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CAPITULO I. INVESTIGACION
Expresion de la via Wnt / B-catenina en ratas epilépticas inducidas por el

modelo kindling sometidas a restriccion calorica.

1.1 Planteamiento del problema.

La epilepsia es una enfermedad que afecta a mas del 1% de la poblacién mundial y para la cual no
se tiene un tratamiento completamente resolutivo que se le pueda ofrecer a todas las personas que
lo padecen. Debido a que algunos pacientes son refractarios a tratamiento médico o no son
candidatos a cirugia de epilepsia, se han implementado terapias alimentarias como la dieta
cetogénica y la restriccion calérica que han mostrado tener un cierto efecto anticonvulsivo y que
ayudan a la disminucién de las crisis epilépticas. Sin embargo, el mecanismo por el cual estos
tratamientos dietéticos disminuyen la frecuencia y duracién de las crisis no es comprendido del
todo, lo que dificulta la aplicacién de este tratamiento de forma concreta y sistematica en los
pacientes afectados y dificulta el descubrimiento de nuevos farmacos que puedan ejercer un efecto
similar al provocado por la restricciéon calérica y que permita de una mejor manera el control de las

crisis epilépticas de dificil control.

1.2 Justificacion.

Actualmente no se tiene una relacién clara de la via molecular Wnt con las vias glucoliticas y su
regulacion metabdlica, por lo tanto, es necesario conocer el efecto de la restriccion calérica sobre
la activacion de la via Wnt y observar su participacion en la formacién de cuerpos ceténicos en las
neuronas para lograr un efecto antiepiléptico y pueda ser utilizada como blanco de tratamiento para
las crisis epilépticas de dificil control y la generacién de nuevos farmacos que puedan interaccionar
con esta via.

Actualmente no existen reportes en la literatura que describan la participacion de las vias de
sefializacion de Wnt/B-catenina en neuronas hipocampales, amigdalinas, corteza cerebral y
cerebelo en el modelo de epilepsia inducido por Kindling en ratas bajo restriccion calérica. Del
mismo modo se desconoce el efecto de la restriccién caldrica sobre estas vias de sefializacion en
neuronas epilépticas del encéfalo y el efecto que produce a nivel del cerebelo, como se ha
mencionado en ciertas publicaciones su contribucion a la fisiopatologia de la epilepsia. Los
resultados obtenidos del presente trabajo podran aportar datos en relacién a los mecanismos
celulares y moleculares que subyacen al efecto inducido por el kindling, que se caracteriza por ser
un modelo que comparte mecanismos similares a las crisis epilépticas que padecen la mayoria de

pacientes con esta patologia. Por otra parte, podran conocerse de una mejor manera los



mecanismos de acortamiento de la actividad epiléptica que se han descrito. La investigacién
relacionada a la via de sefalizacién Wnt/B-catenina en zonas neuronales ya comentadas esta aun
en proceso, debido a que la mayoria de la literatura de estas vias de sefializacion intracelular se
encuentran descritas en otros tipos celulares. Los mecanismos de accion a nivel intracelular de
Wnt sobre los efectos bioeléctricos de la membrana celular en la epilepsia y en modelos
experimentales bajo restriccién caldrica ain no estan establecidos, sin embargo, se sabe que el
metabolismo celular de la neurona se encuentra implicada en la regulacion de la excitabilidad de la
membrana celular en estos modelos, por lo que se espera profundizar en el conocimiento de la

fisiologia metabdlica de la neurona y su implicacion en la patologia de la epilepsia.

1.3 Marco tedrico.

La epilepsia es un desorden neuroldgico en que ciertos cimulos de neuronas generan descargas
anormales y recurrentes produciendo crisis epilépticas (Engel et al., 1997; Williamson et al., 1997).
Se estima que esta patologia afecta mas del 1% al 1.5% de la poblacién mundial, de los cuales el
30% aproximadamente, no responden a tratamientos farmacoldgicos (Kwan et al., 2006). Hasta el
momento la compleja fisiopatologia y vias moleculares de la epileptogénesis y de la epilepsia no se
conocen del todo. Debido a las evidencias que se tienen hasta el momento se conocen multiples
mecanismos de vias anatomicas, rutas fisiopatolégicas e interacciones moleculares que conlleva al
desbalance entre la neurotransmision inhibitoria y excitatoria, por lo que influye en la estabilidad
i6nica de las neuronas. Uno de los modelos que se utilizan para generar estas alteraciones a nivel
celular de forma experimental es el modelo kindling (Goddard et al.,1969), que da lugar a cambios
electrogréficos, conductuales y de neurotransmisién que se asemejan a los que se producen en la
epilepsia del humano (Bertram, 2007).

