad epiléptica asi como su incremento
sostenido, mientras que GABA aumentd durante y después de las crisis para
contrarrestar la excitacion mediada por glutamato en el hipocampo (During y
Spencer, 1993).

Este fendmeno fue corroborado por Wilson (1996) quien encontré un aumento en
la liberacion de glutamato, aspartato y GABA en el espacio extracelular
(microdidlisis) durante convulsiones espontaneas en el hipocampo de pacientes
con ELT.

La liberacién sinaptica de glutamato es un proceso dependiente de canales de
Ca”* regulados por voltaje; para ser liberado, es necesario un estimulo que active
sus diferentes receptores, ya sean de tipo ionotrépicos o metabotrépicos (ver tabla
1; Purves et al., 2001).

13



Tabla 1. Receptores de Glutamato. Receptores ionotrépicos y metabotréopicos

Receptores ionotrépicos Receptores metabotrépicos

Grupo | mGlu1 y mGlu5
AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico)
NMDA (N-metil-D-aspartato) Grupo Il mGlu2 y mGlu3

Kainato (acido 2-carboxi-3-carboximetil-4-  Grupo Il mGlu4, mGlu6, mGlu7 y
isopropenilpirrolidina) mGlu8

Durante las crisis epilépticas, el aumento excesivo de glutamato activa
principalmente los receptores NMDA, AMPA y metabotrépicos del Grupo [; lo que
ocasiona un desequilibrio idnico que permite la entrada excesiva de Ca?* y Na* al
interior de la célula generando un proceso conocido como excitotoxicidad. Este
fendmeno se refiere a la muerte celular ocasionada por el aumento de Ca®* que
activa lipasas, proteasas y nucleasas; que conducen a procesos de necrosis y
apoptosis (Meldrum, 2000; Bradford, 1995).

En cuanto a GABA (participa en procesos inhibitorios), los estudios realizados
apuntan a la reduccidon de este neurotransmisor en pacientes epilépticos.
Mediciones en liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con crisis generalizadas
revelaron una disminucién significativa del contenido de GABA (Wood et al.,
1979). Asimismo, bajos niveles de GABA (lejos del foco epiléptico) parecen tener
una relacidn con una mayor predisposicion de los pacientes a presentar crisis
(Petroff et al., 1996).

En 1983 Huxtable y cols. cuantificaron los niveles de AA en plasma por la técnica
de microdialisis; entre sus hallazgos encontraron la duplicacion de los niveles de
aspartato en pacientes con crisis tonico clonicas y otros tipos de crisis, asi como
un aumento de tres a cuatro veces en los niveles de glutamato en pacientes con

crisis de ausencia, crisis tonico clonicas y otros tipos de crisis.

La evaluacién de los niveles de AA en plasma en pacientes después de una crisis

ténico-clonica reveld un aumento de los niveles de glutamato en pacientes con
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epilepsia miocldnica juvenil; mientras que, los pacientes con epilepsia refractaria
localizada no presentaron diferencia respecto al grupo control (Rainesalo et al.,
2004). Por lo tanto, las mediciones en LCR y plasma podrian ser indicadores de
los cambios neuroquimicos que ocurren en las regiones del cerebro, lo que podria
contribuir al conocimiento de los cambios neuronales durante los estados

patologicos; sin embargo, es necesario realizar mas investigacion al respecto.

2.6 Farmacorresistencia

En el tratamiento de la epilepsia, como primera opcion esta la farmacoterapia. En
la actualidad se cuenta con diferentes esquemas farmacologicos para el
tratamiento de la epilepsia. Entre los cuales se encuentran medicamentos como la
carbamazepina, valproato y fenitoina que pueden bloquear la excitabilidad
nerviosa; las benzodiazepinas, barbituricos, tiagabina y vigabatrina que aumentan
la inhibicion sinaptica mediada por GABA; y otros como la carbamazepina,
lamotrigina y fenitoina que también actuan bloqueando los canales de sodio
(Kumar et al., 2015).

Sin embargo, hay una alta incidencia de pacientes que no logran un manejo
adecuado de las convulsiones con el primer o el segundo esquema terapéutico.
También algunos pacientes, al principio del tratamiento controlan las crisis; pero al
paso del tiempo parecen insensibilizarse y vuelven las crisis o que conduce a
cambiar constantemente los esquemas de tratamiento. Cuando se presenta esta
condicion se le denomina farmacorresistencia (Kwan et al., 2011).
Desafortunadamente, las crisis convulsivas no consiguen controlarse en un alto
porcentaje de pacientes con epilepsia, y para los pacientes con epilepsia
refractaria aun sigue siendo una meta no lograda. En el caso de la ELT, se estima
que el 30% de los pacientes son farmacorresistentes (French, 2007). Se continuan
haciendo grandes esfuerzos para lograr nuevos farmacos mas eficaces y seguros

que puedan cubrir las necesidades de los pacientes con epilepsia.
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Lo anterior conduce a la necesidad de buscar nuevas estrategias antiepilépticas,
entre ellas se encuentran: la cirugia en algunos casos, la estimulacion del nervio

vago y las terapias basadas en modificaciones de la dieta.

La terapia dietética mas conocida es la dieta cetogénica (DC) que se ha empleado
en el tratamiento de la epilepsia refractaria al tratamiento farmacoldgico,

principalmente en nifios (Freeman et al., 1998, Pablos et al., 2014).

2.7 Terapias dietéticas

Antecedentes se remontan a la época de Hipocrates. Desde entonces se conocia
que un ayuno sostenido disminuia las crisis epilépticas. En 1911, Guelpa y Marie
utilizaron el ayuno como tratamiento a la epilepsia; mas tarde, en 1921, Woodyatt
y Wilder demostraron que la presencia de acetona y B-hidroxibutirato en sujetos
en ayuno disminuia las crisis epilépticas. Asi surgi6 la posibilidad de semejar un

estado de ayuno al modificar la dieta (Pedron, 2009).

En un estado de ayuno o sin ingerir glucosa; de manera alternativa para obtener
energia, se pueden metabolizar los acidos grasos que se encuentran en tejidos
como: higado y musculo esquelético, proceso llamado lipdlisis. Este conduce a la
formacion de acetil-Coenzima A (Acetil Co A), pero cuando hay un excedente, una
fraccion conduce a la produccion de cuerpos cétonicos (CC) mediante un proceso
llamado cetogénesis. Los CC que se forman son: acetona, acetoacetato y B-
hidroxibutirato; éstos pueden viajar por el torrente sanguineo para posteriormente
ser utilizados en otros tejidos, donde se pueden convertir a acetil-Co A e
incorporarse al ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) donde son oxidados para

obtener moléculas energéticas (Voet y Voet, 2004).

Durante la DC se produce un estado de cetosis; es decir, una alta concentracién
de CC. La DC es una dieta alta en grasa, moderada en proteina y baja en
carbohidratos que es cuidadosamente controlada ( International League Against

Epilepsy). El uso de la dieta cetogénica ha manifestado que el 10% de los
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pacientes quedan libres de ataques epilépticos, y el 50% presentan una reduccion
del 50% de crisis (Kozak y Csiba, 2007).

Una de las limitantes de la DC, es que presenta efectos secundarios y/o
alteraciones bioquimicas significativas. Al inicio de la dieta hay restriccion de
liquidos lo que produce deshidratacion e hipoglucemia; adicionalmente, se
presentan alteraciones gastrointestinales como: nauseas, vomitos, diarrea,
estrefiimiento y anorexia. Las alteraciones metabdlicas suelen ser leves como
hipercolesteremia, hiperuricemia transitoria, hipocalcemia, disminucion de los
niveles de algunos amino acidos, hipoproteinemia, hiponatremia e
hipomagnesemia, hasta complicaciones tardias como calculos renales (Pedrén,
2009).

El efecto anitiepiléptico de la DC no ha sido descrito con exactitud. Al respecto se
han propuesto diversas hipdtesis como: cambios en los sistemas de
neurotransmision, regulacion de canales idnicos, restriccion glucolitica, reduccion
en el estrés oxidativo, efectos de anaplerosis del ciclo de los acidos tricarboxilicos,
asi como mejora de la bioenergética celular y la funcidon mitocondrial, (Rho, 2015).
Inclusive se ha investigado la posibilidad que la cetosis altere el metabolismo de
los AA y que, estos cambios en los sistemas de neurotransmision sean los

responsables del efecto antiepiléptico (Yudkoff et al., 2008).

La DC produce una gran cantidad de CC que pueden atravesar la barrera
hematoencefalica mediante transportadores de monocarboxilato para ser usados
en el cerebro (Koehler-Stec et al., 1998). La acetona no tiene funcién metabdlica;
por su parte, el acetoacetato es metabolizado en tejido a acetona y B-
hidroxibutirato, de manera que el principal CC es el B-hidroxibutirato (Voet & Voet,
2004).

Los CC no solo tienen la funcidon de ser una fuente de energia sino que también
participan en el anabolismo de AA y lipidos. Se ha descrito que el incremento en el
metabolismo de los CC implica una mayor formaciéon de Acetil-Co A, por lo que se
incrementa el flujo de la reaccion citrato sintasa:

Acetil-Co A + oxalacetato —» citrato
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de esta manera aumenta el flujo del CAT. Al respecto, se ha descrito que la
velocidad de flujo de la reaccion citrato sintasa es diez veces mayor que el flujo de
la piruvato deshidrogenasa (obtencién de Acetil-Co A mediante glucdlisis)
(Ratnakumari y Murthy, 1998).

Por lo tanto en la DC la gran cantidad de Acetil-Co A que se incorpora al CAT,
incrementa el flujo y debe acelerar la sintesis de glutamato, ya que su sintesis
requiere a-cetoglutarato, un intermediario de CAT. Ademas, para formar aspartato
se requiere la condensacion de glutamato y oxaloacetato, pero la reaccion citrato
sintasa utiliza oxoaloacetato; por lo tanto, la formacion de aspartato se ve limitada.
De esta manera hay mas glutamato disponible para formar GABA y su aumento se
relaciona con una disminucion de la excitacion neuronal y/o beneficiando la
inhibicién, (ver figura 6. Yudkoff et al., 2007).

Glucosa

ESTADO BASAL Y

Lactato <— Piruvato

GABA \:
Acetil CoA

Glutamina —> Glutamato Oxalacetato J——> Citrato

(X Y (Ciclo de TCA)
Aspartato a-cetoglutarato

Glucosa

CETOSIS

Lactato <— Piruvato
Cuerpos Cetdnicos GABA \l,

Acetil Co-A <€—=<— Cuerpos Cetdnicos

(Astrocitos) (Incremento) T ( Neuronas gabaérgicas)
| (Incremento)

. —> Glutamato < === Oxalacetato Citrato
Glutamina S
A (Disminucién) (Ciclo de TCA)
Aspartato <=~ = => a-cetoglutarato
| ——=] Incremento | et | Disminucién

Figura 6. Metabolismo de los amino acidos en cerebro. La imagen representa una

condicion basal y debajo una en presencia de cuerpos cetdnicos.

