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l.- RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) constituyen un problema de
salud publica a nivel mundial. Estas enfermedades (EN) se caracterizan por
una disminucion en el numero de células en determinadas poblaciones
neuronales y de procesos inflamatorios, que provocan los trastornos asociados
a cada enfermedad. En la farmacologia se encuentra presente la busqueda de
nuevos principios activos que interfieran con los procesos neurodegenerativos.
En esta busqueda, se encuentra el uso de plantas medicinales que han sido
empleadas tradicionalmente para tratar las EN y del SNC. En cuanto a los
mecanismos de accion se sabe que estas plantas contienen metabolitos con
actividad antioxidante y antiinflamatoria entre los que se encuentran: fenoles,
flavonoides y esteroles, carbohidratos y proteinas (lectinas). Estas tienen la
capacidad de modularla actividad de los mediadores de la inflamacion.
Objetivo: Analizar el efecto antiinflamatorio de extractos de Hibiscus sabdariffa
L en un modelo de neuroinflamacién inducida por lipopolisacarido (LPS).
Material: Ratas macho Sprague Dawley (350 - 400gr), LPS. Metodologia: Se
administré 5 pg/ul de lipopolisacarido (LPS) intracerebroventricular (ICV) para
generar neuroinflamacioén; y se monitore6 el peso diario posterior a la
administracion de LPS, la temperatura rectal a las 0, 2, 4, y 6 h y cada 24 h
después de la aplicacion de LPS; adicionalmente se determinaron la
concentracion de la citocina IL-1, 3 h posterior de la administracion de LPS
mediante ELISA. La conducta de locomocion se evalud 1 h posterior al reto con
LPS mediante la prueba de Campo Abierto. Los animales fueron sacrificados al
dia 7 posterior a la administracion de LPS y se realiz6 un analisis microscopico
del infiltrado celular mediante la tincion de hematoxilina y eosina en el
hipocampo, zona periventricular y corteza cerebral. Los resultados obtenidos
sugieren que Hibiscus sabdariffa L podia estar modulando y disminuyendo la

neuroinflamacion provocada por LPS.
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El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Glicobiologia de
la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicas y
Bioldgicas de la UMSNH y en el laboratorio de Neuroendocrinologia del Centro
de Investigacién Biomédica de Michoacan, IMSS.
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Il.- INTRODUCCION
1. INFLAMACION

La inflamacion es un proceso complejo que puede ser desencadenado
por diversos factores que pueden ir desde contaminacion ambiental hasta
infecciones bacterianas y estimulos quimicos, los cuales dan lugar a dafio y
muerte celular. El dafio tisular provoca la liberacion de mediadores de la
inflamacion, los cuales incluyen diversas citocinas, como la Interleucina 1 (IL-
1), la Interleucina 6 (IL-6) y el Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a) producidos
por leucocitos, monocitos y macréfagos (Iwalewa E, 2007; Paterson H, 2003;
O’Byrne K, 2001).

Estas citocinas pueden estimular la produccion y activacion de otras
citocinas y quimiocinas, inmunoglobulinas, asi como aumentar la expresion de
las moléculas de adhesion celular (CAM) (lwalewa E, 2007; Saklatvala J,
2003). Por otro lado, la fagocitosis de las bacterias o particulas extrafias se
asocia con un aumento en el consumo de oxigeno por parte de los neutrofilos,
en la que grandes cantidades de especies reactivas del oxigeno (ROS) se
producen, como el anién superoxido (O»-), el radical hidroxilo (HO ), y peréxido
de hidrégeno (H,0;) (lwalewa E, 2007; Colin D, 2003). Asi mismo, se observa
un aumento en la expresion de fosfolipasa A2, lipoxigenasa-5 (5-LOX),
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la enzima o6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
(lwalewa E, 2007; Okamoto T, 2004; Nakamura Y, 2003). Por su parte, las
especies reactivas del oxigeno generan enzimas como la NADPH oxidasa, la
xantina oxidasa y la mieloperoxidasa. Ademas, se observa la activacion del
factor nuclear de trascripcion kappa B (NFkB). En dltima instancia, la activacion
de NFkB desempefia un papel fundamental en la regulacion de estas enzimas,
citocinas inflamatorias, CAM, y otras sustancias que son responsables de

desencadenar o potenciar el proceso inflamatorio (lwalewa E, 2007).

La inflamacion es una reaccion local de proteccion celular y tisular por
parte del organismo ante alergenos quimicos, lesiones e infecciones. Los
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sintomas de la inflamacion se caracterizan por la presencia de rubor, tumor,
calor, dolor y pérdida de la funcion. Estos sintomas son resultado de la
dilatacién de los vasos sanguineos, que conduce al aumento en el flujo de la
sangre, y de las alteraciones en la estructura de la microvasculatura, reflejadas
por un aumento en los espacios intercelulares, lo que permiten la extravasacion
y migracion de leucocitos y proteinas plasmaticas hasta la zona de la lesion
(lwalewa E, 2007; Parham P, 2000).

Para comprender el proceso inflamatorio es fundamental entender el
papel de lo mediadores de la inflamacién. Estos mediadores son las sustancias
producidas y liberadas, como las citocinas y las proteinas plasmaticas, por
células como los mastocitos, plaquetas, neutréfilos, monocitos y macréfagos
ante el estimulo quimico, traumatico o infeccioso. Dichos mediadores,
determinan la severidad de la inflamacion, en funcion de la duracion de la
lesién, y son considerados factores proinflamatorias fundamentales. Estas
sustancias se unen a receptores especificos de la membrana celular y
desencadenar cascadas de sefializaciones que culminan con el aumento de la
permeabilidad vascular, la quimiotaxis de neutrdéfilos, la estimulacién de la
contraccion del masculo liso, el aumento de la actividad enzimética, ademas de
provocar dolor y mediar el dafio oxidativo. Algunos ejemplos de los mediadores
de la inflamacion son: el o6xido nitrico (NO), las prostaglandinas (PG),
leucotrienos (LK), aminas vasoactivas (histamina, serotonina) y citocinas (IL-1,
IL6, TNF-a) (Tabla 1) (Iwalewa E, 2007; Coleman J, 2002).

La inflamacion puede ser dividida en inflamacién aguda y cronica. La
inflamacion aguda es la respuesta inmediata que se produce frente al agente
lesivo (bacterias, virus, parasitos) y suele ser de corta duracion. Esta
respuesta se caracteriza por la exudacion de proteinas plasmaticas y la
migracion de los leucocitos, especialmente neutréfilos, hasta la zona de la
lesion. La inflamacion crénica es de mayor duracion y se caracteriza
histologicamente por la presencia de linfocitos y macrofagos, dando lugar a

fibrosis y necrosis de los tejidos, ademas de la proliferacion de vasos
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sanguineos. Esta condicion favorece el desarrollo de diversas enfermedades
degenerativas como la artritis reumatoide, la aterosclerosis, la insuficiencia
cardiaca congestiva, la diabetes mellitas, la enfermedad de Alzheimer, la
esclerosis multiple, entre otras tantas (Iwalewa E, 2007; Dalgleish A, 2002).

Tabla 1. Acciones de los Mediadores de la Inflamacion.

Acciones de los Mediadores de la Inflamacion

Vasodilatacion 1 Permeabilidad Vascular
Prostaglandinas Aminas vasoactivas
Oxido nitrico C3ay Cba

Leucotrienos
PAF
Sustancia P

Qumiotaxis, Activacion de Leucocitos Lesion tisular

Cba Enzimas lisosomales
Leucotrieno B4 Metabolitos del oxigeno
Quimiocinas Oxido nitrico
Productos bacterianos

Dolor Fiebre
Prostaglandinas IL-1, IL-6, TNF
Bradicinina Prostaglandinas

(lwalewa E, 2007; Okamoto T, 2004; Colin D, 2003; Nakamura Y, 2003; Paterson H, 2003;
Saklatvala J, 2003; Coleman J, 2002; O’Byrne K, 2001).

A esta enfermedades se le ha vinculado a una mayor expresion de mediadores
proinflamatorios, debido a la activacion de NFkB, como IL-1, IL-6, TNF-q,
NADPH oxidasa, fosfolipasa A2, COX1 y -2, LOX-5, mieloperoxidasa, iNOS, los
cuales pueden conducir a ciertas enfermedades degenerativas (lwalewa E,
2007).

2. INFLAMACION Y TEJIDO NEURAL

La inflamacion cronica y persistente favorece el desarrollo de las enfermedades
neurodegenerativas (EN).
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Las EN son enfermedades crénicas y progresivas que se caracterizan
por una disminuciéon en el nimero de células en determinadas poblaciones
neuronales y de procesos inflamatorios, que provocan los trastornos asociados
a cada enfermedad. Las EN constituyen un problema de salud publica a nivel
mundial y representan un grupo de padecimientos con importantes
repercusiones sociales y econdémicas. Es evidente el alto costo econdémico
relacionado con los medicamentos, los cuidados y la atencion médica a largo
plazo, asi como el fuerte impacto que causan en las familias (Citron M, 2010;
Corona T, 2002).

Dentro de las enfermedades neurodegenerativas destacan la
enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la Esclerosis
Multiple (EM) y la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) (Jordan J, 2003; Segura
T, 2003). El mayor factor de riesgo para desarrollar las enfermedades
neurodegenerativas es la edad avanzada. De esta manera, se sabe que la
prevalencia de estas enfermedades aumenta conforme incrementa la edad
(Citron M, 2010; Aarli J, 2006, Chiappelli, 2006). Mas de 25 millones de
personas en el mundo padecen estas enfermedades. Hoy en dia, en los
Estados Unidos de Norteamérica,5.3 millones de personas padecen la
enfermedad de Alzheimer; 1 millon de Parkinson; 400.000 de Esclerosis
Multiple; 30.000 de Esclerosis Lateral Amiotrofica, y 30.000 de la Enfermedad
de Huntington (Tabla 2) (Citron M, 2010; Harvard, 2009; Tweedie, 2009; Aarli J,
2006).

El impacto socioecondmico mundial de las EN es enorme, pero dificil de
cuantificar con exactitud. El costo mundial total anual ha sido estimado y
excede los $200 billones de délares. Tan solo el costo total anual de la EA en
los Estados Unidos de Norteamérica se estima que es de $148 billones de
ddlares (Citron M, 2010; Chiappelli F, 2006).

El panorama en México no deja de ser preocupante teniendo en cuenta
la pobreza de nuestra poblacion y la perspectiva de que las tasas de demencia

aumenten a medida que se incremente la proporcién de ancianos. Nuestro pais
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registra un rapido avance de las enfermedades neurodegenerativas, sin
embargo, México no cuenta con datos exactos acerca de su prevalencia. El
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia ha realizado estimaciones
acerca de la prevalencia de estas enfermedades, las cuales concuerdan con
las cifras que se manejan a nivel mundial, de esta manera, la prevalencia de la
enfermedad de Alzheimer, pudiera ser del 5 -10 % en personas de 60 a 65
afos; y del 40 - 50 % en quienes estan entre los 80 y 90 afios (Corona T,
2002).

Tabla 2. Enfermedades Neurodegenerativas: Prevalencia, manifestaciones clinicas y

fisiopatoldgicas.

Enfermedad Prevalencia Pérdida Manifestaciones Inflamacién
(US) Neuronal Clinicas
Enfermedad de Alzheimer (EA) 5 millones + v Memoria 'y lenguaje. +
\I’Capacidades intelectuales. +
Enfermedad de Parkinson (EP) 1 millén + Movimientos irregulares
einvoluntarios en

extremidades.

Debilidad, inestabilidad de
Esclerosis Mdltiple (EM) 400.000 + extremidades. Parestesia
espastica.

Paralisis de los musculos del
Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) 30.000 + habla, la deglucion vy

larespiracion .

Movimientos irregulares
Enfermedad de Huntington (EH) 30.000 + einvoluntarios de los
musculosde la cara.

La + representa la presencia de la caracteristica correspondiente en la tabla (Min S, 2009;
Harvard, 2009; Tweedie, 2009; Aarli J, 2006; Griffin W, 2006; Chiappelli F, 2006; Dos Santo L,
2006; Joshi H, 2006; Jordan J, 2003).

