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Resumen—Las convulsiones por fiebre ocurren en nifios y pudieran provocar epilepsia, se han reportadobeneficios
del aceite de Kirill, producto marino abundante en grasas omega-3, pero se desconoce el efecto sobre la
hiperexcitabilidad neuronal temprana. Obijetivo, evaluar el efecto del aceite de Krill (AK) sobre convulsiones
inducidas por hipertermia experimental en ratas de 5 dias de edad. El grupo Krill de crias cuyas madres
consumieron dieta base (DB) més AK, se comparé con el grupo Palma crias cuyas madres consumieron DB més
aceite de palma, y el grupo CTRL, crias cuyas madres consumieron DB mas agua bidestilada. El grupo Krill
mostré mayor resistencia a alta temperatura corporal, menos crisis mioclonicas, menores eventos y mayor latencia
para la pérdida del control de la postura al comparar con los grupos Palma y CTRL (p<0.05). Conclusion.-se
siguiere que el AK puede atenuar un proceso de hiperexcitabilidad temprana en el sistema nervioso central.

Palabras clave.-Convulsiones, fiebre, epilepsia, omega-3, krill, grasas

INTRODUCCION

Se ha reportado que el trastorno epiléptico mas comln observado en los nifios son las Convulsiones febriles
oConvulsiones por Fiebre (CF) [1,2,3], la Liga Internacional Contra la Epilepsia las define como*‘unaconvulsionque
ocurre entre el primer mes de vida y los cinco afios de edad, no asociada a un estado de fiebre provocado por
infeccion en el sistema nervioso central (SNC), sin convulsiones neonatales previas y sin diagnostico previo de otras
convulsiones sintomaticas” [4]. Se ha propuesto que esta alteracién durante la infancia pudiera estar asociada en la
vida adulta a la generacién de esclerosis mesial y por lo tanto, estar ligada a la aparicién de epilepsia del 16bulo
temporal [5,6]. A la fecha no se ha determinado la etiologia de las CF, por razones de ética no es posible investigar
en los nifios las posibles causas de esta alteracion, por lo tanto se han desarrollado diversos modelos de
experimentacion en animales en los que se utiliza generalmente una fuente de calor externa, es decir, se genera una
condicién de hipertermia experimental en la que las convulsiones generadas se denominan “convulsiones por
hipertermia” (CPH) [7,8]. En diversos estudios y mediante este método se han determinado factores que pudieran
asociarse a las CPH, como por ejemplo; la hiperexcitabilidad de algunas regiones cerebrales activadas por citocinas
enddgenas como la interleucina-1 B (IL-1B)[9], la alteracion del pH en el tejido neuronal [10], alteraciones genéticas
[11] especificamente de genes que codifican para la subunidad y del receptor GABAérgico-B [12], no obstante y
dada la importancia de un 6rgano vital como es el cerebro y bajo crecimiento y desarrollo acelerado, la alta
temperatura en el sistema nervioso a edad temprana, altera multiples mecanismos, por ejemplo, se ha observado alta
termolabilidad de la enzima glutamato-decarboxilasa (GAD) la cual decarboxila el neurotransmisor excitatorio
glutamato y lo transforma en el neurotransmisor inhibitorio &cido gama-aminobutirico, la inactivacion de la GAD
ocurre a temperaturas superiores a los 39°C en los primeros cinco dias de vida en la rata [13]. En este contexto se ha
reportado mayor resistencia a la induccion de fiebre por la inoculacion de toxinas bacterianas a sujetos a los que
previamente se les administré por via i.v. aceite de pescado, producto marino con alto contenido de grasas
polinsaturadas omega-3 (6-3) [14].
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.Los aceites de origen marino como el aceite de pescado contienen altas cantidades de acido docosaexanoico (DHA)
y eicosapentanoico (EPA) grasas polinsaturadas de cadena larga denominadas omega-3 de las cuales se ha reportado
que tienen actividad benéfica sobre el SNC [15]., en preparaciones in vitro se ha observado que la aplicacion de
DHA y EPA bloqued la activacion de los canales de Na+ inducida por la Batracotoxina al unirse directamente a las
proteinas del canal [16]., Asimismo, en ratas, el DHA y EPA aplicados en forma sistémica incrementaron el umbral
de disparo en neuronas cerebrales sobre estimuladas eléctricamente [17]. Por otro lado , en pacientes epilépticos, se
ha observado reduccion de los periodos de crisis convulsivas después de recibir un suplemento alimenticio
abundante en 0-3 por seis meses [18].En este contexto el aceite de Krill (AK) es otro producto alimenticio con alto
contenido de 6-3 el cual se obtiene de crustaceos que habitan en el fondo de los océanos , su composicion es en 40%
por fosfolipidos (con mayor contenido de fosfatidilcolina), en un 30% por EPA