La forma mas frecuente de epilepsia en el adulto tiene su origen el I6bulo temporal con altas tasas
de farmacorresistencia (Téllez et al., 2012). Los desequilibrios entre la transmision sinaptica
excitatoria e inhibitoria en el cerebro estan implicadas en la fisiopatologia de la ELT, en la cual hay
una disminucion del neurotransmisor GABA, el principal inhibidor de la actividad del SNC. Las
convulsiones observadas en la ELT reflejan exceso de excitacion, que resulta en la disfuncion del
circuito inhibidor (Poulter et al., 1999; Nishimura et al., 2005; Li et al., 2006).

Aunque la farmacoterapia ha mejorado con la introduccion de nuevos farmacos que tienen menos
efectos secundarios e interacciones, el problema de la epilepsia refractaria no ha sido resuelto
(Kwan et al.,, 2010). A pesar de que el tratamiento médico es el de primera eleccién en la
epilepsia, se han realizado ensayos prospectivos aleatorizados que proporcionan pruebas de grado
| de la superioridad de la cirugia de epilepsia a la farmacoterapia para pacientes con epilepsia del
I6bulo temporal (ELT) que no responden al tratamiento con dos farmacos antiepilépticos (Engel et

al., 2012). Desafortunadamente, no todos los pacientes son candidatos a cirugia de epilepsia, en



estos pacientes el tratamiento dietético ha mostrado ser una alternativa para reducir la frecuencia
de las crisis (Sosa, 2008).

La actividad neuronal esta estrechamente relacionada con el metabolismo de los carbohidratos que
influyen en la excitabilidad neuronal, los carbohidratos promueven la formacién de acidos grasos
para la formaciéon de cuerpos ceténicos, los experimentos con animales han proporcionado
evidencia de que el efecto anticonvulsivo de la dieta cetogénica esta mediada por la acetona y que
ha mostrado eficacia en el tratamiento de la epilepsia (Palmer, 2013). La glucosa es el principal
sustrato para la obtencién de energia en los cerebros adultos. Se estima que aproximadamente el
63% de los suministros de glucosa son para la obtencion de energia del cerebro de ratas a los 7
dias de vida y esto incrementa con la edad (Vannucci et al., 1994). Se ha observado hasta el
momento que la via de sefializacion Wnt participa activamente en vias de regulacion de la glucosa,
especialmente aumentando la absorcidn de glucosa en neuronas corticales independientemente de
la activacién de genes objetivos y el efecto sinaptico de Wnt (Cisternas et al., 2016).

La restriccion caldrica (RC) es una terapia dietética natural que mejora la salud, prolonga la
longevidad, y reduce los efectos de enfermedades neuroinflamatorias en roedores y humanos
(Weindruch et al., 1986; Greene et al., 2001; Duan et al., 2003). La RC se produce a partir de una
restriccién dietética parcial y difiere del ayuno agudo o inaniciéon ya que reduce el consumo de
energia caldrica sin causar anorexia o deficiencias de cualquier nutriente especifico (Seyfried et al.,
2004). La dieta cetogénica es un tratamiento que beneficia a pacientes con epilepsia y es usado
frecuentemente en la practica clinica (Kossoff & Wang, 2013; Wang y Lin, 2013). Ademas de
mejorar el estado de salud, la RC tiene efectos anticonvulsivos en murinos y en otros modelos de
epilepsia (Bough et al., 1999; Greene et al., 2001; Philips et al., 2015). La accién antiepiléptica de
la RC puede requerir una reduccién de las concentraciones de glucosa o insulina y/o incrementar
el cuerpo ceténico B-hidroxibutirato (B-HB) (Greene et al., 2001; Yamada, 2008). La RC ha
mostrado electrograficamente aumento en el umbral de descarga de las neuronas, proporcionando
su efecto antiepiléptico (Azarbar et al., 2010) y en ratas con induccién de epilepsia mediante el
modelo Kindling aument6 el umbral después de un estimulo aplicado en la amigdala al igual que
redujo la duraciéon de la actividad epiléptica. Esto sugiri6 que la RC conlleva un perfil anti-
convulsivo y es totalmente independiente de los cambios de glucosa, insulina o B-HB (Phillips et
al., 2015).