De manera particular, en la EA se ha observado una deplecién en
neuronas colinérgicas del hipocampo, amigdala y corteza. Esta pérdida
neuronal progresiva se refleja en la aparicion de disfunciones tales como
alteraciones en los procesos de memoria y lenguaje, alteraciones de la
personalidad y cambios conductuales (McNaull B, 2009; Min S, 2009; Tweedie
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D, 2009; Chiappelli F, 2006; Dos Santo L, 2006; Griffin W, 2006; Joshi H, 2006;
Jordan J, 2003; Segura T, 2003). La pérdida cognitiva e intelectual asociadas a
la EA esta acompafada de cambios estructurales en el tejido neural, los cuales
incluyen la formacion placas seniles compuestas de depdsitos de B-amilode y
marafas neurofibrilares constituidas por la acumulacion anormal de la proteina
tau (1), lesiones caracteristicas de esta enfermedad. Estos cambios son los
responsables directos del dafio neural y de la pérdida progresiva de la
capacidad de razonar, recordar, imaginar o aprender; de la demencia que
caracteriza clinicamente a la EA, la cual a su vez, es la responsable de que
estos pacientes requieran de cuidados y atencion médica a largo plazo. La
formacion de estas placas y redes esta asociada a procesos inflamatorios
(Citron M, 2010; McNaull B, 2009; Chiappelli F, 2006; Griffin W, 2006; Jordan J,
2003; Segura T, 2003; Peinado M, 2000).

Por su parte, en la EP se observa una deplecion de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra y ganglios basales. Esta EN se
caracteriza por la presencia de sintomas motores que incluyen temblor fino,
rigidez y bradicinesia, asi como una disminucion en la expresion facial
(McClaina J, 2009; Jordan J, 2003; Corona T, 2002).

En cuanto a la ELA, la disminucion observada es en la poblacién de
motoneuronas, lo cual da lugar a debilidad progresiva y a la pardlisis de los
musculos que intervienen en la movilidad, el habla, la deglucion y la respiracion
(Jordan J, 2003; Segura T).

La neuroinflamacion debida a la sobreexpresion de mediadores de la
inflamacion esta asociada a diversas alteraciones de la conducta. En la EA, el
incremento en la expresion de interleucina 1(IL-1) esta directamente
relacionada con la formacién y progresion de las placas neuriticas y con una
sobreexpresion de acetilcolinesterasa en el tejido neural. Mas audn, la
sobreexpresion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina 13 (IL-18)
y de la interleucina 6 (IL-6) estimulan la produccion de B-amilode, lo cual es

crucial en la neurodegeneracion en la EA. Por lo anterior podemos afirmar que
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la neuroinflamacion juega un papel primordial en la patogénesis y progresion
de la EA. Dicha neuroinflamacion se caracteriza por la presencia de células
activadas de la microglia (Min S, 2009; Tweedie D, 2009; Griffin W, 2006). Las
células gliales median la respuesta inmune innata en el Sistema Nervioso
Central (SNC). Cuando se activan, los astrocitos y la microglia producen
diversas moléculas proinflamatorias, incluyendo citocinas, factores de
crecimiento, moléculas del sistema del complemento y moléculas de adhesion.
De particular interés en la EA son la citosina S10083, la cual es producida
principalmente por astrocitos, y la interleucina 1 (IL-1), la cual es producida por
la activacion de la microglia (Tweedie D, 2009; Iwalewa E, 2007; Griffin W,
2006).

La IL-1 juega un papel central en la patogénesis de la EA y sobre la
cascada de eventos que caracterizan los procesos inflamatorios implicados en
esta EN. La neuropatologia de la EA incluye la formacion de placas amiloides,
degeneracion neurofibrilar, alteracion y pérdida sindptica y neuronal,
disminucién en la concentracion de neurotransmisores, y activacion de células
gliales con expresion de citocinas proinflamatorias. La IL-1 regula aspectos
moleculares de cada uno de estos eventos: expresion y procesamiento de la
Proteina Precursora B-amilode (B-APP) en neuronas, lo cual favorece la
formacion y desarrollo de las placas amiloides; la fosforilacion de 1 (tau), lo cual
favorece la degeneracion neurofibrilar; aumenta la produccion y actividad de
acetilcolinesterasa (AChE), la enzima responsable de hidrolizar la acetilcolina,
un importante neurotransmisor en el aprendizaje y la memoria; disminucion de
la produccién de la sinaptofisina y aumento en la produccién de Oxido Nitrico
Sintasa inducible (iNOS), la cual favorece la muerte celular; y la activacion de
astrocitos con sobrexpresion de S100 B, la cual causa el desarrollo de neuritis e

incrementa el flujo de calcio (un acontecimiento mortal) en las neuronas.

Cada uno de estos procesos regulados por la IL-1 resulta en estrés
celular y dafio neuronal, lo cual alternadamente potencia la activacion y
sobrexpresion de mas IL-1. El resultado es un ciclo autopropagado, un circulo
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vicioso de sobre expresion de IL-1, estrés neuronal, disfuncion y muerte (Figura
1) (Tweedie D, 2009; Iwalewa E, 2007; Griffin W, 2006).

Microglial activation

o

-P
APP ApoE
Astrocyte mRNA
activation Tangles

N S-Ti '/B-APP

Microglial
activation

Neurite  g.amyioid
growth plaques

Neuronal injury

Figura 1. El papel de la Interleucina 1 (IL-1) en la EA. La IL-1 juega un papel central en la
patogénesis de la EA y sobre la cascada de eventos que caracterizan los procesosinflamatorios
implicados en esta EN los cuales resultan en estrés o dafio neuronal (Tweedie D, 2009;
Iwalewa E, 2007; Griffin W, 2006).

3. MODELOS DE NEUROINFLAMACION

La aplicacion de lipopolisacarido (LPS) para desencadenar una
respuesta inmune se encuentra ampliamente reportada en la literatura, tanto en
modelos in vitro como in vivo (McClaina J, 2009; Min S, 2009; Sumi N, 2009;
Tweedie D, 2009; Jang S, 2008; Huang Y, 2008; Yin W, 2007; Chun S, 2006;
Felts P, 2005; Rosi S, 2005). Las vias de administracibn mas utilizadas en los
modelos in vivo son la intra peritoneal, intraespinal, o las aplicaciones directas
en sustancia nigra y cuarto ventriculo (McClaina J, 2009; Min S, 2009; Felts P,
2005; Rosi S, 2005).
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El LPS es un polimero de &cidos grasos y polisacaridos presente en la
capa externa de bacterias Gram (-) y es el responsable de desencadena la
respuesta inmune. El LPS estimula la produccion central y periférica de
diversos mediadoras de la inflamacion, principalmente IL-1, IL-6 y TNF-q,
reproduciendo de esta manera un modelo de neuroinflamacién inducida
(McClaina J, 2009; Sumi N, 2009; lwalewa E, 2007).

La aplicacion de LPS provoca una respuesta de postracion caracterizada
por cambios conductuales, disminucion en la ingesta de alimentos y aumento
de la temperatura corporal. Esta respuesta es atribuida a la produccion y efecto
de las citocinas proinflamatorias (Huang Y, 2008; Dantzer R, 2007; Kelley K,
2003).

El LPS se une de manera especifica al receptor transmembranal tipo Toll
4 (TLR4), presente en las células inmunes, mediante la formacion del complejo
LPS-proteina de unién a LPS (LPS-LBP). Esta unién produce una cascada de
sefalizacion en macréfagos y otras células inmunoldgicas que conducen a la
activaciéon del factor nuclear kappa B (NFkB), con la consecuente produccién
de citocinas proinflamatorias (BartfaiT, 2010; BlatteisC, 2005; BoulantJ, 2000).

NF-kB regula distintas funciones celulares como la respuesta
inflamatoria y la respuesta inmune, asi como el crecimiento y desarrollo celular.
En el caso de la respuesta inflamatoria, el incremento en la expresion de
citocinas proinflamatorias induce la activacion de NF-kB bajo un mecanismo
autocrino o paracrino (Bartfai T, 2010; Iwalewa E, 2007; BlatteisC, 2005;
BoulantJ, 2000).

Normalmente NF-kB se encuentra en el citoplasma celular de manera
inactiva, formando un complejo con la proteina inhibidora IkB, lo cual evita que
NF-kB se trasloque al nacleo y se transcriban genes relacionados a larespuesta
inflamatoria. Sin embargo, cuando se administra LPS, NF-kB se activa
mediante la fosforilacibon de la proteina IkB, lal cual es degradada y
posteriormente NF-kB se trasloca al nucleo y se une al ADN, activando de esta
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manera la transcripcion de genes, incluyendo citocinas proinflamatorias,
guimiocinas, moléculas de adhesion, fosfolipidos A2, lipoxigenasa, COX-2,

INOS, y mieloperoxidasa (Figura 2) (Iwalewa E, 2007).

La activacion anormal de la via NF-kB esta presente en las diferentes

enfermedades neurodegenerativas (lwalewa E, 2007).

LPS
TLR4 \
cD14
-
Cell membrane M
TIRAK CRAK

?g radation

® o
\ sy 0
Cytokine production

\ Nuclear membrane

B .4?"'.!/ I !f‘i.ﬁl-!)’-.-.(?'i'.o.")'*:.-.‘,'y'

N
ot

Figura 2. Via de activacion de NF-kB.Diversos estimulos pueden provocar la fosforilacion de
IkB, el cual se degrada y el NF-kB asociado con este complejo es liberado y traslocado al
nucleo, en donde se une a regiones promotoras de genes para modular su expresion (lwalewa
E, 2007).
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4. PLANTAS MEDICINALES

En la farmacologia se encuentra presente la blsqueda de nuevos
principios activos que interfieran con los procesos neurodegenerativos
enfocandose en prevenir, retardar o paliar la aparicion de sintomas, asi como
también se avoca al estudio de los procesos de muerte neuronal y a la
basqueda de farmacos que modulen las rutas moleculares y celulares
implicadas en estos procesos (Jordan J, 2003; Segura T, 2003). Desde la
antigledad hasta nuestros dias, numerosas plantas medicinales se han
empleado tradicionalmente para tratar las EN y del SNC. Algunos ejemplos de
ellas son: Acacia sieberiana, Sclerocarya birrea, Cyrtanthus, suaveolens,
Gethyllis ciliaris, Heteromorpha trifoliata, Ginkgo biloba, Withania somnifera,
Semicarpus anacardium, Vitis vinifera, Gmeliana arborea, Cymbopogon citraus,
Curcuma zedoary, Indigofera tinctria, Dysoxylum binectrariferum, Salvia
officinalis, Oroxylum indicum, Hypericum perforatum L, Hibiscus sabdariffa L,
entre otras (Aggarwal B, 2006; Borras, 2001; Mans D, 2000; Dos Santos L,
2006; Joshi H, 2006; Chiappelli F, 2006; Seo T, 2009).

En cuanto a los mecanismos de accién se sabe que estas plantas
contienen metabolitos con actividad antioxidante y antiinflamatoria entre los que
se encuentran: fenoles, flavonoides y esteroles, carbohidratos y proteinas
(lectinas) (Tabla 3) (Fernandez F, 2003; Dos Santos L, 2006; Saad B, 2006).

Los fenoles pueden reducir la formacion de importantes mediadores de
la inflamacién ya que inhiben a la cicloxigenasa 1 (Cox-1) y a la cicloxigenasa 2
(Cox-2), inhiben la 5-lipoxigenasa (5-LOX) y la formacion de 6xido nitrico (NO).
Los fenoles ademas pueden tener efecto analgésico debido a que muchos de
estos compuestos pueden inhibir la sintesis de prostaglandinas. Dentro de las
estructuras mas representativas estan: pirogalol, eugenol y los acidos cafeico,
cumarico, ferulico, clorogénico, iringico, vainillinico, gentisico vy

protoocatequinico (Fernandez F, 2003).
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En cuanto a los flavonoides se sabe que existen 13 subclases de
flavonoides con un total de mas de 5,000 compuestos, 10 de ellos presentan un
esqueleto hidrocarbonado del tipo C6-C3-C6 (difenil-propano) derivado del
acido shiquimico y de 3 restos de acetato. Esta estructura quimica es
especialmente adecuada para ejercer una accion antioxidante actuando como
captores de radicales libres neutralizando peligrosas especies reactivas de
oxigeno e iones metélicos quelantes. Ademas pueden inhibir a las oxidasas y
aumentar la disponibilidad de antioxidantes enddgenos, asi como la actividad
de enzimas antioxidantes y, al mismo tiempo son capaces de inhibir enzimas
involucradas en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO). Gran
parte del estudio de las propiedades antioxidantes y antiinflamatotias de las
plantas medicinales se han centrado en los flavonoides. Ejemplos de estos
compuestos son: quercetina, genisteina, apigenina, kanferol, biochanina,
formononetina, luteolina, hipolaetina, delfinidina, miricetina, rutina, miricetina 1
ramnosido, astilbina, hispidulina, escutellareina (Fernandez F, 2003; Pérez G,
2003).

