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1. RESUMEN

La dieta cetogénica se define como una dieta alta en lipidos, baja en hidratos de
carbono y adecuada en proteinas, y es uno de los tratamientos no farmacolégicos
mas antiguos utilizado para el control de la epilepsia, sin embargo no se conoce su
mecanismo de accion. Por otro lado el cotransportador catién-cloro KCC2 es una
proteina de membrana que transporta cloro fuera de las neuronas, regulando asi
la concentracion intracelular de cloro, lo cual determina la fuerza y polaridad de la
neurotransmision mediada por GABA (4cido gamma aminobutirico). Se propone
que el mecanismo de accién de la dieta cetogénica, sea a través de los
cotransportadores catién-cloro, por lo que el objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto de la dieta cetogénica sobre el cotransportador cation-cloro
KCC2 en el giro dentado de la rata. Para esto se utilizaron ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley dividas al azar en dos grupos, alimentados con una dieta normal
0 cetogénica durante tres meses. Al final del experimento se sacrificaron los
animales bajo anestesia, se extrajeron los cerebros y se obtuvieron series de
cortes coronales de 50 micras, los cuales fueron procesados mediante
inmunohistoquimica para KCC2. La expresiéon de KCC2 se evalu6 a través del
andlisis de la densidad o6ptica de la inmunoreactividad en las tres capas del giro
dentado. Los resultados indicaron un aumento significativo (p < 0.05) de la
expresion de KCC2 en la capa hilar, en tanto que la expresion en la capa

molecular y granular no se vio alterada.



2. INTRODUCCION

La dieta cetogénica (DC) se define como una dieta alta en lipidos, adecuada en
proteinas y baja en hidratos de carbono que provoca cetosis, lo que minimiza los
potenciales efectos secundarios sobre el crecimiento. En ella, la principal fuente
de calorias son las grasas. La razon entre el aporte de grasas y el aporte
combinado de proteinas e hidratos de carbono (HC) es de 4:1, aunque en
adolescentes o0 adultos puede requerir una razén de 3:1 o de 2:1 para cubrir las
necesidades nutricionales (sobre todo proteicas) propias de cada grupo de edad
(Kverneland et al., 2017). La DC es uno de los tratamientos més antiguos en ser
utilizado para el manejo de la epilepsia, representa una alternativa terapéutica
cuyos origenes se remontan a casi un siglo (Lambruschini, 2012).

La epilepsia es una clase de enfermedad cerebral cronica comdn, es un trastorno
convulsivo altamente prevalente que tiende a progresar en severidad y se vuelve
refractario al tratamiento. Sin embargo, ninguna terapia ha demostrado detener la
progresion de la enfermedad o prevenir el desarrollo de la epilepsia (Wu vy Liu,
2017). Desafortunadamente aun se desconoce el mecanismo de accion por el cual
la DC es eficaz para dicha enfermedad. Sin embargo, se ha postulado que una
desregulacion de los cotransportadores de cloro: NKCC1 y KCC2, que introducen
y extraen cloro de la célula respectivamente, podria ser responsable de la
hiperexcitabilidad de las neuronas.

El hipocampo es una zona del cerebro que se ve afectada en algunas
enfermedades neurolégicas, las tres capas del giro dentado han sido

seleccionadas para observar si la DC presenta algun efecto sobre la expresion del



cotransportador KCC2 después de la administracion de DC durante 3 meses en un
modelo animal.

3. MARCO TEORICO

3.1. Dieta Cetogénica

La DC, es una dieta con alto contenido de grasas, adecuada en proteinas y baja
en hidratos de carbono. Esta dieta obliga al cuerpo a usar grasas en lugar de
hidratos de carbono como la principal fuente energética. Normalmente, los
hidratos de carbono contenidos en los alimentos se convierten en glucosa, que es
el sustrato energético principal para el cerebro. Sin embargo, si hay pocos
carbohidratos en la dieta, el higado convertira la grasa en acidos grasos y cuerpos
cetonicos, estos pasan al cerebro y reemplazan a la glucosa como fuente de

energia (Brietzke et al., 2018).
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Figura 1. PirAmide de la dieta cetogénica. La piramide de la dieta cetogénica muestra los
principales grupos de alimentos que la constituyen. Los alimentos con grasa aportan la mayor
parte de la energia (70-90%). Los alimentos proteicos aportan del 9-29% de la energia, y los
carbohidratos solo del 1-5% de energia. Hay diferentes tipos de dietas cetogénicas y los grupos de
alimentos varian entre las dietas (Tomado de Kverneland et al., 2017).



3.1.1. Historia de la dieta cetogénica

Existen referencias biblicas respecto a la utilizacion del ayuno como tratamiento
de un cuadro convulsivo. El primer uso moderno del ayuno como tratamiento de la
epilepsia se remonta a 1911; Guelpa y Marie tratan a 20 pacientes en edad infantil
y a adultos sin precisar mas detalles. Se puede afirmar que el ayuno fue un
precursor del empleo de la DC como tratamiento en la epilepsia (Lambruschini,
2012).

En 1921, el Dr. Rawle Geyelin revolucioné la convencién anual de la Asociacion
Médica Americana (AMA) al presentar los casos de varios nifios con epilepsia que
habian tenido una reduccién duradera de sus crisis mediante periodos de ayuno.
Russell Wilder, médico de la Clinica Mayo, continué el trabajo de Geyelin y hacia
1924 habia disefiado su “dieta cetogénica”, que imitaba la situacion de ayuno a
través de una dieta baja en hidratos de carbono y alta en grasas, capaz de ser
reproducida en el hogar (Lambruschini, 2012).

Posteriormente el tiempo revel6 que tanto la inanicién y las dietas con un alto
contenido de grasas/baja en hidratos de carbono aumentan los niveles
plasmaticos de los cuerpos cetdnicos acetoacetato y B-hidroxibutirato. También se
propuso que estos productos metabdlicos pueden beneficiar a los nifios con
diversos trastornos neurolégicos (Lambruschini, 2012).

En 1928, un estudio de Barborka confirm¢ la efectividad de la DC para tratar la
epilepsia en las convulsiones de adultos, al recibir la dieta completamente
controlada, mejorando a 56 de 100 pacientes (Lambruschini, 2012).

Ya se habia mencionado a la DC como una herramienta para controlar las crisis

epilépticas en muchos textos, pero fue en 1972 cuando Livingston comunico el
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resultado de la dieta administrada a 1,000 nifios con epilepsia, comprobando que
el 52% de ellos habian obtenido un control completo de las crisis y que en un 27%
hubo una gran mejoria.

En 1971, Huttenlocher introdujo los triglicéridos de cadena media (TCM) en la
confeccion de las dietas. Desde 1970 hasta el afio 2000 el uso de la DC disminuy6
de forma considerable; solo aparecen dos publicaciones por afio con esta
referencia. Pero la historia cambia cuando, en la NBC-TV’'s Dateline, Freeman y
Kelly, dietista que trabaj6é con Livingston, tratan con DC a Charlie, un nifio de dos
afos y afecto de unas crisis convulsivas intratables, que mejora rapidamente. A
raiz de esto, el padre de Charlie cred la Charlie Foundation. En los ultimos afios la
DC resurgié como tratamiento de la epilepsia refractaria debido a que se demostro
mayor efectividad (Lambruschini, 2012).

3.1.2. Indicaciones de la dieta cetogénica

La DC puede ser utilizada en el tratamiento de epilepsias desde edades
tempranas (lactancia) hasta la adultez. Atendiendo a la eficacia de la terapia
dietaria, Kossoff et al., (2009), sugieren su uso en etapas tempranas de la
epilepsia resistente, sobre todo considerando la pobre respuesta a un tercer
antiepiléptico en cuadros que no han respondido a bioterapia (Moya, 2016).

Por otro lado, existen variados ensayos clinicos en humanos y animales que
plantean un probable (mas no demostrado) beneficio de la dieta en enfermedades
distintas de la epilepsia. Estos mencionan condiciones tan diversas como la
esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de Parkinson y Alzheimer, narcolepsia y

traumatismo craneo encefalico (Moya, 2016).



3.1.3. Efectos adversos de la dieta cetogénica

La DC no es un tratamiento inocuo. Dado que se trata de un plan alimentario no
balanceado tanto en macro como micronutrientes, puede causar déficits
nutricionales en energia, proteinas, minerales y vitaminas (Alberti et al., 2016). Sin
embargo, estos efectos no son, generalmente, graves y, en pocos pacientes, es
necesaria la interrupcion de la dieta. Los efectos adversos informados con mayor
frecuencia asociados con el uso de DC en adultos son efectos gastrointestinales,
pérdida de peso y un aumento transitorio en los lipidos. Los efectos secundarios
gastrointestinales, que incluyen estrefiimiento, diarrea, nauseas ocasionales y
vomitos, generalmente son leves, y mejoran con el tiempo, la dieta debe ser
manejada bajo la guia de un dietista o nutricionista. Comidas mas pequefias,
mayor ingesta de fibra, ejercicio, y el aumento de la ingesta de sodio y liquidos a
menudo puede prevenir o aliviar estas quejas. La pérdida de peso puede ser una
intencion de efecto positivo en pacientes con sobrepeso, pero para aquellos que
desean mantener o subir de peso, ajustes en la ingesta calérica pueden ser
recomendados (McDonald et al., 2017).

El aumento en los lipidos séricos se normaliza con la terapia de dieta continua
(después de 1 afio) o vuelve a la normalidad después del cese de la terapia de
dieta (McDonald et al., 2017).

En un subgrupo mas pequefio de pacientes, la deficiencia de selenio puede
producir patologia cardiaca, y se han detectado otras complicaciones como
acidosis tubular renal y pancreatitis. Los nifios que reciben terapia dietaria por mas
de 6 aflos en forma continua parecen tener el mayor riesgo de litiasis, fracturas y

alteraciones del crecimiento (McDonald et al., 2017).



3.1.4. Mecanismo de accion de la dieta cetogénica

El estado celular asociado con las convulsiones aumenta la excitabilidad neuronal
que implica un aumento en los potenciales de accién que a su vez son inducidos
por la despolarizacion de la membrana celular en las sinapsis. La polaridad en una
sinapsis esta regulada por inhibicion y neurotransmisores excitadores que
controlan bombas de iones y canales que facilitan la afluencia y salida de iones
como Na**, K*, CI'y Ca?*. En consecuencia, posibles mecanismos anticonvulsivos
de la DC estan vinculados a cambios en las cantidades de neurotransmisores, asi
como los cambios que influyen en la polaridad de la membrana neuronal. El
principal neurotransmisor excitador glutamato puede ser sintetizado a partir del
ciclo de los &cidos tricarboxilicos (Youngson et al., 2017).