18



Debido a las complicaciones que la DC presenta, se ha investigado otro tipo de
dietas restrictivas que ofrezcan sus beneficios, sin las complicaciones metabdlicas.
En el afio 2000, en un estudio publicado por Freeman y cols., se observé que la
eficacia de la DC en la epilepsia mejoraba cuando la dieta se administraba
después de un ayuno prolongado o cuando las calorias totales eran restringidas.
Por otro lado, las evidencias en modelos experimentales apuntan que las dietas
restrictivas ofrecen neuroproteccion mediante mecanismos como: antiinflamacion,
neurogénesis, plasticidad neuronal, autofagia, biogénesis mitocondrial y

mecanismos epigenéticos (Pani, 2015).

Otro tipo de dietas restrictivas son: la restriccion caldrica (RC) y la restriccion
alimentaria (RA). La RC consiste en una disminucion de la ingesta de calorias
(Speakman y Mitchell, 2011) sin restriccion en los grupos de alimentos ni en el
tiempo de consumo. Mientras que la RA es una dieta en la cual se limita la
disponibilidad de la comida en un tiempo corto (Bellet y Sassone, 2010), sin

restringir el aporte caldrico ni los grupos de alimentos.

Algunos protocolos de RA han propuesto un ayuno por un periodo de 18 - 22
horas al dia; en estas publicaciones, los resultados obtenidos han demostrado una
adaptacién de la funciéon metabdlica aumentando la liberacién de acidos grasos y
por consecuencia la produccién de cuerpos ceténicos (Escobar et al., 1998)
(Rivera et al., 2011). También se ha documentado que la RA mantiene el equilibrio
energético preservando los niveles de glucosa a través de hidrolisis de glucégeno
y utilizando combustibles alternos como los cuerpos ceténicos (Escobar et al.,
1998).

Hay evidencias del efecto antiepiléptico de la RA; Landgrave y cols. (2016)
encontraron un aumento significativo de la concentracion de B-hidroxibutirato, en
plasma de ratas Wistar que fueron sometidas durante 21 dias a un modelo de RA.
Estas concentraciones parecen estar relacionadas con una disminucion en la
severidad de las crisis asi como con un aumento en el periodo de latencia

(ausencia de convulsiones). De forma interesante, la concentracion de glucosa en
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el grupo de RA no presentd cambios significativos. Al realizar un ensayo de
tolerancia a la glucosa se encontré que, los animales con alimentacion ad libitum
en los dias 15 y 20 presentaron un aumento significativo de la glucosa. En el
grupo con RA no hubo diferencia alguna en la misma prueba; lo que sugiere que

los animales bajo RA no presentan hipoglucemia.

Las dietas restrictivas como la RC y la RA caracterizadas por producir una gran
cantidad de cuerpos cetonicos, representan una opcidn que permite evitar las
complicaciones de la DC pero preservar el efecto anti-convulsivante y la
neuroproteccion. Tanto la DC, como la RC y la RA comparten mecanismos

fisiolégicos como, el aumento de CC y el mantenimiento de los niveles de glucosa.

En estudios publicados, la DC y la RC han mostrado un efecto antiepiléptico que
posiblemente se debe a modificaciones en el metabolismo de los AA; sin embargo,

en la RA se desconoce el efecto en el metabolismo de amino acidos.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la RA sobre los
niveles de aspartato, glutamato, glutamina y GABA en hipocampo, bulbo olfatorio y

plasma en un modelo animal de SE inducido por pilocarpina.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que la epilepsia es una enfermedad con alta prevalencia en paises en
desarrollo y con alta incidencia de pacientes refractarios al tratamiento, es
necesario buscar alternativas terapéuticas viables. Uno de estos tratamientos
puede ser la restriccion alimentaria, debido a la similitud metabdlica que comparte

con otras terapias dietéticas (dieta cetogénica, restriccion caldrica).

En la dieta cetogénica y la restriccion calorica, la evidencia experimental apunta a
que la cetosis altera el metabolismo de los AA y produce cambios en los sistemas

de neurotransmisién que pueden ser responsables del efecto antiepiléptico.

Por lo tanto, en este trabajo se estudiaron ratas Wistar bajo un régimen de
restriccion alimentaria y sometidas a un modelo de SE inducido por litio-pilocarpina
con el propédsito de cuantificar niveles de: aspartato, glutamato, glutamina y GABA
en tejido cerebral (hipocampo y bulbo olfatorio); a diferencia de la bibliografia
donde comunmente se reportan cambios en el espacio extracelular mediante la
técnica de microdialisis (Carlson et al.,1992, During y Spencer, 1993, Wilson et al.,
1996). Es importante sefalar que no existe evidencia de reportes de la
cuantificacion de aspartato, glutamato, glutamina y GABA en bulbo olfatorio.
También se cuantificaron los niveles de aspartato, glutamato, glutamina y GABA
en plasma, con la finalidad de saber si los cambios que ocurren en tejido cerebral

se reflejan a nivel periférico.

Estos resultados aportaran informacion acerca del efecto de la restriccion
alimentaria sobre los cambios en los sistemas de neurotransmision en las
estructuras: hipocampo y bulbo olfatorio; mientras que las mediciones en plasma

podrian ser indicadores de los cambios que podrian ocurrir en dichas estructuras.
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4. OBJETIVO

Objetivo general

En ratas Wistar sometidas a restriccion alimentaria e inducidas a un status
epilepticus por litio pilocarpina evaluar la severidad de las crisis epilépticas y
cuantificar los niveles de aspartato, glutamato, glutamina y GABA en hipocampo,
bulbo olfatorio y plasma, para conocer si la restriccion alimentaria modifica el
metabolismo de amino acidos y si estos cambios son responsables de la

disminucioén en la severidad de las crisis.

Objetivos particulares:

* Formar grupos de restriccién alimentaria y de alimentacion ad libitum
durante 21 dias.

* Realizar el modelo de litio-pilocarpina en los grupos: ad libitum y restriccion
alimentaria.

» Evaluar la severidad de las crisis mediante la escala de Racine.

* Hacer una curva de calibracién de amino acidos por cromatografia de
liquidos de alta resolucion.

» Estandarizar la técnica de cuantificaciéon de amino acidos en hipocampo,
bulbo olfatorio y plasma.
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5. HIPOTESIS

Si la restriccion alimentaria produce cuerpos ceténicos capaces de alterar el
metabolismo de los amino acidos modificando los niveles de aspartato, glutamato,
glutamina y GABA en hipocampo, bulbo olfatorio y plasma de ratas Wistar
entonces estos cambios podrian causar una disminucion en la severidad de las
crisis de ratas en restriccion alimentaria con status epilepticus inducido con litio

pilocarpina.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales

El proyecto de restriccién alimentaria fue aprobado por el Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM)
para minimizar el numero de animales utilizado y su sufrimiento. Se emplearon
ratas macho de la cepa Wistar entre 250 y 300 gramos (adultos jovenes), las
cuales se obtuvieron del bioterio de la Facultad de Medicina. Durante el
experimento, los animales se mantuvieron en ciclos de 12 horas de luz / 12 horas
de oscuridad y con temperatura controlada de 22-23°C. Los animales se
habituaron a las condiciones del bioterio del laboratorio, durante una semana

después de ser recibidos del bioterio central.
6.2 Diseino experimental
Se emplearon cuatro grupos de estudio con un numero de cinco ratas por grupo:

Ad libitum (AL)
Ad libitum- pilocarpina (AL-P)

Restriccidon alimentaria (RA)

A e

Restriccidon alimentaria-pilocarpina (RA-P)

Los grupos AL y AL-P se alimentaron con croquetas rat chow y agua ad libitum
durante todo el tiempo en el que se realizd el experimento. Los grupos RA y RA-P
se sometieron a un régimen de restriccién alimentaria por un periodo de 21 dias.
Estos animales tuvieron unicamente agua ad libitum; el acceso a la comida (rat
chow) se restringié a un periodo de dos horas una vez al dia (ayuno de 22 horas);
en un horario de 9:00 a 11:00 am. A continuacidén se describe la metodologia
empleada para los grupos AL y RA, asi como el modelo de litio-pilocarpina

realizado en los grupos AL-P y RA-P.
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Grupos AL y RA

Cloruro de litio 3 mEq/kg Se sacrificaron los
via intraperitoneal. animales.
Dia 1 Dia 20 Dia 22
-._._._.~
Dia 21
Metilnitrato de escopolamina 1mg/kg
via subcutanea.
Gru pos AL-P y RA-P 24 horas posteriores a la
. administracion de
CIor}Jrq de I't'°,3 mEq/kg diazepam los animales
via_intraperitoneal. fueron sacrificados
Dia 1 . s
Dia 20 Dia 22
o o ® ()
Dia 21

Metilnitrato de escopolamina 1mg/kg
via subcutanea.

30 minutos l

A los grupos AL-P y RA-P se les administra
clorhidrato de pilocarpina 60 mg via subcutanea.

!

Se colocaron dos ratas por caja y se evalué la
severidad de las crisis mediante la escala de Racine.

1:30 horas después de la
segunda crisis tonico-clénica

Se administré6 1mg de benzodiacepinas
para detener las crisis.

Los animales se mantuvieron una hora en una
caja con hielo, para evitar el aumento de su
temperatura corporal.

\4

Se retira el hielo y los animales se
mantienen a una temperatura de 18°C.
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6.3 Escala de Racine

En 1971 R. Racine propuso que la estimulacion eléctrica (kindling) diaria en la
amigdala y en el hipocampo era suficiente para provocar post-descargas a
determinada intensidad dando lugar al desarrollo de convulsiones motoras

espontaneas que inicialmente no podian ser evocadas por estos estimulos.

Racine describié una escala que relaciona los cambios EEG con los cambios en el
comportamiento durante las crisis motoras en el modelo de kindling. Clasifico los
cambios motores y la conducta en una escala de cinco etapas, ver tabla 2 (Racine,
1971).

Tabla 2. Escala de Racine. Se describen las etapas y sus cambios conductuales.

Etapa Cambios conductuales
| Movimientos de boca y faciales
Il Movimientos de cabeza
1 Clonus de miembros anteriores
v Levantamiento (posicion de canguro)
\'} Levantamiento y pérdida de la postura

La escala de Racine se utilizd para evaluar la intensidad de las crisis en el modelo
de litio-pilocarpina y evaluar el inicio del SE. A partir de la inyeccion de pilocarpina
se reqistré la latencia, es decir el tiempo que transcurrié para que los animales
presentaran los cambios conductuales que corresponden a las etapas Il y Il de la
escala de Racine como son: movimientos masticatorios, salivacion y asentamiento

de cabeza.