Los esteroles, por su parte, incrementan la produccién de
corticoesteroides y retardan su degradacion. Los mas abundantes son f

sitosterol, estigmasterol y campesterol (Fernandez F, 2003).

Tabla 3. Composicion Quimica de los Metabolitos de las Plantas Medicinales.

Metabolitos con actividad antioxidante y antiinflamatoria

Fenoles Flavonoides Esteroles Carbohidratos Proteinas
(Lectinas)

(Fernandez F, 2003; Dos Santos L, 2006; Saad B, 2006).
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5. HIBISCUS SABDARIFFA L

Hibiscus sabdariffa L (jamaica) es un arbusto anual nativo de Africa e
intensamente cultivado en las regiones tropicales y subtropicales de la India,
Tailandia, Senegal, Egipto, Estados Unidos, Panama y México. La planta de
jamaica mide aproximadamente 2.5 metros de altura; su tallo es rojo, cilindrico,
liso y suave. Sus hojas son verdes y se observan en ellas venas de color rojo
gue pueden ser largas o cortas, crecen de manera alterna'y miden de 7.5 al12.5
centimetros de longitud. Las hojas de la parte baja pueden contener de tres a
siete lI6bulos con margenes dentados. Las flores aparecen individualmente en
las axilas de las hojas y miden aproximadamente 12.5 centimetros de ancho;
son amarillas, con un centro de color rosa a marrén, y cambian a rosado al final
del dia, cuando se marchitan. El céliz, de 3.2 a5.7 centimetros de longitud, es
tipicamente rojo y consiste de cinco largos sépalos con un collar (épicaliz) y de
ocho a doce hojas delgadas de 3.2 a5.7 centimetros dispuestas alrededor de la
base. La capsula es verde cuando esta inmadura y tiene cinco véalvulas. Cada
valvula contiene de tres a cuatro semillas afelpadas de color ligeramente café y

en forma de rifidn que miden de 3 a5 milimetros de longitud.

El analisis fitoquimico de la jamaica ha revelado la presencia de
fitosteroles, ademas de flavonoides, saponinas y otros glucésidos, ademas de
carbohidratos, acido ascoérbico y una mezcla de acido citrico y malico. La
jamaica contiene dos pigmentos coloridos: la hibiscina y la gosipitina, que se
usan como base natural de jarabes y licores coloridos. Se han identificado los
pigmentos extraidos de las flores, como la hibiscina, gosipetrina, quercetina,
mirecetina, hibiscetina, hibiscetrina y sabedaretina. Los principales pigmentos
de esta planta son las antocianinas: la cianidina-3-glucésido y la delfinidina- 3-
glucosido, que tienen propiedades antioxidantes y que no presentan actividad
téxica ni mutagénica. Se ha demostrado que los compuestos fendlicos (como el
acido procatecuico) tienen fuertes propiedades antioxidantes, mientras que el
acido hibisco manifiesta una elevada actividad inhibitoria sobre ciertas enzimas
pancreaticas (Essa M, 2007; Carvajal O, 2006; Joshi H, 2006). Ademas de
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estos compuestos, se ha aislado la lectina de jamaica (HSL), la cual tiene un
peso molecular (PM) de 32,500 D, un punto isoeléctrico (pl) de 6.85, es
termoestable de 4 a80°C y en un intervalo de pH de 6 a 8. Presenta
especificidad para carbohidratos
Gal>GalNac>Glu>GluNac>Lac>Rib>Fuc>Man>Sac>Xyl, independientemente

de iones divalentes (Martinez J y Fenton B, 2008).

Los extractos de las flores de jamaica se emplean como colorantes
naturales para los alimentos, en emulsiones para las bebidas y en la
preparacion de mermeladas y gelatinas de color rojo brillante y placentero con
un sabor &cido. Las semillas constituyen una fuente excelente de aceite de
cocina. Los tallos tiernos, hojas y célices se usan en la preparacién de sopas y
salsas. Los calices se ocupan en preparados que se consumen como sustitutos
de la carne. La coccion de las flores también se usa como un sustituto del té o

el café por personas que sufren de problemas de salud.

En la medicina tradicional, debido a sus propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, se ha empleado en la terapia de enfermedades cardiacas,
como la hipertension arterial sistémica; en enfermedades neuroldgicas, como la
enfermedad de Alzheimer y la depresién; en enfermedades hepaticas; ademas
de su uso como antipirético (Essa M, 2007; Carvajal O, 2006; Joshi H, 2006).

Existe evidencia cientifica de las acciones farmacol6gicas que presenta
Hibiscus sabdariffa L, tales como antiinflamatorio, anti-amnésico, antioxidante,
antihipertensivo, diurético, antipirético, anti-hiperamonémico, ademas de exhibir
un efecto nootrépico. EI mecanismo de accion de sus flavonoides es el
secuestro de radicales libres (RL) y la inhibicion de enzimas involucradas en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO). Por otro lado, el
mecanismo de accion antiinflamatorio de las lectinas presentes en la jamaica
es mediante la modulacion de la migracion de neutréfilos y monocitos ademas
de inhibir la accidén de la enzima acetilcolinesterasa y de esta manera modular

las concentraciones de acetilcolina (Essa M, 2007; Joshi H, 2006).
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En nuestro laboratorio se ha estudiado el efecto antipirético de la
jamaica en un modelo de pirexia inducida en ratas. La jamaica fue administrada
por via oral y la pirexia fue inducida por levadura de cerveza. Los resultados
sugieren que tanto el extracto crudo, la fraccion proteica rica en lectinas y los
pigmentos presentan una actividad antipirética, probablemente via IL-6
(Velazquez M y Fenton N, 2010).

6. LECTINAS

Las lectinas son un grupo de proteinas de origen no inmune que
comparten la propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a los
carbohidratos de la superficie celular, ya sean libres o que formen parte de
estructuras mas complejas (Figura 3) (Assreuy A, 1997; Castillo A, 2005;
Galleg del Sol F, 2006; Sharon N, 2004; Sharon, 2006).

En 1888, Hermann Stillmark describié la existencia, en extractos de
semilla de ricino (Ricinos communis), de una proteina que aglutinaba
eritrocitos. Se trataba de la ricina. Este hallazgo representé un hito para la
biologia. Demostraba que la toxicidad de las semillas se debia a la presencia
de un factor proteico aglutinante de eritrocitos. Mas tarde se describieron
proteinas similares en semillas y cortezas de otras euforbidceas (Sharon N,
2007; Galleg del Sol F, 2006; Castillo A, 2005).

M. Elfstand introdujo, en 1898, el término hemaglutininas para designar a
este grupo de proteinas hemaglutinantes. James B. Summer, en 1919,
establecieron que la hemaglutinacion causada por la Concanavalina A (Con A),
aislada de la semilla de Canavaliaensiformes, podia inhibirse mediante
sacarosa. El hallazgo evidencio que la hemaglutinacion resultaba de la unién
especifica de Con A con azucares de la superficie de eritrocitos vecinos,
poniendo de manifiesto la especificidad de las lectinas a los carbohidratos
(Sharon N, 2007; Gallego del Sol F, 2006; Castillo A, 2005).
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Figura 3.Interacciones lectina-carbohidratos en la superficie celular. Las lectinas sirven
como medio de unién de diferentes tipos celulares. En algunos casos, las lectinas se unen a
glicoproteinas particulares de la superficie celular, en otros casos, las glicoproteinas de la
superficie celular sirven como sitios de uniéon de moléculas biolégicamente activas (N Sharon,
2004).

Desde los afios cincuenta hasta nuestros dias, se han venido
identificando cientos de lectinas distribuidas en la naturaleza, en diferentes
organismos como Vvirus, microorganismos, hongos, animales y plantas (Tabla
4). Estas proteinas presentan, entre otros caracteres comunes, un dominio de
reconocimiento a carbohidratos (CRD) (Sharon N, 2007; Gallego del Sol F,
2006; Castillo A, 2005).

En las plantas, la mayoria de estas moléculas estan presentes en los
cotiledones y endospermos de las semillas y constituyen de 2 a 10% del total
de proteina de éstas. Se sugiere que dentro de la planta, estas proteinas
pueden tener diferentes funciones como son: regulacion fisiolégica, defensa
mecanica contra el ataque de microorganismos, almacenamiento de proteinas,

transporte de carbohidratos, estimulacion mitogénica, reconocimiento de las
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bacterias fijadoras de nitrogeno del género Rhizobium, y algunas mas (Sharon
N, 2007; Gallego del Sol F, 2006; Castillo A, 2005).

Se sabe que las lectinas del cacahuate (PNA) y las del germen del trigo
(WGA) son transportadas por transcitosis y son absorbidas por los entericitos
y las células M en el intestino humano. Asi mismo, son capaces de atravesar
la barrera hematoencefélica (BHE) por transcitosis via caveolas. Las caveolas
transportan de manera selectiva proteinas desde el lado luminar de las células
endoteliales hacia el compartimento intersticial para la posterior absorcion de
los tejidos subyacentes (Figura 4) (Gullberg E, 2005; Tuma P, 2003).

Tabla 4. Clasificacién de las Lectinas de acuerdo a su Origen.

Virus

Micro :
organismos Bacterias
Farasitos

Leguminosas
. Vegetales
Lectinas

Cereales

Galectinas

Lectinas-P
.
. Selectinas
Lectinas-1 EPyL
Lectinas-C Colectinas
Lectinas
endociticas

(Sharon N, 2007; Gallego del Sol F, 2006; Castillo A, 2005)

Diferentes procesos bioldgicos requieren del reconocimiento de
carbohidratos como la adhesion y reconocimiento celular, regulacion del
crecimiento celular, inflamacién, inmunomodulacién, apoptosis y metastasis. De

esta manera las lectinas estan involucradas en diversos procesos tanto
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fisiologicos como fisiopatoldgicos (Sharon, 2007; Gallego del Sol F, 2006;
Sharon N, 2004; Gabius H, 2001; Rabinovich G, 1999).

Las lectinas presentes en el SNC son las lectinas tipo C como siglec,
galectinas y sialoadhesinas, ademas de la moléculas asociadas a mielina tales
como nogo, glicoproteina asociadas a mielina (MAG), glicoproteina
oligodendrocitica de mielina (OMgp), proteina mielinica de la célula de
Schwann (SMP), semaforina 4D (Sema4D/CD) y proteoglicano de condroitin
sulfato (CSPG), entre otras (Seo T, 2009; Collins B, 1999; Mcintyre L, 1997).
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Figura 4. Transcitosis en células M. Células M con linfocitos residentes en el espacio
intraepitelial, rodeadas de entericitos absortivos. (Tuma P, 2003).

Las funciones en las que estan implicadas las lectinas en el SNC son
diversas y comprenden la modulacién de la morfologia y crecimiento neural;
regeneracion axonal; marcaje celular tales como microglia en tallo cerebral y
otras estructuras del SNC; marcaje de las vias neuronales que siguen las
diferentes sustancias que son administradas en el SNC y el tipo celular que las
absorbe; ademas de participar en la modulacién de los procesos inflamatorios
(Fendrick S, 2007; Cheunsuang O, 2006; Kalovidouris S, 2005; Saganova K,
2004).
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7. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LAS LECTINAS

Diversos estudios se han realizado para estudiar los mecanismos de
accion de las lectinas en los procesos inflamatorios. Una de las vias en las que
las lectinas modulan estos procesos es mediante la inhibicion de la migracion

de neutrdfilos por parte de lectinas especificas a glucosa-manosa.

Esta actividad antiinflamatoria implica una competencia entre las lectinas
y las selectinas por un ligando-carbohidrato comun presente en los leucocitos
y/o en las membranas de las células endoteliales (Assreuy A, 1997). Lectinas
tipo C-galactosa especificas (MGL/CD301) inducen la produccién de
Interleucina 10 (IL-10) por parte de macréfagos ante la invasién bacteriana
(Saba K, 2009). Se ha estudiado a las galectinas y su funcibn como
moduladoras de la respuesta inmune innata asi como su papel en la migracion
de eosindfilos durante los procesos inflamatorios (Rabinovich G, 1999). Otros
estudios han demostrado que lectinas de muérdago galactosa-especifica tiene
propiedades inmunomoduladoras, lo cual se refleja por una regulacién en la
produccién de citocinas proinflamatorias, principalmente interleucina-1, -6, -10 y
-12, factor de necrosis tumoral a y factor estimulante de colonias granulocito-
macrofago. Asi mismo, se ha demostrado que la galectina-1 reduce los niveles
de interferon y y claramente incrementa la produccion de IL-5, ademas de
poseer actividad pro-apoptética. Por su parte, la galectina-3 reduce la

produccién de IL-5 y muestra resistencia a la apoptosis (Gabius H, 2001).