El glutamato puede convertirse en el principal neurotransmisor inhibidor del acido
gamma-aminobutirico (GABA), o ser transaminado a aspartato. Como se requiere
oxaloacetato para la generacion de energia, hay un relativo aumento en la
cantidad de glutamato que se convierte en GABA. Algunos estudios en humanos y
ratas apoyan este mecanismo anticonvulsivo mostrando que una DC conduce a un
aumento de GABA y reduce el glutamato en el cerebro. Otro jugador potencial es
el neurotransmisor inhibidor neuropéptido Y (NPY) que seria aumentado por
cetogénesis o0 inanicién, y se sabe que es antiepiléptico. El aumento en la
generacion de ATP por la DC proporciona un terreno amplio para explicar las
teorias de los efectos anticonvulsivos como una multitud de procesos celulares
que requieren ATP. Este dltimo y el metabolismo energético estan

intimamente
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Figura 2. Desglose y circulacién de los triglicéridos de cadena media en la dieta cetogénica:
(1) Los triglicéridos de cadena media (que contienen acido decanoico y acido octanoico) se
consumen como parte de la dieta cetogénica de triglicéridos de cadena media. (2) Los acidos
grasos (acido decanoico y acido octanoico) se liberan de los triglicéridos en el intestino y luego se
transfieren al higado, donde (3) la mayoria de estos acidos grasos de cadena media se
descomponen en tres cuerpos ceténicos (B-hidroxibutirato, acetoacetato y acetona). (4) Tanto los
acidos grasos libres como las cetonas son transportados al cerebro a través de la circulacion
sanguinea. (5) Los acidos grasos y las cetonas se transportan a través de la barrera
hematoencefalica, donde estan disponibles como fuente de energia a las células del cerebro
(Augustin et al., 2018).

conectados a otro proceso a traves del cual la DC es antiepiléptico proporcionando
neuroproteccion. Se proponen mecanismos neuroprotectores para ambos, al
aumentar el umbral de las crisis y reduciendo el dafio al cerebro que se genera por

las convulsiones (Youngson et al., 2017).



3.1.5. Tipos de dietas

3.1.5.1. Dieta cetogénica clésica

La forma convencional o cldsica de la DC: consiste en proporcionar el 90% de las
calorias como grasas y el 10% restante como proteinas e hidratos de carbono
complejos (CHO), estableciendo una relacion entre lipidos, proteinas e CHO, de
4:1 o de 3:1. Se ha demostrado que la dieta con la relacién 4:1 es mas efectiva
que la 3:1, ya que pacientes con dieta 3:1 aumentaron su control de crisis cuando
fueron cambiados a una dieta 4:1. El otro tipo de DC es la que utiliza los
triglicéridos de cadena media (TCM), proporcionando el 30% de proteinas y de
CHO y el 70% de grasas, de igual forma la dieta de Atkins puede ser utilizada para
tratamientos contra la epilepsia (Cornejo, 2010).

3.1.5.2. Dieta de Atkins

La dieta Atkins fue creada en los afios setenta por el Dr. Robert Atkins para el
tratamiento de la obesidad, est4 basada en la restriccion de hidratos de carbono,
pero no de las proteinas ni del aporte caldrico. La dieta modificada de Atkins
restringe el aporte de glucosa a 10 g al dia en nifios y a 15 g en adultos. Esta dieta
es una alternativa dietaria terapéutica en el tratamiento de la epilepsia farmaco-
resistente, la cual consiste en una dieta con un aporte de 60% de grasas, 30% de
proteinas y 10% de carbohidratos (Vaccarezza et al., 2014).

3.1.5.3. Dieta de Triglicéridos de cadena media

Los triglicéridos de cadena media (TCM) son un tipo de lipido cuyas moléculas de
acido graso tienen entre 6 y 12 atomos de carbono. Los TCM forman parte de
muchos alimentos. Su consumo es considerado totalmente seguro y presenta

como unicos posibles efectos adversos a destacar las nduseas, malestar gastrico
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y diarreas. Los TCM, en comparacion con los triglicéridos de cadena larga (TCL),
producen un mayor efecto saciante, conducen a un mayor gasto energético y son
capaces de reducir tanto el niumero de adipocitos como el tamafio de los mismos.
Todo esto trae como consecuencia una menor ganancia de peso y un descenso
en los depdsitos grasos. El consumo de TCM en una dieta cetogénica permite
aumentar los valores de hidratos de carbono ingeridos en hasta un 20% de las
calorias totales, sin que el paciente salga de su estado de cetosis (Pérez-Guisado,
2010).

3.2. Sistema nervioso central

El sistema nervioso es una red compleja de estructuras especializadas (encéfalo,
médula espinal y nervios) que tienen como mision controlar y regular el
funcionamiento de los diversos érganos y sistemas, coordinando su interrelacion y
la relacién del organismo con el medio externo. El sistema nervioso esta
organizado para detectar cambios en el medio interno y externo, evaluar esta
informacion y responder a través de ocasionar cambios en musculos o glandulas.
El Sistema nervioso se divide en sistema nervioso central y periférico; el primero
situado en el craneo y la columna por lo cual esta formado por el encéfalo y la
médula espinal; el segundo, el sistema nervioso periférico, se localiza fuera del
craneo y la columna, aqui se incluyen ganglios nerviosos, terminaciones nerviosas

y 0rganos sensoriales (Tortosa y Reiriz, 2018).
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Figura 3. Partes del Sistema nervioso central. El encéfalo consta de cuatro partes principales: el
tronco del encéfalo, el cerebelo, el diencéfalo y el cerebro. El tronco del encéfalo consta de tres
partes: el bulbo raquideo, la protuberancia y el mesencéfalo (Thibodeau y Patton, 2007).

3.2.1. Neuronas

Las neuronas son células especializadas en recibir, conducir y transmitir sefiales
electroquimicas. El encéfalo humano contiene alrededor de 100,000 millones de
neuronas. Un modo de clasificar las neuronas se basa en la cantidad de procesos
(es decir, proyecciones o prolongaciones) que surgen de su cuerpo celular, asi
tenemos a las neuronas que tienen mas de dos procesos se denomina neurona
multipolar; la mayoria de las neuronas son multipolares, una neurona con un
proceso se denomina neurona unipolar, y una neurona con dos procesos se
clasifica como neurona bipolar. Las neuronas con axones cortos, o sin axon, se

llaman interneuronas; su funcién consiste en integrar la actividad neural que
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ocurre dentro de una Unica estructura cerebral, no en transmitir sefiales de una
estructura a otra (Nieuwenhuys, 2009).

Las neuronas no son las unicas células que se encuentran en el sistema nervioso;
las otras se llaman neurogliocitos o células gliales. Estas ultimas superan en
namero a las neuronas en una proporcién de diez a uno. Existen cuatro tipos de
células gliales: los oligodendrocitos emiten prolongaciones que se enrollan en
torno a los axones de algunas de las neuronas del sistema nervioso central, estas
prolongaciones son ricas en mielina, una sustancia grasa aislante; y la vaina de
mielina que aumenta la velocidad y eficacia de la conduccion axonica. Una funciéon
similar es llevada a cabo por el segundo tipo de células gliales en el sistema
nervioso periférico las células de schwann. Un tercer tipo de neurogliocitos son los
astrocitos, son los mas grandes de los neurogliocitos y se les llama asi porque
tienen forma de estrella. Las prolongaciones con forma de brazos de algunos
astrocitos recubren la superficie de los vasos sanguineos que recorren el cerebro
y también establecen contacto con los cuerpos celulares de las neuronas. Estos
astrocitos especificos intervienen en el paso desustancias quimicas desde la
sangre a las neuronas del SNC. Un cuarto tipo de neurogliocitos son los
microgliocitos, estos responden a las lesiones o a las enfermedades absorbiendo
los desechos celulares y desencadenando las respuestas inflamatorias
(Nieuwenhuys, 2009).

Las neuronas presentan una sorprendente diversidad de formas y tamafos, pero

muchas son similares (Figura 4) (Nieuwenhuys, 2009).
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Figura 4. Partes de la Neurona. Las neuronas estan formadas por un cuerpo o soma donde se
localiza el ndcleo de la célula, de igual forma contiene dendritas y axones los cuales permiten
realizar diferentes tipos de sinapsis, por ejemplo: axosomatica, axoaxonica y axodendritica (tomado
de: https://es.wikipedia.org/wiki/Neurona, WIKIMEDIA COMMONS, 2018).

El cuerpo o soma neuronal contiene el nucleo y el citoplasma, con todos sus
organulos intracelulares, rodeado por la membrana plasmética. Las dendritas son
prolongaciones cortas ramificadas, en general mdltiples, a través de las cuales la
neurona recibe estimulos procedentes de neuronas vecinas con las cuales
establece una sinapsis o contacto entre células (Lee et al., 2012).

3.3. Formacion Hipocampica

La Formacion hipocampica, mejor conocida como hipocampo deriva de la region

medial del telencéfalo, forma parte del sistema limbico y tiene un papel importante
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en la adquisicion del aprendizaje espacial y la consolidacion de la memoria a largo
y corto plazo. Anatdbmicamente en los humanos estéd organizado en el cuerno de
Amoén (hipocampo propio) y el giro dentado (separados por la fisura hipocampal);
el complejo subicular, formado por el presubiculum, el subiculum y el
parasubiculum; y la corteza entorrinal. EI cuerno de Amon esta dividido en tres
areas: CAl, CA2 y CA3 (Olivares et al., 2015).

En el ratén adulto el hipocampo es una estructura alocortical compleja con forma
cilindrica y organizada en capas. Su extremo anterior, también llamado polo
septal, se localiza dorsalmente en el cerebro y es contiguo a su homologo
contralateral. Situdndose justo detras de la region septal, encima del tdlamo dorsal
y por debajo del cuerpo calloso, el extremo anterior del hipocampo est& bordeado
dorsal y lateralmente por el cértex parietal. Desde ahi, el hipocampo se curva tanto
ventralmente como lateralmente hacia el extremo posterior, también llamado polo
temporal. Este extremo estd separado anatOmicamente de su homodlogo
contralateral, se extiende hasta el area amigdaloide localizada ventrolateralmente
y esta mas o menos limitado dorsolateralmente por parte de la corteza occipital,
temporal y perirrinal y, mas centralmente, por la corteza entorrinal (Figura 5)
(Cassel et al., 1997).

La formacién hipocampica estd formada por el conjunto de tres estructuras
arquicorticales (es decir, una corteza organizada en tres capas): el subiculum, el
asta de Amon y el Giro Dentado o fascia dentada (fascia dentata). Se habla de un
hipocampo propiamente dicho (hippocampus proper) cuando se hace referencia a
los cuatro campos del asta de Amon en los que se identifica mas claramente una

organizacion en cuatro regiones CAl, CA2, CA3y CA4 (Cassel et al., 1997).
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Figura 5. Representacion tridimensional del hipocampo de ratén. A) En color azul se muestra
la posicion del hipocampo en el cerebro de raton, forma una estructura alargada y arqueada en
forma de C, con su eje mayor septotemporal extendiéndose desde los nucleos septales,
rostralmente, hasta la corteza temporal, ventrocaudalmente. En amarillo aparece el principal
sistema de fibras aferentes y eferentes de la formacién hipocampal, la fimbria y el férnix (Adaptado
de O’Mara et al. , 2001), B) Hipocampo de ratén adulto, tefiido con la técnica de Nissl (azul de
toluidina). Se pueden ver las dos areas en las que se organiza el Hipocampo la Fascia dentada
(DG), el cual presenta, en la rata una caracteristica forma de "v"; y el Asta de Ammon (CA), el cual,
a su vez, se subdivide en cuatro zonas CA1, CA2, CA3 y CA4, y que ademas se imbrica con la
Fascia Dentada a nivel de la CA4. También se pueden ver zonas adyacentes al Hipocampo como
el Subiculum (Rodriguez, 2015).