Luego se registr6 el numero de veces que los animales manifestaron algun
comportamiento de las etapas IV y V de la escala de Racine; que corresponden a
las crisis limbicas. En estas etapas se pueden observar crisis tonicas, clonicas y
ténico-clonicas. Los cambios conductuales que los animales presentan son
sacudidas como de -perro mojado”, -elonus” de miembros anteriores, posicion de
-eanguro” y pérdida de la postura corporal. Los animales fueron observados vy

cuando presentaron crisis continuas y repetidas se considerd que entraron a SE,
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solo los animales que presentaron SE fueron considerados para la cuantificacion
de AA.

6.4 Obtencion de las muestras

A las 24 horas posteriores al SE, las ratas se anestesiaron con 0.5 ml de
pentobarbital, cuando ya no presentaron reflejos se abri6 la cavidad toracica. Se
obtuvo sangre por puncion directa de la auricula derecha. La sangre se traspaso a
tubos con 300ul de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.11M. Los tubos se
centrifugaron a 3000 rpm, a temperatura de 4°C durante 15 minutos; se recupero

el plasma y se congel6 a -70°C.

Después de la obtencion de la sangre; se perfundieron los animales con un buffer
de fosfatos (0.1M) para retirar la sangre de los tejidos (lavado). Para ello se utiliza
una bomba peristaltica que genera un flujo en una manguera con la presién
suficiente para que el buffer de fosfatos pase a través del sistema circulatorio. El
procedimiento se describe a continuacion: una aguja de diametro 18G se inserta
en el ventriculo izquierdo del corazén de manera que la solucién de buffer de
fosfatos (0.1M) pasa a la aorta y de ahi se distribuye a todos los tejidos, se realiza
un corte en la auricula derecha para que la solucién salga del circuito y continue el
lavado. De esta manera se retira la sangre de todos los tejidos, incluyendo el

cerebro; el lavado se realiza durante 12-15 minutos.

Después de la perfusion, la rata se decapitd y se extrajo el cerebro; éste se
depositd en el buffer de fosfatos frio, luego se separaron ambos bulbos olfatorios y
se depositaron en un microtubo (previamente etiquetado) que contenia 1ml de
solucion Krebs Ringer acidificada (pH=3), el cerebro se corté sagitalmente para
separar los hemisferios y se diseco el hipocampo de cada lado. Ambos lados del
hipocampo se depositaron en un microtubo (previamente etiquetado) que contenia
1ml de solucién Krebs Ringer acidificada. Las muestras fueron congeladas a -
70°C.

Una vez colectadas todas las muestras de tejido para realizar la medicion de los
AA por por sus siglas en inglés HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
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se descongelaron lentamente y se homogenizaron; luego fueron centrifugadas a
14 000 rpm durante 3 minutos y se recuperd el sobrenadante en microtubos

previamente marcados.

6.5 Cuantificacion de proteinas totales

Se empled un Kit de ensayo (Micro BCA Thermo Scientific) para cuantificar las
proteinas totales en los homogenados de hipocampo y bulbo olfatorio mediante el

acido bicinconinico (BCA).

Se prepard una curva estandar de la siguiente manera: se tomaron 30 ul de un
stock de albumina (2ug/ul) y se afor6 con agua a un volumen de 300ul
(concentracion 20 ug de proteina/ul). A partir de esta concentracién se realizaron

diluciones 1:2, misma que se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Curva estandar de BCA.

ug de proteinal/ pl
20.000
10.000
5.000
2.500
1.250
0.625
0.000

Para la cuantificacién de las muestras de hipocampo se colocé 1ul de muestra y
99 ul de BCA mientras que para las muestras de bulbo olfatorio se utilizaron 3 pl
de muestra y 97ul de BCA.

En una placa de 96 pozos se prepard la curva estandar por duplicado y las
muestras. Posteriormente se midié la densidad optica de la reaccion a una
longitud de onda de 563 nm en un espectrofotometro (Epoch). Mediante la curva
estandar se obtuvo la regresion lineal y se calculé la cantidad de proteinas totales,

en cada una de las muestras en ug de proteina/pl.
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6.6 Generalidades sobre el uso del equipo Agilent 1100

El equipo utilizado es cromatografo de liquidos de alta resolucion, por HPLC de la
marca Agilent, modelo 1100. ElI cromatégrafo cuenta con los diferentes médulos

como se muestra en la figura 7 (figura tomada de Agilent Technologies Inc, 2007).

Cahina de disolvente

Desgasificador de vacio

Bornba

Madulo de control

Inyector automatico

Compartimento de columna

Detector

Figura 7. Componentes de un HPLC Agilent 1100.

6.7 Condiciones cromatograficas

Para la cuantificaciéon de AA se utilizé una columna de fase reversa marca Agilent
(ZORBAX Eclipse AAA 3.5um 3.0 x 150 mm) y la temperatura de la columna se
establecié a 40 °C. Para la deteccion se programé al detector para excitar a una
longitud de onda de 350 nm y medir la energia emitida a 450 nm. El flujo y
aceleracion de la bomba fue de 1.0 ml/min y 100.0 ml/min?, respectivamente.

29



Para la cuantificacion de los AA es necesaria una derivatizacion pre-columna que
utiliza o-ftalaldehido (OPA); este reactivo reacciona con el grupo amino de los AA
(ver figura 8) formando compuestos fluorescentes que se detectan, por diferencia
de excitacion y emision, mediante una lampara de fluorescencia (M. Buha, et al.,
2011).

I SH-CH,GH,OH

CHO
2-mercaptoethanol i
R-NHZ ——— = ]
T pH 95 - EL
CHO

at Room Temperature

Figura 8. Derivatizacion pre-columna. Reaccién de un aminoacido con OPA en
acido 3-mercaptopropionico y buffer de boratos.

Se utilizaron los siguientes viales de reaccion y se colocaron en el plato del

cromatoégrafo en el siguiente orden:

Buffer de boratos

Agua de lavados

OPA

Agua de inyeccion

Acetonitrilo

Krebs Ringer

F8 Estandar

F9 Control interno

*El estandar y el control interno se utilizan siempre que se procesan muestras.

OO WN-

El método se basa en el recomendado por el fabricante: analisis de AA usando
una columna Zorbax Eclipse-AAA y HPLC Agilent 1100 con algunas

modificaciones.

El método se llama AA AGILENT-INTEGRACION, utiliza dos fases moviles: fase
movil A (40mM Na;HPO4 pH 7.8) y fase movil B (40:45:10 acetonitrilo: metanol:
agua; el tiempo de analisis de cada corrida es de 33 minutos. El gradiente de

elucidon se muestra en la tabla 4:
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Tabla 4. Composicion del gradiente de la fase movil.

Tiempo (min) %B %A
0.0 0.0 100.0
0.5 0.0 100.0
1.0 10.0 90.0
8.0 10.0 90.0
22.0 35.0 65.0
22.5 100.0 0.0
26.2 100.0 0.0
27.1 0.0 0.0
30.0 0.0 0.0

6.8 Control interno y estandar

La solucion estandar corresponde a la concentracién de 1.9 uM de la curva de
calibracion. El estandar de concentraciéon conocida nos permite realizar un analisis
cualitativo, es decir, permite comparar los cromatogramas del estandar con los
cromatogramas de las muestras, de esta manera se establece qué picos

corresponden al tiempo de retencion de cada AA.

También se prepard un control interno de la siguiente manera. Se colocé 200 pl
de plasma de una rata normal (sin tratamiento alguno) en un microtubo, y al
mismo microtubo se agregaron 200 pl de acetonitrilo (dilucion 1:2); posteriormente
se filtré6 con un microfiltro de 0.45 ym para HPLC. De esta dilucidon se tomaron 40
Ml y se agregaron 760 ul de solucion Krebs Ringer acidificada (dilucién final 1:40).
El control interno contiene 500 pl de la dilucidén 1:40 de plasma de rata y 500 ul del
estandar 1.9 uM. La separaciéon cromatografica del control interno (medio
biolégico) se compara con el estandar para comprobar que el patrén de la
separacion y los tiempos de retencion coincidan en los AA de interés; la diferencia
se ve solo en el tamano de los picos (ver figura 9). Ademas, permite diferenciar
sefiales de otros compuestos del plasma que no corresponden a los AA evitando

la integracién de ruidos.
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Figura 9. Se muestran los cromatogramas del estandar (color azul) y del control

interno (color rojo).
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6.9 Curva de calibracion

Para cuantificar los AA se utilizé6 un método de estandar externo, para ello se

realizé la curva de calibracion, ver tabla 5.

Tabla 5. Masa pesada de AA para la curva de calibracion.

Aminoacido MM(g/mol) Masa Masa
calculada (g) pesada(g)

1 L-Aspartato 133.1 0.0133 0.0132
2 L-Glutamato 147.13 0.0147 0.0157
3 L-Asparagina 132.12 0.0132 0.0142
4 L-Serina 105.1 0.0105 0.0108
5 L-Glutamina 146.15 0.0146 0.0147
6 Histidina 155.16 0.0155 0.0162
7 Glicina 75.07 0.0075 0.0075
8 L-Threonina 119.12 0.0119 0.0125
9 L-Citrulina 175.19 0.0175 0.0174
10 L-Arginina 174.2 0.0174 0.0184
11 L-Alanina 89.09 0.0089 0.0098
12 L-Tirosina 181.19 0.0181 0.0184
13 L-Valina 117.15 0.0117 0.0125
14 L-Metionina 149.21 0.0149 0.0162
15 L-Triptofano 204.23 0.0204 0.0211
16 L-Fenilalanina 165.19 0.0165 0.0167
17 L-Isoleucina 131.18 0.0131 0.0146
18 L-Leucina 131.18 0.0131 0.0140
19 GABA 103.12 0.0103 0.0105
20 Taurina 125.15 0.0125 0.0138

Se transfirio cada AA a un matraz aforado de 10 ml y se afor6 con acido

clorhidrico 0.1M, excepto la Glutamina que se afor6 con agua destilada.

Se preparé una solucion madre 0.1 M de la siguiente manera: en un matraz de 10
ml se depositaron 4 ml de solucién de Krebs Ringer acidificada y se agregaron
200 pl de cada una de las soluciones de los AA; finalmente se aforé con solucion
Krebs Ringer acidificada. La solucién de Krebs Ringer acidificada mantiene el
balance osmotico y el pH mantiene estables a los AA.

A partir de la solucion madre se realizaron varias diluciones, como se muestra en
la tabla 6:
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Tabla 6. Diluciones de la curva de calibracion.