Méas aun, se sabe gque las lectinas a nivel molecular inhiben al factor
nuclear de transcripcion NFkB mediante dos vias diferentes: 1) via regulacién
de receptores tipo toll 2 (TLR-2), y2) via la activacion de la cinasa de serin
trionina Raf-1 (Tabla 5) (Kammanadiminti S, 2003; Gringhuis S, 2007).

En base a lo anterior, no cabe duda de que las lectinas tienen la
capacidad de inhibir/bloquear las actividades de los mediadores de la
inflamacion tales como leucocitos (basofilos, monocitos, neutrdéfilos, eosindfilos)
y plaquetas liberadoras de 5-HT, histamina, prostaglandinas (especialmente la
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ciclooxigenasa 1) y ROS. Por otro lado, favorecen la presencia de plaquetas,
linfocitos (células T, células B, macrofagos, células NK), que liberan mas
citocinas proinflamatorias como IL-1, 12, NFkB, TNF-a, IFN-y, COX-2, LOX,
NO, y ROS (Gabius H, 2001; Assreuy A, 1997; Saba K, 2009; Rabinovich G,
1999; Seo T, 2009).

Tabla 5. Actividad antiinflamatoria de las lectinas.

Participan en la modulacion de los procesos inflamatorios

g ™ g ™
Modulan
migracion .
. T . . Inhiben al factor nuclear de
Regulan la produccién de citocinas proinflamatorias de transcripcion NFKB
neutréfilos
eosinodfilos
\. J \.
r ™ g N
Factaor
IL-1,IL-5, IL - Factorde Estimulante Regulacion  de [l Activacion de la
g, IL-10 & IL- Mecrosis de Colonias Interferdny receptores  tipo [l cinasa de serin
12 Tumoral o Granulocito- toll 2 (TLR-2) trionina Raf-1
Macrafago
" y \ v

(Saba K, 2009; Gringhuis S, 2007; Kammanadiminti S, 2003; Gabius H, 2001; Rabinovich
G, 1999; Assreuy A, 1997).

.- JUSTIFICACION

Todos los reportes acerca de las propiedades antiinflamatorias de las
plantas medicinales se centran en el estudio de los flavonoides, a pesar de que
estas contienen otros metabolitos con acciones potencialmente terapéuticas,
como las lectinas. Por lo que en esta tesis se estudio el efecto antiinflamatorio
del extracto crudo de jamaica, la fraccion proteica de jamaica Yy la lectina de

jamaica (HSL).
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En la literatura se encuentra un solo reporte donde se investigoé la accion
de la administracion central de lectinas aisladas en ratones con el fin de
estudiar un efecto tipo antidepresivo en la prueba de nado forzado (FST). En
dicho estudio las lectinas administradas fueron las lectinas de las semillas de
Canavalia brasiliensis ConBr) y de Canavalia ensiformes (Concanavalina
A,ConA) (Barauna S, 2006).

Teniendo en cuenta la presencia de lectinas en el SNC, y los resultados
de los estudios previos de nuestro laboratorio en cuanto al efecto antipirético de
Hibiscus sabdariffa L, resulta importante el estudio de la administracion central
de lectinas para determinar su papel en la modulacion de la funcién del SNC vy,
de manera particular en ésta tesis, el efecto antiinflamatorio de la HSL en el

tejido neural.

V.- HIPOTESIS

e EIl extracto crudo, la fraccion proteica y la lectina de jamaica (HSL)
contenida en el extracto de Hibiscus sabdariffa L presentaran efecto

antiinflamatorio en tejido neural.

V.- OBJETIVO GENERAL

e Analizar el efecto antiinflamatorio del extracto crudo, de la fraccidn
proteica y de la lectina de Hibiscus sabdariffa L (HSL) en un modelo de

neuroinflamacion inducida por LPS.
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VI.- OBJETIVOS PARTICULARES

1) Establecer el modelo de neuroinflamacion inducida por LPS.

2) Evaluar el efecto del extracto crudo, la fraccion proteica y la lectina de
Hibiscus sabdariffa L sobre la respuesta de postracion (peso,

temperatura, locomocion).

3) Evaluar el efecto del LPS, el extracto crudo, la fraccidn proteica y la
lectina de Hibiscus sabdariffa L sobre las concentraciones de citocinas

circulantes.

4) Evaluar el efecto del LPS, el extracto crudo, la fraccion proteica y la
lectina de Hibiscus sabdariffa L sobre las neuronas que rodean al

ventriculo lateral, la corteza cerebral y el hipocampo.

Vil.- MATERIAL Y METODOS
Substancias.

Se emplearon las siguientes substancias a los largo de los experimentos

propuestos:

e LPS (Sigma: 055:B5): 5 ug ICV.

e Extracto Crudo de Hibiscus sabdariffa L (EC): Este extracto consiste de
la infusion de 1000 g de hojas de H. sabdariffa L en 1000 ml de agua
destilada. Se utilizé a una concentracion de 270 pg IP.
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e Fraccion Proteica de Hibiscus sabdariffa L (FP): Esta resulta de la
extraccion de proteinas purificadas y cuantificadas a partir del extracto

crudo. Se utilizé a una concentracion de 97 ug IP.

e Lectina Hibiscus sabdariffa L (HSL): La lectina se purifico a partir de la
fraccion proteica, y se utilizd a una concentracion del ug /5 pl ICV. Sus

caracteristicas fisicoquimicas son:

. PM de 32,500 D; pl: 6.85; termoestabilidad: 4 a 80°C, con

actividad (pH de 6 a8); especificidad para Galactésidos.
Animales.

Todo el manejo de los animales y los experimentos se realizaron de
acuerdo a lo establecido en la Ley General de Salud y en las Normas Oficiales
Mexicanas en materia de investigacion en animales de experimentacion.
Asimismo, se procurd6 minimizar el sufrimiento de los animales durante la

experimentacion.

e Ratas macho Sprague Dawley: 350-400 g, 18 semanas de edad.

e n =5 para cada grupo, utilizando un total de 51 ratas
Induccién de Neuroinflamacion

Se compararon dos estrategias: 1) tres aplicaciones
intracerebroventricular (ICV) de lipopolisacarido (LPS), 2) una sola aplicacion
ICV de LPS para generar neuroinflamacion inducida en ratas macho (Sprague
Dawley) de 16 semanas de edad (300 a 400g).

Cirugia Estereotaxica

Procedimiento: Se inserto la canula en el porta-canulas del estereotaxico

y se alined correctamente. Se anestesié al animal via IP con una mezcla de
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clorhidrato de ketamina (80 mg/kg) y clorhidrato de xylazina (6 mg/kg).Una vez
gue el anestésico produjo su efecto sobre el animal, se rasuré el area de
incisién correspondiente y se colocé al animal en el estereotaxico sujetandolo
por medio de los lapices en los canales auditivos, Yy se fijaron los dientes
superiores del animal a la parte frontal del estereotaxico, cerciorandose que
guedara la cabeza completamente inmoévil. Posteriormente se realizd una
incisiébn rostro-caudal del craneo, se localizO6 Bregma y se tomaron las
coordenadas correspondientes de antero-posterior, lateral y profundidad. Acto
seguido se ubicaron las coordenadas para el ventriculo cerebral lateral
derecho, siendo estas: 0.8 mm detras de bregma, y 1.6 mm lateral (Figura 5).
Se realiz6 una perforacion en las coordenadas indicadas y se realizaron dos
perforaciones mas, en las cuales se colocaron tornillos para darle mayor
estabilidad a la canula. Se implant6 la canula a -1.8 mm de profundidad y se fijo
al craneo utilizando cemento dental. Una vez seco el cemento, se retir¢ al
animal del estereotaxico y se coloco en una caja individual. Se procuré en todo
momento que el dolor o malestar de los animales operados se redujera al

minimo. Se dej6 recuperar a los animales 7 dias.
Manipulacion.

Durante los dias de recuperacion, los animales se manipularon con el
objeto que se fueran adaptando a las manos del experimentador y asi, tratar de
disminuir su estrés el dia de experimentacién. Durante este procedimiento fue
necesario revisar y limpiar los mandriles que estan insertados en las canulas,

cerciorandonos de que estas no se encontraran tapadas.
Aplicacion intracerebroventricular (ICV) de LPS.

Se inyect6 LPS (5 ug/ul, Sigma serotype 0127:B8) al ventriculo lateral
cerebral, debajo de la duramadre mediante una canula de 25G vy tuberia de
polietileno acoplados a una jeringa Hamilton de 10ul, a una profundidad de 4.5

mm debajo del craneo. El flujo se mantuvo constante a una velocidad
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aproximada de (1ul/min). En el modelo de tres aplicaciones ICV de LPS, estas

se realizaron una por dia durante tres dias.
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Figura 5. Esquema de un corte coronal de cerebro de rata. Se destaca en rojo la ubicacion
dela implantacion de la canula (Esquema modificado de Paxinos G, 2001).

Medicion de Peso y Temperatura.

Se obtuvo el peso del animal y se midio la temperatura rectal a la hora 0,
y alas 2,4 y 6 horas posteriores a la aplicacion de LPS. En el caso del modelo
de tres aplicaciones ICV de LPS, estas se realizaron los tres dias a las mismas
horas (0, 2, 4 y 6 h). Se obtuvo el peso diario y la temperatura rectal diaria los
dias posteriores a la aplicacion de LPS hasta el dia de perfusion.
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Campo Abierto.

La prueba de campo abierto se realizdé una hora posterior a la aplicacion
ICV de LPS. Esta prueba consiste en poner al animal durante 5 minutos en una
arena rectangular, dividida con una cuadricula en nueve areas que
corresponden a las esquinas (4), laterales (4) y al centro. Dicha arena cuenta
con paredes en sus cuatro caras. Lo que se evalla en esta prueba es la
capacidad de locomocion que presentan los animales tratados con LPS con
respecto de los animales vehiculo. Las cuantificaciones que se realizan son: el
tiempo total que pasan en cada una de las areas de la arena y el nimero de
cruces que realizan hacia cada uno de los cuadrantes de la misma. En el caso
del modelo de tres aplicaciones ICV de LPS, esta prueba se realizé una hora

posterior a la primera aplicacién de LPS.

Esa.

Figura 6. Laberinto de Campo Abierto. Arena rectangular que consta de cuatro zonas

laterales, cuatro esquinas y un centro.
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Muestra Sanguinea.

Se realiz6 una toma de muestra sanguinea a las 3 horas posteriores a la
aplicacion de LPS. La muestra de sangre se obtuvo de la cola del animal. Una
vez obtenidas todas las muestras de los animales, se centrifugaron las
muestras durante 10 minutos a 4000 RPM y una temperatura de 4°C. Se
obtuvieron alicuotas de 60 ul de plasma para posteriormente realizar ensayos

ELISA y de esta manera conocer las concentraciones de Interleucina 1 (IL-1)
Perfusion.

Los animales se anestesiaron profundamente con una sobredosis de
ketamina/xylazina. Posterior a la pérdida del reflejo corneal, se colocaron en el
sitio de cirugia. Se realiz6 una incision en el vientre del animal y se cortaron las
costillas lateralmente utilizando pinzas para sostener el tejido cortado y de esta
manera exponer el corazon. Se removid el tejido conectivo que rodea al
corazén. A continuacion se inserté una aguja y se asegurd en el ventriculo
izquierdo del animal. Se corto la auricula derecha con el fin de liberar la presion
en el corazén. Posteriormente se perfundié transcardialmente con solucion
salina al 0.9% seguida de una solucion de paraformaldehido al 4% en buffer de
fosfatos (0.1M). Una vez terminada la perfusién, se aislo el cerebro del craneo,
se post-fijan por 24 h y se crioprotegié en una solucién de sacarosa al 30% en
PBS.

Cortes, Tinciones y Andlisis Histopatolbgico.

Se realizaron cortes sagitales de 40 um utilizando un criostato. Para
realizar los cortes, se debe ajustarse la temperatura éptima en funcion de las
caracteristicas del tejido, -18°C. Se extrajo el cerebro del frasco con pinzas y se
enjuagdé con agua desionizada. A continuacion se cortdé y removio
cuidadosamente el cerebelo con una navaja y se coloco el cerebro en la platina
fijandolo con tissue teK. Se realizaron cortes sagitales de 40 um y una vez que
se identificoO la zona de interés, se montaron algunos cortes en laminillas
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previamente gelatinizadas y otros cortes se recolectaron en solucion
crioprotectora (25% glicerol, 25% etilenglicol en buffer de fosfatos 0.1M). Por

ultimo se almacenaron a 4°C hasta su procesamiento histologico.

