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Resumen

Los accidentes cerebro vasculares representan un grave problema de salud pdblica a
nivel mundial esto se debe a las secuelas incapacitantes que producen y a su importante
letalidad. Durante la isquemia hay una disminucién de oxigeno y glucosa, llevando al dafio
y muerte neuronal. Por otro lado, estudios previos han demostrado que la administracion
subaguda de zinc tiene un efecto neuroprotector tras un proceso hipoxico-isquémico,
disminuyendo el volumen de infarto, la lipoperoxidacion, la respuesta inmunologica e

inhibiendo la activacion de las caspasas, que promueven la muerte celular por apoptosis.

Sin embargo, la acumulacion de zinc ejerce un papel dual, por lo que se debe
estudiar si una administracién cronica de zinc mantiene el efecto protector ante un dafio
isquémico, disminuyendo los niveles proteicos de receptores de quimiocinas y con esto

disminuyendo el proceso inflamatorio.

Es por ello que para determinar si la administracion cronica de zinc de manera
profilactica ejerce un efecto protector en el cerebro, tras un proceso hipoxico-isquémico
cerebral se siguid el siguiente protocolo de trabajo: Se emplearon ratas macho de la cepa
Wistar con un peso entre 180-210g de peso corporal, las cuales se dividieron en 4 grupos
experimentales: 1) Grupo control sin tratamiento, 2) Grupo control con tratamiento de zinc;
administracion crénica de ZnCk a una dosis de 0.5mg/Kg de peso corporal durante 14 dias
cada 24 h via intraperitoneal, 3) Administracion cronica de zinc mas la OACP durante 10

minutos, 4) Grupo Isquemia (OACP).

Los resultados muestran que la administracion cronica de zinc previno el
incremento en los niveles proteicos de los receptores de quimiocinas pro-inflamatorias
(CCR1,CCR8 y CCR2) disminuyendo con esto el proceso inflamatorio ocasionado por la
infiltracién leucocitaria, llevando a una consiguiente disminucion de la muerte neuronal.

También se observd que la administracion cronica de zinc mostro un aumento en los
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niveles proteicos de CXCR4 que junto a su quimiocina CXCL12 participan en la

regeneracion y sobrevivencia neuronal.

La administracion cronica profilactica de zinc disminuye el proceso inflamatorio

causado por la OACP permitiendo la regeneracion y sobrevivencia neuronal.
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Marco teodrico

Los accidentes cerebro-vasculares son un problema de salud a nivel mundial, segun
la OMS las enfermedades cardiovasculares, como el infarto al miocardio y el accidente
cerebrovascular, cobran 17.5 millones de vidas al afio en el mundo, ocupando el segundo
lugar en mortalidad a nivel mundial, ademés de ser la causa mas frecuente de discapacidad
motora en adultos, en México en el afio 2013 se presentaron 40,719 defunciones a causa de
los accidentes cerebrovasculares, causando discapacidad en pacientes que sufren este tipo
de eventos en un 31% (INEGI 2013)

Ahora bien los accidentes cerebro-vasculares se clasifican en base a su origen, el
cual es de dos naturalezas, el isquémico (80% de recurrencia) y el hemorragico (15-20% de
recurrencia) (Martinez y cols 2011). Los accidentes cerebro-vasculares isquémicos son
debidos principalmente a la obstruccion arterioesclerdtica por un émbolo, las principales
causas son el tabaquismo, la hipertension o la diabetes. Las causas mas comunes en este
tipo de accidentes son la formacién de coagulos de sangre en alguna de las arterias que
irrigan el cerebro, la estenosis arterial o el embolismo. El tratamiento debe de darse lo méas
pronto posible cuando la obstruccion se lleva a cabo en arterias que desembocan en érganos
muy irrigados, como el cerebro, lo cual de no ser asi promueve que se desencadenen
mecanismos 0 vias que llevan a la célula a su sobrevivencia o muerte ya que cuando el
aporte sanguineo al tejido u odrgano cesa o disminuye, lo hace de igual forma el
O2(Wooddruff y cols 2011).

El accidente cerebrovascular, también conocido como ictus, es un episodio agudo
caracterizado por la disminucion brusca del aporte sanguineo a un area del cerebro que da

lugar a una pérdida de la funcidn neurologica (Donnan y cols 2008).