La zona mas distal, designada CAl, se caracteriza por estar formada por células
piramidales pequefias, mientras la zona mas proximal, formada por la CA2 y CAS,
es rica en células piramidales de mayor tamafo. Las distintas areas estan
estratificadas. Asi, en la capa mas interna encontramos un estrato rico en fibras, el
alveus o sustancia blanca. Luego, encontramos una capa estrecha, el stratum
oriens (Or), formada esencialmente por las dendritas basales de las células
piramidales, que conforman el stratum piramidale, de naturaleza glutamatérgica. A

continuacion, encontramos el stratum radiatum, formado por las dendritas apicales
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de las neuronas piramidales. En la parte mas exterior (cercana a la fisura
hipocampica) encontramos el stratum lacunosum moleculare, que contiene las
ramificaciones mas distales de las dendritas apicales de las neuronas piramidales.
Unicamente en el area CA3, entre los stratums piramidale y radiatum, es posible
encontrar un estrecho estrato acelular, formado por las dendritas apicales de las
piramidales de CA3 y en el cuél se establecen conexiones con las fibras
musgosas procedentes del giro dentado, el stratum lucidum. El giro dentado esta
formado por una capa de somas pequefios densamente empaquetados en
columnas (stratum granulare), donde residen las células granulares. Estas
neuronas son de naturaleza glutamatérgica y poseen axones basales
denominados fibras musgosas. En la capa mas cercana a la fisura hipocampica
stratum moleculare o capa molecular, se localizan las prolongaciones dendriticas
apicales de las neuronas granulares, algunas interneuronas y células gliales. La
capa mas profunda del giro dentado, designada hilus o capa hilar, se caracteriza
por su naturaleza polimérfica, compuesta por una gran variedad de tipos celulares.
Entre el stratum granulare y el hilus se pueda distinguir una fina capa, la capa
subgranular, compuesta por precursores neurales que poseen actividad

neurogénica durante la vida adulta (Cassel et al., 1997; Rodriguez, 2015).

3.4. Epilepsia
La epilepsia es uno de los trastornos mas frecuentes en neurologia, es definida
como un desorden cerebral caracterizado por una predisposicidon duradera a

generar convulsiones epilépticas asociadas a consecuencias neurobiolégicas,
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Figura 6 (A). Diagrama del giro dentado del hipocampo de rata. A) Se muestran tres secciones
coronales a través del hipocampo izquierdo en la parte derecha de la figura, con sus coordenadas
S iteroposterior aproximada en relacién con bregma. CA1, CA3: campos de Cornu Ammonis 1-3;
LG giro dentado; EC: corteza entorrinal; S: subiculo; t: polo temporal del hipocampo (Cheung y
Cardenal, 2005). (B) Microfotografia de una seccion cerebral coronal del hipocampo de ratén, tenido
por la doble tincién de Timm-Nissl. En las regiones CA1-CA3 se identifican una serie de estratos
celulares y fibrosos: oriens (Or), piramidal (Py), radiatum (Rad) y lacunosum moleculare (LMol).
Unicamente, en la region CA3, hay otra capa denominada stratum lucidum (SLu). En el giro
dentado, justo por debajo de la fisura hipocampica (hif), vemos la capa molecular (Mol), y hacia el
interior la capa de células granulares (Gr), seguida de la capa polimorfa (Po), o hilar. fi, fimbria; cc,
corpus callosum (Rodriguez, 2015).

cognitivas, psicolédgicas y sociales. Se considera que una persona tiene epilepsia
cuando presenta estos episodios no originados por alteraciones médicas
identificadas como: convulsiones febriles, abstinencia al alcohol u otras drogas,
alteraciones metabdlicas, entre otras (Castafio et al., 2016).

La epilepsia se manifiesta como la presentaciébn crénica y recurrente de
fendmenos paroxisticos (crisis 0 atagues) ocasionados por descargas neuronales
desordenadas y excesivas que se originan en el cerebro, tienen causas diversas y
manifestaciones clinicas variadas (Mellado y Nufez, 2016).

Se estima que en el mundo hay 50 millones de personas con epilepsia, 80 % de

ellas viven en paises pobres y de estos, unos ocho millones estan en
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Latinoamérica y el Caribe. Cerca del 3 % de la poblacion tendra diagndstico de
epilepsia en algun momento de su vida. Son reportadas prevalencias de 5.7 a 6.8
y de 4.0 por cada mil habitantes para Estados Unidos y el Reino Unido,
respectivamente (Castafio et al., 2016). En México, estudios epidemiolégicos han
encontrado tasas de prevalencia e incidencia similares a las de otros paises en
vias de desarrollo, con un numero total de sujetos que oscila entre 1.5 y 2 millones
(Shkurovich y Collado, 2017).

La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) es el principal organismo cientifico
del mundo dedicado al estudio de la epilepsia. La definicién oficial de convulsion
es una aparicion transitoria de signos y / o sintomas debido a una actividad
neuronal anormal, excesiva o sincronica en el cerebro. Esto significa que, durante
una convulsién, un gran nimero de células cerebrales se activan anormalmente al
mismo tiempo (Fisher et al., 2017).

3.4.1. Epilepsia refractaria

La Liga internacional contra la epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés:
International League Against Epilepsy) define a la epilepsia refractaria como
aquella en la cual se ha producido el fracaso a 2 ensayos de farmacos
antiepilépticos, en monoterapia 0 en combinacion, tolerados, apropiadamente
elegidos y empleados de forma adecuada, para conseguir la ausencia mantenida
de crisis. Se considera ausencia mantenida de crisis un periodo de un afo o, en
caso de crisis muy esporadicas, un periodo de al menos el triple al mayor intervalo
intercrisis pretratamiento, escogiéndose el que sea mayor de ellos (Lopez et al.,

2015).
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3.5. Neurotransmisores

Un neurotransmisor (NT) es una sustancia quimica liberada selectivamente de una
terminacion nerviosa por un potencial de accién, que interacciona con un receptor
especifico en una estructura adyacente y que, si se recibe en cantidad suficiente,
produce una determinada respuesta fisioldégica. Para constituir un NT, una
sustancia quimica debe estar presente en la terminacion nerviosa, ser liberada por
un potencial de accién y, cuando se une al receptor, producir siempre el mismo
efecto. Existen muchas moléculas que actian como NTs y se conocen al menos
18 NTs mayores, varios de los cuales actuan de formas ligeramente distintas. Los
aminoacidos glutamato y aspartato son los principales NTs excitadores del
sistema nervioso central (Brady, 1991).

3.5.1. Acido gamma-aminobutirico

El acido gamma-aminobutirico (GABA) es el principal NT inhibidor cerebral. Deriva
del acido glutdmico, mediante la descarboxilacion realizada por la glutamato-
descarboxilasa. Se metaboliza a semialdehido succinico, el cual es regenerado a
acido glutdmico. Se libera por medio de un canal dependiente de calcio en las
terminaciones nerviosas. Es recaptado por un sistema de transporte en él que se
ha detectado un componente de alta afinidad y uno de baja afinidad. Se han
encontrado, dos tipos de transportadores: el GAT-A, que actla en neuronas y la
glia, y el GAT-B, que solo actua en neuronas tras la interaccion con los receptores
especificos, el GABA es recaptado activamente por la terminacion y metabolizado,
ademas se encuentra ampliamente distribuido (Brady, 1991). Regula los sistemas

estimuladores del cerebro; cualquier cambio en la activacion de éste tendra su
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efecto en aquellos. Su desbalance puede asociarse a cuadros como la depresion;
su adecuado balance constituye la base de importantes acciones farmacoldgicas

(Valverde, 2008).
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Figura 7. Sinapsis GABAérgica. La sintesis de GABA se inicia por la descaboxilacion de
glutamato por la glutamato descarboxilasa (GAD); se empaqueta en vesiculas luego de una entrada
de Ca++ y después se libera el contenido en la hendidura sinaptica para luego unirse a receptores
ionotrépicos (GABA,) y receptores metabotrépicos (GABAg). Luego de su unién a receptores, el
GABA puede recapturarse por la glia o interneuronas y de nuevo se convierte a glutamato
(Cuauhtémoc et al., 2013).

El receptor GABAA es una estructura compleja que incluye al receptor GABAérgico
propiamente dicho, al receptor enddgeno de las benzodiacepinas y el canal idnico
que, como neurotransmisor inhibitorio, es un canal de cloro (CI), asi como la

GABA-modulina, una proteina de enlace entre las estructuras principales, es decir,
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entre el receptor GABA y el receptor benzodiacepinico. La GABA-modulina
bloquea inicialmente a los receptores e inhibe el canal i6nico de Cl-; cuando esta
proteina deja de actuar, ambos receptores se complementan abriendo el canal del
Cl. El receptor GABAg es un heterodimero (B1 y B2) que inhibe adenilciclasa, y a
través de esta a varios sistemas efectores que inhiben la entrada de Ca," y
facilitan la salida de K+ (Valverde, 2008).

3.6. Cotransportadores

Los cotransportadores electroneutros de K+:Cl son importantes proteinas de la
membrana plasmatica involucradas en muchos procesos fisiolégicos como la
secrecion renal de potasio (K+), la pérdida de K+ durante la isquemia al miocardio,
el transporte transepitelial de sal, la homeostasis del cloro intraneuronal y la
regulacion del volumen celular. Debido a estas funciones esenciales, mutaciones
en estos transportadores estan asociadas con una variedad de desérdenes como
sordera, hipertensién, disfuncién renal, convulsiones, dolor crénico e inclusive, en
ciertos casos (como la delecion total del gen), llegan a ser incompatibles con la
vida (Mercado y Melo., 2014).

En el genoma de los mamiferos estas proteinas son codificadas por la familia
SLC12/CCC de nueve miembros, de los cuales siete de ellos son transportadores
acoplados a cloro. La primera incluye aquellas proteinas que transportan sodio
acoplado a cloro dentro de la célula: dos cotransportadores de Na+:K+:2Cl-
(SLC12A1/ NKCC2 y SLC12A2/NKCC1l) y el cotransportador de Na+:Cl-
(SLC12A3/NCC) con una identidad entre si de ~50%. La segunda rama incluye a
los KCCs que transportan potasio acoplado a cloro fuera de la célula y son

ampliamente expresados en el organismo. Los genes que codifican para estas
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proteinas se denominan SLC12A4-A7 correspondientes a las isoformas conocidas
como KCC1-4, respectivamente y comparten 65% de identidad. Entre las
conclusiones generales se ha reportado que el cotransportador de K+:Cl- es un
sistema de transporte activo secundario que es electroneutro, de localizacién
ubicua e involucrado en la regulacibn del volumen celular, activado por
hinchamiento, acidificacion ligera y la presencia de inhibidores de proteinas
cinasas; mientras que la reduccion del volumen celular, la acidificacion marcada y
la presencia de inhibidores de proteinas fosfatasas, reducen su actividad. Otra
caracteristica interesante de los KCCs es su capacidad de transportar NH4 + en
lugar de K+, lo que sugiere un papel importante en la regulacién del pH intracelular
(Mercado y Melo., 2014).