El andlisis histopatologico para confirmar la lesion provocada por la
aplicacion ICV de LPS se realizd mediante microscopia, visualizando las
secciones sagitales tefiidas con tincion de Hematoxilina & Eosina, con una

distancia de 100 um entre las secciones.

La tincibn hematoxilina y eosina es uno de los métodos de tincién mas
utilizados en histologia. La hematoxilina tifie estructuras basoéfilas en tonos azul
y purpura, como los nucleos celulares; mientras que la eosina tifie estructuras
acidofilas en tonos de color rosa, como el citoplasma. El protocolo para esta
tincion sugiere que las muestras histologicas pasen por una serie de alcoholes
(100°. 95° y 70°). Posteriormente, estas son lavadas en agua para eliminar el
exceso de alcohol. Una vez realizado esto, las muestras son sumergidas en
hematoxilina por 10 minutos y luego se lavan en agua para eliminar el exceso
del colorante. Las muestras pasan rapidamente por alcohol acido vy
nuevamente son lavadas en agua. A continuacion, las muestras son
sumergidas en eosina durante 30 segundos. Al cabo de este tiempo, las
muestras pasan por otra serie de alcoholes, en orden creciente (70°, 95° y
100°) y finalmente se dejan en xilol durante 10 minutos, antes de realizar su

montaje final.
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e Andlisis histoldgico.
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Criostato Microscopia
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Cerebro Eosina

Disefio experimental

VIIl.- ANALISIS ESTADISTICO

Las pruebas t de Student y ANOVA de una via (prueba de Newman-
Keuls), fueron utilizadas para determinar la significancia estadistica entre los
valores de los grupos experimentales y control. Los datos se reportan como los
promedios + error estandar. Los datos obtenidos en la cuantificacion de la
ganancia o perdida de peso, la variacion de la temperatura, la conducta de
locomocion y los niveles de IL-1 se analizaron mediante la prueba t de Student.
Los datos obtenidos en la cuantificacion el infiltrado celular se analizaron
mediante la prueba de ANOVA de una via (prueba de Newman-Keuls). Los
datos se reportaron como los promedios de cada experimento I. Los valores de

P se consideraron significativos cuando fueron *< 0.05 y **< 0.01.
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IX.- RESULTADOS
Peso.

Se determind el porcentaje de ganancia o pérdida de peso con respecto al

peso inicial de cada uno de los grupos experimentales.

LPSICV

El grupo tratado con una sola aplicacion de LPS (5 pg/ul) mostré una
disminucion significativa (* P < 0.05) en el porcentaje de peso promedio (gr)
respecto del grupo vehiculo al dia 2 (Veh 99.59 + 1.58 Vs 93.09 + 1.98 LPS) y
dia 3 (Veh 103.25 + 1.65 Vs 94.43+ 2.32 LPS); asi como una disminucion
significativa (# P < 0.05) en el porcentaje de peso promedio respecto de su
peso inicial (gr) al dia 2 (% dia 2: 94.43+ 2.32) posterior a la aplicacion de LPS
(Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de ganancia o pérdida de peso tras una aplicacion de LPS ICV.
Prueba t de Student, significancia: * P < 0.05, # P < 0.05. * respecto del grupo vehiculo, #
respecto de su peso inicial. Dia 1: nVeh =4, n LPS =5; Dia 2: nVeh =3, nLPS =4.
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El grupo tratado con tres aplicaciones de LPS (5 pg/ul) mostré6 una
disminucién significativa en el porcentaje de peso promedio (gr) respecto del
grupo vehiculo al dia 2 (p < 0.01) dia 3 (p <0.05), dia4 (p <0.05),ydia7 (p <
0.05); asi como una disminucion significativa en el porcentaje de peso
promedio respecto de su peso inicial (gr) al dia 2 (## P <0.01) ydia3 (#P <
0.05) posteriores a la aplicacion de LPS (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de ganancia o pérdida de peso tras tres aplicaciones de LPS ICV.
Prueba t de Student, significancia: * P < 0.05, ** P < 0.01, # P < 0.05, ## P < 0.01. * respecto
del grupo vehiculo, # respecto de su peso inicial. Dia 2,3y 7: nVeh = 3, n LPS = 4; Dia4: n
Veh =2,nLPS =2.

LPSICV +ECIP

El grupo tratado con LPS (5 pg/ul) ICV + EC (1 ml/100g peso corporal)
IP no mostré diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
peso promedio (gr) respecto del grupo EC IP a lo largo del curso temporal; pero
si mostré una disminucion significativa en el porcentaje de peso promedio
respecto de su peso inicial (gr) al dia 2 (% dia 2: 93.38 + 1.61, # P < 0.01) y
dia 3 (% dia 3: 95.21 + 1.52 (# P < 0.05), posterior a la administracién de LPS
ICV+ EC IP (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de ganancia o pérdida de peso tras la aplicacién de LPS ICV + EC IP.
Prueba t de Student, significancia: # P < 0.05, ## P < 0.01. # respecto de su peso inicial. n EC
IP=6;nLPSICV+ECIP=6.

LPSICV + FP IP

El grupo tratado con LPS (5 pg/ul) ICV + FP (97 pg) IP no mostré
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de peso promedio
(gr) respecto de su grupo control respectivo (FP IP) a lo largo del curso
temporal, pero si mostré una disminucién significativa (# P < 0.05, ## P < 0.01)
en el porcentaje de peso promedio (gr) respecto de su peso inicial al dia 2 (%
dia 2: 94.38 + 0.90) y dia 3 (% dia 3: 95.79 + 0.70) posterior a la aplicacion de
LPS. Por otro lado, el grupo FP IP (97 pg peso corporal) mostré una
disminucién significativa (# P < 0.05) en el porcentaje de peso promedio (gr)

respecto de su peso inicial al dia 2 (% dia 2: 95.47 + 1.65) (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de ganancia o pérdida de peso tras la aplicacion de LPS ICV + FP
IP. Prueba t de Student, significancia: # P < 0.05, ## P < 0.01. # respecto de su peso inicial. n
FPIP=6;nLPSICV +FP IP =6.

HSL ICV

El grupo tratado con HSL (1.0 pg) ICV mostr6 una disminucion
significativa (* P < 0.05) en el porcentaje de peso promedio (gr) respecto del
grupo vehiculo al dia 3 (Veh ICV 103.25 + 1.65 Vs 95.44 + 1.73 HSL ICV); asi
como una disminucién significativa (# P < 0.05) en el porcentaje de peso
promedio (gr) respecto de su peso inicial al dia 2 posterior a la aplicacion de
HSL (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de ganancia o pérdida de peso tras la aplicacién de HSL ICV.
Prueba t de Student, significancia: * P < 0.05, # P < 0.05. * respecto del grupo vehiculo, #

respecto de su peso inicial. n Veh =5; n HSL = 5.

Temperatura.

Se determind la variacion de la temperatura corporal (deltas) respecto a la

temperatura inicial de cada uno de los grupos experimentales
LPS ICV

El grupo tratado con una sola aplicacion LPS ICV mostré6 un aumento
significativo (* P < 0.05) de temperatura (°C) respecto del grupo vehiculo a las 2
h (Veh 0.137 + 0.11 Vs 0.71 + 0.18 LPS); asi como un aumento significativo
respecto de su temperatura promedio inicial alas 2 (# P <0.01)y6 h (# P <

0.05) posteriores a la aplicacion de LPS (Figura 12).
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Figura 12. Variacién de la temperatura tras una aplicaciéon de LPS ICV. Prueba t de
Student, significancia: * P < 0.05, # P < 0.05, ## P < 0.01. * respecto del grupo vehiculo, #

respecto de su temperatura inicial. nVeh =8, n LPS = 9.

El grupo tratado con tres aplicaciones de LPS ICV mostré un aumento
significativo (* P < 0.05, * P < 0.01) de temperatura respecto del grupo
vehiculo alas 2 h (Vehi 0.137 + 0.11 Vs 0.71 + 0.18 LPS), 24 h (** P < 0.01)
(Vehi -0.13 + 0.08 Vs 0.4 + 0.09 LPS), 30 h (Veh 0.03 + 0.03 Vs 1.07 + 0.24
LPS), 52 h (Veh -0.16 + 0.12 Vs 0.92 + 0.29 LPS) y 72 h (Veh -0.35 + 0.05 Vs
0.35 + 0.05 LPS); asi como un aumento significativo (# P < 0.05, ## P < 0.01)
respecto de su temperatura promedio inicial (°C) a las 2 h (delta: 0.71 + 0.18,
## P < 0.01)), y a las 6 h (delta: 0.41 + 0.14), 24 h (delta: 0.4 + 0.09), 30 h
(delta: 1.07 + 0.24) y 54 h (delta: 0.92 + 0.27) posteriores a la aplicacion de
LPS (#P <0.05).0, 2,4y6 h (Figura 13).
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Figura 13. Variacion de la temperatura tras tres aplicaciones de LPS ICV. Prueba t de
Student, significancia: * P < 0.05, ** P < 0.01; # P < 0.05, ## P < 0.01. * respecto del grupo
vehiculo, # respecto de su temperatura inicial. n Veh = 8, n LPS = 9; 24, 28, 30, 48,52y 54 h: n
Veh=3,nLPS=4;72h:nVeh=2,nLPS =2.

LPSICV +ECIP

El grupo tratado con LPS ICV + EC IP no mostré diferencias
estadisticamente significativas de temperatura (°C) respecto del grupo EC IP a
lo largo del curso temporal posteriores a la aplicacion de LPS ICV + EC IP. Sin
embargo, el grupo EC IP mostré una disminucion significativa (# P < 0.05, ## P
< 0.01) respecto de su temperatura inicial alas 2 h (delta: -1.11 + 0.34)y 6 h
(delta: -0.28 + 0.104) posteriores a la aplicacion de Veh ICV + EC IP (Figura
14).
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Figura 14. Variacion de la temperatura tras la aplicacion de LPS ICV + EC IP. Prueba t de
Student, significancia: # P < 0.05. # respecto de su temperatura inicial. n Veh ICV + EC IP = 6,
nLPSICV + ECIP = 6.

LPSICV +FP IP

El grupo tratado con LPS ICV + FP IP no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas de temperatura respecto del grupo FP IP a lo
largo del curso temporal posteriores a la aplicacion de LPS ICV + EC IP. Sin
embargo, si mostro un aumento significativo respecto de su temperatura inicial
a las 24 h (delta: 0.38 + 0.101) posterior a la aplicacion de LPS + FP IP (Figura
15).

HSL ICV

El grupo tratado con HSL (1.0 pg) ICV no mostré diferencias
estadisticamente significativas de temperatura (°C) respecto del grupo vehiculo

a lo largo del curso temporal (Figura 16).
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Variacion de Temperatura: Delta

Figura 15. Variacion de la temperatura tras la aplicacion de LPS ICV + FP IP. Prueba t de
Student, significancia: # P < 0.05. # respecto de su temperatura inicial. n Veh ICV + EC IP = 6,
nLPSICV +FP IP = 6.

Variacién de Temperatura: Delta

Figura 16. Variacion de la temperatura tras la aplicacion de HSL ICV. Prueba t de Student,
significancia: * P < 0.05, # P < 0.05, ## P < 0.01. * respecto del grupo vehiculo, # respecto de
su temperatura inicial. nVeh =12, n HLS =5.
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Campo Abierto.
LPS ICV
Tiempo total de permanencia en las diferentes areas del campo abierto.

El grupo tratado con LPS ICV permanecio significativamente (** P <
0.01) menos tiempo (seg) en las areas laterales respecto del grupo vehiculo
(Veh 73.70 + 6.92 Vs 39.83 + 5.70 LPS). Por otro lado, este grupo permanecio
significativamente (** P < 0.01) mas tiempo en las esquinas respecto del grupo
vehiculo (Veh 224.84 + 7.20 Vs 259.67 + 5.84 LPS). En cuanto al tiempo de
permanencia en el centro, el grupo tratado con LPS permanecio menos tiempo
respecto del grupo vehiculo, sin embargo, éste no fue estadisticamente

significativo (Figura 17).
Numero de cruces realizados hacia las diferentes areas del campo abierto.