Dilucién Concentracion
800 ul de solucion madre + 80 ul Krebs Ringer 181.800 uM
600 pul de 181.8 yM + 300 pl Krebs Ringer 121.200 uM
500 ul de 121.2 uM + 500 ul Krebs Ringer 60.600 uM
500 ul de 60.6 uM + 500 pl Krebs Ringer 30.300 uM
500 pl de 30.3 uM + 500 pl Krebs Ringer 15.100 uM
500 ul de 15.1 uM + 500 ul Krebs Ringer 7.600 uM
500 pl de 7.6 uM + 500 ul Krebs Ringer 3.800 uM
500 pl de 3.8 uM + 500 ul Krebs Ringer 1.900 uM
500 pl de 1.9 uM + 500 ul Krebs Ringer 0.950 uMm
500 pl de 0.95 uyM + 500 pl Krebs Ringer 0.470 uM
500 pl de 0.47 uM + 500 ul Krebs Ringer 0.240 uM
500 pl de 0.24 uyM + 500 ul Krebs Ringer 0.120 uM
500 pl de 0.12 uM + 500 pl Krebs Ringer 0.059 uM
500 pl de 0.059 pM + 500 pl Krebs Ringer 0.030 uM
500 pl de 0.030 pM + 500 pl Krebs Ringer 0.015 uM
500 pl de 0.015 pM + 500 pl Krebs Ringer 0.0075 uM
500 pl de 0.0075 uM + 500 ul Krebs Ringer 0.0037 uM
500 pl de 0.0037 pM + 500 pl Krebs Ringer 0.0018 uM
500 pl de 0.0018 pM + 500 pl Krebs Ringer 0.0009 uM

De la concentracién 60.6 uM hasta la concentracién 0.0009 yM son los puntos
considerados para la curva de calibracion. Estas diluciones se filtraron y del
filtrado de cada una se depositd 25 yl en un inserto y cada uno se colocd en un

vial ambar para su cuantificacion.
6.10 Estandarizacion de la técnica de cuantificacion de amino acidos

La estandarizacién de la cuantificacion de AA en muestras de plasma ya se habia
realizado; sin embargo, se tuvo que estandarizar la cuantificacion de AA en tejido.
Para ello se realizdé un ensayo en bulbo olfatorio e hipocampo de ratas Wistar que
no pertenecian al protocolo de investigacion para definir qué dilucion permitia la
obtencién de un cromatograma que pudiera ser cuantificado. Se establecié usar
una dilucion 1:40 para la determinacion de AA en las muestras de bulbo olfatorio y

una dilucion 1:100 para las muestras de hipocampo.
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6.11 Tratamiento de las muestras

1. Las muestras se descongelaron y se mantuvieron a 4°C.

2. Se homogenizaron en un buffer de Krebs Ringer acidificado.

3. En un microtubo previamente marcado se adicionaron 200 pl de acetonitrilo,
luego se adicionaron 50 pl de hipocampo; en el caso de bulbo olfatorio y de
plasma se utilizaron 200 yl. La mezcla se homogenizé con un vortex por un
minuto.

4. Se incub6 a 4°C durante 10 minutos.

5. Se centrifugd a 14 000 rpm durante 8 minutos.

6. Posteriormente se tomo el total del sobrenadante y se filtré (microfiltro de
0.45um) a un microtubo previamente marcado.

7. En otro microtubo marcado se colocé 190 ul de solucién de Krebs Ringer
acidificada y 10 pl de la muestra filtrada (dilucion 1:20).

8. Se deposité 20 ul de la dilucién en un inserto y éste se colocd en un vial

ambar con el codigo de la muestra.

Los viales se pusieron en un orden previamente asignado en el programa del
cromatografo en el plato del HPLC junto con los viales de reaccion, asi como el

estandar y control interno.

En este punto se escribid la tabla de secuencia en la cual se programé al equipo
para que procesara: tres blancos, el control interno, se escribioé el codigo de las
muestras de acuerdo con su posicion en el plato, y se corrieron tres estandares;

uno inicial, uno intermedio y uno final, por corrida.

Previamente se realiz6 el lavado diario del cromatégrafo (ver apéndice), mediante
el software instrument 1 (online); se cargd el método AA AGILENT-INTEGRACION
y se procesaron las muestras en lotes de 12 muestras por dia para minimizar

errores y para no saturar la columna.
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6.12 Obtencién de los cromatogramas

Para analizar los cromatogramas se utilizd el programa Agilent 1 (offline). Este
programa nos permite visualizar el cromatograma; partimos del estandar para
ajustar los tiempos de retencion (tiempo al cual se detecto la sefial del compuesto
en su maxima intensidad) que corresponden a cada AA. El programa nos presenta

una tabla para definir el tiempo de retencion y el nombre del AA correspondiente.

Al calibrar se definen las sefales que se van a integrar para el resto de los
cromatogramas y se excluyen aquéllas que no estan relacionadas con los AA que
estamos evaluando. De esta forma, so6lo se seleccionaron las sefales de los AA
de interés: aspartato, glutamato, glutamina y GABA. Una vez que se realiza la
tabla de calibracion y se seleccionan los tiempos de retencion, automaticamente
en los siguientes cromatogramas aparece en cada sefal el tiempo de retencion y

el nombre del AA correspondiente y, por ende, este paso no se vuelve a repetir.

Después se integraron los cromatogramas de cada muestra; de manera manual se
selecciona la linea base de los picos para cada AA y se usa el mismo criterio en
todos los cromatogramas. Una vez que se integrd, el programa calcula el area

bajo la curva y muestra el valor del area en el cromatograma.

Para cada cromatograma se obtuvo el reporte; éste contiene el cromatograma y
una tabla que indica para cada AA el tiempo de retencion y el area bajo la curva
correspondiente. ElI cromatograma nos muestra en el eje de las “y” la intensidad
de la emision luminica que se grafica como uLu (unidades luminiscentes) y en el
eje de las “x” se muestran los tiempos de retencidon (minutos) de la sefial luminica.
Posteriormente en una hoja de Excel se capturaron todas las areas de los AA en:
cada concentracién de la curva de calibracion, cada muestra evaluada, asi como

los controles internos y los estandares.

En la figura 10 se muestra el ejemplo de un cromatograma que corresponde a la

concentracion del estandar interno 1.9 uM.
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Figura 10. Cromatograma del estandar interno (1.9 uM).
6.13 Calculo de los niveles de amino acidos

Con el registro de la masa pesada de cada AA, su peso molecular, su pureza y el
volumen de aforo, se calculd la concentracion real de cada AA en cada dilucién en

unidades de picroMol/Litro (uM).

Ejemplo para calcular la concentracién de aspartato:

Masa pesada: 0.0132 g
Pureza: 99%
Masa molar: 133.1 g/mol

99

Masa real= 0.0132 g (ﬁ) =0.0131g

Posteriormente se calcul6 la concentracion de las diluciones en uyM. Continuando
con el ejemplo de aspartato a continuacion se muestra un ejemplo:

1 mol
133.1g

(0.0131 g)( )= 9.9173x10°° mol

(9.9173x10—5 mol) (1000ml

) = 0.0098 mol/L
10 ml 1L

(0.0098 mol) (106 umol

) = 9842.224 umoliL
1L 1 mol
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Considerando que se tomaron 200ul de la solucion de aspartato para preparar la

solucion stock con volumen final de 10 ml:

(9842.224 umol) ( 200 ul

) = 196.84 pmol/L
1L 10 000 ul

Posteriormente se calculd la concentracion de aspartato en la primera dilucion:

800
880

(196.84 MM)( ) = 178.94 pmol/L

Consecutivamente se calcularon las demas diluciones de aspartato.

También en la misma hoja de Excel se transcribieron para cada AA las areas que
se obtuvieron en cada concentracion de la curva de calibracion. Para cada AA se
establece un maximo y minimo de areas, considerando que en ese rango se

encuentran las areas de las muestras (tejidos y plasma).

A partir de las concentraciones conocidas en cada dilucion (uM) y su area
correspondiente se realizan modelos matematicos. Debido a que cada AA
presenta un comportamiento diferente que no necesariamente es lineal, se utiliza
el modelo matematico que mejor describe su comportamiento. Para cada AA se
realizaron los modelos matematicos necesarios que cumplieran con un coeficiente

lineal cercano a 1 y un error estandar cercano a 0.

Se utilizé el programa Curve Expert 1.5 para determinar los modelos matematicos
necesarios (uno, dos o incluso tres modelos para un AA) para describir el
comportamiento de cada AA. Para obtener una continuidad en la grafica es
necesario que entre un modelo y otro se traslape un mismo punto. Los modelos
matematicos utilizados fueron los siguientes: Linear Fit y Weibull. El programa nos
proporciona la ecuacion del modelo matematico, el valor de los coeficientes de la
ecuacion, coeficiente de correlacion lineal, el error estandar y la grafica del

modelo.

De la ecuacion del modelo matematico se despejo a la variable x, para calcular la

concentracion de las diluciones de la curva estandar. Para corroborar la eficiencia
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del calculo de la concentracidn con los modelos matematicos se calculd el % error

de la siguiente manera:

%error = (concentracidn real- concentracion calculada)/ concentracion real

Los modelos utilizados cumplen con la condicién % error < 10.0.

En la figura 11 se muestra un ejemplo de los modelos matematicos utilizados para

la interpolacion del AA L-Glutamina.

A B C D E F

1 | L-Glutamina

2 |Fecha de Realizacidn: 05-may-15 Glutamina

I . *l‘_

3 Y

4 NasaPesada: 0.0147 g ; =

5 | MasaReal: 0.0146 g 3

G Pureza: 99 % *E <

- i

7 MM: 14645  g/mol g ¢

8 ) Max 7536 £

O Conc. Area Min 1118 3 ]
10| pMolar LU g =
11 199 LS
12 181 5 "
13 121 wnt® o8 iz 5% 25 11 s %4
14 §0.3 13182 30000 »
15 302 10686 40000 WEIBULL %ERROR Concentracion (UM}
16 151 8006.15527 15. 100000 -0.084580 Glutamina
17 7.54 4381 B17B7 7.540000 0.047582] .
18 377 2207 45679 3. 770000 0.047932] WEIBULL %ERROR E @

9 1.89 1175.71 1 890000 -0.217143 1.890000 -0.217143 % .‘d"'? ]
20 I 0.94 659.70 0.543000 -0.005043 ‘E @
21 0.47 347.40 0.471000 0.101007 g N .
22 0.24 212 98 0.235000 -0.111093] € @
3

23 0118 14413214 ﬁ 5@2‘1
24 0.0589 099 22282 ki
~ T w®
25 0.02585 81.25813 5
28 001 4T 5394450 ."E.Q.‘ a1 0:‘ 0?7 1?‘ l:‘ 1:7 21
27 0.00737 4857249 Concentracién {ull}
28 0.00358 43 69545
28 0.00184 31.04036
30 0.000921 23.61996

Figura 11. Modelos matematicos de glutamina.