3.6.1. Cotransportador KCC2

El gen que codifica para KCC2 genera, mediante el uso de promotores alternativos
y primeros exones, dos isoformas denominadas KCC2a y KCC2b. Ambas
isoformas difieren en la presencia de una secuencia Unica de 40 residuos de
aminoacidos en el extremo amino terminal de KCC2a que incluye un probable sitio
de union a la cinasa SPAK (Ste20-type kinases). Se demostré también que su
expresion estaba restringida a neuronas, incluyendo las neuronas piramidales del

hipocampo y las células granulares, entre otras. La cinética del transporte de iones
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Figura 8. Cotransportadores catién-cloro NKCC1 y KCC2. a) En neuronas inmaduras, NKCC1
mueve cloro al interior celular utilizando el gradiente de sodio establecido previamente por la
bomba sodio-potasio ATPasa. Tras la activacion del receptor GABA por su ligando, la salida del
cloro a través del canal-receptor favorece la despolarizacién de la membrana; b) Durante la vida
posnatal, la alta expresion de KCC2 sustituye a la de NKCC1; consecuentemente, la concentracion
de cloro extracelular es mayor con respecto al interior de la célula. Bajo estas condiciones, la
transmision Gabérgica cambia de excitadora a inhibidora (Cortes et al., 2011).

para esta isoforma revel6 que la afinidad por el K+extracelular era
significativamente mayor que por el Cl- extracelular y se propuso que KCC2 podria
funcionar como una via de influjo y eflujo, manteniendo baja la concentracion de
cloro intraneuronal y de este modo, regulando el tipo de respuesta a ciertos
neurotransmisores tales como el GABA y la glicina. También el KCC2 participa en
la re-captura del K+ que sale de la célula durante la actividad neuronal. Cuando la
salida del K+ aumenta, debido a una gran actividad neuronal o durante procesos
patolégicos tales como crisis epilépticas, isquemia o hipoxia, el incremento en la
concentracion de K+ extracelular promueve la entrada de K+ por el

cotransportador y previene la inhibicién post-sinaptica de GABA a través del influjo
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de Cl-. Entre algunas de las caracteristicas que diferencian a las isoformas KCC2
de los demés KCCs, es la capacidad unica de KCC2 de mediar un transporte
constitutivo de K+:Cl- en condiciones isotdnicas; mientras que los otros tres KCCs
son activados exclusivamente por aumento de volumen celular. Otra caracteristica
estructural exclusiva de KCC2 es la presencia de una secuencia de ~100 residuos
de aminoécidos, ricos en prolinas, serinas y residuos cargados hacia el final de la
region carboxilo terminal (Mercado y Melo., 2014).

Es bien sabido que KCC2 es una proteina implicada en definir la concentracion
intracelular de cloro en diversas neuronas; a mayor actividad de KCC2, menor la
concentracion de cloro intraneuronal. El gradiente de cloro creado por KCC2
produce hiperpolarizacion de la membrana celular promoviendo que GABA actue
como un estimulo inhibitorio. En el caso de que KCC2 no esté activo o ausente, la
concentracion intraneuronal de cloro aumenta, produciendo despolarizacion de la
membrana y promoviendo que GABA actle como un estimulo excitador e inhibidor

(Valverde, 2008; Mercado y Melo, 2014).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La incidencia de pacientes con epilepsia refractaria a medicamentos es elevada, y
muchos de estos pacientes no son candidatos a la cirugia de epilepsia o se niegan
a la intervencion quirargica, por lo que es necesario evaluar otras alternativas
terapéuticas no farmacoldgicas o quirdrgicas, como la dieta cetogénica.

Si bien se desconoce el mecanismo de accién de la dieta cetogénica, se ha
demostrado clinicamente que disminuye las crisis no solo durante su uso sino
meses después de su interrupcion tanto en humanos como en modelos
experimentales, disminuyendo el riesgo a desarrollar crisis epilépticas. Se ha
reportado la formacion de cuerpos cetdnicos (cetosis) por el consumo de la dieta
cetogénica, estos cuerpos cetdnicos son utilizados como metabolitos alternos por
el cerebro, los cuales a su vez podrian interactuar con las células, aumentando asi
la inhibicién neuronal, ademés se ha demostrado que el B-hidroxibutirato, al ser el
cuerpo cetonico producido en mayor cantidad, reduce la accion despolarizante del
GABA mediante la induccion de hiperpolarizacion GABAérgica en neuronas
neocorticales durante el desarrollo posnatal in vitro. Sin embargo, otros estudios
demostraron que los cuerpos cetdonicos no modifican la actividad del
cotransportador KCC2. Un estudio previo de nuestro grupo de investigacion
(Gomez-Lira et al., 2011) demostro por medio de un analisis estereoldgico, que la
administracion a corto plazo de la dieta cetogénica a un grupo de ratas sanas, no
modifico la expresion de los cotransportadores NKCC1 y KCC2 en el hipocampo y
giro dentado. Debido a esto es necesario prolongar el uso de la dieta cetogénica
en un modelo animal, para evaluar si los resultados obtenidos son debidos al

tiempo de administracion y si se presentan alteraciones diferenciales en la
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expresion del cotransportador por estrato del giro dentado, estructura cerebral

altamente susceptible a las crisis epilépticas.
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5. HIPOTESIS

Hipotesis Alterna
La dieta cetogénica proporcionada por tres meses aumenta la expresion (densidad
Optica) del cotransportador KCC2 en las tres capas del giro dentado de la rata con

respecto a las ratas control.

Hipodtesis Nula
La dieta cetogénica proporcionada por tres meses no aumenta la expresion
(densidad o6ptica) del cotransportador KCC2 en las tres capas del giro dentado de

la rata con respecto a las ratas control.

27



6. OBJETIVOS

Objetivo General
Estudiar el efecto de la dieta cetogénica sobre la expresion del cotransportador

cation-cloro KCC2 en el giro dentado de la rata.

Objetivos particulares

Cuantificar en ratas alimentadas con dieta normal y cetogénica:

° Peso corporal

° Peso cerebral

° Concentracion de glucosa en sangre periférica

° Concentracion de B-hidroxibutirato en sangre periférica

° Densidad Optica de la inmunodeteccién al cotransportador KCC2 en las tres

capas del giro dentado: molecular, granular e hilar
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1. Disefio de estudio:
Tipo de estudio de acuerdo a:

o El estudio es prospectivo ya que toda la informacion se recabo de acuerdo
con los criterios del investigador y para los fines especificos de la investigacion,
después de la planeacion de ésta.

o La evolucion del fendmeno estudiado, es longitudinal ya que las variables:
peso corporal de las ratas, concentracidon de glucosa y [B-hidroxibutirato, se
midieron mas de una vez a lo largo del experimento. Transversal, ya que el
namero de células inmunoreactivas a KCC2 de las capas del giro dentado solo se
midié una vez.

o La comparacion de las poblaciones, el estudio es comparativo debido a que
las variables se cotejaron entre los grupos.

o La participacion del investigador en el fendmeno que se analiza, el estudio
es experimental por que la variable tipo de dieta se modificé a voluntad.

o El control de las variables, el estudio es experimental debido a que se tiene
una hipotesis de trabajo y se tienen dos grupos control y experimental (Arias,
2001).

7.2. Manejo de Animales:

Se utilizaron 12 ratas macho, albinas de la cepa Sprague-Dawley de 21 dias de
edad recién destetadas y separadas en pares para mantener interaccidn social; se
mantuvieron en jaulas de polisulfonato para rata 259 mm x 476 mm x 209 mm;
tapadas con una rejilla de acero inoxidable con division para bebedero y
comedero. Las jaulas se colocaron en estantes metéalicos ubicados en el interior
del Bioterio del Instituto Nacional de Pediatria, manteniéndose bajo idénticas
condiciones de luz-oscuridad de 12 horas cada una, a temperatura de 22-24 °C,

humedad relativa 40-50% de acuerdo a la Norma oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-
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1999. El recambio y limpieza de las jaulas, comederos y bebederos, se llevé a
cabo cada tercer dia hasta que concluy6 el experimento.

7.2.1. Grupos:

Se formaron dos grupos de animales:

1) Grupo control (DN). Ratas alimentadas con una dieta normal (n= 6).

2) Grupo experimental (DC). Ratas alimentadas con dieta cetogénica (n= 6).
Para evitar problemas en el desarrollo del sistema nervioso y modificacion de la
expresion del cotransportador de estudio KCC2, las ratas se mantuvieron en
parejas, debido a que el aislamiento es una condicion muy usada en modelos de
esquizofrenia y estrés, ademas, los procesos de desarrollo neuronal en la corteza
cerebral de los roedores y el humano son similares en términos neurobioldgicos.
7.2.2. Tipo de alimento

Se utilizaron dos tipos de alimento:

a) Dieta Normal (DN): dieta 2018S de Harlan Teklad. USA con proteinas al
18%. Es una férmula fija, esterilizable por calor himedo, disefiada para apoyar la
gestacion, la lactancia y el crecimiento de roedores. La presentacion del alimento
es en pellets o croquetas.

b) Dieta cetogénica (DC): dieta 96355 de Harlan Teklad, USA. Es una dieta
alta en grasas, baja en hidratos de carbono. La proporciéon de grasa con proteina
mas carbohidratos en la dieta cetogénica es de aproximadamente 4.25. Su

consistencia es parecida a la de una pasta color beige.
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7.2.3. Tratamiento nutricional

De acuerdo a un estudio piloto realizado en el laboratorio donde se llevé a cabo
este experimento, (datos no publicados) y articulos como el de Cardenas-
Villalvazo et al., (2010), en donde se evalué la cantidad de dieta consumida con
respecto al aislamiento de las ratas, se demostr6 que no hay diferencia
significativa entre el consumo promedio de ratas aisladas y ratas mantenidas en
un ambito social a partir del momento del destete. Sin embargo para evitar
alteraciones cerebrales que puedan modificar los resultados, se decidi6 dejar a las
ratas en parejas.

Una vez destetadas y separadas en parejas, el grupo control inicio su alimentacién
con una dieta normal, y el grupo experimental se mantuvo en ayuno (sin alimento)
por 24 horas, con el fin de alcanzar mas rapidamente un estado de cetosis.
Inmediatamente después se inicié su alimentacion con la DC. Todos los animales
tuvieron libre acceso a las respectivas dietas y al agua durante 93 o 94 dias (114
dias de edad), segun al grupo al que pertenecian.

7.2.4. Valoracién de la cetosis

Se obtuvieron mediciones basales (al destete) y finales (el dia del sacrificio) de la
concentracion de glucosa y B-hidroxibutirato. Para esto se realiz6 un pequefio
corte en la punta de la cola, limpiando las primeras gotas de sangre, con la ayuda
de un glucometro marca Abbott modelo OptiumXceed y tiras reactivas FreeStyle
para glucosa y para cetonas de la misma marca se tomaron muestras de sangre
periférica y se midieron las concentraciones de glucosa y B-hidroxibutirato.

7.2.5. Cuantificacion del peso corporal
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Se registro el peso corporal al momento del destete y al dia del sacrificio de las
ratas, se pesaron en una balanza granataria para animales.

