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RESUMEN

El alga Spirulina (Arthrospira) maxima es una cianobacteria con
numerosas propiedades nutricionales y farmacoldgicas, ademés de poseer una
actividad antioxidante importante. La Spirulina ha demostrado tener acciones
beneficiosas en diversos modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas. Se ha demostrado que la Spirulina protege a los animales
de una aguda inflamacién sistémica, de una lesién del sistema dopaminérgico
nigroestriatal, de isquemia y una reduccién en el volumen de infarto en la
corteza cerebral. Muchas de estas propiedades estan relacionadas
principalmente con su capacidad antioxidante debido a la presencia de
compuestos fendlicos, acido y-linoleico, minerales, tocoferoles, B-carotenos y
ficocianinas.

Este estudio evalu6é el papel neuroprotector de la Spirulina contra la
neurotoxicidad provocada por el acido kainico. Se utilizaron ratones macho
Swiss Webster que fueron tratados con Spirulina (200, 400 y 800 mg / kg)
durante 24 dias via oral, el &cido kainico (35 mg / kg) por via intraperitoneal en
dosis Unica, el dia 14. Después del tratamiento, se evalud la actividad de
Spirulina sobre: la coordinacibn motora, memoria espacial, actividad
analgésica, ansiedad y el estrés ocasionado por el acido kainico, aunado la
peroxidacién de los lipidos, la actividad antioxidante SOD y andlisis morfol6gico
de las neuronas en el hipocampo.

Las dosis empleadas de Spirulina, contrarrestaron el efecto causado por
el acido kainico en las pruebas neurofarmacolégicas de coordinacién motora,

memoria-aprendizaje y ansiedad.
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La lipoperoxidacion fue significativamente mayor en el grupo de &cido
kainico en comparacion con el grupo testigo. El tratamiento con Spirulina a las
dosis més altas (Spirulina 400 + &cido kainico y Spirulina 800 + &cido kainico)
redujo la peroxidacion de los lipidos con respecto al grupo de acido kainico,
demostrando que la Spirulina reduce el estrés oxidativo y protege contra los
efectos neuroconductuales del &cido kainico.

La actividad de la SOD no se modifico en los grupos tratados con
respecto al grupo testigo.

Mientras que el tratamiento con Spirulina en la dosis de 400 y 800 mg/kg
aumento la cantidad de células normales en hipocampo con respecto al grupo
de &cido kainico.

De acuerdo a los resultados, la Spirulina disminuyo el efecto neurotéxico
del acido kainico probablemente debido a sus propiedades antioxidantes, lo
que sugiere que podria ser una alternativa en el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas.
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ABSTRACT

The algae Spirulina (Arthrospira) maxima is a cyanobacterium with numerous
nutritional and pharmacological properties, besides having an important
antioxidant activity. Spirulina has been shown to have beneficial actions in
various animal models of neurodegenerative diseases. It has been shown that
Spirulina protects the animals from acute systemic inflammation, a lesion of
nigrostriatal dopaminergic system of ischemia and reduced infarct volume in the
cerebral cortex. Many of these properties are mainly related to its antioxidant
capacity due to the presence of phenolic compounds, y-linolenic acid, minerals,
tocopherols, B-carotene and phycocyanin.

This study evaluated the neuroprotective role of Spirulina against
neurotoxicity induced by kainic acid. We used Swiss Webster male mice treated
with Spirulina (200, 400 and 800 mg / kg) orally for 24 days, the kainic acid (35
mg / kg) intraperitoneally a single dose on day 14. After treatment, we assessed
the activity of Spirulina on: motor coordination, spatial memory, analgesic
activity, anxiety and stress caused by kainic acid, coupled peroxidation of lipids,
antioxidant SOD activity and morphological analysis of neurons in the
hippocampus.

The doses used in Spirulina, counteracted the effect caused by kainic
acid in neuropharmacological tests of motor coordination, memory, learning and
anxiety.

Lipoperoxidation was significantly higher in the kainic acid group
compared with the control group. Spirulina treatment at higher doses (Spirulina

400 + kainic acid and Spirulina 800 + kainic acid) reduced lipid peroxidation

Vi
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compared to kainic acid group, showing that Spirulina reduces oxidative stress
and protects against neurobehavioral effects kainic acid.

The SOD activity was unchanged in the treated groups compared to
control group.

While treatment with Spirulina in doses of 400 and 800 mg / kg increased
the number of normal cells in the hippocampus compared to kainic acid group.

According to the results, Spirulina decreased the neurotoxic effect of
kainic acid probably due to its antioxidant properties, suggesting that it could be

an alternative in the treatment of neurodegenerative diseases.

VI



Efectos neurofarmacoldgicos de la Spirulina en raton

ABREVIATURAS

CA Cuerno de Ammon

EA Enfermedad de Alzheimer

EP Enfermedad de Parkinson
MDA Malondialdehido

EML Esclerosis multiple lateral

RL Radicales libres

ROS Especies reactivas de oxigeno
SOD Superoéxido dismutasa

SNC Sistema nervioso central

Vil
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1. GENERALIDADES

1.1 Neurodegeneracion

La neurodegeneracion es la pérdida irreversible de neuronas y células de la
glia, siendo la principal caracteristica patolégica de enfermedades agudas y
cronicas como la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson
(EP) ademas de estar presente en infecciones virales, apoplejia, trastornos
paraneoplasicos y esclerosis multiple lateral (EML) (Ames y cols., 1993) la
neurodegeneracion puede estar determinada por factores genéticos,
traumaticos, esporadicos y envejecimiento (Navarrete y cols., 2000).

La muerte celular se puede clasificar por diferentes criterios morfolégicos
y bioquimicos, que han permitido definir al menos tres clases: la apoptosis, la
autofagia y la necrosis (Rojas y Ramirez, 2010; Kroemer y cols., 2009).

La apoptosis o programa de muerte celular es regulada fisiol6gicamente;
los propios genes de la célula participan de manera activa, es decir, hay
“suicidio celular’ y sus principales mediadores son proteasas denominadas
caspasas. Durante la apoptosis la célula mantiene la integridad de sus
organelos por un cierto periodo, lo que permite conservar el estado energético,
la homeostasis celular y en algunos casos, mantener la maquinaria necesaria
para sintetizar proteinas implicadas en el mismo proceso (Fink y Cookson,
2005). En los procesos apoptoticos se pueden distinguir tres fases: activacion,
propagacion y ejecucion que, en ocasiones, se preceden por un periodo de
latencia de extension variable. La fase de activacion puede iniciarse por
sefales extracelulares, como la unién de un ligando a su receptor o por sefiales

intracelulares. La fase de propagacion intracelular, es mediada por el Ca?*, las
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especies reactivas del oxigeno y factores de transcripcion. Finalmente, en la
etapa de ejecucion la célula activa procesos de degradaciéon en los que
participan proteasas y ADNasas (Segura y cols., 2003).

La autofagia es un proceso lento que es inducido en condiciones
limitantes de nutrientes y cuando se debe remover un organelo con
alteraciones funcionales, inicialmente afecta a organelos y compartimientos
celulares. Durante la autofagia algunas porciones del citoplasma quedan
aisladas dentro de una vacuola de doble membrana y son digeridas por
hidrolasas lisosomales (Kroemer y cols., 2009; Levine y Kroemer, 2008).

En la autofagia se realiza un mecanismo de adaptacion tisular como la
atrofia, en la que se reducen el volumen celular y la funcion del érgano. Hay
dos tipos de autofagia: la microautofagia definida como la absorcién del
citoplasma dentro del lisosoma o de una vacuola, en el caso de las levaduras.
El segundo tipo es la macroautofagia, en la cual se degradan las proteinas
como una estrategia de supervivencia, en condiciones de baja disponibilidad de
aminoacidos (Krick y cols., 2008). Las vacuolas autofagicas se forman
inicialmente a partir de las membranas del reticulo endoplasmico que rodea
una region del citoplasma. Esta estructura forma una doble membrana que se
fusiona con endosomas tardios y lisosomas, generando un autofagolisosoma,
donde finalmente se degradan las proteinas u organelos que habian sido
autofagocitadas. La acumulacion de autofagosomas y autolisosomas es un
marcador morfoldgico de la macroautofagia (Klionsky y Emr, 2010).

En la necrosis hay ganancia de volumen celular (oncosis), ruptura de la
membrana plasmatica y salida del material intracelular. Desde el punto de vista

morfologico, se ha definido como el espectro de cambios post mortem en un
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tejido por la accion progresiva de enzimas propias de las estructuras
lesionadas El aspecto de las células necroticas resulta de la desnaturalizacion
de proteinas y de la digestion enzimatica autolitica o heterolitica (Eisenberg y
cols., 2010; Proskuryakov y cols., 2003).

Existen patologias que se caracterizan por una disminucion en el
namero de células en determinadas poblaciones neuronales, por ejemplo en la
EA (Toledo, 2011), en donde se ha observado una perdida de neuronas
colinérgicas fundamentalmente en el hipocampo y la amigdala. En la EML se
reduce la poblacién de motoneuronas (Lassmann, 2011), asi como en la EP
son las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra (Meyer y cols., 1998;
Segura y cols., 2003).