En una hoja de Excel se programo para cada AA una ecuacidén que contiene las

férmulas de los respectivos modelos matematicos y se establecen los limites de

las areas y de las concentraciones para cada uno. A continuacién se muestra un

ejemplo: Glutamina

=SI(ESNUMERO(D561)=VERDADERO, SI(D561<$C$581,"<0.24" SI(D561<=$D$581, ((L(
$J$581)-LN(81$581-D561))/($K$581))(1/$L.$581), SI(D561<=$D$582, ((LN($J$582)LN

($1$582D561))/($K$582))(1/3L.$582),">15.1000"))), SI(ESBLANCO(D561)=VERDADERO,
™ D561))
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La ecuacion esta ligada a una celda en donde, al insertar las areas de las
muestras problema, se calcula la concentracion de cada AA porque utiliza el

modelo matematico que mejor se ajusta al area dada.

Las concentraciones se obtuvieron en unidad pM y se hace un ajuste
considerando las diluciones que se realizaron para la preparacion de la muestra.
Las concentraciones en plasma se reportan en unidad pM y para reportar las
concentraciones en tejido (hipocampo y bulbo olfatorio) se ajustaron los umol

presentes en cada muestra entre los ug de proteina de la misma.

A continuacién se muestra un ejemplo de calculo de la cuantificacidon en nmol de
aspartato / mg de proteina en bulbo olfatorio, para la muestra que corresponde a

la rata 1 del grupo AL.

Cantidad de proteina: 11.662 ug de proteina/ pl
Concentracion: 182.7172 uM

Puesto que para la cuantificacion de proteinas se emplearon 3 pl de muestra y
97ul de BCA.

11.662 ng/ul

3l = 3.8873 g

(3.8873 ug) (10000 ul

Ll Tl ) = 3887.33 ug/ ml

A partir de la curva de calibracidn se obtuvieron concentraciones pM, y como los
bulbos olfatorios se almacenaron en 1 ml de solucion de Krebs Ringer, se hicieron
los calculos de la siguiente manera:

(182.7172 ﬂmol) ( 1L
1L 1000 ml

) =0.18271 pmol/ ml

Por lo tanto hay 0.18271 pmol de aspartato / ml en la muestra AL-1.
Las muestras de tejido fueron normalizas con su cantidad de proteina y para

visualizar las graficas, éstas se convirtieron a unidades de nmol/ ug.

0.18271 pmol 1ml 1000 nmol
( ) ( ) ( ) = 47.0032 nmol/ ug
1ml 3887.33 ug 1 umol
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6.14 Validacion del método analitico

La especificidad del método se comprobd por el analisis de tres blancos
comparados contra el estandar inicial (ver figura 12), siguiendo el método de
cuantificacion AA AGILENT-INTEGRACION. Puesto que no se encontrd
interferencia de los cromatogramas de los blancos con ninguno de los picos de los
AA del estandar, el método demostrd ser especifico para la identificacion y la

cuantificacion simultanea de los AA.

FLD1 A, Ex=340, Em=450 (CURWA PATRON COLUMNA 11 FEB 2015092 BLANCO -1.00
FLD1 A, Ex=340, Em=450 (CURWA PATRON COLUMNA 11 FEB 201592 BLANCO -2.00
FLD1 A, Ex=340, Em=450 (CURWA PATRON COLUMNA 11 FEB 201592 BLANCO -2.00
FLD1 &, Ex=340, Em=450 (CURYA PATRON COLUMMNA 11 FEB 20154188 ESTANDARD 19 INICIAL D)

200 —|
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Glutamato

Glutarnina
Fenilalanina

Aspartato

GABA

nina+Taurina

Lpacina

Figura 12. Cromatograma de los tres blancos y del estandar. Estandar (color rosa),

blanco 1(color azul), blanco 2 (color rojo) y blanco 3 (color verde).

La linealidad del método se determind mediante los modelos matematicos que
describen la curva de calibracion para los amino acidos: aspartato, glutamato,

glutamina y GABA (ver tabla 7) con un coeficiente de correlacion >0.90. Para cada
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modelo se considerd aceptable un % error < 10 (como se describié en la seccién:

calculo de los niveles de amino acidos).

Tabla 7.Modelos matematicos con su coeficiente de correlacion y error estandar.

Amino acido Modelos Coeficiente de | Error estandar
correlacion

Weibull Model 1.0000 0.0000
Acido aspartico Weibull Model 1.0000 0.0000
Weibull Model 1.0000 0.0000
MMF Model 1.0000 0.0000
Weibull Model 1.0000 0.0000
Acido glutamico | Weibull Model 1.0000 0.0000
Weibull Model 1.0000 0.0000
Weibull Model 1.0000 0.0000
Glutamina Weibull Model 1.0000 0.0000
Weibull Model 1.0000 0.0000
Linear Fit 0.9999 4.3663
GABA Weibull Model 1.0000 0.0000
Weibull Model 1.0000 0.0000

Mediante el analisis del estandar (1.9 uM) por triplicado, se evaluo la repetibilidad
del método y se calcul6 el porcentaje del coeficiente de variacién (% CV). De
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana-177 SSA1-1998, se considerd apropiado
un CV < 3 % por ser una matriz biolégica. A continuacion se muestra el ejemplo de

una corrida:
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Tabla 8. Repetibilidad del método analitico. Se muestras la media (x), la
desviacion tipica (o) y el porcentaje del coeficiente de variacion (%CV).

Amino acido Tiempo de retencion x o %CV

1.497
Aspartato 1.501 1.4986 |2.0816x10°| 0.1389
1.498

2.702
Glutamato 2.706 2.7043 2.0816x10° 0.0769
2.705

4.630
Glutamina 4.637 4.632 4.3588x10° 0.0941
4.629

10.801
GABA 10.808 10.7976 0.0123 0.1139
10.784

6.15 Analisis estadistico

Los datos se organizaron por grupo y las graficas se presentan con £ error medio.
Utilizando el programa GraphPad Prism 5 se realiz6 una prueba de Kolmogorov-
Smirnov para evaluar la normalidad de los resultados y compararlos con una
distribucion normal (tipo gaussiana). Para las muestras de hipocampo y bulbo
olfatorio, el resultado de la prueba fue mayor a 0.05; es decir, los datos presentan
un comportamiento normal. Por lo tanto, se realizé un analisis de varianza de una
via y adicionalmente se realizé un post test de Tukey para comparar todos los
grupos, considerando una significancia *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. Algunas
muestras de plasma no cumplieron la normalidad con la prueba de Kolmogorov-
Smirnov, por esta razén se realizé el andlisis de varianza de una via, test Kruskal
Wallis (no paramétrico) y un test de comparacion multiple de Dunn’s,

considerando una significancia *p<0.05 , **p<0.01 y ***p<0.001.
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7. RESULTADOS

7.1 Grafica del peso de los animales

Para verificar si la restriccion alimentaria podria tener un efecto en el peso
corporal, se registré el peso de los grupos durante el tratamiento. A cada grupo se
le midioé su peso desde el dia inicial (dia 0) y cada 5 dias hasta el dia 20, que fue
el periodo de tiempo que durd el modelo de RA (ver figura 13). En el dia inicial,
ambos grupos iniciaron con un peso similar sin presentar diferencia significativa
entre si. En el dia 5, los animales sometidos a RA redujeron significativamente su
peso corporal, siguiendo con esta tendencia para el dia diez se observo que los
animales sometidos con RA bajaron considerablemente su peso respecto al

control, lo mismo sucede en el dia 15y 20.

Cambio del peso corporal

M

400-
g - AL
© 3504 = RA
)
= 300-
g *% *kk *kk Fkk
Q. 250-
(o)
O 200-
(o)
0
w 150 | ] ] ] L]
o 0 5 10 15 20

Dias

Figura 13. Efecto de la restriccidén alimentaria en el peso corporal de ratas Wistar.
En el dia 0, se inici6 el tratamiento; a partir de los dias 5, 10 y 20 los pesos
corporales en el grupo AL fueron significativamente superiores al grupo con RA.
Los valores se muestran con promedio * desviaciéon estandar (n = 12 ratas)
prueba de t no pareada (** p<0.01 y *** p < 0.001).
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7.2 Escala de Racine

Para identificar que los animales efectivamente entraron a un SE después de la
administracién de pilocarpina, los animales fueron observados continuamente,
evaluando y registrando el tiempo en el que ocurrieron los cambios conductuales
caracteristicos de acuerdo con la escala de Racine. Se analizaron los datos

mediante un test de t pareado, pero no hubo diferencias significativas (n=6).

A partir de la inyeccion de pilocarpina se registré la latencia, es decir el tiempo
que transcurrid para que los animales presentaran los cambios conductuales que
corresponden a las etapas Il y Il como son: movimientos masticatorios, salivacion

y asiente de cabeza (ver figura 14).

Etapas II-llI

25
(7)) [ |
S -
S5
c [ ]
g 15- E
.g 10- e -
c EE .
Q 5 o®
©
1

0 . .

AL-P RA-P

Figura 14. Minutos transcurridos a partir de la inyeccion de pilocarpina para que se
presentaran los cambios conductuales de las etapas Il y Il de la escala de Racine.
Se muestra la media + error medio, en ratas Wistar con dieta Ad libitum-

pilocarpina (AL-P)y en restriccion alimentaria-pilocarpina (RA-P).
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Posteriormente se contd el numero de veces que los animales manifestaron algun
comportamiento de las etapas IV y V que son resultado de las crisis limbicas (ver
figura 15). En estas etapas podemos observar crisis tonicas, clénicas y ténico-
clonicas. Los cambios conductuales que los animales presentaron son sacudidas
como perro mojado, clonus de miembros anteriores, posicion de canguro y pérdida

de postura corporal.

Etapas V-V
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Figura 15. Numero de veces que los animales expresaron cierto comportamiento
de las etapas IV y V de la escala de Racine. Se muestra la media + error medio,
los grupos Ad libitum- pilocarpina (AL-P) y restriccién alimentaria- pilocarpina RA-
P.

La pérdida de equilibrio de los animales representa una convulsion completa; sin
embargo, para establecer que los animales entraron a un SE, se monitoreo que
presentaran crisis continuas. Solo los animales que entraron en SE fueron

considerados para la cuantificacion de AA.
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7.3Curva estandar para la cuantificaciéon de proteinas

Para reportar la cantidad de amino acidos en las muestras de tejido cerebral fue
necesario normalizar en funcién de la cantidad proteinas totales. Por esta razén,
se realizd una curva de calibracién (ver figura 16) para cuantificar proteinas totales
mediante el método de acido bicinconinico, en la tabla 9 se muestra la regresion

lineal y en la tabla 10 se presentan los parametros A y B, error estandar e

intervalos de confianza al 95%.
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Figura 16. Curva de calibracion para la cuantificacién de proteinas.