7.3. Perfusion intracardiaca

Al final del experimento los animales se sacrificaron. Primero se anestesiaron por
via intraperitoneal, con dosis de pentobarbital sédico (Anestesal, Pisabental, Pisa-
México, 2017) (140 mg /kg). Una vez que la rata estuvo completamente
anestesiada se procedio a la perfusion que consistié en realizar una incision en el
térax para colocar una canula en el ventriculo izquierdo, bloquear las arterias y
cortar la auricula derecha para drenar la sangre y que las soluciones se
introdujeran. Con la ayuda de una bomba para infusion se dejo pasar inicialmente
solucién salina al 0.9% para lavar y posteriormente una solucion fijadora de
paraformaldehido (Electron Microscopy Sciences, USA, 2017) al 4% en buffer de
fosfatos 0.1 M pH 7.4, hasta que el cuello y cabeza de la rata estuvieran rigidos y
Su nariz y ojos palidos, se decapit6é a las ratas con una guillotina y se extrajeron
los cerebros quitando cuidadosamente el craneo con la ayuda de tijeras y gubia.
7.4. Preservacion de los cerebros

Una vez extraido el cerebro, se pes6 y almacené en paraformaldehido al 4% en
buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4 durante 24 horas en refrigeracion para post-fijar el
tejido. Posteriormente se colocaron en soluciones graduales de sacarosa (Sigma,
USA, 2017) al 10%, 20% y 30% en buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4, y
permanecieron ahi hasta que el tejido bajo al fondo del vial contenedor. A
continuacion, se congeld el cerebro sumergiéndolo en 2-metilbutano (Sigma-
Aldrich, USA, 2016) enfriado con hielo seco, posteriormente se almacenaran en un

ultracongelador (Thermo Fisher Scientific, USA, 2009) a -80° C hasta su uso. En
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un criostato (Leica, Alemania, 1995) se realizaron cortes seriados por congelacion
en un plano coronal, con grosor de 50 micras y se recolectaron en cajas de 24
pozos que contenian solucién crioprotectora o anticongelante (50% Buffer de
fosfatos 0.1 M pH 7.4, 25% de glicerol (Sigma, USA, 2017) y 25% de etilenglicol,
(Sigma, USA, 2015)). Los cortes que contenian el hipocampo se almacenaron a
-20°C.

7.5. Seleccion de los cortes

Se seleccionaron sisteméticamente y al azar los cortes para cada rata que se
procesaron posteriormente por inmunohistiquimica. De los primeros ocho cortes
se seleccioné un corte de inicio al azar, a partir de este se seleccioné cada octavo
corte hasta terminar el tejido que contenia el hipocampo. Finalmente se
seleccionaron de 12 a 14 cortes por animal.

7.6. Inmunohistoquimica

La inmunodeteccion se realiz6 en microplacas para cultivo de 24 pozos. Se
empled un agitador orbital programado a 30 rpm. Se utilizaron controles negativos
(sin anticuerpo primario o secundario) a la tincion. Después de varias
estandarizaciones, los cortes se procesaron con el siguiente procedimiento de

inmunodeteccion para KCC2 a temperatura ambiente y agitacién constante:

o Incubacion en una solucion de peroxido de hidrégeno al 3% (Baker, USA,
2016).
° Incubacion en una solucion 20X Inmuno DNA Retriever Citrate (Bio SB,

USA, 2016) en estufa a 65° C

° Tres lavados de 15 minutos con buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4
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° Incubar con el anticuerpo primario de conejo KCC2 con dilucion 1:1500
(Millipore, USA, 2017), diluido en suero de caballo (Hyclone, USA, 2017) al 5%,
Triton X100 (Spectrum, USA, 2015) al 0.3% y PB 0.1 M, a pH 7.4 durante toda la
noche.

° Incubar en el anticuerpo secundario de cabra, biotinilado 1gG anti conejo
con dilucion 1:500 (Vector-Laboratories, USA, 2017) diluido en suero de caballo al

5%, Triton X100 al 0.3% y PB 0.1 M, pH 7.4, durante dos horas

° Tres lavados de 10 minutos cada uno con buffer de fosfatos (PB) 0.1 M pH
7.4.
° Para evidenciar la reaccion los cortes se incubaron en la solucion de

diaminobenzidina (DAB) (Vector-Laboratories, USA, 2017) por 3 minutos, pasado

este tiempo se paro la reaccion con agua destilada.

° Tres lavados de 10 minutos cada uno con buffer de fosfatos (PB) 0.1 M pH
7.4.
° Montar el tejido en portaobjetos gelatinizados, previamente etiquetados y

deje secar usando el medio de montaje entellan (Merck, Alemania, 2011),
colocando un cubreobjetos.

7.7. Cuantificacién de la densidad 6ptica (DO) del cotransportador KCC2

La expresion del cotransportador KCC2 en los cortes de los diferentes animales se
llevdo a cabo obteniendo la densidad Optica de la marca. Primero se utilizO un
sistema de analisis de imagenes digitalizado que consiste en un microscopio BX-
51 (Olympus, USA, 2007) de campo claro con platina motorizada en tres ejes
(x,y,2) y el software Stereo investigator (Microbrightfield, USA, 2007). Se tomaron

imagenes o fotografias por separado de cada hemisferio del hipocampo (izquierdo

34



HI y derecho HD) en la serie de cortes de cada animal, estandarizando y
manteniendo las condiciones de luz, objetivo de 20X, apertura del condensador,
filtros, balance de blancos obteniendo imagenes en 2D. El segundo paso fue
procesar estas imagenes con el programa Imagej vl1-52e (NIH, USA), las
imagenes se cambiaron en formato RGB de 8 bits esto ayudo a medir un balance
de grises (densitometria) con un rango de (0 a 255 siendo 0 negro y 255 blanco).
Se trazo el contorno de las tres capas del giro dentado: molecular, granular e hilar,
para cada hemisferio del hipocampo, posteriormente se obtuvo la densidad Optica
de cada capa del giro dentado de cada hemisferio, también se obtuvo la densidad
Optica total de cada capa (densidad o6ptica del HD y HI). Los resultados se
expresaron en unidades arbitrarias.

El analisis morfométrico de la densidad Optica para KCC2 se llevé a cabo de
acuerdo a las siguientes unidades de andlisis:

1) Por capa del Giro dentado:

a) Capa molecular

b) Capa granular

c) Capa hilar

2) Por lateralidad o hemisferio:

a) Hemisferio derecho

b) Hemisferio izquierdo

c) Ambos hemisferios o total

Finalmente se obtuvo la densidad Optica para KCC2 en las siguientes zonas de
analisis:

A) Capa molecular:

a) Hemisferio derecho de la capa molecular
b) Hemisferio izquierdo de la capa molecular

C) Ambos hemisferios
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B) Capa granular
a. Hemisferio derecho de la capa granular

Hemisferio izquierdo de la capa granular

C. Ambos hemisferios

C) Capa hilar

a. Hemisferio derecho de la capa hilar
b. Hemisferio izquierdo de la capa hilar
C. Ambos hemisferios

Se realizaron dos tipos de analisis estadisticos:

1) Entre grupos: comparaciones de cada zona entre el grupo DN y el grupo
DC.

2) Intra grupo: comparaciones entre las diferentes zonas de analisis en un
mismo grupo (DN 6 DC).

7.8. Variables

Independiente

o Tipo de dieta: cualitativa, nominal, categdrica

Dependiente

o Peso corporal (g): cuantitativa, continua.

o Concentracion de B-hidroxibutirato: (mmol/L) en sangre periférica:

cuantitativa, continua.

o Concentracion de glucosa en sangre periférica (mg/dL): cuantitativa,
continua.

o Peso cerebral (g): cuantitativa, continua.

o Densidad optica del cotransportadorKCC2: cuantitativa, discreta.

o Area de las capas del giro dentado pm?: cuantitativa, continua.

7.9. Disefio estadistico
Los datos obtenidos se ordenaron en una base de datos en Excel, para el andlisis

estadistico se utiliz6 el Paquete Estadistico para las Ciencias Sociales, SPSS
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version 25, los valores se expresaron como promedio y desviaciones estandar, se
realizardn cuadros y gréficas con los datos obtenidos para demostrar las
diferencias o similitudes entre los grupos segun el valor de significancia de p <
0.05 para todos los analisis. Se llevaron a cabo dos tipos de andlisis.

1) Entre grupos:

Se realizaron comparaciones para cada uno de los parametros entre el grupo DN
y DC, tanto al inicio y final del experimento. Para este caso se aplicaron las
pruebas estadisticas t de Student 6 U Mann Whitney para datos de dos muestras
independientes, segun la homocedasticidad de los datos. Las variables
analizadas fueron: peso corporal al inicio del experimento, peso corporal al final
del experimento, niveles de glucosa al inicio del experimento, niveles de glucosa al
final del experimento, concentracién de [-hidroxibutirato al inicio y final del
experimento, peso cerebral, cuantificacion de densidad Optica para el
cotransportador KCC2 de cada una de las tres capas del giro dentado.

2) Intra grupos:

Las comparaciones se realizaron entre los datos obtenidos al inicio del
experimento con los datos obtenidos al final del experimento por grupo (DN 6 DC).
Para estos casos se aplico la prueba t de Student para muestras relacionadas. Las
variables analizadas fueron: peso corporal, glucosa y [-hidroxibutirato,

comparandose al inicio y final del experimento.
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8. RESULTADOS

Para analizar el efecto de las dietas normal y cetogénica, se evaluaron los
siguientes parametros: peso corporal, concentracion de glucosa y B-hidroxibutirato
en sangre periférica, tanto al inicio (destete) como al final (sacrificio) de la ingesta
de las dietas, ademas del peso cerebral que se evalué solo al final del
experimento.

8.1. Peso corporal

Al inicio del experimento, los valores promedio del peso corporal + la desviacién
estandar para el grupo DN fueron de 47.23 g + 2.42 g y para el grupo DC de 50.28
g = 9.0 g. Al final del experimento, los valores promedio del peso corporal * la
desviacion estandar para el grupo DN fueron de 478.20 g + 65.26 g y para el
grupo DC de 467.25 g + 68.68 g. Los datos fueron comparados con la prueba
estadistica t de Student para muestras independientes. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo alimentado con dieta
normal y dieta cetogénica, ni al inicio ni al final de la administracion de las dietas
(figura 9, anexo 5). Al realizar las comparaciones en cada grupo con la prueba
estadistica t de Student para muestras relacionadas entre el inicio y el final del
experimento, se observé que existen diferencias estadisticamente significativas,
las cuales corresponden al aumento de peso en el tiempo de 1012.4% para el

grupo DN y de 929.2% para el grupo DC (figura 9, anexo 5).
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Figura 9. Efecto de la dieta cetogénica sobre el peso corporal. Grafica del peso corporal de
los grupos dieta normal (DN) y dieta cetogénica (DC) al inicio y final del experimento. No
existieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos DN y DC ni al inicio ni al
final del experimento. En la comparacion por edad, el grupo de DN mostro un peso corporal
significativamente mayor al final del experimento (***) respecto del inicio de la administracion de
la dieta, de igual forma en el grupo de DC (***). p < 0.001.