La pérdida neuronal se refleja clinicamente por la aparicion de
sintomatologias especificas, como alteracion en los procesos de memoria y
lenguaje en la EA, modificacion en el control y la coordinacion del movimiento
en la EP, o debilidad progresiva en la EML (Segura y cols., 2003). Estas tres
son algunas de las patologias neurolégicas mas devastadoras y que mayor
gasto econdémico representan para la sociedad actual (Mayeux, 2003), siendo
la poblacion que se encuentra por arriba de los 50 afios de edad la que
presenta una mayor predisposicion a padecerlas, lo que coincide con una
disminucién de la concentraciéon sanguinea de hormonas gonadales, uno de los

diversos factores de riesgo (Meyer y cols., 1998).

1.2 Estrés oxidativo
El mantenimiento y la optimizacion del balance 6xido-reduccion como resultado

del metabolismo celular preserva el equilibrio entre la produccion de pro-
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oxidantes y los sistemas de defensa antioxidantes (Dorado y cols., 2003). Los
radicales libres (RL) y las especies reactivas de oxigeno (ROS) (tabla 1), son
normalmente generados por el metabolismo de las células para la obtencion de
energia (McCord, 2000; Finkel, 1998). En un estado de estrés oxidativo, se
presenta un exceso de pro-oxidantes que no puede ser contrarrestados por los

sistemas antioxidantes (Dorado y cols., 2003; Pérez y Arancibia, 2007).

Tabla 1. Principales especies reactivas

Radical o especie Especies reactivas de | Especies reactivas del

reactiva oxigeno nitrégeno

Radical superoxido 0" -

Perdxido de hidrégeno H.0, -

Radical hidroxilo -‘OH -

Radical alcoxido RO- -

Radical peroxido ROO- -

Oxido nitrico - NO-

Di6xido de nitrogeno - NO,e

Peroxinitrito - ONOO™™

Aungue el estado de estrés oxidativo no es el causante directo o el factor
etiologico responsable de las neuropatologias, existen evidencias de que la
presencia de radicales libres produce el dafio tisular degenerativo (Butterfield,
2002). El cerebro es particularmente susceptible al dafio oxidativo por su
elevada tasa metabdlica y su reducida capacidad para la regeneracion celular.
(Shiy Liu, 2007).

Para prevenir un aumento descontrolado de las ROS, las células tienen
sistemas antioxidantes. Estos sistemas pueden clasificarse en enzimaticos

(como por ejemplo, en superéxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation
4
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peroxidasa), los antioxidantes endogenos (ejemplo: la transferrina, la
lactoferrina, la ceruloplasmina, la albumina, la bilirrubina, el &cido arico) o
elementos contenidos en la dieta (vitaminas C y E, el B-caroteno, los
flavonoides, el selenio y el zinc) y por udltimo antioxidantes farmacologicos
como: el tirilazad, ebselen, la N- acetil cisteina y las porfirinas, entre otros
(Christen, 2000; Butterfield y cols., 2002; Gotay y Mederos, 2006).

El dafio por estrés oxidativo depende de algunos factores como el
tiempo que dure el estrés, la efectividad de las defensas antioxidantes, la edad
del organismo, el estado nutricional y en factores genéticos que codifican los
sistemas antioxidantes (Beckman y Ames, 1998; McCord, 2000; Lin y Beal,

2006; Pérez y Arancibia, 2007).

Sistema antioxidante enzimatico

La enzima (SOD) es una de las enzimas de la primera linea de defensa
antioxidante ya que cataliza la reaccion del radical superoxido formando
peréxido de hidrogeno. El ion superéxido es uno de los mas peligrosos de las
especies reactivas de oxigeno en el estrés celular. Una mayor cantidad de SOD
endogena protege de dafio neuronal, debido a la captura del radical superéxido
ademas de reducir el estrés oxidativo al modular otros niveles antioxidantes.

La enzima contiene Zn y Cu en su centro activo, cuando hay pequefias
cantidades de Zn se produce una pérdida de motoneuronas, lo que confirma la

necesidad de un enzima funcional (McCord, 2000 ).
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Marcadores de estrés oxidativo

Los marcadores de estrés oxidativo son una herramienta para evaluar la
progresion de alguna enfermedad. Uno de estos marcadores, el MDA, se forma
a partir de la ruptura de endoperdéxidos durante las ultimas etapas de oxidacion
de los AGPIs, principalmente de los que contienen tres 0 mas dobles enlaces.
El MDA reacciona con grupos amino primarios de moléculas bioldgicas,
formandose como aldehido libre o aducto con otros componentes celulares
(Dorado y cols., 2003). Los estudios de diversas enfermedades
neurodegenerativas, han revelado un incremento en los niveles del MDA en el
hipocampo, corteza piriforme y amigdala, corteza temporal, frontal, parietal y

occipital.

1.3 Excitotoxicidad

El estudio sobre los mecanismos de neurodegeneracion, ha confirmado
gue en numerosas ocasiones la muerte neuronal comienza mediante la
sobreexcitacion en respuesta a la acumulacion extracelular de glutamato. El
glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio y su interaccion con
receptores especificos de la membrana es la responsable de algunas funciones
neurolégicas como: cognicidbn, memoria, entre otras (Lipton, 1999; Meldrum,
2000). Este mecanismo de neurodegeneracion se denomina excitotoxidad, el
cual se ha relacionado con una variedad de enfermedades neurodegenerativas
del sistema nervioso central (SNC), incluyendo la EA, EP y la EML. En las
Gltimas décadas, se han desarrollados grandes logros obtenidos en la
informacion de las vias de sefalizacion que se activan a consecuencia de la

excitacion neuronal; sin embargo, el mecanismo por el cual los receptores de
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glutamato estan implicados en los trastornos neurodegenerativos sigue sin
estar claro (Xiang-Yu, 2011).

Se ha propuesto que uno de los principales procesos responsables de la
muerte neuronal es la sobreactivacion de los receptores de glutamato,
provocando un importante incremento de Ca** en el citoplasma, (Olney, 1969).
Se ha determinado que los altos niveles de Ca** citoplasmatico por si mismos
no son necesariamente toxicos para las neuronas sin embargo, el incremento
de Ca*' puede inducir la muerte en la neurona por: a) la disminucién en la
reserva energética que produce la sobre activacion de los receptores de
glutamato alterando la homeostasis idnica neuronal y llevando a la muerte por
necrosis, aunque, si el estado energético se recupera habria una muerte
neuronal retardada mediante apoptosis; b) la liberacion de factores pro-
apopticos, desde el espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citosol,
como el citocromo c; c) el incremento en la produccion de especies reactivas
de oxigeno, debido a que la mitocondria produce superoxido y especies
reactivas de oxigeno (Ankarcronay cols., 1995).

Con base en el concepto de excitoctoxidad, se ha establecido un modelo
que induce neurodegeneracion en el sistema nervioso central, de manera
similar a la observada en varias patologias, siendo generada mediante la

administracion de un agonista del receptor al glutamato: el &cido kainico.

1.3 Acido kainico
En 1953 se aisl6 el acido kainico del alga marina Digenea simplex, y se utilizd
como agente anti-ascaridiasis. En 1970 se describié su potente accion como

neurotoxina en el SNC de mamiferos (Johnston y cols., 1979). El acido kainico
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(figura 1) es un analogo conformacional del acido L-glutamico y es el agonista
prototipo de un tipo de los receptores ionotropicos del glutamato; por lo que son

llamados tipo kainato (Simon y cols., 1976).

H O
N N on
4
HC
> 'CH, OH

Figura 1. Acido kainico

El 4cido kainico induce convulsiones y neurodegeneracion in vivo y se
emplea para inducir epilepsia experimental en roedores (Ando y cols., 2004;
Bausch y McNamara, 2004). La administracion local del acido kainico provoca
lesiones axonales y produce convulsiones cuando se aplica por via sistémica.
La degradacion neuronal permanece durante meses, produciendo la retraccion
masiva del hipocampo y de la amigdala, corteza piriforme y areas de la corteza

entorrinal (Schwob, 1980; Baran y cols., 1995, Jong-Seon y cols., 2009).

1.4 Hipocampo

El hipocampo deriva del telencéfalo, que es un organo par, por lo que se tiene
un hipocampo derecho y uno izquierdo. Su nombre deriva del griego por su
forma curva semejante a un caballito de mar (Hippocampus; hippos=caballo,
kampi=curva del). Forma parte del sistema limbico y sus funciones cognitivas
primarias se refieren a la memoria y a la organizacion espacial. Diferentes
procesos de telencefalizacion filogenética y ontogénica lo llevan a la posicion

mesial basal que ocupa, se localiza en la parte dorsomedial de los I6bulos

8
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temporales del cerebro, por debajo del ventriculo lateral (Castro-Sierra y cols.,

2007a).

El hipocampo se conforma de las siguientes porciones:

a) Hipocampo retrocomisural, o hipocampo propiamente dicho.

b) Hipocampo supracomisural.

c) Hipocampo precomisural.

El hipocampo retrocomisural esta situado en la region mas medial del quinto

giro temporal, su cara externa y superior se encuentra en el receso temporal

del ventriculo lateral y se divide en tres estructuras (ver figura 2):

Cuerno de Ammon (CA): en el cual se distinguen cuatro regiones; CA1,
CA2, CA3 y CA4, en donde CA1 es vecino del subiculo y CA4, del giro
dentado. La corteza del cuerno de Ammon contiene tres capas:
molecular, celular y poliforma.