Tabla 9. Regresion lineal. Valor de A, By de R?.

Curve Curve A B R2
Name Formula
StdCurve | Y=A*X+B 0.101 0.193 0.993
Tabla 10. Valor de los parametros A y B, error estandar e intervalos de confianza
al 95%.
0,
U e Parameter Value Std. Error | 95% CI min S
Name Formula max
StdCurve | Y=A*X+B A 0.101 0.00381 0.0908 0.11
B 0.193 0.0332 0.108 0.279




7.4 Hipocampo

En homogenados de hipocampo se cuantificaron los niveles de aspartato,
glutamato, glutamina y GABA en los grupos experimentales: AL, RA, AL-P y RA-P.
Aunque no se hallaron diferencias significativas entre los grupos AL y RA en
ningun AA, en la Tabla 11 se observa una tendencia al incremento de los niveles
de aspartato, glutamato y glutamina en los animales que fueron tratados con la
dieta restrictiva (RA). En la grafica del aminoacido aspartato (17a), el grupo de RA
mostré un aumento significativo con respecto a la de los grupos AL-P y RA-P; este
mismo comportamiento se puede ver en la grafica de glutamato (17b) donde el
nivel se elevd significativamente en el grupo RA en comparaciéon con el de los
grupos AL-P y RA-P. En el caso del aminoacido glutamina (grafica 17c), no hubo
diferencias significativas entre los grupos; sin embargo, se puede observar una
tendencia a incrementar en el grupo RA, mientras que los grupos AL-P y RA-P
muestran concentraciones semejantes al nivel del grupo AL. En la grafica de
GABA (17d), se encontré una disminucion significativa de la concentracion en los

grupos AL-P y RA-P respecto a la del grupo AL y RA.

Tabla 11. Niveles de amino acidos (nmol/mg de proteina) en homogenados de

hipocampo.
AL RA AL P RA P
Aspartato 42.8225 58.4963 22.1091** 18.8192**
Glutamato 77.2315 137.0130 70.5938* 73.8660*
Glutamina 40.6239 59.8515 37.5134 37.4419
GABA 43.4494 35.3640 23.3936** ## 19 5332

Significancia * p<0.05 y ** p<0.01 respecto al grupo RA; y *#p<0.001 en
comparacion con el grupo AL.
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Figura 17. Se muestran los niveles de a) aspartato, b) glutamato, c) glutamina y d)
GABA en homogenados de hipocampo 24 horas después del status epilepticus.
Los valores muestran * error medio (n=5), ANOVA de una via y post hoc de Tukey
(* p<0.05, ** p<0.01 y ***p<0.001 respecto al grupo RA-P y * p<0.05, # p<0.01 y
#15<0.001 respecto al grupo AL-P).
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7.5Bulbo olfatorio

En homogenados de bulbo olfatorio se cuantificaron los niveles de aspartato,
glutamato, glutamina y GABA en los grupos experimentales: AL, RA, AL-P y RA-P.
Como se observa en la tabla 12 no se hallaron diferencias significativas en los
niveles de AA y GABA entre los grupos AL y RA. En la grafica del aminoacido
aspartato (18a), el grupo RA-P tuvo un aumento significativo respecto a los grupos
AL, RAy AL-P. Los resultados de glutamato fueron similares a los de aspartato; en
las graficas 18a y 18b se observa un aumento significativo en el grupo de RA-P en
comparaciéon con el de los grupos AL, RA y ALP. En la grafica del aminoacido
glutamina (18c) hay incremento significativo en el grupo de RA-P respecto a los
grupos AL, RA y ALP; el grupo AL-P también se encontr6 aumentado
significativamente en comparacién con el de los grupos AL y RA. Como se puede
apreciar en la grafica de GABA (18d), el nivel aumentd significativamente en el

grupo de RA-P respecto a los grupos AL y RA.

Tabla 12. Niveles de amino acidos (nmol/mg de proteina) en homogenados de
bulbo olfatorio.

AL RA AL P RAP
Aspartato 68.0789 67.5032 78.0932 144.0210 **
Glutamato 215.6380 156.8450 200.7930 486.7480 * **
Glutamina 66.5997 73.3690 125.8120 # ##  187.7590 * **
GABA 127.9720 97.3554 179.0370 258.7920 ** ***

Significancia * p<0.05, ** p<0.01 y ***p<0.001 respecto al grupo RA-P, y # p<0.01
y ##p<0.001 en comparacion con el grupo AL-P.
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Figura 18. Se muestran los niveles de a) aspartato, b) glutamato, c) glutamina y d)
GABA en homogenados de bulbo olfatorio 24 horas después del status
epilepticus. Los valores muestran + error medio (n=5), ANOVA de una via y pos
hoc de Tukey (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 respecto al grupo RA-P, y # p<0.01,

#15<0.001 respecto al grupo AL-P).
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7.6 Plasma

Se cuantificaron los niveles de GABA y de los amino acidos: aspartato, glutamato
y glutamina en plasma de los grupos experimentales: AL, RA, AL-P y RA-P. A
pesar de que no se encontrd ninguna diferencia significativa, en la tabla 13 se
resumen los resultados, en donde se observa una tendencia de la dieta restrictiva
(RA) per se a disminuir los niveles de Asp, Glu y GABA respecto al grupo con
alimentacion Ad libitum. De forma interesante se observa que el grupo RA-P
también muestra una marcada disminucion en aspartato, glutamato y GABA. En la
grafica del aminoacido aspartato (19a) se muestra la clara disminucién en los
grupos RA y RA-P respecto a la de los grupos AL y AL-P. En el caso del
aminoacido glutamato (19b) se puede observar una disminucién en el grupo RA
respecto a la de los grupos AL y AL-P; en cambio, los niveles de glutamato no
varian entre los grupos RA y RA-P. Para el AA glutamina en la grafica (19c), se
aprecia un ligero aumento en el grupo AL-P respecto a los grupos RAP; asi como
un incremento de glutamina en el grupo RA-P en comparacion con el de los
grupos AL y RA. En la gréfica (19d) se observa una disminucién de GABA en AL-P
respecto al grupo AL, en tanto que GABA incrementa en RA-P respecto al grupo
RA.

Tabla 13. Niveles de amino acidos (umol/L) en plasma.

AL RA AL P RAP
Aspartato 1.2577 0.5222 1.6217 0.2640
Glutamato 46.2890 28.8513 53.6455 28.5078
Glutamina 334.6750 377.2960 443.4350 399.5540
GABA 4.6278 2.8314 2.6961% 4.9366**

Significancia #p<0.05 respecto a AL y ~p<0.001 en comparacion con RA-P.
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umol/L

Figura 19. Se muestran los niveles de a) aspartato, b) glutamato, c) glutamina y d)
GABA en plasma 24 horas después del status epilepticus. Los valores muestran +

error medio (n=5), ANOVA no paramétrica, test Kruskal Wallis y test de
comparacién multiple de Dunn’s, # p<0.05 y ** p<0.01.
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8. DISCUSION
Peso de los animales

En la figura 1 se observa el cambio en el peso de los animales durante el tiempo
que se llevé a cabo la dieta restrictiva. En la grafica se observa que al principio del
protocolo no hay diferencia significativa, y a lo largo del experimento los animales
del grupo AL muestran un aumento significativo de peso. Por su parte, los
animales en RA, pierden peso significativamente en el dia 5 y en los dias
posteriores comienzan a recuperarlo hasta mantener su peso. Registrar el peso de
los animales de forma constante fue importante porque permitié saber que los
animales en RA no pierden peso durante la dieta; la pérdida de peso sélo se
observa al inicio de la restriccion alimentaria, mientras se habituan al ayuno. Estos
resultados parecen concordar con los reportes de Landgrave y cols. (2016),
quienes observaron que los animales en RA mantienen su peso; en contraste con
otras dietas, como la DC (Gomez, et al.2016) y la RC (Redman, et al.2009) en las

cuales el peso corporal tiende a disminuir.

Escala de Racine

El dia 21 cuando se realizdé el modelo de pilocarpina, también se evaluaron los

cambios conductuales de los animales mediante la escala de Racine.

Después de la inyeccion de pilocarpina se evalud la latencia es decir, los minutos
transcurridos para que los animales presentaran cambios conductuales de las
etapas Il y lll de la escala de Racine. A pesar de que no hubo diferencias
significativas, en la grafica 2 se puede observar que al grupo AL-P le tomd menos
tiempo presentar cambios conductuales (7.5 minutos) en comparacién con el
grupo RA-P (13.3 minutos); éste grupo tardé casi el doble de tiempo.
Posteriormente se conté el numero de veces que los animales presentaron
comportamientos de las etapas IV y V. A pesar de que no hubo diferencias
significativas, en la grafica 3 se puede observar que el grupo RA-P tiende a
presentar un menor numero de crisis mientras que el grupo AL-P presentd mas

crisis limbicas.
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Estos resultados nos permiten suponer que la RA tiene un efecto en la
disminucién de la severidad de las crisis ya que los animales del grupo de RA-P
presentan un aumento en la latencia de los cambios conductuales de la etapa Il y
Il de la escala de Racine, también presentaron un menor numero de veces
cambios conductuales caracteristicos de las etapas IV y V que corresponden a

crisis limbicas.

En el modelo de litio-pilocarpina que esta estandarizado en el laboratorio donde se
realizd este trabajo, se considera que los animales entraron a un SE cuando el
animal mantiene crisis recurrentes o continuas, por esta razén los animales fueron
monitoreados después de la administracion de la pilocarpina. Pareciera que la RA
confiriera una resistencia tanto al inicio de las crisis como a la severidad de las
mismas en el modelo de litio-pilocarpina. Al respecto, hay evidencia de que en la
RA ocurren mecanismos como: la disminucidon de estrés oxidativo, alteraciones en
el metabolismo energético que aumentan la concentracién metabolitos como el -
hidroxibutirato, que puede disminuir la actividad de proteinas capaces de alterar la
estructura de la cromatina (HDACs) y de esta manera contribuir a un efecto

antiepiléptico (Landgrave, et al., 2016).