Las vias de sefializacion de Wnt son esenciales para el desarrollo y la funcion del sistema nervioso
central, debido a que modula ciertos procesos importantes como la neurogénesis hipocampal, la
formacién de las hendiduras sinépticas y la regulacion mitocondrial (Budnik et al., 2011; Inestrosa
& Varela, 2014; Arrazola et al., 2015;). Las sefializaciones de Wnt pueden ser divididas en dos vias
principalmente: la via candnica (via de sefalizacion dependiente de B-catenina) y la via no
canonica (independiente de B-catenina). La via candnica se ha implicado en conducir a la
regulacion de la actividad transcripcional y permite la activacion de genes como c-Myc y ciclina D

via TCF/LEF (factor de célula T / factor de unidon a promotor linfoide) que determina el destino



celular y la determinacion, proliferacion y diferenciacion de células madre. La via no candnica ha
sido implicada principalmente en el movimiento celular y la polaridad, importantes en diversos
procesos tales como gastrulacién, polaridad de las células del oido interno, patron dorsoventral,
separacion de tejidos, migracion neuronal y oncogénesis (Logan & Nusse, 2004; MacDonald et al.,
2009; Angers y Moon, 2009). En los Ultimos afios se han postulado nuevas rutas de sefializacion,
una de ellas se encuentra implicada en el metabolismo de la glucosa en las neuronas, sin
embargo, hasta la fecha se conoce poco sobre los mecanismos que Wnt ejerce sobre las vias
glucoliticas (Benzler et al., 2012; Benzler et al., 2013; Nobrega et al., 2013). El cerebro es un
organo que consume grandes cantidades de glucosa. En el tejido cerebral, la glucosa es
metabolizada a través de la glucdlisis y sus productos son utilizados en la fosforilacion oxidativa
para la produccién de ATP, producto con mayor consumo por la neurona durante la formacién del
gradiente idnico después de la transmision sinptica (Attwell & Laughlin, 2001; Mergenthaler et al.,
2013). La accion de Wnt3a sobre las neuronas corticales promueve la absorcion de glucosa sin
cambios significativos en la expresion y funcionalidad de su transportador GLUT3, pero con
incremento en su afinidad. Ademas, al generar estimulacién por el mismo ligando aumenta la
actividad de dos enzimas reguladoras de la glucdlisis (hexoquinasa y 6-fosfofructo-2-
kinasa/fructosa-2,3-bifosfatasa) que fueron correlacionadas directamente con el aumento de la
absorcién de la glucosa (Cisternas et al., 2016). La unidn de Wnt especificos (tales como Wnt1,
Wntl0Ob o Wnt3A), a sus receptores Fzd (Frizzled) -LRP5 o Fzd-LRP®6, tiene como resultado la
activacion de proteinas G heterotriméricas intracelulares y proteinas Dvl (Disheveled), que en giro
conduce a la fosforilacién y reclutamiento de Axin al LRP5 (o LRP6) y que participa como co-
receptor (Tamai et al., 2004; Nusse, 2005). Estos mecanismos conducen a la disociacién de [3-
catenina del complejo de degradacion, promoviendo la estabilizacién y acumulacién de B-catenina
en el citosol, y su translocacion hacie el nicleo, activando factores de transcripcion de las familias
TCF/LEF (Logan & Nusse 2004; Chien et al., 2009; Angers & Moon, 2009). Por otra parte, el
aumento en la expresion de ciclina D en las células piramidales de la region CA1 del hipocampo
puede aumentar la sensibilidad al pentilenotetrazol y kainato induciendo convulsiones y muerte
celular (Koeller et al., 2008). La activacion de la via Wnt / B-catenina y la sobrexpresion de [3-
Catenina, c-Myc y ciclina D se ha asociado con muerte neuronal en células de Purkinje y
granulares de ratas con convulsiones generalizadas (Rubio et al., 2017), sin embargo, también se
ha descrito que la activacion de la via de Wnt/B-catenina inhibe la muerte celular inducida en el
estado epiléptico (Busceti et al., 2007). Se han identificado alteraciones de las vias de sefalizacion
de Wnt/B-catenina generando mutaciones en genes implicados en la gluconeogénesis y en el
metabolismo de la glutamina en hepatocitos. Muchas de estas proteinas implicadas se asocian con
la disfuncion mitocondrial y en el metabolismo de los carbohidratos, sugiriendo que al haber
defectos en la sefializacion de Wnt también se puede determinar un cambio metabdlico en la
utilizacion de energia de las células hacia la glucdlisis y alejarse de la oxidacion de acidos grasos

(Chafey et al., 2009). Por otra parte, la via de sefializacion de Wnt no candnica o no dependiente



de B-catenina interfiere en la activacion indirecta del complejo molecular mTOR que se ha visto
implicado en la sintesis de proteinas y factores de crecimiento celular, entre otras (Wong, 2013). La
activacion de receptores Fzd por su ligando Wnt induce inhibicién de la enzima GSK-3p (3-cinasa-
glucogeno sintasa) la cual es activada de la proteina tuberina (TSC2) (Inoki et al., 2006). Sin estas
sefiales, TSC2 inhibe a la proteina Ras homdlogo enriquecido en proteinas del cerebro (Rheb), un
activador de mTORCL1 (Inoki et al., 2003). Asi, la inactivacién de Rheb por TSC2 conduce a la
inhibicibn de mTORC1 y la inhibiciébn de TCS2 conduce a la activaciéon indirecta de mTORCL1.
Recientemente se reportéd que la RC leve (15%) aumentd significativamente la fosforilacién de la
proteina cinasa activada por adenosina monofosfato (AMPK) y que redujo la fosforilacién de la
proteina ribosémica (S6) y de PKB/Akt en la neocorteza y en el hipocampo; sugiriendo que la RC
leve inhibe las vias de sefalizacion de mTORC1, reportando un efecto de elevacion del potencial

de umbral de descarga; sugiriendo una accion anticonvulsiva (Phillips et al., 2015).