y DHA, astaxantina, vitamina A, vitamina E, y un flavoniode similar a 6,8-di-C-glucosil luteolina [19]. Estudios
clinicos y experimentales en animales han mostrado que la forma estructural en la que se encuentran las moléculas
de 0-3 (triglicéridos, etil-esteres, fosfolipidos) en los aceites de pescado o0 AK, tiene una relacion significativa con la
absorcion de tales moléculas por el organismo, al respecto se ha reportado en ratas genéticamente obesas (cepa
Zucker) que la suplementacion con dosis equimolares de DHA y EPA en tratamientos con AK o con aceite de
pescado , al tratamiento con AK se relacion6 en mayor grado a mejoras de las alteraciones producidas por el
Sindrome Metabolico, los resultados fueron asociados a mejor absorcién[20]. En humanos se ha determinado una
mayor proporcion de los fosfolipidos con 6-3 en plasma con suplementacion de AK que con suplementacién de
aceite de pescado, un hallazgo notorio en tal estudio es que el AK se suplementd a menor dosis (EPA 1050, DHA
630 mg) en comparacion con el aceite de pescado (EPA 1080mg, DHA 672 mg) y las mayores concentraciones en el
plasma se alcanzaron entre las 8-24 hrs después de 3 dias de tratamiento [21], lo anterior muestra que se requeriria
menor cantidad de AK que de aceite de pescado para alcanzar mayores concentraciones de 6-3 en el plasma. Por
otro lado, existen evidencias que proponen un mejor efecto del AK que del aceite de pescado, por ejemplo, se ha
reportado en ratones la probabilidad de mantener activo el perfil trancripcional de genes relacionados con mejoria
sobre el metabolismo de glucosa, niveles de colesterol e incremento de la respiracién mitocondrial (procesos
opuestos a la desregulacién metabdlica observada el pacientes obesos y con diabetes tipo 2), efectos asociados a la
suplementacion de una dieta con AK que adicionada con aceite de pescado [22].Por lo que se refiere al efecto del
AK sobre el SNC, a la fecha y en nuestro conocimiento, no hay suficientes estudios sobre la funcionalidad neuronal
o trastornos de la misma y el efecto de la suplementaciéon con AK, por ejemplo; se ha observado que 1 g de AK
administrado por un periodo de doce semanas mejoro el desempefio cognitivo en sujetos adultos mayores, ademas
de una mayor concentracion de oxihemoglobina, factores asociados a una menor latencia para la deteccion de la
onda P300 en el registro de potenciales cerebrales relacionados a eventos, el estudio concluye que bajo la
suplementacion de AK, pudiera existir mayor activacion de los circuitos neuronales implicados en la memoria. A la
fecha se desconoce el efecto que pudiera tener La suplementacién temprana de AK sobre un proceso de
hiperexcitabilidad neuronal como las convulsiones por hipertermia en un modelo de ratas recién nacidas. El objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto del AK sobre el patron de convulsiones inducidas por hipertermia
experimental en ratas neonatas de 5 dias de edad, cuyas madres recibieron el suplemento AK mas la dieta comercial
durante la gestacion y parte de la lactancia,.