Giro dentado: Este es también una corteza de tres capas: poliforma,
granulosa y molecular. Estd en contacto con los 4 componentes del CA'y
el prosubiculo. Diversos estudios han descrito la presencia de glutamato
como neurotransmisor primario, ademas de la presencia de GABA,
somatostatina, colecistocinina y polipéptido vasoactivo.

Subiculo: Es una corteza transicional, constituida por tres capas
neuronales tipicas: la alocorteza, la capa neuronal y la capa molecular,
aunque estas capas se pueden encontrar en numero de tres a seis. Se
divide en cuatro partes:

1. Prosubiculo, vecino a CAL.

2. Subiculo
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3. Presubiculo

4. Parasubiculo, vecino a la corteza entorrinica.
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Figura 2. Estructura del hipocampo (Tomado de: Brandy, 2006).

Funciones fisiologicas del hipocampo
Como todos los componentes del sistema limbico, desarrolla tres funciones:
a) Mnemonicas: Se relaciona con la memoria reciente. ElI complejo

polisindptico que se encarga de fijar la memoria va desde la corteza
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entorrinica, pasando por las células granulosas del giro dentado, CA3 y,
luego, CAl, subiculo y albeus, hasta el férnix.

b) Motivacionales: Como centro de motivaciones para la memorizacion,
tendra funciones tanto fisiolégicas como mnemaonicas.

c) Conductuales: En relacion con estimulacion o una lesion del hipocampo,
el sujeto presenta reacciones de defensa, ataque y furia, asi como

respuestas viscerales de diferente tipo (Castro-Sierra y cols., 2007b).

Hipocampo: neurodegeneracion y comportamiento
Se ha visto que el hipocampo es particularmente vulnerable a una variedad de
condiciones, tales como anoxia, estado epiléptico, demencia senil y
enfermedades neurodegenerativas, en los que el numero de neuronas
piramidales disminuye (Sperk, 1994).

Los estudios realizados reportan que los cerebros obtenidos a partir de
animales tratados con acido kainico, se alteran de manera macroscopica,
incrementando su volumen, principalmente en los Iébulos temporales (Sperk,

1994).

Hipocampo y locomocion

El nacleo accumbens, estriado medial, y la corteza prefrontal medial recibir
entrada glutamatérgica de las regiones del cerebro limbico-corticales, tales
como el hipocampo, la amigdala, el tAlamo y areas corticales asociadas. Estos
datos indican que las regiones del cerebro limbico-corticales dafiadas por acido

kainico modulan la actividad locomotora (Bardgett y cols., 1998).
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La administracion de acido kainico, mostro un déficit de la locomocién en
rata, ocasionando una pérdida de motoneuronas, imitando las caracteristicas

clinico-patologicas de la ELA (Hui y cols., 2006).

Hipocampo y memoria

El hipocampo es una estructura cerebral necesaria para la adquisicion y
recuperacion de la informacion espacial, al igual que para su consolidacion y
almacenamiento. La administracion de acido kainico, provoca el proceso de
degeneracion neuronal, aun meses después de haberse administrado,
generando lesiones masivas en el hipocampo y en las areas de amigdala,
corteza piriforme y corteza entorrinal (Sperk, 1994). Estas lesiones provocan la
disfuncion del hipocampo, alterando la recuperacion de la memoria en las ratas
(Arkhipov y cols., 2007), principalmente afectando el area de CAl y CAS las
cuales juegan un papel importante en el aprendizaje y memoria. Los reportes
indican que la lesion en CAL produjo un déficit en la adquisicibn de memoria en
la prueba de laberinto de Morris, asi mismo en CA3 también causo déficit de
aprendizaje en la misma prueba realizada y ocasiono alteraciones aun mayores

en el rendimiento en la prueba de evitacidon pasiva (Pentkowsi y cols., 2006).

Hipocampo e hiperalgesia.

Si bien los efectos de los aminoacidos excitatorios han sido bien
caracterizados en el SNC, se sabe relativamente poco acerca de su posible
modulacién de los elementos responsables en la hiperalgesia en los tejidos
periféricos. La administraciéon de glutamato, provoca una respuesta térmica:

hiperalgesia en las latencias, lo que sugiere que los aminoacidos excitatorios
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activar un mecanismo periférico que estimula la hiperalgesia a través de un

proceso mediado por los receptores.

Hipocampo y ansiedad

Se cree ampliamente que el hipocampo esta implicado en espacial navegacion
(O'Keefe y Nadel, 1978) y ciertas formas de aprendizaje y memoria
(Eichenbaum, 2000, Escudero et al, 2004). Sin embargo, cada vez es mas
evidente que el hipocampo también puede ayudar a modulan la ansiedad
relacionada con comportamientos (Gray & McNaughton, 2000; Bannerman et
al., 2004) y respuestas defensivas frente a diversos estimulos amenaza.

El laberinto en cruz elevado, es una de las pruebas de ansiedad mas
utilizadas siendo el modelo mejor validado desde el punto de vista conductual,
farmacoldgico y fisiologico, se basa en la aversion no condicionada de los
roedores hacia los lugares abiertos y altos. Este método determina cambios en
ansiedad permitiendo observar el comportamiento espontaneo de los animales,

sin someterlos a estimulos nocivos, privacién de alimento y agua.

Hipocampo y estrés

El estrés es el estado en el cual el cerebro interpreta que un estimulo
determinado es excesivo o0 perjudicial (Kama y cols., 2001). El estimulo
estresor altera la homeostasis del cuerpo y desencadena respuestas
fisiol6gicas cognitivas y conductuales que permiten restaurar las condiciones
basales. Se han descrito pruebas conductuales en las cuales se induce estrés
a los animales por medio de traumatismos, infecciones, calor o frio intenso,

inmovilizacién o la induccién del nado forzado. En la prueba de nado forzado se
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obligo al animal a nadar en un espacio reducido del cual no hay escape, los
animales que luchan para escapar hasta llegar a la inmovilidad excepto por
pequefios movimientos para mantener la cabeza fuera del agua. En esta
prueba se relaciona el tiempo de lucha con la capacidad que tiene el animal de

responder al estrés (Porsolt, 1977).

Hipocampo y muerte neuronal

Los cambios neuroquimicos e histologicos observados en hipocampo se
pueden relacionar directamente con las caracteristicas excitotéxicas y
convulsionantes producidas por el acido kainico que a su vez ocasiona
disturbios en la microcirculacion produciendo anoxia e isquemia, siendo
factores importantes en la patologia de diversas enfermedades
neurodegenerativas (Pong y cols., 1999; Candelario-Jalil y cols., 2001).

Las neuronas mas sensibles al dafio neuronal inducido con acido kainico
son las neuronas piramidales de la regién CA1 y CA3 del hipocampo, asi como
las interneuronas del hilum del giro dentado, debido a su alta concentracion de
receptores tipo kainato (Mandel y cols., 2004; Sok y cols., 2005; Sanon y cols.,
2005).

Se ha sugerido, que los receptores para el acido kainico localizados en
las fibras musgosas presinapticas inducen liberacién de glutamato al momento
de unirse al acido kainico, lo cual contribuye indirectamente en la accion
neurotdxica del &cido kainico (Takeda y cols., 2004). A nivel del hilus del
hipocampo es posible observar una disminucién en el nimero de células, tras

la aplicacion selectiva de dosis bajas de acido kainico.
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1.5 Spirulina
El uso de las algas en la prevencion y/o el tratamiento de diversos
padecimientos han sido comprobados por sus propiedades farmacolégicas en
diferentes modelos experimentales. Entre ellas destaca la cianobacteria
Spirulina, alga verde-azul que en algunos paises se cultiva como suplemento
alimenticio, fuente de colorantes y de aditivos para la industria farmacéutica
(Stein y Borden, 1984; Cood y cols., 1989; Cood, 1995).

El alga Spirulina (figura 3), ahora nombrada Arthrospira, pertenece a la
familia Oscillatoraceae; es una cianobacteria microscopica y filamentosa
(Ramirez-Moreno y Olvera-Ramirez, 2006). Su nombre deriva de la naturaleza

espiral o helicoidal de sus filamentos.

Figura 3. Alga Spirulina

La Spirulina crece en aguas alcalinas tropicales y subtropicales, ricas en
sodio, con un pH de 11, a una temperatura de 30-35 °C y con una iluminacién
minima de 25000 lux diarios; su crecimiento de manera natural se da en lagos
alcalinos, como los ubicados en Asia, Africa, Norteamérica y Sudamérica.

Diversos trabajos reportan que fue utilizada como alimento en México
durante la civilizacion Azteca, hace unos 400 afios (Ramirez-Moreno y Olvera-

Ramirez, 2006). En los ultimos 20 afios se ha utilizado comercialmente como
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alimento; la produccion se realiza en estanques al aire libre, bajo condiciones
controladas, aunque algunas empresas también la cultivan directamente en
lagos, siendo la producciéon actual a nivel mundial cerca de 2,000 toneladas
métricas (Belay y cols., 1996).