Figura 10. Rata del grupo dieta cetogénica (DC) al
destete o inicio del experimento. Se observa rata del
grupo DC al destete momento en ell que se inicio el
experimento (21 dias posnatales). En el piso de la caja del
grupo DC se colocé una rejilla de metal para evitar el
contacto directo de los animales con el aserrin y las heces.
La dieta cetogénica es en pasta, por lo que se colocé en
recinientes.
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8.2. Glucosa

Los valores promedio + la desviacion estandar de la concentracion de glucosa en
sangre periférica al inicio del experimento fueron de 132.25 mg/dL + 13.02 mg/dL
para el grupo de DN, y para el grupo DC de 134.57 mg/dL = 12.32 mg/dL, en tanto
que al final del mismo fueron de 92 mg/dL + 7.23 mg/dL para el grupo DN y 89.57
mg/dL £ 12.93 mg/dL para el grupo DC (figura 11).

Después de comparar éstos datos con la prueba estadistica t de Student para
muestras independientes, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo DN y DC ni al inicio ni al final de experimento. Para la
comparacién por edad se aplicé la prueba estadistica t de Student para muestras
relacionadas, observandose diferencias estadisticamente significativas en el grupo
DN y DC. Asi, las concentraciones de glucosa en sangre periférica fueron
significativamente menores al final de la administracion de las dietas que al inicio
del experimento, tanto para el grupo DN (30.44%) como para el grupo DC

(33.44%), (figura 11, anexo 6).
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Figura 11. Efecto de la dieta cetogénica sobre la concentracion de la glucosa sanguinea
periférica. Grafica de los niveles de glucosa en sangre periférica del grupo de dieta normal (DN)
y dieta cetogénica (DC) al inicio y final del experimento. No existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos DN y DC ni al inicio ni al final del experimento. En
la comparacion por edad, el nivel de glucosa para los dos grupos DN (***) y DC (***) al final del
experimento fue significativamente menor que al inicio.

Figura 12. Glucoémetro con una lectura
de glucosa en sangre periférica al inicio
0 destete, de un animal alimentado con
dieta normal.
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8.3. B-hidroxibutirato

Los valores promedio * la desviacion estandar de la concentracion de
B-hidroxibutirato en sangre periférica al inicio del experimento fueron de 1.1
mmol/L £ 0.30 mmol/L para el grupo DN y de 1.17 mmol/L + 0.43 mmol/L para el
grupo DC. Al final del experimento fueron de 0.25 mmol/L £ 0.08 mmol/L para el
grupo DN y 1.37 mmo/L + 0.36 mmol/L para el grupo DC.

La comparacion entre grupos con la prueba estadistica t de Student para muestras
independientes mostré que al inicio del experimento no existieron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de B-hidroxibutirato entre los grupos
DN y DC. Sin embargo al final del experimento el grupo DC mostré un aumento
estadisticamente significativo (448%) del nivel de B-hidroxibutirato en sangre
periférica respecto del grupo DN (figura 13, anexo 7).

Las comparaciones por edad con la prueba t de Student para muestras
relacionadas indicaron que en el grupo DN los niveles en sangre de B-
hidroxibutirato son significativamente menores (77.27 %) al final del experimento.
Por otro lado el grupo DC no mostro diferencias estadisticamente significativas en

éste parametro al final del experimento respecto del inicio (figura 13, anexo 7).
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Figura 13. Efecto de la dieta cetogénica sobre la concentracion del B-hidroxibutirato en
sangre periférica. Grafica de la concentracion de B-hidroxibutirato en sangre periférica en los
grupos de dieta normal (DN) y de dieta cetogénica (DC) al inicio y final del experimento. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos DC y DN al final del
experimento (***). En la comparacion por edad solo existieron diferencias significativas en el grupo
DN (***).
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Figura 14. Mediciones de B-hidroxibutirato en sangre periférica. De izquierda a derecha: A,
muestra los niveles de B-hidroxibutirato al inicio del experimento, B y C, glucémetro con tira
reactiva que cuantifica la concentracion de B-hidroxibutirato en el grupo DC al final del
experimento.
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8.4. Peso cerebral

Las mediciones promedio + la desviacidén estandar para el peso cerebral al final
del experimento para el grupo DN fueron de 1.813 g £ 0.118 g y para el grupo DC
1.878 g = 0.095 g, al comparar los datos con la prueba t de Student para muestras
independientes no se presentaron diferencias estadisticamente significativas

(figura 15, anexo 8).

H DN
oDC

Peso cerebral (g)

DN DC

Figura 15. Efecto de la dieta cetogénica sobre el peso cerebral. Grafica del peso cerebral de
los grupos alimentados con dieta normal (DN) y dieta cetogénica (DC) al final del experimento. No
existieron diferencias estadisticamente significativas en el peso cerebral.

Figura 16. Perfusion
intracardiaca. Via de perfusion
que introduce al sistema
circulatorio de la rata, solucion
salina al 0.9% y paraformaldehido
al 4%. El fijador entra a través del
ventriculo izquierdo, pasa a la
aorta, y desde aqui se distribuye
por todo el cuerpo.
Posteriormente el fijador circula a
los vasos venosos y estos
terminan por vaciar su contenido
en la auricula derecha, donde se
realiza un corte para que drene
la solucién fijadora fuera del
cuerpo del animal.
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8.5. Inmunoreactividad al cotransportador KCC2

Haciendo referencia al andlisis cualitativo de la inmunoreactividad en iméagenes del
hipocampo y giro dentado en cortes procesados por la técnica de inmunodeteccion
para el cotransportador KCC2 en el grupo de DN, (figura 17) se observé que el
hipocampo y el giro dentado no se ven modificados en su morfologia, conservando
adecuadamente la laminacion propia del giro dentado y del hipocampo lo cual se
observé en ambos hemisferios. Estas caracteristicas morfolégicas también se
conservaron en el grupo de DC.

Con respecto al patron de tincién se observé que las tres capas del giro dentado
presentaron una inmunoreaccion difusa, al igual que en el resto del hipocampo, lo
cual permitio identificar y delimitar cada una de las regiones de analisis: capa
molecular, granular e hilar del giro dentado (figura 18).

Se observé mayor inmunoreactividad en la capa molecular en comparacion con
las demas capas, debido a que la tincion en esta fue mas oscura, esto se deduce
ya que la inmunoreactividad del contransportador se analiz6 obteniendo la
densidad 6ptica de cada uno de los cortes tratados, la cual se determin6 dando
valores de 0 a 255 donde el valor mas cercano a cero es de color negro y con
mayor reactividad y el mas alejado es de color blanco con menor reactividad.
Recordemos que en la capa molecular se encuentran principalmente las dendritas
de las células granulares, pero también se encuentran axones y neuronas. Para el
caso de la capa granularla tincion es mas tenue en comparacion con la capa
molecular, por ultimo la capa hilar presenta una tincion difusa y mas cercana al
color blanco lo que indica menor inmunoreactividad del cotransportador KCC2, en

esta capa se tifien diversos procesos neuronales (axones y dendritas) (figura 19).
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Figura 17.Serie de cortes coronales. Serie de cortes coronales procesados con la técnica de
inmunohistoquimica para KCC2 de una rata del grupo DN. Los cortes se seleccionaron de una
manera al azar y sisteméaticamente y se emplearon para determinar la densidad 6ptica de KCC2.
Barra de calibracién = 1000 mm.
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Figura 18. Imagen de un corte del GD. Se observa un corte medial del GD a mayor aumento
de una rata del grupo DN procesado con inmunohistoquimica para KCC2. Se muestran las
capas donde se llevo a cabo la medicion de la densidad Optica para este cotransportador: capa
molecular (cm), capa granular (cg) y capa hilar (ch). Barra de calibracién = 250 um.

Figura 19. Detalle de las capas. Se muestra una ampliacion del corte anterior para mostrar
con detalle cada una de las capas del GD: capa hilar (ch), capa granular (cg) y capa molecular
(cm). Como puede observarse la capa molecular presenta la mayor densidad éptica o marca
para el KCC2, en tanto que la capa hilar presenta la menor densidad 6ptica para KCC2. En la
capa granular la marca se encuentra alrededor de las células granulares en la membrana
plasmatica formando un halo alrededor de éstas. Barra de calibracién = 20 um.
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Cuando se analizé el patron de tincibn a mayor aumento se observo
principalmente en la capa granular, que la inmunoreactividad del contransportador
KCC2 se presentaba alrededor de los somas neuronales es decir en la membrana
plasmética, no se tifieron los somas de las células granulares, la coloracion de la
tincion oscilo entre el color negro y diferentes tonos de grises (figura 19).

8.6. Comparaciones entre grupos (DN vs DC)

8.6.1. Capa molecular

En el grupo DN los valores promedio + la desviacion estandar de la densidad
Optica para KCC2 en la capa molecular por hemisferio fue de 30.68 + 5.27 para el
hemisferio derecho, para el hemisferio izquierdo fue de 36.61 + 12.00, y en ambos
hemisferios de 33.64 + 8.46. Para el grupo DC el promedio * la desviacién
estandar en el hemisferio derecho fue de 37.92 * 6.21, en el hemisferio izquierdo
42.68 + 6.93, y en ambos hemisferios fue de 40.30 £ 6.31. Para la comparacion de
los valores se utilizd la prueba estadistica t de Student para muestras
independientes, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
el hemisferio derecho del grupo DN y el hemisferio derecho del grupo DC,
tampoco en la comparacién entre el hemisferio izquierdo del grupo DN vy el
hemisferio izquierdo del grupo DC. De igual manera no existieron diferencias
significativas entre el total de ambos hemisferios del Grupo DN y DC (figura 20,

anexo 9).
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Figura 20: Grafica de la densidad 6ptica de la capa molecular por hemisferios. Expresién del
cotransportador KCC2 por densidad 6ptica de la capa molecular en los hemisferio derecho (HD),
izquierdo (HI) y en ambos hemisferios (HD+HI) del grupo de dieta normal (DN) y cetogénica (DC).
No existieron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos analizados.

8.6.2. Capa granular

En el grupo DN los valores promedio + la desviacion estandar para la expresion
del cotransportador KCC2 por densidad éptica en la capa granular por hemisferio
fue de 45.65 £ 6.31 para el hemisferio derecho, en el hemisferio izquierdo de
59.83 + 11.76, y en ambos hemisferios de 52.74 + 8.99. En el grupo de DC los
valores promedio * la desviacion estandar de la densidad 6ptica en unidades
arbitrarias para el hemisferio derecho fue de 52.66 + 7.81, en el hemisferio
izquierdo de 62.88 £ 10.15, y en ambos hemisferios los valores son de 57.77
8.54.

Al realizar la prueba estadistica t de Student para muestras independientes para
comparar los hemisferios derechos o izquierdo entre el grupo DN y DC no se
encontré diferencias estadisticamente significativas. Tampoco se observaron

diferencias en el total de los hemisferios (figura 21, anexo 10).
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Figura 21: Grafica de la densidad Optica de la capa granular por hemisferios. Expresion del
cotransportador KCC2 por densidad 6ptica de la capa granular en los hemisferio derecho (HD),
izquierdo (HI) y en ambos hemisferios (HD+HI) del grupo de dieta normal (DN) y cetogénica (DC).
No existieron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos analizados.

8.6.3. Capa hilar

Los valores promedio + la desviacion estandar en el grupo DN para la densidad
Optica de la capa hilar en el hemisferio derecho fue de 60.73 + 0.80, para el
hemisferio izquierdo de 61.14 + 6.14, y en ambos hemisferios es de 60.91 + 2.97.
Para el grupo DC los valores promedio * la desviacion estandar en el hemisferio
derecho es de 75.14 + 8.23, en el hemisferio izquierdo de 86.49 + 8.93, y para
ambos hemisferios de 80.82 + 7.41.