DESCRIPCION DEL METODO

Enfoque experimental, prospectivo, factorial, en el estudio la variable independiente fue el tratamiento y la
variables dependientes fueron la evaluacion de la temperatura corporal bajo el periodo de hipertermia, y los
parametros conductuales: 1.-NUmero total de mioclonos —2.-NUmero total de eventos de marcha 3.-Numero total de
eventos de descanso.- 4.- Nimero total de movimientos de la cola. 5.- Nimero total de eventos de pérdida de la
postura 6.- Latencia de aparicion de la pérdida en el control de la postura.
Los resultados fueron evaluados estadisticamente mediante un andlisis de varianza de uno y dos factores, las
diferencias entre grupos se analizaron mediante la prueba de Tukey, se considerd una p<0.05. El cuidado de los
animales asi como todos los procedimientos en los que participaron, fueron sometidos a la aprobacién por el Comité
Local de Etica del Area de Ciencias de la Salud de la Universidad Autbnoma de Zacatecas, institucion que sigue los
lineamientos descritos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Animales y dietas
Veinticuatro ratas hembras de la cepa Wistar con peso entre 45-50 g 6 45 dias de edad, fueron divididas en tres
grupos: El grupo (KRILL) constituido por 6 hembras, que fueron alimentadas ad libitum con una dieta comercial
(Rodent Chow-5001 Ralton-Purina Co., USA), y adicionalmente se les administré diariamente, por via intragstrica,
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un suplemento de aceite de krill (Neptune Krill Oil ®Canada) a dosis de 300 mg/kg de peso. El grupo (PALMA)
constituido por 6 hembras, que fueron alimentadas ad libitum con una dieta comercial (Chow-5001 Ralton-Purina
Co., USA), y diariamente se les suplemento por via intragastrica aceite de palma (Spectrum Chem. MFG
Corp,®USA) a una dosis de 300 mg/kg de peso. El grupo control (CTRL) constituido por 6 hembras, las cuales
fueronalimentadas ad libitum con una dieta comercial (Chow-5001 Ralton-Purina Co., USA), y diariamente se les
suplemento por via intragastrica, 300 pl de agua bidestilada. Las hembras de los tres grupos iniciaron sus respectivos
tratamientos a partir de los 45 dias de edad y se conservaron en este tratamiento durante el apareamiento, gestacion y
etapa de lactancia. Cuando las hembras de los tres grupos alcanzaron los 135 dias de edad, se colocaron en
apareamiento programado con machos de la misma cepa con un peso entre 350-400 g. Al dia siguiente se confirmé
la presencia de espermatozoides y la formacién de tapon vaginal, ese dia se consider6 como el dia 1° de gestacién.
El primer dia después del nacimiento, cada camada se ajusté a un nimero de 10 crias, conservando el mayor nimero
de machos posible. A los 5 dias de edad, 15 crias macho fueron seleccionadas aleatoriamente de cada uno de los
diferentes grupos (cuyas madres recibieron desde antes de la gestacion el tratamiento con aceite de Krill, de palma o
agua bidestilada) las crias fueron expuestas durante 30 minutos bajo un método experimental de hipertermia Baram
et al. [26].
RESULTADOS

No se encontraron diferencias significativas al comparar los pesos registrados en las madres de los sujetos
experimentales de los diferentes grupos, desde el dia que iniciaron el tratamiento (45 dias de edad) hasta los dias
previos al apareamiento. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos en cuanto al
consumo promedio diario de alimento.
Temperatura corporal durante la Hipertermia
Los datos de la temperatura rectal registrada en cada uno de los sujetos de los diferentes grupos durante los 30 min
que duré el proceso de hipertermia, no mostraron diferencias significativas durante los cuatro minutos iniciales del
experimento [(2,45) f= 0.74] p=0.51487, sin embargo, a partir del minuto cuatro, el grupo CTRL mostré valores de
temperatura corporal significativamente menores [(2,45)f= 6.85] p<0.01 en comparacién con los grupos PALMA y
KRILL; esta diferencia estadisticamente significativa se mantuvo hasta el minuto 20 [F (14,44 = 5,95) p<0.01], sin
embargo a partir del minuto 26 Los sujetos del grupo KRILL registraron significativamente menor temperatura
corporal al comparar con los grupos PALMA y CONTROL que registraron temperaturas superiores a los 40 ° C
(Figura 1).
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Figura 1. media * ES de los valores de temperatura en los diferentes grupos
durante la exposicién a hipertermia.
*p<0.05, Palma, Krill vs CTRL, ® p<0.05, Palma vs Krill, CTRL, # P<0.05, Krill vs CTRL, Palma.