Estudios a corto, mediano y largo plazo en animales de laboratorio han
demostrado que la Spirulina no produce efectos toxicos, lo que representa una
ventaja en relacién a otras algas que han ocasionado toxicidad y muerte en
animales domeésticos y salvajes, por la presencia de hepato y neurotoxinas
(Chamorro y cols., 1996; Chamorro y cols., 2002; Islam y cols., 2009).

La importancia de esta alga se relaciona principalmente por su alto
contenido en proteinas (60 a 70%), vitaminas (vitamina B12, provitamina A),
aminoacidos esenciales, minerales, especialmente hierro, y de acidos grasos
esenciales como el linolénico, asi como su baja cantidad de colesterol, grasas y
calorias ademas de contener otras sustancias fitoquimicas como polisacaridos
y ficobiliproteinas (ficocianina y aloficocianina), las cuales han demostrado

poseer propiedades antioxidantes (Belay y cols.,1993; Chamorro y cols., 2002).

1.5.1 Efecto antioxidante de la Spirulina

Spirulina y toxicidad
Los contaminantes pueden ocasionar diversos efectos a la salud y al
ambiente, dependiendo del elemento. ElI mercurio es un contaminante
industrial, que produce alteraciones en tejidos de plantas y animales, siendo el
érgano blanco el higado. Este metal en su forma Hg?* causa estrés oxidativo
debido a su afinidad por las proteinas intracelulares con grupos sulfidrilo, asi

mismo incrementa la peroxidacién de lipidos.
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Se ha demostrado que la ingesta de cianobacterias del genero Spirulina
protege contra la citotoxidad inducida por HgCl,.

Spirulina fusiformis (800 mg/kg) disminuyo la actividad de la fosfatasa
alcalina y la fosfatasa acida en testiculos y por lo tanto en la toxicidad testicular
en ratdon por HgCl, (Saxena y Kumar, 2004). Utilizando el mismo toxico se
demostré el efecto de Spirulina fusiformis (200-1200 mg/kg) previniendo el
dafio oxidativo, manteniendo la concentracion de GSH y el grado de
lipoperoxidacién, aunado a la reduccion de calcio y de la fosfatasa acida,
incrementando el fierro y la fosfatasa alcalina (Sharma y cols., 2005; Kumar y
cols., 2007). De la misma manera utilizando el extracto de Spirulina fusiformis
frente a los efectos toxicos de HgCl, se redujo significativamente la toxicidad
hepatica aumentando la actividad de enzimas antioxidantes: SOD, CAT, GST y
el contenido de GSH hepatico; disminuyendo por lo tanto la concentracion de
MDA, la actividad sérica de AST y ALT vy las alteraciones histopatolégicas
(Sharma y cols., 2007). Reportes resientes indican que Spirulina platensis (800
mg/kg) atenud la hepatotoxicidad y la alteracion del perfil lipidico a través de su
actividad antioxidante al disminuir significativamente la concentracion
plasmatica de enzima hepaticas, colesterol total, triglicéridos, hidroperoxidos
(Kumar y cols., 2007; Bashandy y cols., 2011).

El acetato de plomo (Pb(CH3COO),), se trata de un compuesto
altamente toxico y peligroso, es decir, aunque su exposicion sea corta y aun
recibiendo atencion medica podria causarle la muerte. Spirulina fusiformis (800
mg/kg) redujo las alteraciones producidas en el peso de los animales y de los
testiculos, en el diametro tubular y en la poblacién de los tipos celulares de

tubulos seminiferos cuando se administro después del metal (Shastri y cols.,

17



Efectos neurofarmacoldgicos de la Spirulina en ratén

1999). En otro trabajo (Ponce-Canchihuaman y cols., 2010), Spirulina maxima
previno la disminucién de peso corporal y la afectacion hepatica regresando a
valores normales la actividad de ALT y la concentracion plasmatica de
colesterol y triglicéridos, tanto en higado como en rifién. La Spirulina (300
mg/kg) demostré6 un efecto protector contra el aumento en el numero de
mastocitos en los ovarios durante el ciclo estral (Karaca y Simsek, 2007).

Por otro lado al suplementar la dieta con 6% de Spirulina produjo la
maxima proteccion al aumenta el consumo de alimento, el crecimiento, la
actividad de fosfatasas, los parametros hematolégicos afectados por el cobre;
ademas de incrementar la eliminacién del mismo via heces (James y cols.,
2009).

Utilizando otro toxico, Spirulina platensis normalizo la actividad tanto en
suero como en el higado de AST, ALT Y ALP. Asimismo, produjo un
incremento importante en el contenido hepatico de vitamina A tanto en
animales con dieta libre de la vitamina como en los suplementados con
hexaclorociclo hexano (Venkataraman vy cols., 1994).

En otro estudio, el tetracloruro de carbono, (CCl,;) que es un compuesto
guimico, cancerigeno y puede ser causa de leucemia linfoide, tricoleucemia,
cirrosis y cancer de higado y cancer de pulmon, se demostré que Spirulina
protegi6 de la hepatoxicidad del tetracloruro de carbono al disminuir la
alteracion de AST, ALP, proteinas totales, albumina bilirrubina total, asi como
colesterol (Gad y cols., 2010).

El cadmio (Cd) es un contaminante ambiental acumulativo e industrial
gue afecta a la mayoria de los érganos de las personas especialmente al

higado. Estudios con Spirulina (500mg/kg) frente a los efectos del CdCl,
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previno parcialmente la disminucion de la concentracion sérica de cobre, zinc,
fierro y selenio, asi como la hepato y nefrotoxicidad. Ademas, protegio de la
afectacion histolégica de higado vy rifion, normalizo el contenido de MDA y de
GSH (Jeyaprakash y Chinnaswamy, 2005; Amin y cols., 2006). Aunado por lo
reportado por Karadeniz y cols., (2008), donde Spirulina platensis protegio6 de la
hepatotoxicidad al reducir la degeneracion vacuolar severa, la infiltracion grasa
y la fibrosis ocasionadas por el metal, ademas disminuyo el MDA y aumento la
concentracion de GSH, SOD y NO.

Por otro lado con la intoxicacion del arsénico, el tratamiento con el
extracto de Spirulina, aumento drasticamente la excrecién urinaria del
metaloide (Misbahuddin y cols., 2006; Saha y cols., 2010). Asi mismo, el alga
redujo la alteracion de parametros hematolégicos como la cuenta eritrocitaria
total, el contenido de hemoglobina, la tasa de sedimentacion eritrocitaria y el
volumen del paquete celular (Islamy cols., 2010).

Estos trabajos sugieren que el alga Spirulina podria desempefiar un
papel en la reduccién y prevenciéon de los efectos téxicos de diversos
contaminantes ambientales y laborales, debido a sus propiedades

antioxidantes.

Ademas de su alto valor nutritivo, la Spirulina y sus extractos han
demostrado tener diversas propiedades farmacoldgicas in vitro y/o in vivo, con
posibles utilidades terapéuticas (Karkos y cols., 2011).

Muchas de estas propiedades estan relacionadas principalmente con su
capacidad antioxidante (Kim y cols., 2010; Thaakur y Sravanthi, 2010; Ponce

Canchihuman y cols., 2010; Chu y cols., 2010; Viswanadha y cols., 2011;
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Golechha y cols., 2001; Kalafati y cols., 2009). Existen varios estudios donde
reportan que la Spirulina tiene gran variedad de antioxidantes que han
demostrado su efecto individualmente y por sinergismo, tales como
compuestos fenolicos, tocoferol, beta-caroteno, flavonoides, ficobiliproteinas,
provitamina a (beta-caroteno), la superéxido dismutasa (SOD), vitamina C y E,
minerales (Upasani y cols., 2001).

También, se ha reportado que la Spirulina tiene propiedades
antialérgicas (Cingi y cols., 2008), antibacterianas (Ozdemir y cols., 2004), anti-
carcinogénicas (Ismail y cols., 2009), anti-coagulantes (Majdoub y cols., 2009),
antigenotoxico (Chamorro y cols., 2007), anti-hipertensiva (Juarez-Oropeza y
cols., 2009), antiteratogénico (Paniagua-Castro y cols., 2011), anti-inflamatorio
(Dartch, 2008), antinefrotoxico (Sharma y cols., 2007), antiviral (Hayashi y cols.,
1996; Barron y cols., 2008; Hernandez-Corona, 2002), hipolipidémico (Torres-
Durrdn y cols.,, 2007; Cheong y cols., 2010; Kim y cols., 2010),
inmunomoduladora (Selmi y cols., 2011), vasorelajante (Mascher y cols., 2006),
hipocolesterolemiaente (Cheong y cols., 2010). Ademas, se ha reportado que la
Spirulina participa de manera especial en el mantenimiento de la estructura y
funcién del SNC (Bachstetter y cols., 2010; Stromberg y cols., 2005; Thaakur y
Sravanti 2010; Wang y cols., 2005; Chamorro y cols., 2006).

Se ha demostrado la actividad de la Spirulina como un potente atrapador
de radicales libres, ademas de inhibir la peroxidacion microsomal de lipidos,
actividad relacionada con su elevado contenido de moléculas con propiedades
antioxidantes (Colla y cols., 2007). Entre estas moléculas, la ficocianina

(ficobiliproteina mas abundante) (Yoshida y cols., 1996), es una proteina
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conjugada (Wang y cols., 2001), que se ha identificado como responsable de la
actividad antioxidante de la Spirulina (Bermejo y cols., 2008).