1.4 Obijetivo general.

Caracterizacion de la expresién de la via Wnt/B-catenina en neuronas de la corteza sensoriomotriz,
nacleo ventrolateral del tdlamo, hipocampo y cerebelo en ratas con actividad epiléptica inducida

por el modelo experimental de epilepsia kindling y sometidas a restriccion calérica.

1.5 Obijetivos especificos.

e Determinar la expresion de la proteina Wnt en el tejido cerebral de corteza sensoriomotriz,
ndcleo ventrolateral del tAlamo, hipocampo y cerebelo de la rata con crisis generalizadas y
restriccion caldrica.

e Determinar la expresién de la proteina B-catenina en el tejido cerebral de corteza
sensoriomotriz, ndcleo ventrolateral del tAlamo, hipocampo y cerebelo de la rata con crisis
generalizadas y restriccion calérica.

e Determinar la expresion de la proteina (B-catenina fosforilada en el tejido cerebral de
corteza sensoriomotriz, nucleo ventrolateral del talamo, hipocampo y cerebelo de la rata
con crisis generalizadas y restriccion caldrica.

e Determinar la expresién de la proteina GSK-3B en el tejido cerebral de corteza
sensoriomotriz, ndcleo ventrolateral del tAlamo, hipocampo y cerebelo de la rata con crisis
generalizadas y restriccion caldrica.

e Determinar la expresion de la proteina ciclina-D en el tejido cerebral de corteza
sensoriomotriz, nicleo ventrolateral del talamo, hipocampo y cerebelo de la rata con crisis

generalizadas y restriccion calérica.



e Determinar la expresiébn de la proteina c-Myc en el tejido cerebral de corteza
sensoriomotriz, nicleo ventrolateral del tAlamo, hipocampo y cerebelo de la rata con crisis

generalizadas y restriccion calérica.

1.6 Hipoétesis.

Se ha reportado que los animales con RC tienen un efecto neuroprotector a las crisis convulsivas
al disminuir el sustrato metabdlico, entonces en las ratas con crisis epilépticas inducidas por el

modelo kindling se observara una modificacion en la expresion de la via Wnt / $-catenina.

1.7 Metodologia.

Se obtuvieron 18 ratas macho de la cepa Wistar posterior al destete que se mantuvieron en
condiciones ambientales controladas (20-23 °C y 12/12 luz-oscuridad), agua y alimentacion. Los
animales se emparejaron por peso y se separaron en tres grupos de la siguiente manera: a) grupo
control (CTRL); b) grupo kindling con alimentacion ad libitum (ALK); ¢) grupo kindling con
restriccién calérica (KRC). Todos los grupos fueron sometidos a ayuno de 4h para asegurar que
todos los animales comenzaran en un punto metabdlico similar. Posteriormente los animales del
grupo KRC tuvieron una restriccion de la dieta en un 15% y los animales de los grupos CTRL y
ALK fueron alimentados con una dieta ad libitum. Cada rata se aloj6é por separado bajo condiciones
estandar.

La restriccién calérica (RC) se hizo alimentando a las ratas con una dieta normal con una cantidad
del 85% de la asignacién diaria basada en los pesos corporales de ratas permitidas a la
alimentacion ad libitum (Rogers, 1979). Para obtener la cantidad de alimento administrado se

utilizé la siguiente formula:

Peso x 0.3 x Porcentaje de alimento administrado (0.85)= Cantidad de alimento (g)
3.1

Los animales se mantuvieron con sus respectivas dietas y a las ratas de los grupos ALK y KRC se
les realizd cirugia estereotaxica cuando alcanzaron un peso entre 250 y 300 g. Los electrodos
utilizados para las cirugias fueron hechos con un cable aislado bipolar (0,005 pulgadas de
diametro) de acero inoxidable y recubierto con teflon, a excepcién de las puntas.