El grupo tratado con LPS ICV realizé significativamente (* P < 0.05) un
menor namero cruces promedio hacia las areas laterales respecto del grupo
vehiculo (Veh 26 + 2.09 Vs 16.75 + 2.65 LPS). De igual manera, este grupo
realiz6 significativamente (* P < 0.05) menor nimero de cruces promedio hacia
las esquinas respecto del grupo vehiculo (Veh 25 + 1.80 Vs 17.77 + 2.53 LPS).
Por altimo, el grupo tratado con LPS realizé menor nUmero de cruces promedio
hacia el centro respecto del grupo vehiculo, sin embargo, éste no fue
estadisticamente significativo (Veh 1.12 + 0.61 Vs 0.33 + 0.166 LPS) (Figura
17).

Total de cruces realizados en la prueba de campo abierto.

El grupo tratado con LPS ICV realizo significativamente (* P < 0.05)
menor nimero de cruces totales en la prueba de campo abierto respecto del
grupo vehiculo (Veh 52.12 + 4.17 Vs 36.11+ 5.26 LPS), lo que se interpreta

como una menor movilidad general. (Figura 18).
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Figura 17. Tiempo total de permanencia en las diferentes areas del campo abierto tras la

aplicacion de LPS ICV y Total de cruces realizados hacia las diferentes areas del campo

abierto tras la aplicacién de LPS ICV. Prueba t de Student, significancia: * P < 0.05, ** P <

0.01. * respecto del grupo vehiculo. n Veh =8, n LPS = 9.
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Figura 18. Total de cruces realizados en la prueba de campo abierto tras la aplicaciéon de

LPS ICV. Prueba t de Student, significancia: * P < 0.05. * respecto del grupo vehiculo. n Veh =
8,nLPS =9.
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LPSICV+ECIP
Tiempo total de permanencia en las diferentes areas del campo abierto.

El grupo tratado con LPS ICV + EC IP no mostré6 diferencias
estadisticamente significativas en los tiempos promedio (seg) de permanencia
en las &reas del campo abierto respecto del grupo EC IP): laterales (EC IP
54.53 + 9.57 Vs 56.09 + 8.79 LPS ICV + EC IP); esquinas (EC IP 244.54 + 9.99
Vs 242.56 + 9.19 LPS ICV + EC IP); centro (EC IP 0.92 + 0.507 Vs 1.33 + 0.53
LPS ICV + EC IP) (Figura 19).

Numero de cruces realizados hacia las diferentes areas del campo abierto.

El grupo LPS ICV + EC IP no mostré diferencias estadisticamente
significativas en el niumero de cruces promedio hacia las areas del campo
abierto respecto del grupo EC IP: laterales (EC IP 16 + 2.28 Vs 18.5 + 3.44
LPS ICV + EC IP); esquinas (EC IP 15.16 + 1.83 Vs 17.5 + 3.03 LPS ICV + EC
IP); centro (EC IP 0.66 + 0.33 Vs 1 + 0.44 LPS ICV + EC IP) (Figura 19).

Total de cruces realizados en la prueba de campo abierto.

El grupo tratado con LPS ICV + EC IP no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas en el nimero total de cruces respecto del grupo
EC IP) (Figura 20).
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Figura 19. Tiempo total de permanencia en las diferentes areas del campo abierto tras la

aplicacion de LPS ICV + EC IP y Total de cruces realizados hacia las diferentes areas del

campo abierto tras la aplicacién de LPS ICV + EC IP. Prueba t de Student. n EC IP = 6, n

LPSICV +ECIP =6.
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Figura 20. Total de cruces realizados hacia las diferentes areas del campo abierto tras la
aplicacion de LPS ICV + EC IP. Prueba t de Student. nECIP=6,nLPSICV + EC IP = 6.
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LPSICV + FP IP
Tiempo total de permanencia en las diferentes areas del campo abierto.

El grupo LPS ICV + FP IP no mostré diferencias estadisticamente
significativas en los tiempos de permanencia en las areas del campo abierto
respecto del grupo FP IP en los cuadrantes laterales las esquinas o el

cuadrante central (Figura 21).
Numero de cruces realizados hacia las diferentes areas del campo abierto.

El grupo tratado con LPS ICV + FP IP no mostré diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de cruces promedio hacia las
areas del de campo abierto respecto del grupo FP IP tanto en laterales

esquinas o centro (Figura 21).
Total de cruces realizados en la prueba de campo abierto.

El grupo LPS ICV + FP IP no mostré diferencias estadisticamente

significativas en el numero total de cruces respecto del grupo FP IP (Figura 22).
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Figura 21. Tiempo total de permanencia en las diferentes areas del campo abierto tras la
aplicacion de LPS ICV + FP IP y Total de cruces realizados hacia las diferentes areas del
campo abierto tras la aplicacion de LPS ICV + FP IP. Prueba t de Student. n FP IP = 6, n
LPSICV + FP IP = 6.
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Figura 22. Total de cruces realizados en la prueba de campo abierto tras la aplicaciéon de
LPSICV + FP IP. Prueba t de Student. n FP IP =6, n LPS ICV + FP IP = 6.
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HSL ICV
Tiempo total de permanencia en las diferentes areas del campo abierto.

El grupo tratado con HSL ICV no mostrd diferencias estadisticamente
significativas en los tiempos promedio (seg) de permanencia en las areas del
campo abierto respecto del grupo vehiculo, tanto en los cuadrantes laterales,

las esquinas y el centro (Figura 23).

Por otro lado, el grupo tratado con HSL ICV mostr6 un aumento
estadisticamente significativo (* P < 0.05, * P < 0.01) en el tiempo de
permanencia en las areas laterales del campo abierto respecto del grupo LPS
ICV. En cuanto al tiempo promedio de permanencia en las esquinas, este
grupo mostré una disminucion estadisticamente significativa (* P < 0.05, ** P <
0.01) respecto del grupo tratado con LPS. Por ultimo, el grupo HSL ICV mostré
un aumento estadisticamente significativo (* P < 0.05, ** P < 0.01) en el tiempo

de permanencia en el centro respecto del grupo LPS ICV (Figura 23).
Numero de cruces realizados hacia las diferentes areas del campo abierto.

El grupo tratado con HSL ICV realiz6 significativamente (* P < 0.05)
mayor nimero de cruces hacia las areas laterales respecto del grupo vehiculo.
De igual manera, este grupo realiz6 significativamente (* P < 0.05) mayor
namero de cruces hacia las esquinas respecto del grupo vehiculo. Por ultimo,
el grupo tratado con HSL realiz6 mayor nimero de cruces promedio hacia el
centro respecto del grupo vehiculo, sin embargo, éste no fue estadisticamente

significativo (Figura 23).

Por otro lado, el grupo HSL ICV realizo significativamente (* P < 0.05, **
P < 0.01) mayor numero de cruces hacia las areas laterales respecto del grupo
tratado con LPS ICV. De igual manera, este grupo realizé significativamente (*
P < 0.05, * P < 0.01) mayor numero de cruces hacia las esquinas respecto del

grupo tratado con LPS. Por ultimo, el grupo tratado con HSL realizo
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significativamente (* P < 0.05, ** P < 0.01) mayor numero de cruces promedio

hacia el centro respecto del grupo tratado con LPS (Figura 23).
Total de cruces realizados en la prueba de campo abierto.

El grupo HSL ICV realiz6 significativamente (* P < 0.05) mayor niumero
de cruces totales en la prueba de campo abierto respecto del grupo vehiculo.
(Figura 24).

Por otro lado, el grupo HSL ICV realiz6 significativamente (* P < 0.05, **
P < 0.01) mayor nimero de cruces totales respecto del grupo LPS ICV (Figura
24).
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Figura 23. Tiempo total de permanencia en las diferentes &reas del campo abierto tras la
aplicacion de HSL ICV y Total de cruces realizados hacia las diferentes areas del campo
abierto tras la aplicacién de de HSL ICV. Prueba t de Student, significancia: * P < 0.05, ** P <
0.01. * respecto del grupo vehiculo. n Veh ICV =8, n LPS ICV =9, n HSL ICV = 5.
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Figura 24. Tiempo total de permanencia en las diferentes areas del campo abierto tras la
aplicacion de HSL ICV. Prueba t de Student, significancia: * P < 0.05, ** P < 0.01. * respecto
del grupo vehiculo. n Veh ICV =8, n LPS ICV =9, n HSL ICV =5.

IL-1

Se determind la concentracion plasmatica de IL-1 en los animales vehiculo y
los animales tratados con LPS. El grupo tratado con LPS ICV mostré un
aumento en la concentracion plasmatica de IL-1 respecto del grupo vehiculo,

sin embargo, este no fue estadisticamente significativo (Figura 25).
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Figura 25. Concentracion de IL-1 en plasma tras la aplicacién de HSL ICV. Prueba t de
Student. n Veh ICV =8, n LPS ICV = 8.
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Infiltrado Celular.
Hipocampo.

Los grupos Veh, EC IP, FP IP, HSL ICV, LPSICV + ECIPy LPS ICV + FP IP
mostraron una disminucién estadisticamente significativa (* P < 0.05, ** P <
0.01) del infiltrado celular en la region CA1 del hipocampo, en comparacion con

el infiltrado celular del grupo tratado con LPS ICV (Figura 26, Tabla 6).

Hipocampo
(%]
O
= 45
N0 40 4
Q 35 *% *k *% *% *%
30
L 25 "
©
o 3
g 10 ’_v_‘
\D 51
Z 0-
LPS Vehi EC HSL EC+LPS FP+LPS
cv cv P cv IP+ICV IP+ICV

Figura 26. Numero de células infiltradas en la regién CA1 del hipocampo. Prueba ANOVA
(prueba de Newman-Keuls), significancia: ** P < 0.01, # P < 0.05. Area analizada: 25626.54
um2, nLPSICV=5,nVeh =5 nECIP =3,nFPIP =3,nHSLICV=5,nECIP +LPSICV =
3,nFPIP+LPSICV =3.

Zona Periventricular.

Los grupos Veh, EC IP, FP IP, HSL ICV, LPSICV + ECIPy LPS ICV + FP IP
mostraron una disminucién estadisticamente significativa (* P < 0.05, ** P <
0.01) del infiltrado celular en la zona periventricular, en comparacion con el

infiltrado celular del grupo tratado con LPS ICV (Figura 27, Tabla 6).
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Figura 27. Numero de células infiltradas en la zona periventricular. Prueba ANOVA
(prueba de Newman-Keuls), significancia: ** P < 0.01. Area analizada: 25626.54 um2. n LPS
ICV=5nVeh =5,nECIP =3,nFPIP =3, nHSLICV =5 nECIP+LPSICV=3,nFPIP
+ LPSICV =3.

Corteza.

Los grupos Veh, EC IP, FP IP, HSL ICV, LPS ICV + EC IP y LPS ICV + FP IP
mostraron una disminucién estadisticamente significativa (* P < 0.05, * P <
0.01) del infiltrado celular en la corteza, en comparaciéon con el infiltrado celular
del grupo tratado con LPS ICV (Figura 28, Tabla 6).
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Prueba ANOVA: *P <0.05, ** P <0.01; # P <0.05, ## P <0.01. Area analizada: 25626.54 ym?.

Figura 28. Niumero de células infiltradas en la corteza cerebral. Prueba ANOVA (prueba de
Newman-Keuls), significancia: ** P < 0.01, ## P < 0.01. Area analizada: 25626.54 um2. n LPS
ICV=5nVeh =5,nECIP =3,nFPIP =3, nHSLICV =5 nECIP+LPSICV=3,nFPIP
+LPSICV =3.
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Como un parametro adicional, se calcul6 el porcentaje de células infiltradas en

cada area analizada, generandose la tabla siguiente de datos (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de células (media + EE) y porcentajes en relacién al grupo tratado con LPS

(5 pg/ul) ICV (100%) en areas de 25626.54 umz2 en la region CAl del hipocampo, zona

periventricular y corteza cerebral.