La ficocianina consta de 3 grupos cromogenos (tetrapirroles lineales) por
unidad monomeérica, que poseen una estructura muy similar a la de la
bilirrubina, reconocido antioxidante endégeno (Berns y Mac Coll, 1989). Es una
ficobiliproteina soluble en agua, que contiene un grupo cromaoforo tetrapirrélico
conocido como ficocianobilina, que se encuentra covalentemente unida a la
apoproteina. Se ha reportado que la ficocianina es un potente atrapador de
radicales libres (radicales hidroxilo y peroxilo) por lo que inhibe Ia
lipoperoxidacién microsomal (Romay y cols., 2001).

Estudios de la ficocianina reportaron sus efectos antioxidantes,
antiinflamatorios  (Darth, 2008), hepatoprotectores y neuroprotectores
(Benedetti y cols., 2004). En relacion a esta ultima actividad, se demostré que
la C-ficocianina disminuyd la incidencia de cambios neuroconductuales en rata,
asi mismo, mostré efectos neuroprotectores en cultivos de células en rata, en
las que se produjo dafio en el cerebro por la administracion de acido kainico

(Rimbau y cols., 1999).

1.5.2 Spirulina y neurodegeneracion
Numerosas enfermedades neurolégicas comparten una caracteristica
patolégica fundamental, como es la serie de reacciones inflamatorias atipicas.
La neuroinflamacién puede ser tanto causa como consecuencia del estrés
oxidativo cronico (Elejalde- Guerra, 2001; Gilgu-Sherki y cols., 2001).

Se ha demostrado recientemente el efecto protector de antioxidantes,

como componentes dietarios (Burtin, 2003; Duffy y cols., 2008), capaces de
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modificar la expresion de citocinas que estan relacionadas con la regulacion del
mecanismo de la inflamacion (Vila y cols., 2006). Entre estos estudios se
encuentra el efecto de dietas enriquecidas con Spirulina, las cuales invirtieron
totalmente la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias observadas en
cerebro de ratas adultas. Asi mismo, disminuyeron los niveles de
malondialdehido, un marcador del dafio oxidativo (Cartford y cols., 2002;
Gemma y cols., 2002), ademas de la disminucion en la inflamacién sistémica
del hipocampo (Bachstetter y cols., 2010) y la regulacién del sistema de
dopamina en el sistema nigro-estriatal (Stromberg y cols., 2005).

Aunado a estas investigaciones, Wang y colaboradores (2005)
demostraron que el tratamiento con dietas enriquecidas con Spirulina redujeron
los cambios neurodegenerativos en animales envejecidos.

También, se ha reportado que la administracion de Spirulina en roedores
disminuyendo significativamente la discinesia tardia inducida por haloperidol,
asi como la atenuaciéon en la lesidén cerebral por isquemia (Thaakur y Jyothi,
2007; Thaakur y Sravanti, 2010), la reduccion de estrés oxidativo en animales
(Vadiraja y cols., 2001). Ademas esta alga parcialmente mejoro los principales
dafios de la enfermedad de Parkinson inducido por 1-metil-4-fenil-1, 2,3,6

tetrahidropiridina en ratones (Chamorro y cols., 2006).

El presente trabajo se enfoca a estudiar los efectos de la Spirulina en
relacion con la neurotoxicidad producida por el del acido kainico utilizando
diferentes pruebas de comportamiento y determinando si este efecto esta

relacionado con su actividad antioxidante.
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2. JUSTIFICACION

Las enfermedades neurodegenerativas son patologias muy complejas que
tienen como caracteristica comuan el caracter progresivo de los sintomas y la
degeneracion paulatina de una parte o partes del sistema nervioso que
desemboca en incapacidad fisica y psiquica.

Los estudios sobre la Spirulina indican que la ingesta de esta microalga
desempefia una funcién importante en el balance nutritivo, participan de
manera especial en el mantenimiento de la estructura y funcion normal del
sistema nervioso, por lo que se sugiere un posible efecto favorable del alga en
trastornos neurodegenerativos de origen diverso. Sin embargo, a pesar de las
evidencias teodricas en favor del empleo de la Spirulina como agente
neuroprotector, no permiten definir su posible participacién en la proteccién del
dafio neuronal. Asi, es importante utilizar modelos experimentales cuyos
resultados pueden contribuir a esclarecer algunos aspectos de su capacidad
neuroprotectora. Por tal motivo y dada la dificultad para encontrar tratamientos
naturales efectivos frente a las enfermedades neurodegenerativas, es
necesario esclarecer el efecto neuroprotector de la Spirulina frente a la

neurotoxicidad producida por el acido kainico en ratén.
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3. HIPOTESIS

Las ficobiliproteinas de Spirulina protegeran contra los efectos neurotoxicos

causados por el acido kainico en el hipocampo de raton.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad protectora de la Spirulina contra los efectos

neurotoxicos del acido kainico en el sistema nervioso central del raton.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer el efecto neuroprotector de la Spirulina utilizando pruebas
conductuales.

e Determinar si la lipoperoxidacion en el hipocampo inducida por acido
kainico puede disminuirse por la administracion de Spirulina.

e Analizar la actividad de la SOD en hipocampo

e Evaluar el efecto de la Spirulina como agente protector contra el dafio

neuronal provocado por el acido kainico en el hipocampo del ratén.
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5. METODOLOGIA

Todos los procedimientos experimentales y protocolos utilizados en este
estudio fueron realizados conforme a los principios éticos y las normas
especificadas por el Cuidado Animal y del Comité de Bioética de nuestra
Institucion y con base a la norma NOM-082-Z00-1999 para el manejo de
animales de laboratorio.

Para la realizacién de este experimento se emplearon ratones machos
SW (25-30 g), los cuales fueron mantenidos en locales apartados de ruido, con
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno (8:00 a.m. a 8: p.m. horas/luz)
con una temperatura de 24 + 2 °C, humedad relativa del 50%, asi mismo, se les
ofrecié alimento y agua ad libitum.

Los animales fueron asignados aleatoriamente en seis grupos de seis

animales cada uno de la siguiente manera:

Grupos Tratamiento (mg/kg peso corporal)

1 Testigo salina

Spirulina (800 mg/kg)

Acido kainico (35 mg/kg)

Spirulina 200 mg/kg + &acido kainico

Spirulina 400 mg/kg + acido kainico

o 0~ W N

Spirulina 800 mg/kg + acido kainico

La Spirulina (Andes Spirulina, Quito, Ecuador) fue administrada por via
oral (vo) y el acido kainico (KA; Sigma, St. Louis, MO, USA) por via

intraperitoneal (ip) al dia 14.
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El grupo 1 designado como el testigo negativo el cual recibié solucion
salina (10 mL/kg, de raton), el grupo 2 fue administrado con Spirulina (800
mg/kg, diariamente una vez al dia) durante 24 dias, los grupos 3-6 fueron
administrados con Spirulina a las dosis de 200, 400 y 800 mg/kg, una vez al
dia, durante 14 dias antes y 10 dias después de la administracion de acido

kainico (35 mg/kg, ip). Al final de este tratamiento se evalud el comportamiento.

5.1 Evaluacion del efecto de la Spirulina sobre el sistema nervioso central

La actividad de la Spirulina en el SNC se realizé evaluando sus efectos sobre:
la coordinacion motora, la memoria espacial, la actividad analgésica, la
ansiedad y el estrés. Ademas, se determin6 en el hipocampo la peroxidacion

lipidica y la actividad antioxidante de la SOD.

Administracién del acido kainico.
Las dosis de acido kainico utilizada fue de 35 mg/kg, administrada via ip y
solucion salina en el caso del grupo testigo.

Después de un periodo de 24 horas se evalué la sobrevivencia. A los 10

dias se sometieron todos los grupos a las pruebas conductuales:

Efectos sobre la coordinacion motora.
La coordinacion motora fue determinada por el método de Boissier’'s y cols.,
(1972). Los animales se colocaron en un rodillo giratorio (Rotamex-Columbia) y
fueron entrenados por 5 dias, posteriormente se realizé la prueba.

Los ratones se colocaron en una barra horizontal (diametro de 3

centimetros) con una superficie antideslizante, se utiliz6 una velocidad de 15
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RPM vy el estado latente a caer fue medido hasta por 2 min. Se registré el

tiempo que los animales permanecieron sin caerse.

Memoria espacial: laberinto acuéatico de Morris

Esta prueba de navegacion espacial fue utilizada para determinar la capacidad
memoria de los animales (Morris, 1984). Se utilizé una tina circular de plastico
de 73 cm de diametro, llena de agua hasta una profundidad de 56 cm. El agua
se mantuvo a 27 + 2 ° C. La tina se dividi6 conceptualmente en cuatro
cuadrantes y una plataforma (6 X6 cm) se colocé a 1 cm por debajo de la
superficie del agua en el centro de uno de los cuatro cuadrantes. Los ratones
fueron colocados individualmente en uno de los cuatro cuadrantes, con la cara
hacia la pared de la tina.