Las causas del accidente cerebrovascular pueden ser muy diversas, pero las mas
frecuentes son el estrechamiento gradual (ateroesclerosis), la oclusion subita (trombosis), la

microembolia en vasos de pequefio calibre o la hipertension intracraneal (Hossmann 1982).

(=)
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En muchos casos, la causa es la formacion de placas trombdticas  sobre lesiones
arteriosclerdticas preexistentes (aterotrombosis) en las grandes arterias cervicales o

intracraneales (Hossmann 1994).

La isquemia cerebral se define como la reduccion del flujo sanguineo cerebral
(FSC) desde niveles fisiologicos (50-55 ml/min/100 g de tejido), hasta niveles que son
insuficientes para mantener en condiciones normales el metabolismo y funcionamiento de
las células cerebrales. Cuando la reduccion del flujo sanguineo se produce en un area
cerebral limitada, irrigada por una determinada arteria cerebral, se define como isquemia
cerebral focal (Brouns y De Deyn 2009).

En la isquemia cerebral focal se produce una zona hipoperfundida que queda dafiada
rapida e irreversiblemente (nlcleo isquémico), en la que el FSC disminuye a 10
mL/min/100 g de tejido, y una zona circundante, denominada zona de penumbra isquémica,
en la que el dafio neuronal es en muchos casos reversible ya que, a pesar de la reduccion del
FSC (10-25 mlmin/100 g de tejido), éste aln es suficiente para el mantenimiento funcional

de las neuronas (Markus y cols 2004).

La isquemia cerebral focal suficiente para causar signos o sintomas clinicos es de 15
a 30 minutos de duracion, provocando una lesion irreversible en neuronas especificas, muy
vulnerables. Si la isquemia dura una hora o mas, es inevitable el infarto en parte o la

totalidad del territorio vascular afectado (Doussoulin 2011)

La isquemia cerebral se inicia con un descenso o pérdida repentina del riego
sanguineo en un area del cerebro, provocando una disfuncion neuroldgica de la misma
(Donnan y cols 2008). Tras el restablecimiento del riego sanguineo (reperfusion), el dafio
cerebral continla durante horas, o incluso dias, debido a la aparicion de alteraciones
bioquimicas y fisiopatoldgicas importantes que dependen en gran medida de la intensidad y
de la duracion del dafio producido. Aunque la restauracion del riego sanguineo en el tejido
isquémico es critica para que este pueda seguir funcionando, también se produce un dafio

secundario debido a esta reperfusion (Brouns y De Deyn 2009).
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El cerebro requiere el aporte constante de glucosa y oxigeno a través del torrente
sanguineo para obtener la energia necesaria para su normal funcionamiento y en
condiciones de isquemia cerebral, las células de la region cerebral afectada utilizan
rapidamente sus minimas  reservas de glucogeno y aumentan la produccién de lactato
mediante glucdlisis anaerobia, lo cual contribuye a la acidificacion del tejido. Estas
alteraciones se acompafian de una reduccidn de la concentracion de ATP que anula la
actividad eléctrica de la region cerebral afectada. La produccién de ATP cerebral es
dependiente de la perfusion continuada, de manera que alcanza valores minimos en
aproximadamente 5 min después de una isquemia completa con lo que desaparece el
gradiente ionico transmembranal. Asi se pierde la homeostasis ionica que conduce a un
aumento intracelular de iones de sodio y calcio, y una liberacion de potasio como
consecuencia de ello se produce una entrada masiva de iones de calcio en las células, que
puede tener un efecto neurotoxico y contribuir al desarrollo de la patologia isquémica. Por
otro lado , la isquemia cerebral también induce la acumulacién de glutamato extracelular,
que proviene de la liberacién dependiente de calcio de este neurotransmisor de las vesiculas
presinapticas y esta constante liberacién de glutamato podria provocar la muerte neuronal
(Planas 1997).

El glutamato es el mas potente predictor bioquimico del infarto cerebral progresivo
ya que niveles plasmaticos incrementados en las primeras 24h desde el inicio de la
sintomatologia, predicen el deterioro neurologico con una probabilidad del 92%. Durante la
isquemia cerebral se produce un aumento de la sintesis de GABA, alcanzando niveles 250
veces mas elevados que en situaciones fisiolbgicas, esto provoca una sobre estimulacion de
las neuronas wulnerables por el glutamato, facilitando la muerte neuronal (Doussoulin
2011).