Después de comparar estos valores con la prueba estadistica t de Student para
muestras independientes se observd que existen diferencias estadisticamente
significativas entre el hemisferio derecho del grupo DN respecto del grupo DC,
siendo la densidad 6ptica mayor (23.82%) en el grupo DC. De igual manera la

densidad Optica para KCC2 en el hemisferio izquierdo fue significativamente
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mayor (41.46%) en el grupo DC en comparacion con la del grupo DN. Finalmente
cuando se comparo la expresion del cotransportador KCC2 de ambos hemisferios
entre el grupo DN y DC, se observé un aumento significativo (32.68%) de este

parametro en grupo DC respecto del grupo DN (figura 22, anexo 11).
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Figura 22: Gréfica de la densidad Optica de la capa hilar por hemisferios. Expresién del
cotransportador KCC2 por densidad 6ptica de la capa hilar en los hemisferios derecho (HD),
izquierdo (HI) y en ambos hemisferios (HD + HI) del grupo de dieta normal (DN) y cetogénica (DC).
Se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el hemisferio derecho del
grupo DN contra el hemisferio derecho del grupo DC (%), la expresion de KCC2 fue mayor en el
grupo DC. En el hemisferio izquierdo se observé una diferencia altamente significativa (***), siendo
la expresion de KCC2 mayor en el grupo DC. Por ultimo al comparar la expresion total en ambos
hemisferios se observé una expresion significativamente mayor en el grupo alimentado con una
dieta cetogénica respecto del grupo alimentado con una dieta normal DN (**).
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9. DISCUSION

Con base a los resultados, no se observaron diferencias significativas en el peso
corporal al inicio del experimento, lo cual indica que al momento del destete (21
dias de edad postnatal) las condiciones basales de ambos grupos eran iguales,
condiciones que se pueden observar en otros trabajos como el de Zhao et al.,
(2017) que inicié su experimento con ratas Sprague-Dawley y pesos corporales
iguales en el grupo alimentado con una dieta normal y el grupo alimentado con
una dieta cetogénica. En otro estudio se utilizaron ratas Wistar con el mismo peso
corporal al inicio antes de proveer diferentes dietas (Yi et al., 2017).

Al finalizar el presente estudio, a los 114 dias de edad postnatal y 93 dias de dieta
cetogénica, no se registraron diferencias significativas en el peso corporal entre
los animales del grupo control y experimental. Lo cual indica que la ganancia de
peso corporal fue la misma en ambos grupos. Este resultado es parecido al
reportado en ratas Sprague-Dawley alimentadas con dieta cetogénica en una
relacion 4:1 que al igual que en nuestro estudio, la DC no tiene efecto en el peso
corporal (Zhao et al., 2017). Probablemente el organismo se va adaptando a la
dieta cetogénica a lo largo del tiempo. Sin embargo en otro estudio se reporto lo
contrario, Caldero6n et al., 2017, observaron que la ganancia de peso corporal de
ratas Wistar fue menor en los animales alimentados con una DC, asi después de
15 dias el grupo alimentado con una dieta normal aumento 20.8 g, mientras que el
grupo alimentado con una dieta cetogénica solo aumenté 1.2 g. Las diferencias
entre este ultimo estudio y el presente pueden deberse a que se usaron diferentes

cepas y diferentes periodos de administracion.
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A simple vista, tanto los animales del grupo control como experimental no
presentaron diferencias ni en su comportamiento ni en su estado fisico, resultados
que también se reportaron en otro trabajo donde se us6 el mismo tipo de dieta
cetogénica (Harlan Teklad 96355) que se usd en el presente trabajo y que se
provey6 durante 4 semanas a ratones (Kwon et al., 2008). Resultados semejantes
se observaron en ratas de la cepa Sprague-Dawley, alimentadas con dieta
cetogénica que contenia 10% de proteina desde el dia 22 postnatal que no
presentaron signos de desnutricion o de enfermedad (Bough y Eagles, 1999;
Ribeiro et al., 2008).

El presente y otros estudios estan acordes en el hecho de que diversos tipos de
dietas cetogénicas como la clasica del presente trabajo, o de cadena media
(Balietti et al., 2009) no inducen efectos sobre el peso corporal.

Al realizar la comparacién intra grupos o por edad se observé que ambas dietas:
normal (Harlan 2018S) y cetogénica (Harlan 96355) producen un aumento en el
peso corporal de los animales a lo largo del tiempo de la misma forma, Yan et al.,
(2016) observo en ratas Sprague-Dawley el aumento de peso corporal durante 8
semanas. En otro estudio se utilizaron ratas adultas de la cepa Long-Evans donde
el peso corporal fue incrementando a lo largo del tiempo en los dos grupos
utilizados, sin embargo en el grupo de dieta cetogénica se observdé menor
aumento del peso corporal (Kasprowska et al., 2017). En el presente trabajo se
administré la dieta cetogénica durante tres meses ya que a futuro se evaluara el
efecto de la dieta cetogénica en un modelo animal de epilepsia y este es el tiempo
durante el cual se aplicara la dieta cetogénica. Por otro lado la dieta cetogénica

por si sola administrada por un mes no produce efecto en los cotransportadores
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NKCC1 y KCC2 (GOmez-Lira et al., 2011), ademas se ha demostrado que la
administracion de la dieta cetogénica por mas de cuatro meses aumenta la
mortalidad de los animales (Liskiewicz et al., 2016).

En cuanto a la concentracion de glucosa en sangre periférica al inicio del
experimento, los resultados mostraron que no existieron diferencias significativas
entre los dos grupos (DN vs DC) al momento destete, lo cual indica que se tenian
las mismas condiciones basales al inicio. Al igual que en otro trabajo (Herndndez
et al., 2018).

Al final del experimento las concentraciones de glucosa en sangre periférica
tampoco presentaron diferencias significativas entre los dos grupos, indicando que
la dieta cetogénica no tiene efecto sobre este pardmetro después de tres meses
de su consumo. Dustin y Stafstrom, (2016) apoyan esta idea ya que encontraron
que la aplicacion de la dieta cetogénica durante tres meses no afecta las
concentraciones de glucosa en sangre periférica. Sin embargo se ha observado
reduccion de la concentracion de glucosa después del consumo de dieta
cetogénica de manera aguda (por cortos periodos de tiempo) de 4 horas a 2
semanas (Brownlow et al., 2017). Probablemente esto sea debido a que el cuerpo
se va adaptando a los niveles de glucosa a lo largo del tiempo.

Las comparaciones intra grupo o por edad indicaron que el grupo control redujo
significativamente su concentracion de glucosa en sangre periférica al final del
experimento respecto del inicio. Esto se observa de igual forma en el grupo de
dieta cetogénica. Hernandez et al., (2018) reporta que la dieta cetogénica afecto
significativamente los niveles séricos de glucosa, de manera que disminuyeron

con el tiempo. Hasta el momento del destete las ratas estuvieron sometidos a
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leche materna, la cual presenta niveles méas elevados de hidratos de carbono en
comparacion a las dietas utilizadas en este experimento, por lo tanto, la reduccién
de la concentracion de glucosa en sangre periférica al final puede ser debido a
esto (Balietti et al., 2010; Mosca y Gianni, 2017). Al parecer la disminucién de
glucosa a lo largo del tiempo es un efecto normal del desarrollo, fenébmeno que
también se observo en el grupo de dieta cetogénica.

Respecto a la concentracion de B-hidroxibutirato al inicio del experimento, no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo normal y cetogénico,
indicando condiciones iguales al inicio del experimento. Al igual que en el trabajo
de Kasprowska-Liskiewicz et al., (2017).

Al final del experimento la concentracién de B-hidroxibutirato en sangre periférica
son significativamente mayores en el grupo de DC al compararlo con el grupo de
DN, lo cual indica un aumento en la cetosis tal como se esperaba, este resultado
habla del adecuado funcionamiento de la dieta aplicada en este estudio (Harlan
TD.96355). Dustin y Stafstrom, (2016) indicaron que al aplicar la dieta cetogénica
se incrementa la concentracién de B-hidroxibutarato en sangre en comparacion
con el grupo control, al igual que en este estudio. En ratas Sprague-Dawley
después de dos semanas de la administracion de la dieta cetogénica (relacion 1:4
de carbohidratos con grasas) se observan las concentraciones de -
hidroxibutarato mayores en comparacion con el grupo control (Wang et al., 2017),
este resultado concuerda con los datos obtenidos en este estudio. Brownlow et al.,
(2013). Indica que la dieta cetogénica aumento de manera eficiente la
concentracion de [B-hidroxibutarato en la sangre en comparacion con la dieta

control a las cuatro semanas, ademas se demostro en este experimento que la
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cetosis se mantenia durante la duracion del experimento, y la concentracion de -
hidroxibutirato en sangre también estaban en niveles mas altos en ratones
alimentados con DC a las 16 semanas. En nuestro estudio la concentracion de B-
hidroxibutirato en sangre se mantienen elevados durante las 12 semanas
indicando que la dieta cetogénica produce cetosis a corto mediano y largo plazo.
Para la comparacién intra grupo o por edad de la concentracion de pB-
hidroxibutirato en sangre periférica se observé una disminucién significativa en el
grupo de dieta normal al finalizar el experimento. Debido a que las ratas al nacer
se alimentan de leche materna y esto concluye hasta el momento del destete, la
energia que las crias utilizan proviene en gran medida del alto contenido de
grasas que presenta esta leche, lo que indica que al inicio del experimento las
ratas estan bajo un efecto de cetosis, el cual se vio modificado en el tiempo en el
grupo de DN. El grupo DC antes de comenzar la aplicacion de la dieta (destete) se
encontraba en un estado alto de cetosis por esto no se observan cambios entre el
inicio y final del experimento.

Por otro lado el peso del encéfalo no tuvo efecto significativo al comparar el de los
dos grupos (DN y DC). Al observar el cerebro de manera macroscopica se nota
menor susceptibilidad, sin embargo falta comparar a nivel microscopico.

La inmunoreactividad del cotransportador KCC2 se dio en las tres capas del giro
dentado, esto coincide con un trabajo de nuestro equipo de trabajo Gémez-Lira et
al., (2011) el cual indica que el patrén de tinciébn para KCC2 se da en todas las
regiones del giro dentado con una tincién fuerte y discreta en dendritas y somas

de algunas neuronas. En la capa molecular se encuentran principalmente
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dendritas de las células granulares, esto coincide con Stanfield y Cowan, (1988)
los cuales indican que las células granulares generalmente carecen de dendritas
basales y, por lo tanto, reciben la mayoria de sus entradas en las dendritas
ascendentes que se ramifican superficialmente en la capa plexiforme que la
recubre, denominada capa molecular.

Para el caso de la capa granular se observé que la tincion se dio alrededor de los
somas de las células granulares es decir en la membrana celular, en la capa hilar
se tifien principalmente procesos neuronales. De manera cualitativa a nivel
macroscopico no se observaron cambios en cada region del giro dentado. Liu et
al., (2015) observo que la expresion de los cotransportadores NKCC1 y KCC2 se
da en la membrana celular de las células de la capa granular. Cabe destacar que
KCC2 solo se expresa en las neuronas, esto concuerda con el trabajo de Ma et.
al., (2014) el cual indica que la inmunodeteccion para KCC2 solo se visualizan en
neuronas y no en otras células.