Para la realizacion de cirugias estereotéxicas, las ratas fueron anestesiadas con zoletil (100 mg /

kg. IP) y se colocaron en un aparato estereotaxico (David Kopf) para llevar a cabo la colocacién de
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electrodos bipolares para la estimulacion y registro del nicleo basolateral amigdalino (coordenadas
anterior 6,2 mm, laterales de 5 mm y de altura de 1,5 mm), utilizando la linea interaural como punto
de referencia de acuerdo con el atlas estereotaxico Paxinos y Watson (1986). Un tornillo
implantado en el craneo sirvi6 como fuente de referencia y otro electrodo fue colocado en la
corteza sensoriomotora para registrar la propagacion de la actividad electroencefalografica. Los
electrodos fueron unidos a un mini-conector y fijados al craneo con acrilico dental, posteriormente
la piel se suturd alrededor del mini-conector. Una vez terminado el procedimiento quirirgico se
administré via intramuscular 40u de gentamicina para evitar infecciones y 1 mg/kg de xilacina como
analgésico postoperatorio.
Después de diez dias de recuperacién postoperatoria, las ratas se colocaron en una camara
sonoamortiguada (22.5x30x30) para la realizacion del modelo kindling. El conector se unié a cables
flexibles que se conectan a la rata con el estimulador Grass S88 y un poligrafo digital Stellate
System. Las condiciones para utilizar el poligrafo fueron: 50 yV de amplificacién y un filtro de entre
0.3 a 30 Hz. Las ratas fueron estimuladas todos los dias con frecuencias de 60 Hz, pulsos de
duracioén de 1,0 ms y una intensidad de 400 yA (Goddard et al., 1969).
Durante cada estimulacion se midieron los siguientes pardmetros: a) la duracién de la posdescarga
registrada en la amigdala y la corteza en cada estimulo; b) el nimero de estimulos necesarios para
llegar a cada etapa del modelo kindling; d) la conducta de acuerdo con los pardmetros descritos
por Racine en 1972.

e Etapa 1: clonus de los musculos faciales, uno o ambos ojos cerrados.

e Etapa 2 (crisis parciales): movimientos oscilatorios de la cabeza.

e Etapa 3 (crisis generalizadas): movimientos mioclénicos en extremidades anteriores.

e Etapa 4 (crisis generalizadas): movimientos mioclénicos de ambas extremidades.

e Etapa 5 (crisis tonico-clénicas generalizadas): crisis tonico-clonica generalizada.

Una vez que los animales completaron el modelo kindling con 10 crisis tonico-clonico
generalizadas (etapa 5), se utilizaron 3 animales por grupo para analisis de proteinas por técnica
de inmunofluorescencia y las otras 3 se utilizaron para técnica de western blot. Las ratas utilizadas
para inmunofluorescencia fueron anestesiadas profundamente para ser sacrificadas por perfusion
intracardiaca con solucién salina, seguida de paraformaldehido al 4%. Posteriormente se realizo
craneotomia para la obtencion de los tejidos. Se realizaron cortes seriados de parafina de 5 ym en
el encéfalo de las ratas. Los cortes se montaron en laminas tratadas previamente con silano, se
realizé el desparafinado y posteriormente la hidratacién, después se colocaron en PBS y se
saturaron con peroxido de hidrégeno. Se realizo el bloqueo de sitios inespecificos con albumina de
suero bovino libre de IgG1 (Sigma, St. Louis MO, EE.UU.). Después de lavar cada uno de los

portaobjetos, se realiz6 técnica de inmunofluorescencia para las proteinas de interés.



e [-Catenina y Wnt: una gota de anticuerpo anti-B-Catenina (anticuerpo anti-g-Catenina
monoclonal de raton, Sigma St Louis MO, EE.UU.) diluido 1: 500 durante una hora.
Posteriormente, se realiz6 lavado e incubacion con anticuerpo conjugado con
fluoresceina durante 30 minutos. Finalmente, se colocaron en un medio de montaje
para fluorescencia con DAPI (Vector Laboratories, Inc. - Burlingame, CA Estados
Unidos). Posteriormente se realiz6 inmunofluorescencia para Wnt con una gota de
anticuerpo anti-Wnt (anticuerpo anti-Wnt monoclonal de ratén, Sigma St Louis MO,
EE.UU.) diluido a 1: 500 durante una hora. Posteriormente, se realiz6 lavado e
incubacion con anticuerpo conjugado con fluoresceina durante 30 minutos. Finalmente,
se colocaron en un medio de montaje para fluorescencia con DAPI (Vector
Laboratories, Inc. - Burlingame, CA Estados Unidos).

e c-Myc y ciclina D3: dos anticuerpos primarios compatibles se aplicaron
consecutivamente durante toda la noche a 4 ° C. Los siguientes anticuerpos fueron
aplicados de la siguiente manera: anticuerpo monoclonal anti-c-Myc de ratén (1: 500,
Sigma, EE.UU.), anticuerpo policlonal de conejo policlonal D3 (1: 500, Sigma, EE.UU.).
Posteriormente, se realiz6 lavado e incubaciébn con anticuerpos secundarios
conjugados con fluoresceina por 30 minutos. Finalmente, se colocaron sobre un medio
de montaje para fluorescencia con DAPI (Vector Laboratories, Inc.- Burlingame, CA,
EE.UU.).