Los ratones fueron entrenados con 4 ensayos por dia durante 5 dias (a
intervalos de 1 min). La tina se fij6 en la misma posiciébn en la habitacion,
debido a la capacidad del animal para localizar la plataforma utilizando
referencias visibles alrededor de la tina. Se registro la latencia, definida como el
tiempo desde la liberacion del ratdn hasta el momento en el que el animal sube
a la plataforma. Se considera que un animal ha encontrado la plataforma
cuando permanece en ella por 5 segundos.

Actividad analgésica: prueba de la placa caliente.

La antinocicepciéon fue determinada por la prueba de la placa caliente (LSI
Letica 7406). La temperatura de la placa se mantuvo a 56 °C. Los ratones
fueron colocados individualmente en la placa caliente y se registré la latencia
para lamer las extremidades posteriores. Esta prueba fue realizada 30 y 60

minutos después de la administracion de Spirulina.
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Ansiedad: prueba de laberinto en cruz elevado.

La ansiedad se evalué mediante el laberinto elevado en cruz para ratones
(Lister, 1987). Este laberinto consta de dos brazos abiertos (30 x 5 cm) y dos
brazos cerrados (30 x 5 x 25 cm) en posicion perpendicular que se extiende
desde una plataforma central (5 x 5 cm) y una elevacion de 45 cm del suelo. El
animal fue colocado en el centro del laberinto. EI comportamiento del raton se
observé durante 5 min. Se registro el tiempo de permanencia en los brazos

abiertos.

Estrés: prueba de nado forzado.

La prueba de nado forzado incluye dos exposiciones en un tanque de agua,
con una separacion de 1 dia. Se colocé individualmente a cada raton en un
cilindro de plastico (diametro de 22 cm, altura de 40 cm) el agua se encontraba
a una altura de 20 cm. La temperatura del agua se mantuvo a 25 °C. En el
primer dia de la prueba, los animales se ven obligados a nadar durante 15
minutos. El dia 2 (periodo de prueba), los animales fueron obligados a nadar
durante 5 minutos. Se registré el tiempo de inmovilidad de los ratones. El ratén
fue considerado como inmévil cuando dej6 de intentar para escapar y

permanecio flotando en el agua, manteniendo su cabeza fuera del agua.

5.2 Andlisis de lipoperoxidacion
La peroxidacion lipidica se evalu6é midiendo el contenido de malondialdehido
(MDA), de acuerdo con Calderén y cols., (2007), con modificaciones menores.

El hipocampo se homogeneiz6 en 0,5 mL de buffer de fosfato (pH 7.0). A una
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alicuota de este homogeneizado se afadi6 1 mL de reactivo de &cido
tiobarbiturico (el 16% (w/v) TCA - 0,5% (w/v) de TBA - 0.7N HCI) y la solucion
se calentdé durante 30 minutos en un bafio de agua hirviendo. Después se
enfrig, para ser separado por centrifugacion a 1000 g durante 10 minutos. La
absorbancia de la muestra se determind en un espectrofotometro (Shimadzu) a
532 nm frente a un blanco de reactivos. El contenido de MDA en la muestra fue
calculado usando un coeficiente de extincién de 1.56x10° M* cm'. El contenido
de proteina de las muestras se determiné por el método de Bradford (1976),
usando como estandar albumina sérica bovina (BSA). Y se registra como

mg/proteina.

5.3 Actividad de la SOD

La actividad de la SOD (Cuzn-SOD mas Mn SOD) se determino con base en la
inhibicion de la autoxidacion de la adrenalina (30 mM Sigma Chem Co.) por la
SOD en buffer de carbonatos (50 mM Na;HCOg3, 0.1 mM EDTA, pH 10.2) a 480
nm (Misra y Fridovich, 1972). La absorbancia de la muestra fue determinada a
los 5 y 30 minutos con un espectrofotometro (Shimadzu). La actividad de la
SOD se calculo utilizando una curva estandar obtenida de la actividad de 2.19
a 13.39 U de SOD pura de bovino (Sigma Chem Co.). Los resultados se

expresaron como U SOD/mg de proteina.

5.4 Andlisis histologico
Para realizar el andlisis morfologico de las neuronas constituyentes en el area
CA3 del hipocampo, 10 dias después de la administracion del &cido kainico, los

animales se sacrificaron por perfusién cardiaca, con el objetivo de obtener y
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fijar los encéfalos, que fueron almacenados en paraformaldehido al 4% hasta
su analisis. Una vez fijado el tejido, se utilizo la técnica histoldgica de inclusion
de parafina, posteriormente, con un micrétomo rotatorio se obtuvieron cortes
transversales de 7 micras de la region hipocampal de cada cerebro procesado,
los cortes fueron procesados para su tincidon con la técnica de azul de
tolouidina. Se determino a las neuronas en estado atréfico como aquellas
células que presentaron una disminucion en el volumen celular, hipercromasia
del citoplasma y del nucleo, y ausencia de nucléolo. Se realiz6 la cuenta de las
células del hipocampo con micrometros objetivo y ocular, existentes en un area

10000pm?.

5.4 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + el error estandar de la media. Los
datos paramétricos se analizaron con la prueba de andlisis de varianza
(ANOVA), seguido por la prueba de Tukey's post hoc. Para la prueba de placa
caliente y la parte histologica, se realizo una prueba de analisis de varianza
bifactorial, seguidas de la prueba de Tukey's post hoc. En todos los casos los
datos se procesaron en el software Sigma Stat ver. 2.07, se considero una

p<0,05 para establecer diferencia significativa.
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6. RESULTADOS

La administracion sistémica de acido kainico produjo efectos en el
comportamiento, incluyendo sacudidas de "perro mojado”, que progresaron a
convulsiones generalizadas tonico-clonicas. La mortalidad fue del 60% para el
grupo que recibié sdélo acido kainico (grupo 3), similar al grupo que fue
administrado con Spirulina a una dosis de 200 mg/kg (gupo 4), mientras que la
muerte se redujo un 20% para los grupos tratados con acido kainico mas
Spirulina a una dosis de 400 y 800 mg/kg (grupos 5 y 6 respectivamente).

El acido kainico provoco falta de coordinacion motora en la prueba de
rodillo giratorio, mientras que el grupo de 800 mg/kg de Spirulina no mostro
ninguna alteracion. El tratamiento con Spirulina en dosis de 200, 400 y 800

mg/kg evitd los efectos neurotdxicos inducidos por acido kainico (figura 4).
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Figura 4. Efecto de la Spirulina frente al dafio inducido por el &cido kainico sobre la
coordinacién motora en la prueba de rota-rod. Tiempo de latencia de caida para cada grupo

experimental. La Spirulina se administré durante 24 dias. El acido kainico fue administrado 10
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dias antes de la prueba. Cada barra representa la media + SEM (n = 6). *: p <0.05 vs grupo

testigo.

El dafio de las neuronas piramidales del hipocampo inducido por el acido
kainico deterior6é la memoria espacial, como se observa en la figura 2. El
tratamiento previo con Spirulina en las tres dosis empleadas previno dicho

deterioro (figura 5).
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Figura 5. Efectos de la Spirulina en la prueba del laberinto acuético de Morris contra el efecto
inducido por acido kainico. Se registré el tiempo de latencia para llegar a la plataforma para
cada grupo experimental. La Spirulina se administr6 durante 24 dias. El acido kainico fue
administrado 10 dias antes de la prueba. Cada barra representa la media + SEM (n = 6), y las

diferentes letras muestran diferencia significativa (p <0,05).

En la prueba de la placa caliente, la administracion de Spirulina por si
sola no produjo ningun efecto significativo en los dos tiempos registrados. Sin

embargo, los ratones tratados con Spirulina en dosis de 400 mg/kg mas acido
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kainico mostraron un aumento significativo en la latencia a los 30 minutos,
mientras que en los ratones tratados con 800 mg/kg mas &cido kainico

aumento la latencia en ambos tiempos con respecto al grupo testigo (figura 6).
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Figura 6. Efectos de la Spirulina en la prueba de la placa caliente. El tiempo de latencia fue
registrado a los 30 y 60 minutos después de la ultima administracién del Spirulina, para cada
grupo experimental. La Spirulina se administr6 durante 24 dias. El acido kainico fue
administrado 10 dias antes de la prueba. Cada barra representa la media + SEM (n = 6). *
p<0,05 vs grupo testigo, al mismo tiempo.

Se evaluo la ansiedad mediante la prueba del laberinto de cruz elevado.
La administracion de acido kainico, aumento significativamente el tiempo en
que los ratones permanecen en los brazos cerrados, mientras que el

tratamiento con Spirulina en dosis de 800 mg/kg no indujo ninguna diferencia

respecto al grupo testigo (figura 7).
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Después del tratamiento con Spirulina, los ratones permanecieron
menos tiempo en los brazos abiertos con respecto al grupo testigo, pero

pasaron mas tiempo que el grupo de acido kainico (figura 7).
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Figura 7. Efecto de la Spirulina en la prueba de laberinto en cruz elevado. Se reporta el tiempo
que permanecian los ratones en los brazos abiertos. La Spirulina se administré6 durante 24
dias. Acido kainico fue administrado 10 dias antes de la prueba. Cada barra representa la

media £ SEM (n = 6). *: p <0.05 vs grupo testigo.