Grupos Hipocampo Zona Periventricular Corteza
No. Células % No. Células % No. Células %
LPSICV 27.12 +0.97 100 38.14 + 2.16 100 44.39 + 0.35 ** 100
Vehi ICV 9.71 + 0.90 ** 35.82 17.05 +0.78 ** 44.704 17.21 + 1.54 ** 38.76
ECIP + Veh ICV 8.58 + 2.52 ** 31.64 15.16 + 2.54 ** 39.75 21.08 + 0.79 ** 47.49
FP IP + Veh ICV 8.83 + 0.84 ** 32571 22.41 + 1.55* 58.76 26.58 + 0.93 ** 59.88
HSL ICV 10.9 £ 0.27 ** 40.19 18.73 + 0.47 ** 49.108 20.25+0.41* 45.61
ECIP + LPS ICV 14.6 + 2.33 ** 53.95 17.66 + 2.33 ** 46.31 19.27 + 3.87 ** 43.41
FP IP + LPS ICV 14.75 + 1.701 ** 54.38 21.72 + 2.57 ** 56.94 28 + 0.66 ** 63.07

** P < 0.01, cuando se compara con el grupo tratado con LPS 5 pg/ul) ICV.
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Figura 29. Microfotografias de secciones de cerebro (40 X) tefiidas mediante Hematoxilina &
Eosina en Hipocampo, Zona Periventricular y Corteza Cerebral.
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X.- DISCUSION

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de Hibiscus sabdariffa L en
un modelo de neuroinflamacion inducida por la administracion ICV de LPS. En
la literatura no se encuentran reportes previos acerca de la actividad
antiinflamatoria de Hibiscus sabdariffa L (extracto crudo, fraccidon proteica,
lectina de jamaica HSL) en un modelo de neuroinflamacion inducido por LPS.
Por otro lado, la aplicacion de LPS para desencadenar una respuesta inmune
se encuentra ampliamente reportada en la literatura, tanto en modelos in vitro
como in vivo (, 2009; Min S, 2009; Sumi N, 2009; Tweedie D, 2009; Jang S,
2008; Huang Y, 2008; Yin W, 2007; Chun S, 2006; Felts P, 2005; Rosi S,
2005). Las vias de administracion mas utilizadas en los modelos in vivo son la
intra peritoneal, o las aplicaciones directas en sustancia nigra, cuarto ventriculo
e intraespinal (, 2009; Min S, 2009; Felts P, 2005; Rosi S, 2005).

En este trabajo se implementé un modelo de aplicacion ICV de LPS. En
primer lugar, se comprob6 que la implantacién de la canula correspondiera a
las coordenadas correctas y sugeridas para el ventriculo lateral cerebral. Para
lo cual se administré un colorante a través de la canula, comprobando que este
colorante difundiera a través del ventriculo lateral hacia otras estructuras, como
el tercer ventriculo, tifiendo de esta manera dichas areas y las estructuras
vecinas a estas. Una vez que se comprob6 que la implantacién de la canula
correspondia al ventriculo lateral, comenz6 la administracion ICV de LPS
mediante dos modelos: uno mediante tres aplicaciones de LPS en tres dias

consecutivos, y otro mediante una sola aplicacion de LPS al ventriculo lateral.

Se optod por llevar a cabo el modelo de una sola aplicacion de LPS ya
gue el modelo de tres aplicaciones resulté muy agresivo para los animales.
Ademas de que basté una sola aplicacion de LPS para modificar de manera
significativa los parametros establecidos en éste modelo (respuesta de
postracion: peso, temperatura, conducta de locomocion), los cuales
concuerdan con lo previamente reportado en la literatura, confirmando y

validando el modelo de neuroinflamacion inducido por LPS desarrollado para
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este trabajo (Bartfai T, 2010; Huang Y, 2008; Blatteis C, 2005; Kelley K, 2003).
Es por lo anterior que los experimentos para evaluar los efectos del
extracto crudo, la fraccion proteica y la lectina de Hibiscus sabdariffa L fueron

realizados en el modelo de una aplicacion de LPS ICV.

Se observo una disminucion de peso en los animales tratados con una
sola aplicacion de LPS (5 pg/pl) ICV respecto del grupo vehiculo al dia 2 y dia
3, asi como una disminucion respecto de su peso inicial al dia 2, recuperando
su peso respecto de los animales vehiculo al dia 7 posterior a la aplicacion de
LPS (Figura 7). Mientras que los animales tratados con tres aplicaciones de
LPS ICV mostraron una disminucion de peso respecto del grupo vehiculo a los
dias 2, 3, 4 y 7; asi como una disminucion respecto de su peso inicial al dia 2 y
dia 3 posteriores a la aplicacion de LPS. Estos animales no logran recuperar su
peso respecto de los animales vehiculo a lo largo del tiempo (Figura 8). Estos
resultados concuerdan con lo reportado en otros modelos de neuroinflamacién
inducida por LPS ICV en ratones jovenes y adultos, en los cuales se observo
una disminucioén en la ingesta de alimento en las primeras horas posteriores a
la administracion de LPS (Huang Y, 2008). También se encuentra reportado en
la literatura que la respuesta de postracion, mediada por citocinas
proinflamatorias, disminuye el apetito de estos animales (Kelley K, 2003). Asi
mismo, estos resultados sugieren que tres aplicaciones de LPS ICV podrian ser
capaces de generar un ciclo auto-propagado de produccién y liberacion de
citocinas proinflamatorias y esta sea la causa de que estos animales no
recuperen un peso o6ptimo comparable al de los animales vehiculo. Se ha
reportado que el LPS estimula la produccion central y periférica de mediadores
de la inflamacion mediante la activacion de NFkB, tales como IL-1, IL-6 y TNF-
a, entre otras (Fu X, 2010). Muchos de estos mediadores de la inflamacién son
importantes mensajeros intracelulares entre las células del sistema inmune y
ademas son capaces de estimular la produccion de otros mediadores de la
inflamacion, como COX-2 e iINOS (Bartfai T, 2010; McClain J, 2009; Sumi N,
2009; Iwalewa E, 2007; Blatteis C, 2005). Muchas de estas citocinas son

producidas a nivel central, en el area de la lesidon, mientras que otras son
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producidas via periférica y liberadas al torrente sanguineo, donde son
transportadas hasta el sitio de la lesion (Blatteis C, 2005). Asi mismo, esta
reportado en la literatura que estas citocinas son capaces de actuar a nivel
hipotaldmico, donde se encuentran los centros del hambre y de la saciedad. La
estimulacién de los ndcleos hipotalamicos laterales induce una conducta de
alimentacion. Mientras que los nucleos hipotalamicos ventromediales inducen
saciedad. Por otro lado, en los nucleos arqueados del hipotalamo existen dos
tipos distintos de neuronas de especial importancia para el control de del
apetito y el gasto energético: las neuronas que producen proopiomelanocortina
(POMC) y las neuronas que producen neuropéptido Y (NPY) y proteina
relacionada con el aguti (AGRP). La activacion de las neuronas POMC
disminuye la ingesta de alimentos y aumenta el gasto energético, mientras que
la activacion de las neuronas NPY/AGRP aumentan la ingestion de alimentos y
reducen el gasto energético. Se sabe que la caquexia y la anorexia presentes
en el cancer se deben a la produccién y liberacidén de citocinas proinflamatorias
tales como el TNF-a, las cuales pueden activar las neuronas POMC
hipotalamicas (Hall J, 2007). De esta manera, el LPS podria estar
disminuyendo la ingesta de alimentos mediante la activacion de neuronas
POMC en el hipotalamo, via citocinas proinflamatorias, en los animales
tratados con una sola o tres aplicaciones de LPS.

La disminucion de peso respecto de su peso inicial en los animales
tratados con LPS ICV + EC IPy LPS ICV + FP IP, al dia 2 y dia 3, puede
deberse a la aplicacion ICV de LPS. Esta disminucién en los primeros dias tras
la administracién de LPS, asi como la recuperacién de su peso para el dia 7, es
consistente con los resultados obtenidos en el grupo tratado con LPS ICV
(Figura 7, 9y 10).

Un dato interesante es el observado en el grupo vehiculo tratado con FP,
en el cual se presenta una disminucion en el peso corporal respecto de su peso
inicial al dia 2, lo cual podria sugerir que las proteinas presentes en la FP
pueden tener un efecto sobre la conducta de alimentacion (Figura 10). Este
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dato es consistente con el efecto de la lectina HSL administrada ICV, la cual
por si misma es capaz de provocar una disminucion en el peso de estos
animales respecto del grupo vehiculo al dia 3; asi como una disminucién
respecto de su peso inicial al dia 2 (Figura 11). Este efecto podria deberse a
gue la lectina HSL o las proteinas de la FP podrian estar actuando de manera
directa en la regulaciéon de expresion de proteinas o indirecta al regular la

respuesta inmune en los centros del hambre y la saciedad.

Es importante destacar que los animales tratados con LPS ICV + EC IP
asi como los animales tratados con LPS ICV + FP IP no mostraron cambios
significativos respecto de los animales vehiculo tratados con EC IP y FP IP
(Figura 9 y 10). Lo cual sugiere que tanto el extracto crudo como la fraccion
proteica de Hibiscus sabdariffa L pueden estar inhibiendo o bloqueando el
efecto de la pérdida de peso provocado por la aplicacién ICV de LPS. Con
estos resultados no podemos establecer el posible mecanismo por el cual el
EC y la FP pudieran estar llevando a cabo este efecto. Sin embargo, un estudio
reportado en la literatura, donde se evalu6 el efecto inmunomodulador de
Hibiscus cannabinus L; una planta perteneciente a la familia de las malvaceas,
a la cual pertenece también Hibiscus sabdariffa L; sugiere que esta planta
podria estar modulando gran parte de la respuesta inmune estimulada por LPS
a través de modular diversas citocinas proinflamatorias, como PGE, (Lee Y,
2007), la cual se conoce, es capaz de actuar a nivel hipotalamico (Bartfai T,
2010; Blatteis C, 2005), donde se encuentran los centros del hambre y la
saciedad, asi como las neuronas relacionadas con la ingesta de los alimentos
(Hall J, 2007).

El aumento de la temperatura corporal observado en los animales
tratados con LPS ICV, tanto en el modelo de una sola aplicacion como en el
modelo de tres aplicaciones, es también un fendbmeno ampliamente reportado y
estudiado en la literatura. Es pertinente mencionar que se considera fiebre a un
aumento de 0.5 °C en la temperatura corporal de los animales (Bartfai T, 2010;
Blatteis C, 2005; Kelley K, 2003; Boulant J, 2000). El area pre-optica (POA) del
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hipotalamo anterior contiene un gran niamero de neuronas sensibles al calor y
es considerada el centro regulador de la temperatura. Desde esta region se
pueden detectar cambios en la temperatura y activar las respuestas necesarias
para mantener constante la temperatura corporal (vasoconstriccion,
piloereccion, mayor produccion de calor por los sistemas metabdlicos). Las
responsables son las neuronas sensibles al calor (WSN) y las neuronas
sensibles al frio (CSN). Estas neuronas pueden detectar cambios locales de
temperatura en el hipotdlamo y en el flujo sanguineo, pueden integrar
informacion acerca de la temperatura de la piel y del estado nutricional del
cuerpo mediante las concentraciones de insulina y adiponectina. También se
ha demostrado que estas neuronas pueden integrar los efectos de los estados
emocionales sobre la temperatura (hipertermia en respuesta al estrés) (Hall J,
2007; Blatteis C, 2005). Las sustancias que provocan fiebre son llamados
pirbgenos y estos pueden ser exdgenos (patdégenos, toxinas bacterianas,
complejos antigeno/anticuerpo) o enddgenos (citocinas). El pirégeno exdgeno
mas utilizado en el estudio de la fiebre es el LPS. El LPS se une de manera
especifica al recepto TLR4 mediante la formacion del complejo LPS-proteina
de union a LPS. Los receptores TLR pueden activar una cascada de
sefalizacion en macréfagos y otras células inmunoldgicas que conducen a la
sintesis de citocinas, tales como IL-1, mediante la activacion de NFkB. De esta
manera, las citocinas tienen una accién pirégena al estimular la producciéon de
prostaglandina E2 (PGE2). En el hipotalamo, la PGE2 juega un papel clave al
ser la responsable de afectar el centro termorregulador (Bartfai T, 2010; Blatteis
C, 2005; Boulant J, 2000). La fiebre permanece tanto como permanece la
produccion de pirégenos enddégenos. Cuando los pir6genos enddégenos son
eliminados por el sistema inmune, y los antipiréticos endégenos, tales como la
IL-10, son sintetizados y compiten con los pirdgenos endoégenos, la fiebre
puede disminuir (Bartfai T, 2010; Hall J, 2007; Blatteis C, 2005; Boulant J,
2000).