Resultados conductuales
Al realizar el conteo total de mioclonos presentadas por cada sujeto en cada uno de los diferentes grupos, se
encontrd que las crias del grupo KRILL experimentaron significativamente menor nimero de mioclonos al ser
comparadas con el grupo CTRL (F(14,2)=1.30), p<0.05) (figura 2).
En cuanto a los eventos de marcha, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos [F(14,2) =1.45, p=
0,1965]. Respecto a los eventos de descanso durante la hipertermia, se observo que el grupo KRILL y el grupo
CONTROL registraron menor nimero de descansos que el grupo SAPA, sin embargo estadisticamente no hubo
diferencias entre los tres grupos [F(2,45) = 2.15, p <0.05] (figura 3).
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Fig. 3 Media £ ES del nimero de periodos de descanso registrados
en los tres grupos durante el proceso de hipertermia .

* P<0.05 KRILL vs PALMA, CTRL, # P<0.05 CTRL vs PALMA (n=15 x grupo)

En cuanto al movimiento intermitente o de latigueo de la cola, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (figura.4). Con respecto al parametro de pérdida de postura se encontré que el grupo Krill mostrd
significativamente un menor nimero de pérdidas de postura. [F (14,2)= 0.86, p< 0.01] (figura.5).
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Con

respecto a la latencia para la presentacion de la pérdida de postura se encontraron diferencias significativas entre los
grupos, las pruebas a posteriori indicaron que el grupo palma presento significativamente menor latencia en
comparacion con el grupo Palma y el grupo Krill [F(14,2)=0.40, p<0.05]. (figura.6).
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COMENTARIOS FINALES

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del aceite de krill (AK) sobre un modelo de convulsiones
por hipertermia experimental. los resultados muestran que la suplementacion de AK desde la etapa fetal a través de
la madre, indujo en las crias mayor resistencia al incremento de la temperatura corporal (incremento superior a los
39°) , menor severidad a un proceso convulsivo manifestado por menor niimero de mioclonos, pérdidas del control
de la postura y mayor latencia para presentar dicha condicion. El efecto benéfico del AK se ha asociado a un efecto
neuroprotector de lo omega-3 y de estas moléculas grasas se ha explorado su accién sobre receptores y canales de la
membrana neuronal[16], por otro lado se ha determinado mayor expresion de genes activadores de la sintesis de
neurotrofinas como el Bdnf (Brain derived neurotrophic factor) bajo un tratamiento diario de 200mg de AK durante
7 semanas en ratas, tal efecto al parecer mejord el proceso de aprendizaje y correlacioné con disminucion de un
estado depresivo [24], En nuestro conocimiento el presente estudio es el primero en evaluar el efecto del AK sobre
convulsiones inducidas por elevada temperatura corporal, lo observado en los animales de los tres grupos siguiere
que el proceso de hipertermia en estas ratas neonatas, indujo cambios drasticos en su tejido cerebral, por un lado es
posible que los omega 3 contenidos en el AK atenuaron el proceso de excitabilidad neuronal disminuyendo las
descargas provocadas por exceso de despolarizacién (al inhibirse la glutamatodescarboxilasa por el efecto de la
temperatura se impidio la decarboxilacion del neurotransmisor excitatorio glutamato para que se convirtiera en el
neurotransmisor inhibitorio &cido gama.aminobutirico (GABA)) [13] y en consecuencia se presentaron las
manifestaciones de convulsion, sin embargo los animales suplementados con AK mostraron atenuacion en los
parametros evaluados, una posible explicacién pudiera ser que la astaxantina contenida en el AK, indujera efectos
antioxidantes y antinflamatorios, al respecto se ha mostrado en células gliales que la molécula astaxantina mostré
efectos inhibitorios en la sobre-regulacién de IL-6, la excesiva produccion de IL-6 por la microglia se ha asociado a
trastornos neuroldgicos [25] por lo tanto en el presente estudio se concluye que es probable que la combinacién de
omega-3 —astaxantina contenida en el AK, pudo estar asociada a la menor severidad de las manifestaciones de
convulsién pero también a la resistencia a elevacion de la temperatura corporal superior a los 39 °C observada
solamente en los animales del grupo K, por lo tanto se sugiere un efecto atenuador del AK sobre la
hiperexcitabilidad neuronal. En necesario realizar estudios adicionales en animales de laboratorio para determinar
con parametros electrofisiologicos, bioquimicos e histolégicos cuales son los mecanismos por los cuales el AK
atenla un proceso convulsivo inducido por elevacion de la temperatura corporal y de esta forma con mayor sustento
cientifico proponer un posible tratamiento para los nifios afectados por convulsiones febriles.
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