La administracion de acido kainico aumento la duracién de la inmovilidad
en la prueba de nado forzado. El tratamiento de Spirulina por si sola no afect6
la duracion de la inmovilidad y el tratamiento de Spirulina en las tres dosis no

evito el efecto del acido kainico (figura 8).
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Figura 8. Efectos de la Spirulina en la prueba de nado forzado. Se registr6 el tiempo de
inmovilidad para cada grupo experimental. La Spirulina se administré durante 24 dias. El 4cido
kainico fue administrado 10 dias antes de la prueba. Cada barra representa la media + SEM (n

=6). *: p <0.05 vs grupo testigo.

El contenido de MDA en el hipocampo, se muestra en la figura 9. La
peroxidacién lipidica se incrementd en el grupo de acido kainico en
comparacién con el grupo testigo, mientras que el tratamiento Spirulina en las
dosis mas altas (400 y 800) redujo la peroxidacién lipidica con respecto al

grupo de acido kainico.
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Figura 9. Contenido de MDA en el hipocampo 10 dias después de la administracion de acido
kainico en los ratones tratados con Spirulina (200, 400 y 800 mg/kg). Los resultados se

expresan como media + SEM. Diferentes letras representan una diferencia significativa, p<0,05.

Con respecto a la actividad de la SOD en el hipocampo después de la
administracion de los diferentes tratamientos no muestra diferencia significativa

en ningun grupo con respecto al grupo testigo (figura 10).
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Figura 10. Actividad de SOD en el hipocampo 10 dias después de la administracion de &cido
kainico en ratones previamente tratados con Spirulina (200, 400 y 800 mg/kg). Los resultados

se expresan como media + SEM.

El contenido neuronal en el hipocampo se muestra en la figura 11. La
cantidad de células normales disminuyo significativamente en el grupo de acido
kainico en comparacién con el grupo testigo, mientras que el tratamiento con
Spirulina en la dosis de 400 y 800 mg/kg aumento la cantidad de células

normales con respecto al grupo de acido kainico.
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Figura 11. Contenido de células piramidales en el hipocampo, 10 dias después de la
administracion de acido kainico en los ratones tratados con Spirulina. Los resultados se
expresan como media £ SEM. * representa una diferencia significativa, p <0.05 con respecto al

grupo testigo.

En la figura 12, se observa el dafio neuronal del grupo de acido kainico
caracterizado por la presencia de neuronas atroéficas, las cuales presentaron
alteraciones morfolégicas como la reduccién del volumen celular,
hipercromasia, el contorno irregular de la membrana nuclear sin evidencia del

nucleolo con integridad de la membrana celular
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Figura 12. Morfologia de las neuronas piramidales del hipocampo en ratones adultos. (A)
Fotomicrografia representativa de la capa piramidal de la region CA3 del grupo control tomada
al microscopio 6ptico. (B) Atrofia neuronal inducida por la administracion de acido kainico (35
mg/kg) ver flechas. (C) Neuronas piramidales del grupo tratado con Spirulina (400 mg/kg) +

acido kainico (35 mg/kg); este ultimo redujo significativamente el dafio neuronal.
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7. DISCUSION

El estrés oxidativo es un evento que se ha asociado a patologias relacionadas
al SNC como la EA, EP, EML, entre otras. Debido a que el cerebro tiene un alto
contenido de lipidos y una baja actividad antioxidante, ocasiona que sea un
tejido altamente susceptible al estrés oxidativo.

Existe una gran cantidad de evidencias sobre el papel de la
excitotoxicidad en lesiones de las células neuronales. Por lo tanto, es muy
importante explorar métodos para retrasar o revertir la lesion neuronal
excitotoxica.

La exicitotoxicidad inducida con acido kainico ha sido ampliamente
utilizada como una herramienta experimental por sus propiedades neurotéxicas
y epileptogénicas, efectos que son producidos debido a su capacidad de unirse
y activar un subtipo de receptores ionotropicos de glutamato, tipo kainato. El
acido kainico induce una serie de procesos celulares, incluyendo la produccién
de RL de oxigeno y nitrégeno, que conduce a muerte neuronal. La
administracion del acido kainico por inyeccion sistémica, dafia el hipocampo,
principalmente el area CA3, debido a su alta densidad de los receptores
kainato (Xiang-Yu y cols., 2011).

En este sentido, ciertos compuestos dietéticos estdn empezando a
recibir mayor atencion por sus propiedades antioxidantes, en particular los
fitoquimicos, que mitigan los efectos de la excitotoxicidad y dafio oxidativo en el
hipocampo (Parihar y Hemnani, 2003). Se ha reportado evidencia experimental
gue el consumo de frutas y hortalizas reduce la neurodegeneracion (Bickford y

cols., 2000; Galli y cols., 2002; Sweeney y cols., 2002; Wang y cols., 2005;
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Youdim y cols., 2000). Sin embargo, el mecanismo por el cual se obtiene este
beneficio, aun no se ha establecido.

En este trabajo, se evaluaron las propiedades neuroprotectoras de
Spirulina contra los dafos causados por la administracion sistémica de acido
kainico.

Se han sugerido que las proyecciones de excitacion del hipocampo
ventral al nucleo accumbens modulan la actividad locomotora en ratones
(Whishaw y Mittleman, 1991; Schaub y cols., 1997) debido a la gran inervacion
dopaminérgica que se encuentran en el nicleo accumbens (Bardgett y Henry,
1999; Wilkinson y cols., 1993; Bardgett y cols., 1995), aunado a las neuronas
serotonérgicas que se proyectan hacia el hipocampo, facilitando el control en la
locomocion (Takahashi y cols., 2000).

Diversos estudios han demostrado que el dafio por &cido kainico en el
cerebro se asocia con deterioro de la actividad locomotora (Bardgett y cols.,
1998). La alteracion en la cantidad de dopamina y serotonina en el cerebro
conlleva a lesiones tisulares que terminan en la pérdida del control de los
movimientos, siendo esto reflejado en el grupo administrado con acido kainico,
que provoco la falta de coordinacion motora, observandose la caida de los
animales en la prueba del rotarod.

El tratamiento con Spirulina en las tres dosis empleadas en este estudio
mostraron un efecto neuroprotector. Aunque no hay evidencia directa sobre los
posibles mecanismos neuroprotectores de la Spirulina, sin embargo podria
estar relacionado sus propiedades antioxidante (Dartsch, 2008). Esta propuesta
es coherente con e trabajo de Wang y cols., (2005), quien reportd que tras la

administracion de dietas enriquecidas con antioxidantes, los animales se
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desempeiiaron mejor en la prueba de rotacion y otros indices de equilibrio y

coordinacion.

Por otra parte los neurotransmisores juegan un papel primordial en las
funciones de aprendizaje y memoria. Sin embargo, de manera paraddjica, las
estructuras cerebrales que se consideran sustrato anatémico para el
aprendizaje y la memoria pueden ser particularmente vulnerables a la accion

neurotdxica de los neurotransmisores excitadores (McEntee y Crook, 1993).

Se sabe que el hipocampo esta involucrado en eventos que permiten la
formacion de asociaciones entre los estimulos espaciales y de comportamiento,
qgue juegan un papel fundamental en el aprendizaje y la memoria (Bardgett y
cols., 1998). Las lesiones en neuronas del hipocampo involucran ciertas
enfermedades como es el caso de la EA, aunado a la vulnerabilidad de estas
neuronas a episodios de isquemias y ciertos tipos de epilepsia, debido a la gran
expresion de receptores de glutamato, cuya actividad se asocia a cambios en
la permeabilidad del Ca**, que influyen en el rendimiento de diversas tareas de
memoria y aprendizaje. El exceso de la actividad de los receptores de
glutamato ha formulado la hipétesis de ser un mecanismo que involucra
pérdida neuronal (Coyle, 1983; Coyle y Puttfarcken, 1993; Hynd y cols., 2004).

Varios estudios han sugerido que un aumento del estrés oxidativo
provoca anomalias induciendo deterioro de la memoria o déficit de
concentracion que pueden evitarse a través de dietas con un alto contenido de
antioxidantes (Kleijnen y Knipschild, 1992).

En el presente estudio, una sola inyeccion de acido kainico (35mg/kg ip)

produjo un déficit en la adquisicion de memoria espacial, observandose un
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aumento en la latencia en la prueba del laberinto acuético de Morris (Brown-
Croyts, 2000). La administracion de Spirulina mejoré la adquisicion de la
memoria espacial, que una vez se apoya por su efecto antioxidante (Dartsch,
2008). Estos resultados se suman a la literatura que demuestran que el
tratamiento con dietas enriquecidas de ardndanos, espinacas y/o Spirulina
aumenta los niveles glutation del cerebelo, reduce los niveles de MDA,
disminuye las citoquinas pro-inflamatorias, mejorando la memoria y el
aprendizaje espacial, protegiendo la degeneracion neuronal y el deterioro
cognitivo mediado por excitotoxicicdad y el estrés oxidativo (Joseph y cols.,
1999; Duffy y cols., 2008), aunado a la proteccion contra neurotrauma, como al
accidente cerebrovascular (Sweeney y cols., 2002; Wang y cols., 2005).