La aplicacion de LPS en una ocasion mostr0 un aumento de la

temperatura corporal en estos animales respecto de los animales vehiculo a las
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2 h posteriores a la administracion de LPS ICV, reflejando su efecto maximo en
este punto en la linea temporal; asi mismo, estos animales aumentaron su
temperatura a las 6 h respecto de su temperatura inicial. El efecto en el
aumento de la temperatura dej0 de observarse 24 h posteriores a la
administracion de LPS (Figura 12). Sin embargo, en el modelo de tres
aplicaciones de LPS, la fiebre permanecio hasta las 72 h posteriores a la
primera aplicacion de LPS (Figura 13). Es interesante resaltar que en la
segunda aplicacion de LPS se observa un pico en la elevacion de la
temperatura similar al que se presenta en la primera aplicacion de LPS,
manteniendo el comportamiento de la temperatura en una especie de meseta.
Este comportamiento de la temperatura podria indicarnos que se habria
alcanzado un efecto maximo para la segunda aplicacion de LPS; esta
posibilidad se ve apoyada por el hecho de que para la tercera aplicacién no se

observe este pico en la elevacion de la temperatura corporal.

El efecto en la disminucién de la temperatura corporal observada en el
grupo vehiculo tratado con EC IP (Figura 14) y que no se observé en el grupo
vehiculo tratado con FP IP (Figura 15), asi como el hecho de que la lectina HSL
ICV no modificara por si misma la temperatura corporal (Figura 16), apuntan al
hecho de que los componentes no proteicos son los responsables de esta

disminucién en la temperatura corporal presente en estos animales.

Hibiscus sabdariffa L contiene una gran cantidad de flavonoides
(pigmentos), dentro de los que se incluyen antocianinas, hisbiscina, gosipitina,
guercetina, mirecetina, hibiscetina y abedaretina (Prenesti E, 2005). A estos
metabolitos se les ha atribuido actividad antipirética (Pérez G, 2003). De la
misma manera, se ha reportado la actividad antiinflamatoria y antipirética de la

jamaica, la cual ha sido atribuida a estos compuestos (Mahadevan N, 2009).

Por otro lado, estos resultados sugieren de manera substancial que el
efecto antipirético observado en los animales tratados con EC IP y FP IP
respecto de los animales vehiculo y LPS ICV corresponde a las proteinas y

lectinas (HSL) presentes tanto en el extracto crudo como la fraccion proteica de
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Hibiscus sabdariffa L. Esta aseveracion esta sustentada en los estudios previos
de nuestro laboratorio, en los cuales se ha estudiado y demostrado el efecto
antipirético de la lectina HSL administrada por via oral en un modelo de pirexia
inducida con levadura de cerveza (Velazquez M y Fenton B, 2010). De esta
manera, se sugiere un efecto antipirético de Hibiscus sabdariffa L en este

modelo de neuroinflamacion inducida por LPS.

La prueba de campo abierto, estudia la conducta de locomocion de los
animales tomando como parametro el nimero de cruces que estos realizan
hacia las diferentes areas del laberinto, asi como el tiempo de permanencia en
cada una de las mismas a lo largo de cinco minutos. Lo que esta reportado
para esta prueba es que los animales vehiculo presenten una conducta de
exploracion a lo largo de la prueba, realizando un mayor numero de cruces
hacia las esquinas y zonas laterales del laberinto (Denenberg V, 1976). En
cuanto al nimero de cruces hacia el centro del laberinto y el tiempo de
permanencia en esta zona, se sugiere que esto denota un efecto ansiolitico de
los tratamientos administrados. En este sentido, los animales vehiculo a los
cuales se les sometié a esta prueba, mostraron una conducta de locomocién
gue concuerda con lo reportado en otros trabajos (Huang Y, 2008). De igual
manera, el hecho de que los animales tratados con LPS ICV realizaran un
menor numero de cruces totales, indicando una menor locomocion, concuerda
con lo reportado previamente para esta prueba asociada a la administracion de
LPS (Figura 18). Los cambios en la conducta de locomocién observados en la
respuesta de postracion son atribuidos a la produccion y efecto de las citocinas
proinflamatorias. De esta manera se ha sugerido que estas citocinas juegan un
papel determinante en la fisiopatologia de diversas enfermedades
neurodegenerativas que cursan con cambios conductuales, como la EA o la EP
(Huang Y, 2008; Dantzer R, 2007; Kelley K, 2003).

Resulté evidente a la hora de realizar la prueba el cambio en la conducta
de locomocion de los animales tratados con LPS, los cuales realizaban algunas
vueltas de reconocimiento sobre la arena para permanecer dramaticamente
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postrados la mayor parte de la duracion de esta evaluacion en las esquinas del
campo abierto (Figura 17). Mientras que los animales vehiculo, permanecian en
movimiento a lo largo de la prueba (Figura 18). EI menor numero de cruces
hacia las esquinas en el grupo tratado con LPS, respecto del grupo vehiculo, se
relaciona directamente con el aumento en el tiempo de permanencia de estos
animales respecto de los vehiculo. Asi mismo, explica y se relaciona con el
menor tiempo de permanencia en las areas laterales de la arena respecto de

los animales vehiculo.

El hecho de que los grupos tratados con LPS ICV + EC IP y LPS ICV +
FP IP no presentaran cambios conductuales respecto de los animales tratados
con EC IP y FP IP sugiere que Hibiscus sabdariffa L pudiera estar inhibiendo o
contrarrestando los efectos provocados sobre la conducta de locomocion por
parte del LPS (Figura 19, 20, 21 y 22). Este dato es consistente y concuerda
con los resultados obtenidos en la cuantificacion del peso corporal y la
variacion de la temperatura corporal para estos tratamientos. Es importante
destacar el hecho de que la lectina HSL por si misma produjo un mayor nimero
de cruces totales y en las diferentes areas del laberinto del campo abierto, lo
que sugiere que es capaz de aumentar la locomocion (Figura 23 y 24). Se ha
reportado que Hibiscus sabdariffa L posee actividad nootropica administrada
por via oral (100-200 mg/kg/dia) tras revertir la amnesia provocada por la
escopolamina, los animales fueron sometidos a las pruebas de evasion pasiva
y al laberinto elevado en cruz. Los autores de dicho trabajo sugieren que el
efecto nootropico y antiamnésico de Hibiscus sabdariffa L se debe a su posible
accién como agente anti-acetilcolinesterasa (Joshi H, 2005). Por otro lado, se
ha reportado que la administracion ICV de la lectina de Canavalia brasiliensis
(ConBr) posee un efecto tipo antidepresivo relacionado con los sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico (Barauna S, 2006). En
conjunto con estos reportes, nuestros resultados sugieren que la lectina HSL
pudiera tener algun efecto estimulando la locomocién y la conducta exploratoria

de los animales.
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Otro parametro que se encuentra ampliamente reportado y estudiado en
la respuesta de postracion es la expresion de citocinas proinflamatorias, las
cuales son las responsables de provocar dicha respuesta al actuar
directamente sobre el cerebro (Brtfai, 2010; Huang Y, 2008; Dantzer R, 2007;
Kelley K, 2003). Nuestros resultados en cuanto a las concentraciones
plasmaticas de IL-1 no fueron estadisticamente significativos a las 3 h
posteriores a la administracion de LPS en comparacion con los animales
vehiculo (Figura 25). Se ha reportado que la IL-1 aumenta 30-90 minutos
posteriores a la activacion de los receptores TLRs (Brtfai, 2010). Cabe
mencionar que este parametro fue analizado parcialmente en una pequefia

muestra de nuestros animales.

El hallazgo central de este trabajo es el efecto de Hibiscus sabdariffa L
sobre el infiltrado celular inducido por la administracion ICV de LPS, analizado
mediante el conteo de las células inmunes presentes en el tejido cerebral y
tefiidas con hematoxilina & eosina, en la region CA1l del hipocampo, la zona

periventricular y la corteza cerebral.

El hipocampo es una estructura que esta intimamente relacionada con
los procesos de memoria y aprendizaje; ademas, es altamente vulnerable al
dafio neuronal; es por ello que se decidié analizar el infiltrado celular en esta
estructura cerebral. La razén por la cual se analizé el infiltrado celular en la
zona periventricular es debido a que el LPS fue administrado directamente al
ventriculo lateral cerebral, por lo cual se pensd que en esta zona habria un
importante infiltrado celular. El area de la corteza cerebral analizada
corresponde a la superficie a través de la cual fue implantada la canula en

estos animales.

Los animales tratados con LPS ICV presentaron un numero altamente
significativo de células infiltradas en las diferentes zonas muestreadas
comparados con los animales vehiculo. Por otra parte, los animales tratados
con EC IP, FP IP y lectina HSL ICV presentaron una infiltracién celular en estas

areas significativamente menor a la de los animales tratados con LPS ICV
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(Figura 26, 27 y 28). Mas aun, el grado de infiltracion celular en dichos grupos
fue comparable al observado en el grupo vehiculo en las diferentes zonas
analizadas, ya que no hubo diferencias significativas entre ellos. Esto sugiere
gue Hibiscus sabdariffa L no tiene un efecto proinflamatorio por si mismo a

nivel de estas estructuras.

Relevante resulta el hecho de que no se observara una infiltracién
celular significativa en los animales a los cuales se les administr6 LPS ICV en
combinacion con EC IP y FP IP respecto del grupo tratado Unicamente con
LPS. Estos resultados sugieren que tanto el extracto crudo como la fraccion
proteica de Hibiscus sabdariffa L son capaces de disminuir la infiltracion celular
provocada por el LPS. Estos hallazgos, aunado al hecho de que la lectina HSL
no provocara por si misma una infiltracion celular, sugieren que el efecto
observado en estos animales puede ser debido a las lectinas presentes en
Hibiscus sabdariffa L y no a otros componentes de esta planta como los
flavonoides, a los cuales se les ha sido sugerido un efecto antioxidante y
antiinflamatorio. Sin embargo, se ha reportado que los flavonoides también
pueden llegar a presentar un efecto téxico y prooxidante (Pérez G, 2003). Por
otro lado, se sabe que las lectinas estan presentes en el SNC y poseen un
efecto antiinflamatorio, modulando la migracion de neutréfilos y eosindfilos,
modulando la produccién de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias , asi
como modulando al factor nuclear de transcripcion NFkB mediante la
regulacion de receptores tipo toll 2 (TLR-2) y mediante la activacion de la
cinasa de serin trionina Raf-1 (Saba K, 2009; Gringhuis S, 2007;
Kammanadiminti S, 2003; Gabius H, 2001; Rabinovich G, 1999; Assreuy A,
1997).

Particularmente importante es el hecho de que el infiltrado celular fuera
significativamente menor en el hipocampo, ya que esta estructura es una de las
mas vulnerables del cerebro y los dafios inducidos por diversas substancias
suelen provocar ademas secuelas tales como deficiencias en la cognicion. Por
ello, resulta muy importante el hecho de que las lectinas de Hibiscus sabdariffa
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L disminuyan el infiltrado celular evocado por el LPS, y sugieren un posible

efecto como agente neuroprotector. Sin embargo, se necesitan mas

experimentos para confirmar este efecto.

Como conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que

Hibiscus sabdariffa L modula la respuesta de postracion y la respuesta

inflamatoria estimulada por la aplicacion ICV de LPS y por lo tanto Hibiscus

sabdariffa L podria tener un efecto potencialmente neuroprotector.

Xl. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que Hibiscus
sabdariffa L presenta un efecto antiinflamatorio en el modelo estudiado.

El extracto crudo y la fraccion proteica de Hibiscus sabdariffa L inhiben el

efecto de la pérdida de peso provocado por la aplicacién ICV de LPS.

Las proteinas y lectina (HSL) presentes en el extracto crudo y la fraccion
proteica de Hibiscus sabdariffa L tienen un efecto antipirético ante la

administracion ICV de LPS.

El extracto crudo y la fraccion proteica de Hibiscus sabdariffa L inhiben o
contrarrestan los efectos provocados por LPS sobre la conducta de

locomocioén.

Hibiscus sabdariffa L no tiene un efecto proinflamatorio en la region CA1

del hipocampo, la zona periventricular o la corteza cerebral.

El extracto crudo y la fraccion proteica de Hibiscus sabdariffa L son
capaces de disminuir la infiltracion celular provocada por la
administracion ICV de LPS.
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Xll. PERSPECTIVAS

Analizar el efecto de HSL frente a | estimulo provocado por el LPS en los

paradmetros estudiados en este trabajo.

Medir expresion de citocinas proinfamatorias y antiinflamatoria a

diferentes puntos en el tiempo.

Medir expresion de NFkB.

Medir expresion de receptores TLR.

Analizar el efecto de Hibiscus sabdariffa L sobre los procesos de muerte

neuronal.

Analizar el efecto de Hibiscus sabdariffa L sobre la microvasculatura

cerebral.
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