En experimentos in vitro se ha demostrado la neurotoxicidad del glutamato donde la
exposicion de cultivos celulares de neuronas a altas concentraciones de glutamato resulta
neurotoxica (Planas 1997).
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Posterior a una isquemia focal se lleva a cabo el proceso de reperfusion, en el cual
se produce una disgregacion de ribosomas y una inhibicion del proceso de sintesis proteica

lo que sugiere es un factor implicado en la muerte neuronal (Planas 1997).

El dafio cerebral por isquemia, se limita a poblaciones especificas de neuronas mas
vulnerables y propensas a muerte por ejemplo, las neuronas piramidales CA1 del
hipocampo, las cerebelosas de Purkinje y las piramidales en las capas neocorticales 3, 5y 6
(Doussoulin  2011)

El sistema nervioso central (SNC) se consideraba como un 6rgano privilegiado
ausente de una respuesta inmune, quizds debido a la existencia de la barrera
hematoencefalica (BHE) que regula el paso de células inflamatorias y mediadores del
torrente sanguineo al parénquima cerebral, es por ello que la pérdida de la barrera
hematoencefélica facilita la migracion de células inflamatorias que promueven la respuesta

inflamatoria post-isquémica (Perry 1998)

El SNC dispone de células inmunologicas innatas, como la microglia y los
macrofagos, las cuales poseen una funcion importante en la recepcion y propagacion de
sefiales inflamatorias, ademas de células neuronales como los astrocitos y neuronas los
cuales son capaces de expresar mediadores inmunologicos tales como citocinas Yy
quimiocinas, mostrando un papel importante en la respuesta celular y neuroldgica en el

cerebro (Cuenca y cols 2010)
Microglia

La microglia es una poblacion celular altamente receptiva con un importante papel
de ‘“vigilancia inmunoldgica™ del sistema nervioso, esta constituye el 5-15% de la
poblacién celular cerebral total y forma una red diseminada en el SNC capaz de detectar y
reaccionar ante las modificaciones del ambiente, se encuentra primordialmente involucrada
en la vigilancia inmunologica ya que cuando se activa, posee funciones de macrdfagos
como la fagocitosis, produccion de quimiocinas inflamatorias y presentacién de antigenos.

En el caso de la isquemia cerebral o un estimulo inmunoldgico, la microglia se activa pocos

(=)
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minutos después y produce la liberacion de mediadores inflamatorios que exacerban el

dafio tisular pudiendo llegar a la apoptosis (Cuenca y cols 2010).

Ademas de la microglia, otras células como los astrocitos también expresan
mediadores inflamatorios; después de la isquemia, las células gliales que sobreviven al
episodio isquémico sufren un proceso de hipertrofia y proliferacion, fundamentalmente de
astrocitos los cuales se activan, incrementandose la expresion de la proteina acidica fibrilar
glial (GFAP) y la llamada “gliosis reactiva”, que implica una serie de cambios funcionales
y estructurales que se ha puesto en relacibn con mecanismos de neuroproteccion y

reparacion de la lesion isquémica (Castillo 2001).

Los astrocitos participan en el proceso inflamatorio, expresando moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad y moléculas estimuladoras, con lo que se desarrolla
una respuesta inmunoldgica ya que los astrocitos son capaces de secretar moléculas

inflamatorias, como citocinas y quimiocinas (Che y cols 2001).
Quimiocinas

Las quimiocinas son una subclase de citocinas, generalmente de bajo peso
molecular (8-12 kDa) a las cuales se les describe como quimioatrayentes, esto debido a la
induccion de la quimiotaxis de leucocitos que llevan a cabo, por lo que desempefian un
papel importante en los procesos de inflamacion del SNC, en la comunicacion celular y en
el reclutamiento de células inflamatorias. Se cuenta con cuatro subfamilias que han sido
clasificadas en C, CC, CXC, y CX3C quimiocinas (Figura. 1). En base a sus funciones, las
quimiocinas han sido también definidas como quimiocinas homeostaticas (que son
secretadas constitutivamente y participan en la vigilancia inmunolégica y el tréfico de
linfocitos) y quimiocinas inflamatorias (que median sefiales pro-inflamatorias e inducen el
reclutamiento de leucocitos al tejido dafiado o infectado). Recientemente, se sabe que las
quimiocinas influyen también en la angiogénesis y la diferenciacion celular. Las
quimiocinas  ejercen sus actividades a través de la de union a los receptores con siete
dominios transmembranales y la activacion de vias de sefializacion intracelular (Mirabelli y
cols 2011).