Los cortes se analizaron con un programa de imagen adaptado a un microscopio Olympus
(1X81F3) y la inmunopositividad se cuantifico mediante andlisis de densidad Optica con el software
Image-Pro Plus versién 7.0. Las secciones fueron visualizadas con un objetivo 40X en 3 campos
por animal.

Para realizacion de la técnica de western blot se sacrificaron 3 ratas por grupo por decapitacion.
Los niveles de las proteinas de interés se evaluaron mediante analisis de transferencia western
blot. Los tejidos fueron obtenidos y almacenados en nitrégeno liquido y en el revco a -70°C para su
conservacion. Posteriormente cada muestra fue pesada y homogeneizada para su utilizacion. Las
muestras se mezclaron con tampon de muestra (125 mM de Tris-HCI, pH 6,8, 20% de glicerol, SDS
al 4%, azul de bromofenol al 0,02%, y 2-mercaptoetanol al 10%) en una relaciéon 1:1 y fueron
desnaturalizadas en bafio de agua hirviendo durante 5 minutos, posteriormente se permitié el
enfriamiento de las muestras en hielo durante 5 minutos para su utilizacién en gel de poliacrilamida
SDS al 10% para la electroforesis (PAGE). Se realiz6 electroforesis en buffer de corrida (25 mM de
Tris-HCI, glicina 195 mM, pH 8,3) corriendo las muestras en el gel a 50 volts durante 10 min y
posteriormente a 150 volts por 1 hora y media. Posteriormente se transfirieron las proteinas a una
membrana de PVDF durante 2 horas a 35 mA con transfer buffer (buffer de corrida + 20%

metanol). Al terminar la transferencia se realiz6 el bloqueo de sitios inespecificos con solucion
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TBST (TBS + 0.1% Tween 20) + leche baja en grasa al 5% o BSA (bovine serum albumin) al 5%
para las proteinas fosforiladas. Se realizo el bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion leve. Al terminar el blogqueo las membranas fueron incubadas con las proteinas de interés
overnight (aprox. 16 hrs) en refrigeracion (aprox 4°C) con agitacion. Los anticuerpos utilizados
fueron diluidos con TBST utilizando las siguientes diluciones:

e Actina (A-2066): 3:100 (ej. 6 pl en 2 ml).

e [3-catenina (sc-376841): 1:200 (ej. 10 pl en 2 ml).

e [3-catenina fosforilada (sc-57535): 1:200 (ej. 10 pl en 2 ml).

e GSKa/B (sc-7291): 1:200 (ej. 10 yl en 2 ml).

e Wnt3-a (sc-74537): 1:200 (ej. 10 pyl en 2 ml).

e C-myc (sc-40): 1:200 (ej. 5 pyl en 1 ml).

Posterior a la incubaciéon con anticuerpo primario se realizaron 4 lavados de la membrana con
TBST durante 10 min para después incubar con anticuerpo secundario anti-lgG-complejo de
peroxidasa de rabano durante 2 horas a temperatura ambiente con las siguientes diluciones:

e Anti-rabit (111-035-003 sigma): 1:20000 (ej. 1 pl en 20 ml).

e Anti-mouse (115-035-003 sigma): 1:20000 (ej. 1 pl en 20 ml).

Posterior a la incubacién se realizaron otros 4 lavados con TBST por 10 min para la deteccién de
bandas, para la cual se utilizé luminol WBKLS0500 2 ml por membrana (1 ml de peréxido + 1 ml de
luminol) durante 5 min. La membrana se expuso a pelicula de rayos durante 30 minutos y
posteriormente se hizo el revelado de la placa con revelador y fijador. Las intensidades de las
bandas se cuantificaron con el programa ImageJ y se realiz6 analisis de las densidades Opticas
con una ANOVA de una via, seguido de un analisis post-hoc de Tukey con el programa Graphpad
Prism 9.0, aceptando un nivel nominal de p <0.05.

La duracién de la actividad electroencefalografica fue cuantificada por la duracién de la actividad
epiléptica amigdalina posdescarga después de cada estimulo aplicado en cada rata de los grupos
ALK y KRC. Posteriormente se obtuvo el promedio de cada duracién y se hizo la comparacion
entre los grupos ALK y KRC. Los estimulos necesarios para alcanzar cada uno de los estados
conductuales del modelo kindling se obtuvieron a través de la asignacion de un estado conductual
a cada estimulo aplicado, obteniendo el promedio de estimulos necesarios de cada rata para

obtener cada uno de los estados conductuales.
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1.8 Resultados: cuadros y graficas

Grafica 1. Peso de las ratas.
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Gréfica 1. Las ratas sometidas a restriccion calérica (KRC) aumentaron de peso mas lentamente
comparadas con aquellas alimentadas ad libitum (CTRL y ALK), requiriendo de mas dias para

alcanzar el peso necesario para la cirugia estereotaxica (250-3009).