La densidad éptica del cotransportador KCC2, se analiz6 por lateralidad, es decir
se compard el hemisferio derecho del grupo de dieta normal vs el hemisferio
derecho del grupo de dieta cetogénica. El hemisferio izquierdo del grupo DN vs
hemisferio izquierdo del grupo DC. Finalmente la densidad Optica de ambos
hemisferios (derecho e izquierdo) del grupo de DN vs DC.

No se observaron diferencias significativas en la capa molecular en ninguna de las
comparaciones por lateralidad (hemisferios derecho, izquierdo y total) ni en la
capa granular.

La dieta cetogénica administrada durante tres meses no tiene efecto en la

inmunoreactividad para KCC2 en la capa molecular, esto concuerda con un
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articulo de nuestro equipo de trabajo Gémez-Lira et al., (2011) el cual indica que
no se presentan cambios en la inmunoreactividad del cotransportador KCC2 en la
capa molecular al administrar la dieta cetogénica durante un mes. El presente
trabajo indica que tampoco hay efectos por la dieta a largo plazo (tres meses).
Para el caso de la capa granular no se observan cambios en la expresion del
cotransportador KCC2 al aplicar la dieta cetogénica durante tres meses, de igual
forma GOmez-Lira et al., (2011) no observan cambios en la expresion de este
cotransportador en la capa granular durante un mes de administracion de la dieta
cetogénica.

Con respecto a la capa hilar se observaron diferencias significativas al hacer la
comparacién entre el grupo de DN contra DC por lateralidad. En el hemisferio
derecho se nota un aumento significativo de la expresion del cotransportador
KCC2 en el grupo de dieta cetogénica, esto se presenta con la misma tendencia
en el hemisferio izquierdo y al conjuntar ambos hemisferios. Lo que indica que la
dieta cetogénica aplicada durante tres meses causa efectos en la capa hilar en
cada uno de los hemisferios. Gomez-Lira et al., (2011) no con cuerda con nuestro
resultados ya que ese trabajo no se observaron diferencias significativas en la
capa hilar al comparar DN vs DC, sin embargo la administracién de la dieta se dio
durante un mes. Los datos anteriores, indican que la dieta cetogénica tiene un
efecto diferencial en cada una de las capas del giro dentado. Existen mdltiples
mecanismos potenciales por los cuales la dieta cetogénica puede alterar la funcion
del sistema nervioso central (SNC) (Clanton et al., 2017; Lima et al., 2014; McNally
y Hartman, 2012), ademas los cuerpos cetonicos producidos por la administracion

de una dieta cetogénica, también tienen efectos directos sobre las células
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neuronales; el B-hidroxibutirato y el acetoacetato disminuyeron el glutamato y los
MEPSCs al competir con el cloruro en las neuronas piramidales CA1 (Juge et al.,
2010). Bought et al., (2003) reporta alteraciones electrofisiolégicas en animales
alimentados con una dieta cetogénica restringida en calorias. Wang et al., (2016)
observaron que la DC aumenté los niveles de expresion de la proteina KCC2, sin
afectar la expresiéon de NKCC1. Ademas, la dieta cetogénica evitd la regulacion
negativa de KCC2 inducida por kindling y la regulacién positiva de NKCC1. Este
hallazgo sugiere que la dieta cetogénica puede disminuir los niveles de cloro
intracelular modulando el equilibrio entre las expresiones de proteinas KCC2 y
NKCC1, lo que contribuye a una reduccion de la excitabilidad neuronal mediada
por GABA. Ben-Ari (2014) demostré que un nivel alto de B-hidroxibutirato es
capaz de inducir un cambio en el potencial de membrana de GABA en neuronas
inmaduras lo cual podria modificar la actividad del cotransportador KCC2. En un
estudio se midid la expresion de los cotransportadores de cloruro NKCC1 y KCC2
que regulan el gradiente electroquimico de cloruro necesario para las inhibiciones
de GABAA, en ratas expuestas a diferentes concentraciones de etanol los
resultados mostraron que ambos cotransportadores se expresaron en el cuerpo de
las células piramidales del CAl, ademas, el marcaje con KCC2 fue mas fuerte en
la membrana celular. Kourdougli et al., (2017) observaron que al realizar una
prueba inmunohistoquimica contra KCC2 en secciones de rata tratadas con
pilocarpina estas mostraron un patron de inmunorreactividad citoplasmatica
preferencial en el dia 1 después del estado epiléptico con una tendencia a
regresar a las condiciones del grupo control en el dia 14 pero con menor

intensidad de fluorescencia. Esto contrasta con las condiciones de control, en las
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que el KCC2 mostrd un patron perisomético fuerte en el dia 5, la tincion de KCC2
fue muy baja y difusa dentro de los cuerpos celulares de las neuronas. Estos
hallazgos, muestran un cambio general en la distribucién neuronal de KCC2,
siendo consistentes dentro de las regiones DG, CA3 y CAL.

Contrario a esto Stafstrom et al., (1999), indic6 que la DC no genera cambios en la

transmision sinéptica en ratas adultas.
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10. CONCLUSIONES

1. La dieta cetogénica no afecta el peso corporal, el peso cerebral y la
concentracion de glucosa en sangre periférica.
2. La dieta cetogénica aumenta la concentracién de B-hidroxibutirato en sangre

periférica induciendo un estado de cetosis que se mantiene hasta por tres meses.

3. El tratamiento con una dieta cetogénica por tres meses no modifica la expresion
del cotransportador KCC2 en la capa molecular y granular del giro dentado de la

rata.

4. El tratamiento por tres meses con una dieta cetogénica aumenta la expresion

del cotransportador KCC2 en la capa hilar del giro dentado de la rata.

5. El aumento en la expresion del cotransportador KCC2 podria explicar, al menos
en parte, la efectividad de la dieta cetogénica para el control de las crisis

epilépticas.

6. Es probable que el mecanismo de accion por el que actua la dieta cetogénica
sea a través del aumento de la expresion del cotransportador KCC2 que introduce

cloro a las células, produciendo asi un efecto inhibidor del neurotransmisor GABA.
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12. ANEXOS
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Anexo 2. Hoja técnica de la dieta cetogénica.
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Anexo 3. Hoja técnica de vitaminas de la dieta cetogénica.
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Anexo 4. Hoja técnica de minerales de la dieta cetogénica.
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Anexo 5. Analisis estadistico del peso corporal.

Comparacion entre grupos (grupo DN vs grupo DC)

Parametro Fde Significancia de t de Student para Significancia Valor
Levene Levene muestras independientes estadistica dep
Peso corporal
inicial 3.634 0.83 -0.801 0.440 NS
Peso corporal
final 0.270 0.614 0.293 0.775 NS
NS = No significativo
Comparacion intra grupos (valor inicial vs valor final)
Parametro F de Significancia t de Student Wilcoxon Significancia | Valor de
Levene de Levene muestras estadistica p
relacionadas
Peso
corporal DN | g 478 0.338 -16.457 | No aplica 0.000
Peso
corporal DC 0.865 0.012 No aplica - 2.366 0.018 *
DN = Grupo dieta normal, DC = Grupo dieta cetogénica, * < 0.05, *** < 0.001
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Anexo 6. Analisis estadistico de la concentracion de glucosa en sangre periférica.

Comparacion entre grupos (grupo DN vs grupo DC)

Parametro Fde Significancia de t de Student para Significancia Valor
Levene Levene muestras estadistica dep
independientes
Glucosa inicial 0.675 0.429 - 0.673 0.515 NS
Glucosa final 0.404 0.538 0.407 0.692 NS
NS = No significativo
Comparacion intra grupos (valor inicial vs valor final)
Parametro F de Significancia t de Student Significancia Valor de p
Levene de Levene muestras estadistica
relacionadas
Glucosa DN - 0.367 0.474 6.120 0.002 *x
Glucosa DC 0.063 0.892 6.885 0.000 el

DN = Grupo dieta normal, DC = Grupo dieta cetogénica, **< 0.01, *** < 0.001
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Anexo 7. Analisis estadistico de la concentracion de B-hidroxibutirato en sangre

periférica.
Comparacion entre grupos (grupo DN vs grupo DC)
Parametro F de Signifi- t de Student Signifi- Valor de | Significanci | Valor
Levene | canciade muestras cancia Ude a dep
Levene independien- | estadistica Mann- estadistica
tes Whitney

B-hidroxibutirato No No
inicial 0.116 | 0.739 - 0.037 0.742 aplica aplica NS
B-hidroxibutirato No No
final 5.445 | 0.040 aplica Aplica 0.000 0.002 **

NS = No significativo, ** < 0.01

Comparacion intra grupos (valor inicial vs valor final)

Parametro F de Significancia | t de Student | Wilcoxon Significancia Valor
Levene de Levene muestras estadistica dep
relacionadas
g"il“dmx'bu“fato -0.849 0.033 No aplica | -2.201 0.028 *
g'chidVOXibU“fatO - 0.495 0.259 -0.769 No 0.471 NS
aplica

DN = Grupo dieta normal, DC = Grupo dieta cetogénica, NS = No significativo, * <

0.05

Anexo 8. Analisis estadistico del peso cerebral.

Comparacioén entre grupos (grupo DN vs grupo DC)

Parametro F de Levene | Significancia t de Student Significancia Valor de p
de Levene muestras estadistica
independientes
Peso cerebral 0.493 0.497 -1.103 0.294 NS

al sacrificio

NS = No significativo

76




Anexo 9. Analisis estadistico de la densidad 6ptica del cotransportador KCC2 en
la capa molecular.

Comparacion entre grupos (grupo DN vs grupo DC)

Parametro F de Levene Significancia t de Student Significancia Valor de p
de Levene muestras estadistica
independientes
Capa
molecular
hemisferio 0.242 0.633 -2.110 0.61 NS
derecho
Capa
molecular
hemisferio 3.958 0.075 -1.115 0.291 NS
izquierdo
Capa
molecular
sumatoria 1.028 0.335 -1.568 0.148 NS

NS = No significativo

Anexo 10. Analisis estadistico de la densidad 6ptica del cotransportador KCC2 en
la capa granular.

Comparacién entre grupos (grupo DN vs grupo DC)

Pardmetro F de Levene Significancia t de Student Significancia Valor de p
de Levene muestras estadistica
independientes

Capa granular 0.365 0.559 -1.651 0.130 NS
hemisferio
derecho

Capa granular 0.87 0.774 - 0.480 0.641 NS
hemisferio
izquierdo

Capagranular | 0,006 0.940 - 0.984 0.348 NS
sumatoria

NS = No significativo
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Anexo 11. Analisis estadistico de la densidad Optica del cotransportador KCC2 en

la capa hilar.
Comparacion entre grupos (grupo DN vs grupo DC)
Parametro F de Levene Significancia t de Student Significancia Valor de p
de Levene muestras estadistica
independientes
Capa Hilar 0.087 0.775 - 2.987 0.015
hemisferio *
derecho
Capa Hilar 0.675 0.433 - 5.355 0.000
hemisferio Hkk
izquierdo
Capa Hilar 0.737 0.413 - 5.039 0.001
sumatoria Kk

*<0.05, *<0.01, *** < 0.001.
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