Niveles de amino acidos

De manera reciente, se ha descrito el comportamiento de algunos AA en
diferentes regiones cerebrales durante el SE (duracion aproximada de 5 a 6 horas)
usando la técnica de microdialisis (Walton et al., 1990). Sin embargo, el objetivo
de este trabajo fue realizar una cuantificacion en tejido fresco total y conocer los
posibles efectos de la RA, asi como su repercusion en una fase aguda, tras inducir
un SE con el modelo de litio-pilocarpina. Es importante resaltar el origen de la
muestra ya que al hablar de homogenados de tejido total, se esta incluyendo
tanto el espacio extra celular asi como el intra celular. Por lo que las
comparaciones que se realizaran con estudios previos deben ser tomadas con

precaucion, ya que generalmente las mediciones de AA se han realizado en LCR y
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en muestras de microdialisis, generalmente en cursos temporales; cuando la

epilepsia ya esta bien establecida.
Hipocampo

En los homogenados de hipocampo de animales que se sometieron a la
restriccion alimentaria (RA), el nivel de aspartato (Asp) aumentd con respecto al
grupo AL aunque no se observa una diferencia significativa. En un articulo
publicado por Erecinska, et al., 1996, los autores sugieren que en una condicion
elevada de cetosis (5 mM) disminuyen los niveles de Asp a nivel
intrasinaptosomal. No obstante, los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que Asp, glutamato y glutamina, aumentan en la RA. Este resultado podria
explicarse en parte a: 1) que las cuantificaciones se estan realizando en
homogenados de tejido total, lo que representa las concentraciones tanto del
espacio intracelular como del extracelular; 2) que en el modelo de RA, si bien no
se alcanzan las mismas concentraciones de B-hidroxibutirato (0.88 mM,
Landgrave, et al., 2016) que los niveles reportados en la dieta cetogénica (DC)
(1.9 mM en la dieta cetégenica normocaldrica y 2.6 mM en dieta cetégenica
hipocalérica, Linard et al., 2010), una concentracidon sostenida de B-hidroxibutirato
provee una cantidad suficiente para aumentar el metabolismo mitocondrial y el
fluo de CAT incrementando los niveles de Glu y GIn; pero sin limitar la
transaminacién de glutamato a aspartato la cual depende de la cantidad de

oxalacetato disponible, y por consiguiente, el nivel de Asp aumenta.

En el caso de GABA se observa una disminucién en los grupos con pilocarpina
respecto a los grupos AL y RA. El grupo de Soukupova y cols. en 2014,
cuantificaron los niveles de GABA por microdialisis durante el modelo de
pilocarpina y observaron que GABA disminuye posterior al estado agudo del
modelo. La disminucién del contenido de GABA en tejido en los grupos AL-P y RA-
P puede ser producto del dafo que el insulto epileptogénico tiene sobre las
neuronas gabaérgicas desde una fase aguda.
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La cuantificacion de Asp y GABA es muy similar entre los grupos. Se sabe que las
concentraciones de aspartato son mayores en el citosol de neuronas gabaérgicas
pero aun se desconoce como es liberado de este compartimento bajo condiciones
fisiolégicas y menos aun en condiciones patologicas (Brady, et al., 2012). Para el
caso de glutamina (GIn), en el grupo de RA, se observa una mayor cantidad
(59.8515 nmol/mg de proteina) en comparacién con el grupo AL (40.6239 nmol/mg
de proteina); este incremento podria deberse a un aumento de su sintesis en las
células gliales, en especial en los astrocitos. Estudios recientes utilizando la RC,
sugieren que esta dieta es capaz de modular funciones astrociticas mediante el
aumento en la recaptura de Glu y el incremento de la actividad de la glutamina
sintasa (GS) (Ribeiro et al., 2009). Dado que la GIn es un precursor eficiente de
GABA, su aumento podria tener un efecto benéfico; sin embargo, para discernir
este resultado se necesitaria aumentar el numero de animales y evaluar la
actividad de GS.

En la actualidad, es controversial si el aumento de los cuerpos cetdnicos produce
un incremento de GABA. Estudios en sinaptosomas han demostrado un
incremento en las concentraciones de GABA después de una exposicion a
acetoacetato (5mM) (Erecinska et al., 1996), pero no observamos esta respuesta
en la cuantificacion de GABA en este trabajo. Yudkoff y cols. (2005) describieron
el metabolismo de AA en ratones sometidos a DC por tres dias: la medicion se
llevd a cabo en homogenados de cerebro total, y aunque no se encontraron
cambios significativos en los niveles de Glu, GIn y GABA si hallaron una
disminucion significativa de Asp en el corteza frontal. En el mismo estudio, cuando
administraron acetato marcado con Carbono'® se observé un incremento de los
niveles de Glu y Gin; este comportamiento es similar a nuestros resultados aunque
el aumento en la RA no es significativo. En un tercer experimento, al administrar
de manera conjunta acetato con leucina observaron que los niveles de Gin y
GABA aumentaron. Los estudios sobre el metabolismo del ciclo de CAT de
Waagepetersen y cols. (2000) sugieren que altas concentraciones de oxalacetato
en presencia de altos niveles circulantes de ciertos amino acidos como la leucina y

la alanina, elevan las concentraciones de glutamato, glutamina y GABA en el

57



cerebro; en cambio durante la cetosis no solo se requiere una alta disposicion de
acetato sino también una disposicion de donadores de grupos amino, para
incrementar la sintesis de glutamato, glutamina y GABA (Hartman y Stafstrom,
2013, Yudkoff, et al., 2005).

Ademas, un estudio utilizando RC en animales durante siete dias describié un
aumento del mMRNA de GADG67 significativamente mayor en la corteza cerebelosa
y en estructuras del cerebro medio, en comparacion con las del control (Cheng et
al., 2004). Estas regiones cerebrales estan poco relacionadas con la generacion
de las crisis; sin embargo, se podria medir la actividad de GADG67 en nuestro
modelo para evidenciar cambios relacionados con la sintesis de GABA en el
modelo de RA.

Los resultados de la presente tesis no sugieren que la RA eleve los niveles de
GABA en hipocampo; no obstante, quiza el efecto antiepiléptico no se deba a un
aumento en el nivel de GABA o al incremento en su sintesis sino que puede estar
relacionado con otros mecanismos. Hay que considerar que la cuantificacion de
AA en tejido total no es un indice de la actividad sinaptica, lo que tampoco permite
conocer si los cambios se deben a la actividad glial o neuronal, por esta razén,

estos resultados deben tomarse con cautela

La hipétesis de que la DC, RC y RA tengan mecanismos similares no debe
asumirse. Existen estudios que demuestran que dependiendo del régimen de
alimentacién se obtiene una respuesta diferente a diversos tests de crisis
epilépticas, lo que indica que éstas podrian actuar por mecanismos diferentes y

tener similitudes en otros procesos (Hartman, et al., 2010).

Bulbo olfatorio

Se han descrito las alteraciones neuroconductuales de ratas macho Wistar

durante las fases avanzadas en el modelo de pilocarpina, las cuales probaron que
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se presenta una interrupcién en la capacidad de la discriminacién olfativa a los

siete dias post-SE y se conserva después de 55 dias (Lopes et al., 2016).

En el modelo de pilocarpina también se reportd dafio en la corteza olfativa 24h
posterior al SE (post-SE) (Tursky et al., 1983), que puede estar asociado al
deterioro olfativo. Al respecto, no se ha evaluado el dano en el bulbo olfatorio (BO)

post-SE para conocer si existe alguna alteracién neuronal.

Apelbaum y Chaput (2003) demostraron que una RA durante 15 dias indujo una
disminucién drastica y no especifica en la reactividad de células mitrales/tufted
(M/T) en BO. En este estudio, el grupo de ratas con alimentacion AL durante 14
dias mas un unico ayuno de 22 horas, presentd una reactividad mayor que la del
grupo en RA durante 15 dias y a su vez, la reactividad en el grupo de RA fue
mayor respecto al grupo Ad Libitum. Estos resultados pueden asociarse con la
plasticidad del BO a generar cambios del estado interno debido a un cambio
ambiental prolongado; en este caso la restriccion alimentaria (RA). También el
sistema olfativo esta relacionado con el sistema endocrino: puede servir como un
sensor interno del estado quimico o del equilibrio nutricional (Paulignan, et al.,
2012), el segundo influye en la deteccion de un olor. En los resultados de la
presente tesis se observa que la RA tiende a reducir los niveles de Glu un 27.26%
y los de GABA un 23.92%, en comparacién con los del grupo AL en BO; este
descenso puede ser producto de un cambio en la reactividad de células M/T que

altere el metabolismo de Glu y GABA en el BO.

Como se observa en los resultados de la presente tesis, en el grupo AL-P se
elevaron significativamente los niveles de GIn en un 88.9%; es probable que en
consecuencia se incremente ligeramente el nivel de GABA en un 39.9% sin
significancia en el grupo AL-P. Este aumento de GIn puede deberse a un
incremento en la sintesis glial; es decir, el exceso de Glu capturado es convertido
a GIn y posteriormente se libera pasivamente. Otra hipétesis seria que el BO
tenga una respuesta mas lenta en comparacion con la del hipocampo, debido a
que en el BO exista una menor cantidad de células gliales (particularmente los
astrocitos) que contribuyen a mantener la homeostasis. En este sentido se podrian
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realizar cortes histolégicos para comparar la cantidad de astrocitos en BO e

hipocampo.

Los resultados de la presente tesis, muestran un aumento de los niveles de Asp,
Glu, GIn y GABA en el grupo de RAP que sugieren una regulacion ineficiente y/o
una sintesis exagerada del metabolismo de GABA-Glu. Este fenbmeno no se
observa en las cuantificaciones de los grupos RA y AL-P, solo cuando la RA se
asocia a la induccion del SE (RA-P). Debido a que no existen reportes del efecto
de dietas restrictivas en el BO, no es posible hacer una discusion objetiva de los
resultados obtenidos en el mismo. Tampoco existen reportes de la cuantificacion
de AA en el BO en un modelo animal de SE, por lo que los resultados obtenidos
en este trabajo podrian ser el antecedente para investigar mas a fondo esta

estructura y su relacion con las crisis epilépticas.

Plasma

La ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE) se ha observado en humanos y
en estudios animales posterior a la aparicion de crisis agudas (van Vliet et al.,
2007). Al afectarse la permeabilidad de la BHE, la cuantificacion de AA en plasma

puede ser un indicador de los cambios neuroquimicos que ocurren en el cerebro.

En los grupos RA-P se puede observar que los niveles de Asp, Glu y GIn se
mantienen en niveles similares a los de la RA; es decir, que la RA en un insulto
agudo (SE) podria modular los niveles periféricos de estos AA. Los resultados de
plasma muestran un comportamiento similar del Asp y el Glu entre el grupo AL con
el grupo AL-P; asimismo, entre el grupo RA con RA-P, con la diferencia que en los
grupos con restriccion, las cuantificaciones se reducen aproximadamente a la

mitad respecto a los grupos ad libitum.

El grupo de RA presentd ligeros cambios en las concentraciones de AA libres en
comparacion con los del grupo AL; las diferencias pueden ser el resultado de la

ingesta de alimentos bajo la RA. Asp, Glu y GIn son amino acidos no esenciales
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cuya sintesis depende de los amino acidos esenciales que provienen de la dieta;
puesto que sus concentraciones no se ven afectadas significativamente podemos

decir que la RA no altera sus concentraciones a nivel periférico.