Gréfica 2. Duracion de la posdescarga amigdalina.
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Gréfica 2. Las ratas sometidas a restriccién caldrica (KRC) tuvieron una menor duracién de la
posdescarga amigdalina a partir del estimulo ndmero 11, en comparacién con las ratas con

alimentacion ad libitum (ALK).

Gréfica 3. NUmero de estimulos necesarios para alcanzar cada uno de los estados

conductuales descritos por Racine (1972).
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Gréfica 3. Las ratas sometidas a restriccién calérica (KRC) requirieron de un mayor nimero de
estimulos para alcanzar cada uno de los estados conductuales en comparacién con las ratas

alimentadas ad libitum (ALK).
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Resultados inmunofluorescencia

DAPI c-Myc ciclina D c-Myc / ciclina

Microfotografias (40x) de una seccién sagital del cerebelo (crus 2) de rata, procesadas
por IF para c-Myc y ciclina D.

Grafica 4. Expresion de proteina c-myc en cerebelo por técnica de

inmunofluorescencia.
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Gréfica 4. Las ratas del grupo ALK mostraron mayor expresion de la proteina c-myc en el cerebelo
en comparacion con las ratas del grupo CTRL (p= 6.8E-07). Las ratas del grupo KRC mostraron
una disminucién en la expresiéon de c-Myc en comparacion con las ratas del grupo ALK, sin

embargo, el resultado no fue significativo (p>0.05).



1.9 Andlisis de resultados

En el presente trabajo se encontr6 una disminucion en la duracion de la posdescarga en la
amigdala en aquellas ratas sometidas a restriccion calérica del 15%, asi como la necesidad de un
namero mayor de estimulos eléctricos para alcanzar cada uno de los estados conductuales del
modelo kindling, lo que concuerda con los resultados obtenidos en estudios realizados previamente
y mostrando un efecto anticonvulsivo (Phillips-Farfan et al., 2015; Rubio et al., 2018). La grafica de
los pesos de las ratas muestra como las ratas sometidas a restriccion calorica fueron aumentando
de peso de manera mas lenta comparadas con aquellas ratas con dieta ad libitum.

Por otro lado se encontr6 por técnica de inmunofluorescencia un aumento significativo en la
expresién de la proteina c-Myc en la corteza cerebelosa de ratas con 10 crisis epilépticas ténico-
clénico generalizadas inducidas por el modelo kindling de epilepsia, sugiriendo que la expresién de
esta proteina esta favorecida por la presencia de crisis generalizadas repetidas, como ya se habia
descrito en estudios previos (Rubio et al., 2017). Asi mismo en estudios anteriores nuestro grupo
de investigacién ha relacionado la presencia de crisis generalizadas inducidas por el modelo
kindling con el cerebelo (Paz et al., 1985, 1991; Rubio et al., 2004, 2011, 2019; Rosiles et al.,
2016). C-Myc al ser un gen que responde a la unién del ligando Wnt a sus receptores en la
membrana celular requiere de la expresion de B-catenina para su activacion, sin embargo, en este
trabajo no encontramos un aumento significativo de p-catenina, a diferencia de estudios
precedentes donde su expresién se ha visto aumentada en ratas que fueron estimuladas 45 veces
por el modelo kindling (Rubio et al., 2017). Esta discrepancia en los resultados podria estar dada
por el nUmero de estimulos aplicados a las ratas, ya que en este trabajo Unicamente se estimulé a

las ratas hasta que alcanzaran 10 crisis tonico-clonico generalizadas.

1.10 Conclusiones de la investigacion

En los ultimos afios nuestro grupo de investigacion ha descrito la participacién de la via Wnt/B-
catenina en las crisis epilépticas inducidas por modelos animales, sin embargo, este mecanismo no
se ha descrito completamente y permanece adn como objeto de investigacion. El aumento de c-
Myc en el cerebelo de ratas estimuladas sugiere la participacion de esta via que ha sido
relacionada con el dafio y muerte neuronal provocadas por las crisis epilépticas. Las terapias
dietéticas como la dieta cetogénica y la restriccion calérica se han implementado como
tratamientos alternativos para aquellas personas con crisis epilépticas de dificil control donde el
manejo farmacoldgico y quirdrgico no son suficientes o son inadecuados. La restriccién caldrica ha
mostrado efectos anticonvulsivos en los modelos animales al disminuir la duracion de las crisis, sin
embargo, no se ha descrito su participacion en la modificacion de la via Wnt/B-catenina. En el