Cabe mencionar que la ficocianina que inhibe la COX-2 y disminuye las
citoquinas pro-inflamatorias, mejorando tanto el aprendizaje espacial como
motor en ratas envejecidas (Wang y cols., 2005). Es posible que el efecto
protector se deba tanto a la actividad antioxidante como a la anti-inflamatoria.

Por lo anterior, existe la posibilidad que la intervencion dietética
enriguecida con antioxidantes contribuya como una estrategia eficaz para la
prevencion y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Por otro lado, el dolor créonico neuropatico a nivel periférico es el
resultado de una actividad anormal en los nervios sensoriales, disfuncion que
es una manifestacion frecuente de las enfermedades neurodegenerativas.

Este enfoque identifica los mecanismos especificos de la mitocondria y
del citoesqueleto, previamente implicadas en la fisiopatologia de las

enfermedades neurodegenerativas del SNC, que podria contribuir a la
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disfuncion neuropatica periférica de las fibras nerviosas sensoriales (Reichling
y Levine, 2011).

Se han relacionado a neurotransmisores como el glutamato con la
hiperalgesia en los tejidos periféricos, aunque los mecanismos por los cuales el
glutamato produce este efecto son aun desconocidos (Jackson y cols., 1995).

Algunos datos indican que el niumero de receptores ionotropicos de
glutamato, aumentan durante la inflamacion, lo que puede se un factor que
contribuye a la sensibilizacion periférica (Carlton y Coggeshall, 1999). Sin
embargo, los presentes resultados no coinciden con esta idea, ya que la
administracion de &cido kainico no indujo hiperalgesia.

Respecto a los modelos actuales de la funcion del hipocampo subrayan
su papel en las funciones cognitivas, histéricamente también ha sido visto
como un mediador neuronal en la emocion. Estudios recientes han demostrado
una importante participacion del hipocampo en la modulacion de la conducta de
ansiedad en ratones (Pentkowski y cols., 2006).

Los resultados muestran un efecto ansiogénico por la administracion de
acido kainico, ya que los animales disminuyeron el tiempo empleado en los
brazos abiertos en la prueba de laberinto en cruz elevado.

Este resultado puede ser debido al dafio del hipocampo inducido por
acido kainico, provocando wuna alteracion en la concentracion de
neurotransmisores como es el caso de la serotonina, un componente
importante en la modulacion de la ansiedad. Los sistemas serotoninérgicos
facilitan o atenlan los estados ansiosos, dependiendo del sitio de accion y el

subtipo de receptor de la serotonina (Lowry y Hale, 2010).
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La administracion de Spirulina aumentd el tiempo de permanencia en los
brazos abiertos, 1o que sugiere que protege contra el dafio del hipocampo, lo
que esta en concordancia con las propiedades antioxidantes de la Spirulina
(Deng y Chow, 2010).

Al considerar los efectos ansioliticos de la Spirulina en la prueba
anterior, se decidio investigar el papel de esta alga en un modelo de estrés.

Con este fin, se realiz6 la prueba de nado forzado, un modelo util para
determinar estado depresivo.

Los resultados muestran que el &cido kainico aumenta el tiempo de
inmovilidad, lo que sugiere un comportamiento depresivo. El tratamiento con
Spirulina, en todas las dosis empleadas, no bloque6 este comportamiento. Es
probable que el comportamiento de ansiedad inducida por acido kainico no
estéa relacionado con el dafio del hipocampo.

Por otra parte considerando que existe una gran cantidad de evidencia
experimental sobre el estrés oxidativo siendo una causal en la neuropatologia
de los trastornos neurodegenerativos, asi mismo, la activacion excesiva o
persistente de los receptores i6nicos de glutamato puede causar la
degeneracion neuronal en estas mismas condiciones (Coyle y Puttfarcken,
1993).

En este estudio, como se esperaba, el acido kainico aumento
significativamente la peroxidacion lipidica. Se sabe que el acido kainico se une
y activa un subtipo del receptor ionotrépico de glutamato y de esta manera
induce una lesion cerebral, probablemente por el efecto de excitacion y la

accion de los radicales libres (Bindokas y cols., 1996).
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Informes recientes muestran que el receptor de glutamato-acido kainico
neuronal induce la liberacion del 6xido nitrico y el aumento de la actividad de la
sintasa del 6xido nitrico. Estos efectos pueden proteger contra el dafio a través
de un aumento en el flujo sanguineo cerebral durante un ataque. Sin embargo,
al aumentar los niveles de NO, el peroxinitrito se produce por la reaccion con el
ion superoxido, siendo los radicales libres de oxigeno y nitrégeno causantes de
dafios neuronales (Delen y cols., 2005).

La Spirulina empleada en las dos dosis méas altas redujo la
lipoperoxidacién, un resultado que es consistente con otros estudios realizados
por nuestro grupo de trabajo (Paniagua-Castro y cols., 2011). Esta actividad
antioxidante se atribuye a los componentes de la Spirulina principalmente por la
presencia de de B-caroteno, la vitamina C, E, enzima SOD, el selenio y la
ficocianina (Deng y Chow, 2010; Upasani y Balaraman, 2003).

Con respecto a la actividad de la SOD y considerando que se pueden
generar en el cerebro ROS por varios mecanismos, como la excitotoxicidad
(McCord, 1995), pero tomando en cuenta que el superéxido puede ser
metabolizado por la SOD, que esta presente tanto en el citosol (isoforma de
cobre, zinc) como en las mitocondrias (isoforma de manganeso) (Hussain y
cols., 1995). Los resultados aqui encontrados muestran que la administracion
de Spirulina ni del acido kainico modifica la actividad de la enzima SOD, sin
embargo, no se descarta la posible participacion de ambas sustancias sobre su
actividad, ya que la SOD podria haber sido mayor por sélo unos dias después
de la exposicion al acido kainico. La determinacién de su actividad se efectué
diez dias después de la exposicion al acido kainico, y para entonces es

probable que tuviera una participacién mas baja (Salo y cols., 1988).
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Thaakur y Sravanthi (2010), reportaron que la Spirulina protegié contra el
dafio causado por la isquemia vascular en ratas. Los autores proponen que el
efecto protector se debe a la actividad antioxidante de la Spirulina, y atribuye
esa actividad al contenido de carotenoides, principalmente [-caroteno que
actua como antioxidante al eliminar los radicales libres, eliminando el oxigeno
reactivo, y la cadena de la peroxidacion lipidica (como ficocianina). La
ficocianina es mas potente que el acido ascérbico como antioxidante, e inhibe
los radicales libres como el hidroxilo, peroxido y peroxinitrito, reduciendo el
dafio celular oxidativo.

Se ha demostrado que las células madre tienen una reducida capacidad
de regeneracion (Semba y cols., 2005) y son mas susceptibles a la oxidacién
(Ito y cols., 2006) y juegan un importante papel en la patologia de diversas
enfermedades (Kuhn y cols., 1996; Hattiangady y cols., 2008).

La disminucién de las células madre neuronales reduce la capacidad
proliferativa aunado a la disminucién de los procesos en la neurogénesis
principalmente en el envejecimiento, relacionandose con el deterioro cognitivo
y con diversas enfermedades neurodegenerativas (Taupin, 2005; Bizon y cols.,
2004). Asi mismo, el proceso de inflamacién en el cerebro, es un inhibidor de
la neurogénesis, e incrementa el estrés oxidativo.

Sin embargo, diversos trabajos indican que ciertos nutrientes, como:
vitaminas y flavonoides podria tener un papel importante en la proliferacion y el
mantenimiento de una continua sustitucion de las células madre en la sangre,
el cerebro y otros tejidos (Douglas y cols., 2010).

Se ha demostrado que la Spirulina promueve la neurogénesis en el

hipocampo de ratas jévenes disminuyendo la inflamacion (Vila y cols., 2005,
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2006). Esta neuroproteccion se atribuye a sus componentes antioxidantes
como vitaminas, minerales y la ficocianina (Deng y Chow, 2010; Bermejo-
Bescos y cols., 2008).

Estos trabajos sustentan los resultados encontrados en el presente
trabajo donde se observa diferencias significativas en el nUmero de neuronas
atréficas del grupo tratado con Spirulina con respecto a los grupos testigo y de
acido kainico, indicando que esta alga es un alimento con un gran potencial
para muchas acciones en el SNC, contrarrestando el dafio conductual en
ratones dafiados con acido kainico, ademas de disminuir el estrés oxidativo y el
numero de neuronas atroficas en el hipocampo.

Se encontré que el tratamiento con Spirulina disminuye el efecto
neurotoxico del acido kainico probablemente debido a sus propiedades
antioxidantes, aunque cabe mencionar que es necesario investigar los efectos

de la Spirulina sobre la citoarquitectura del hipocampo.
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8. CONCLUSIONES

e Las dosis empleadas de Spirulina, contrarrestaron el efecto causado por
el acido kainico en las pruebas neurofarmacoldgicas de coordinacion

motora, memoria-aprendizaje y ansiedad.

e La administracion de Spirulina a 400 mg/kg previene el 87% de

proteccion de lipoperoxidacién inducida por el acido kainico.

e La actividad de la enzima SOD no mostro alteraciones en ningin grupo

con respecto al grupo testigo.

e El tratamiento con Spirulina en la dosis de 400 y 800 mg/kg aumento la
cantidad de células normales con respecto al grupo de &cido kainico en

hipocampo.
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