En este sentido, en el laboratorio se investiga la cuantificacion de AA en pacientes
con ELT donde se demostré un aumento significativo de Asp y Glu mientras que
las concentraciones de GIn disminuyeron (datos sin publicar). Los resultados en el
modelo animal mostraron en el grupo AL-P un ligero aumento de Asp, Glu y Gin
que puede asociarse a la induccion del SE. Los resultados de los pacientes con
ELT correlacionan con la tendencia al aumento de Asp y Glu en el modelo animal,
mientras que los resultados de GIn en el modelo animal no presentan cambios
durante la fase aguda. Es probable que los cambios observados en el modelo
animal (fase aguda) sean significativos en la fase cronica, puesto que conforme la
enfermedad transcurre el deterioro de la permeabilidad de la BHE se incrementa
(van Vliet et al.,, 2007). Respecto a la GIn no se ven cambios entre los cuatro
grupos; la principal funcion de la Gln es mantener la homeostasis de nitrégeno, por

lo cual su nivel es mas estable.

En el grupo AL-P disminuyo el nivel de GABA en comparacién con el grupo AL; de
forma contraria, GABA aument6é en RA-P respecto a la RA; este resultado podria
estar asociado al efecto de la RA y la respuesta a un insulto agudo. En la epilepsia
hay presencia de inflamacién y en consecuencia activacion del sistema inmune
innato que posteriormente contribuye al dafo celular (Walker y J.Sills, 2012).
Actualmente se sabe que GABA a nivel periférico tiene una funcién fisiolégica en
la inflamacion; al respecto se ha descrito que las células del sistema inmune
pueden sintetizar y metabolizar GABA, expresar transportadores, canales GABA-A
y el receptor GABA-B (Jin et al., 2013). Por otra parte, estudios han demostrado
que la RC inhibe la respuesta inflamatoria y mejora la respuesta inmune mediada
por células T, tanto en modelos animales como en humanos (Wang et al., 2013;
Ahmed et al., 2009). Es posible que también en la RA la respuesta al SE induzca
una rapida activacién de las células del sistema inmune y por esta razon se

incrementa la concentracion de GABA en plasma. Por lo que es necesario
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investigar mas sobre el efecto de la RA en los mecanismos de la inflamacién y su

asociacion a la respuesta inmune.

Los resultados de este trabajo muestran diferencias en los niveles de Asp, Glu,
GIn y GABA, asi como en su comportamiento entre el hipocampo y el bulbo
olfatorio. Las diferencias encontradas pueden deberse a que el hipocampo posee
una neurotransmisién principalmente colinérgica, mientras que el bulbo olfatorio
tiene una neurotransmision glutamatérgica-gabaérgica. Ademas, se desconoce si
la RA modifica otros neurotransmisores involucrados en la sinapsis del hipocampo
y el bulbo olfatorio que podrian estar relacionados con los cambios observados. El
comportamiento de los AA parece ser compartamentalizado; ya que no se observa
un comportamiento semejante entre el hipocampo y el bulbo olfatorio, a su vez,
sus resultados son diferentes a los del plasma. Es posible que los cambios
bioquimicos que la RA genera a nivel central y periférico sean diferentes; por
ejemplo, se ha descrito que los cuerpos cetdnicos tienen un efecto diferente de

acuerdo al tejido en que actuan (cerebro, higado y musculo) (Paoli, et al., 2015).
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9. CONCLUSIONES

En el hipocampo del grupo bajo restriccion alimentaria mostré una tendencia al
aumento en los niveles de aspartato, glutamato y glutamina con respecto al grupo
ad libitum, contrario a lo esperado, no se observd un incremento en el nivel de
GABA; mientras que en el grupo de restriccion alimentaria con pilocarpina, se
encontré una disminucion de GABA similar al descenso de GABA observado en el

grupo ad libitum con pilocarpina.

En el bulbo olfatorio del grupo con restriccion alimentaria, se observd una
tendencia en la disminucion de los niveles de glutamato y GABA con respecto al
grupo ad libitum, en tanto que la restriccion alimentaria con pilocarpina mostré un
aumento significativo de los niveles de aspartato, glutamato, glutamina y GABA 24
horas posteriores al SE, comparado con los grupos de restriccion alimentaria y ad
libitum. Esta respuesta no se encontré en el grupo ad libitum con pilocarpina por lo
cual, es necesario investigar mas sobre los efectos metabdlicos de la restriccion

alimentaria en el bulbo olfatorio.

En el plasma, los animales con restriccion alimentaria presentaron una tendencia a
disminuir los niveles de aspartato, glutamato y GABA comparados con el grupo ad
libitum, y para el caso del grupo con restriccion alimentaria con pilocarpina, se
mantuvieron bajos los niveles de aspartato y glutamato. Estos resultados nos
hacen suponer que el insulto agudo causado por la pilocarpina no parece
modificar estos niveles a diferencia del grupo ad libitum con pilocarpina en el cual
aspartato y glutamato tienden a aumentar, ambos grupos comparados con el

grupo de restriccion alimentaria.

En el grupo ad libitum con pilocarpina, el nivel de GABA disminuyé comparado al
grupo ad libitum, mientras que en el grupo de restriccion alimentaria con
pilocarpina el nivel de GABA incrementé comparado con el grupo de restriccion
alimentaria. Este es un resultado opuesto al de aspartato, glutamato y glutamina
en plasma en el grupo con restriccion alimentaria con pilocarpina; ademas este

cambio es diferente a lo esperado y a lo publicado, por lo que podria estar
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relacionado a un posible efecto de la restriccion alimentaria que se potencia

posterior al insulto agudo generado por la administracion de la pilocarpina.

La evaluacion de la severidad de las crisis mostro en el grupo de restriccion
alimentaria con pilocarpina, una tendencia a incrementar la latencia y a disminuir
el numero de crisis limbicas en comparacion con el grupo ad libitum; no obstante,
debido a que el comportamiento de los amino acidos fue diferente en hipocampo,
bulbo olfatorio y plasma, no fue posible correlacionar la severidad de la crisis con
los niveles de amino acidos de las ratas Wistar en restriccion alimentaria con

pilocarpina.
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10.PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos no permiten concluir que la disminucion de la severidad
de las crisis en los animales con restriccién alimentaria esté relacionada a cambios
en los niveles de aspartato, glutamato, glutamina y GABA. Es importante
investigar los cambios de la restriccion alimentaria con pilocarpina en un curso
temporal, por ejemplo a las 3, 8 y 12 horas posteriores al SE para explicar los
cambios en los niveles de aspartato, glutamato, glutamina y GABA en hipocampo,
bulbo olfatorio y plasma, durante la fase aguda. Para poder indagar sobre el
posible efecto benéfico de la glutamina y de GABA en la restriccion alimentaria es

necesario medir la actividad de GAD67 y GS, en hipocampo y bulbo olfatorio.

En cuanto a los resultados de plasma para explicar el incremento del nivel de
GABA en la restriccion alimentaria con pilocarpina se necesita diseiar un
protocolo que compruebe la repetitividad de éste resultado y posteriormente
indagar un posible mecanismo. También hay que cuantificar otros AA libres como
la leucina y alanina que participan de forma indirecta en el metabolismo neuronal
de los amino acidos, para conocer su contribucion en el ciclo de glutamato/GABA-
glutamina en la restriccion alimentaria. En el contexto de las dietas restrictivas los
niveles de amino acidos libres como la glutamina y la leucina, pueden modular la
actividad de la autofagia en el cerebro; éste es otro posible mecanismo donde los
niveles de amino acidos podrian estar involucrados con un efecto benéfico en la
RA.
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12. Apéndice

EDTA 0.11M

Se prepararon 25 ml de EDTA. Se pesaron 0.8036g de EDTA con peso molecular
372.24 g/mol y se disolvieron en PBS mas 5 ml de NaOH concentrado, y se ajusto
a pH 8. Se empleé 1 ml de EDTA 0.11M para 5 ml de sangre.

PBS para perfusion de tejidos

NaH,PO4 2.04 g
Na,HPO4 11.68 g
NaCl 9.00 g

Se afor6 a 1 litro con agua bidestilada, se ajustd a un pH 7.4 y finalmente se filtré
el buffer.

Solucién de Krebs Ringer

KCI 0.2050 g
NaHCO; 0.2310 g
MgCl,*6 H,0 0.0508 g
NaH,P04*2 H,0 0.0390 g
NaCl 2.0162 g
CaCl,*H20 0.0551 g

Se afor6 a 250 ml y se ajusté a un pH 3.0 con HCI 0.1M.
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Lavado diario del equipo

HPLC

A\ 4
Via A
(100% Fase A)

Agua

Aceleracion 0.4 ml/min
Flujo 5 ml/min
Durante 10 minutos

\4
ViaB
(100% Fase B)

A\ 4

Isopropanol- metanol

Aceleracion 100 ml/min
Flujo 5 ml/min
Durante 5 minutos

Bajar el flujo a cero y cerrar la vdlvula

Aceleracién 0.4 ml/min
Flujo 1 ml/min
Durante 15 minutos

\4

Fase A

Aceleracidn 100 ml/min
Flujo 5 ml/min
Durante 5 minutos

Bajar el flujo a cero y abrir la valvula

Aceleracion 0.4 ml/min
Flujo 0.6 ml/min
Durante 30 minutos

A 4

Fase B

Aceleracion 100 ml/min
Flujo 5 ml/min
Durante 5 minutos

A 4

Aceleracion 0.4 ml/min
Flujo 1ml/min
Durante 15 minutos

\ 4

Bajar el flujo a cero
y cerrar valvula

Si las muestras aln no estan

listas bajar el flujo a 0.1 ml/min

l Bajar el flujo a cero

El equipo esta listo para

cargar el método
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Fases moviles
Fase A

Para la preparaciéon de dos litros se debe pesar 11.1745g de Na,HPO, y se ajusta
el pH a 7.8 con acido fosférico 10N, la solucidén se debe filtrar con bomba y se
guarda en botellas ambar con capacidad de un litro a 4°C.

Fase B

Para la preparacion de dos litros de fase B se miden 800 ml de acetonitrilo, 900 ml
de metanol y 100 ml de agua bidestilada, se filtra con bomba y la fase se guarda
en botellas transparentes con capacidad de un litro a 4°C.

Soluciones que se utilizan en el mantenimiento y funcionamiento del equipo.

Para el mantenimiento del equipo se utiliza: isopropanol 10% para el lavado de los
sellos y metanol al 50% para el lavado de la aguja. Estas soluciones se cambian
cada semana con la finalidad de mantener la concentracion adecuada para un
buen mantenimiento y funcionamiento del equipo.
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