presente estudio no se encontré una disminucion significativa en la expresion de las proteinas de
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esta via con una restriccion cal6rica al 15%, sin embargo, se pudo observar una disminucién en la
duracién de la actividad epiléptica llamada posdescarga de las ratas sometidas a restriccion
calérica, demostrando asi sus efectos anticonvulsivos. Una restriccion cal6rica de mayor porcentaje
pudiera demostrar una disminucion clara de los niveles de las proteinas de la via Wnt/B-catenina y
podria ayudar a obtener un mayor conocimiento sobre la implicacién de esta via en la epilepsia y el

mecanismo de accion por el cual la restriccién caldrica ejerce sus efectos anticonvulsivos.
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CAPITULO Il. CONCLUSIONES DEL PASANTE SOBRE SU SERVICIO SOCIAL

5.1 En relaciéon a su formacién como persona

Mi experiencia en el laboratorio de Neurofisiologia Experimental fue satisfactoria para desarrollar
habilidades personales fundamentadas en el pensamiento critico, lo cual puede verse reflejado en mi vida
diaria al momento de tomar decisiones basadas en el juicio y razonamiento. Asimismo, me ha permitido
cuestionar el porqué de diversas situaciones que acontecen en el dia a dia. Otro aspecto importante que
logré desarrollar se relaciona con la situacion circunstancial de la pandemia de COVID-19, la cual se
presenté como una dificultad tanto en mi entorno familiar como laboral; en esta cuestion encontré las
fortalezas que me permitieron la capacidad de adaptacién ante situaciones adversas, asi como la

optimizacién del tiempo para lograr los objetivos planeados.

5.2 En relacién a su formacién profesional

El haber realizado mi servicio social en investigacion me dio la oportunidad de colaborar con
investigadores experimentados de los que aprendi el método cientifico y los cuales me transmitieron sus
técnicas y experiencias en el ambito de la investigacion y que sin duda alguna me servirdn en vida
profesional como médico. Pude darme cuenta que el aspecto clinico y la investigacién van de la mano y
que una depende de la otra. Debido a que la linea de investigacién del departamento donde realicé el
servicio es de epilepsia, durante el servicio adquiri mas conocimientos sobre esta patologia y un mayor
interés por la etiologia y el mecanismo molecular. Asi mismo, aprendi a realizar técnicas de laboratorio,
preparacion de soluciones y manejo de animales de laboratorio, que aunque tal vez no las ocupe en mi
vida profesional como médico clinico, me ensefiaron el trabajo y procesos que hay detras de los
resultados de pruebas y tratamientos experimentales con los que el médico clinico esta en contacto, y

poder tener conocimiento de los procesos que se requirieron realizar para los trabajos de investigacion.
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5.3 En relaciéon a su aportacion a la comunidad

Durante mi servicio social pude colaborar en varios trabajos relacionados a la epilepsia, cuyos fines es
comprender de una manera mas amplia esta patologia, para poder descubrir tratamientos efectivos con
mayor indice de resolucién de los que existen actualmente, ya que a pesar de los avances en la medicina
que ha habido en los ultimos afios, muchos pacientes con epilepsia tienen crisis de dificil control que no
resuelven con medicamentos y que no son candidatos a cirugia de epilepsia, la cual también requiere
recursos humanos y econémicos que no todos los pacientes tienen la oportunidad de obtener. Con los
trabajos en los que se me dio la oportunidad de colaborar, mi equipo y yo aportamos conocimiento
necesario para el avance cientifico y el desarrollo del pais, asi como la inclusién de trabajos realizados en
México en revistas internacionales que permiten dar a conocer al mundo que México realiza investigacion

Y que aporta conocimiento para el avance tecnoldgico y cientifico de la humanidad.

5.4 En relacién con su institucion educativa

La Universidad Auténoma Metropolitana nos da a sus estudiantes de medicina la oportunidad de realizar
el servicio social en clinicas de atencion primaria o en institutos de tercer nivel en investigacion, debido a
que la investigacion también es parte fundamental del desarrollo de un médico ya que la medicina es una
ciencia que siempre se estd actualizando y hay muchas patologias que no tienen un tratamiento
completamente resolutivo. Debido a esto, la Universidad Auténoma Metropolitana nos da la oportunidad a
sus estudiantes de realizar servicio social en investigacion para fortalecer esta parte fundamental de
nuestra formacion, ademas de involucrarnos en la investigacion desde etapas tempranas de la carrera al
pedirnos proyectos a entregar como parte de la calificacion del trimestre, lo que nos ayuda a

familiarizarnos con el método cientifico y la redaccién de las ideas y los resultados.
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