[ =)
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Ademas, se ha propuesto que las quimiocinas pueden tener un papel importante en
el reclutamiento de células a las regiones dafiadas y en la migracion de células estromaticas
de la médula al tejido cerebral isquémico. Por otro lado, algunas quimiocinas actlan

también como moléculas sefial que regulan la actividad de la microglia (Cuenca y cols

2010).
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Figura 1. Clasificacion de las quimiocinas de acuerdo a su estructura.

Receptores de Quimiocinas.

Los receptores de las quimiocinas pertenecen a la familia de los receptores con 7
DTM (Dominios Transmembrana), la mayoria de ellos acoplados a proteina G, con tres
asas intracelulares y tres extracelulares. Todos presentan un extremo N-terminal
extracelular y un C-terminal intracelular. La porcion intracelular carboxiterminal contiene

residuos serina y treonina, los cuales son fosforilados y participan en la transduccién de
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sefiales. Todos tienen dos cisteinas conservadas, una en el dominio N-terminal y otra en la
tercera asa extracelular, que se asume son encargadas de formar un puente disulfuro que es
importante en la formacion de un surco de union con el ligando ya que la interaccion entre
la quimiocina y el receptor ocurre en el extremo amino terminal y una de las asas
extracelulares (Fanory y Montoya 2001)

N-Terminal
e2

el e3

il S i

vl vz fmad pmdqd vy fvd v

U'\_.)

il

C-Terminal

Figura 2. Estructura de los Receptores de quimiocinas

Dominios transmembranales (TM), asas internas (i), asas externas (e) y Segmentos terminales

En general existe un alto grado de promiscuidad en la union de las quimiocinas a su
receptor, de modo que un mismo receptor se puede unir a diferentes quimiocinas con
similar afinidad y un mismo ligando puede unirse a diferentes receptores (Pello y cols
2006).

La proteina G que estd acoplada a dicho receptor es heterotrimérica (cadenas o B y

v) y se encuentra unida a la segunda asa intracelular que contiene el motivo DRY (aspartato
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arginina, tirosina); dicho motivo ha sido implicado en la transduccion de sefiales (Barrett
1997).

Quimiotaxis de leucocitos.

En el proceso de extravasacion suceden ordenadamente una serie de pasos
secuenciales: En primer lugar se producen interacciones entre el leucocito y el endotelio
vascular que permiten a estos disminuir su velocidad y facilitar que puedan establecerse
contactos mas estables. Posteriormente, el leucocito comienza a rodar por la superficie del
endotelio donde las moléculas de adhesion que juegan un papel importante en este
momento son las selectinas. Las células endoteliales expresan selectinas tipo E y tipo P y
los leucocitos selectinas-L. Posteriormente para llevar a cabo la  adhesion, las células
endoteliales  expresan ligandos para las selectinas presentes en los leucocitos.
Reciprocamente, los leucocitos expresan en su membrana los ligandos correspondientes
para las E-selectinas y las P-selectinas. La adhesion firme de los leucocitos a la superficie
del endotelio, es un proceso marcado por la interaccion entre moléculas de adhesion y sus

receptores mejor conocidos como integrinas (Pello y cols 2006).

En este punto juegan un papel importante las quimiocinas, que son liberadas al
torrente circulatorio y una vez en la luz del vaso son retenidas por glicosaminoglicanos en
la superficie endotelial, de este modo son accesibles para interaccionar con sus receptores
en los leucocitos y posibilitan la activacion de las integrinas. Las integrinas son activadas
tras la union de su ligando, y ello promueve un cambio conformacional del heterodimero,
iniciandose asi la correspondiente sefalizacion intracelular que incluye activacion de
tirosinas cinasas y reorganizacion del citoesqueleto de actina. De manera general la
extravasacion de la célula se realiza finalmente siguiendo un gradiente quimioatrayente el
cual es generado por las quimiocinas. El gradiente quimioatrayente y la participacion de
proteasas hace que los leucocitos atraviesen el endotelio y se dirijan al sitio de inflamacion

o al lugar que deben ocupar en 6rganos linfoides (Pello y cols 2006).
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CCL3 (MIP-10).

Es una quimiocina de la subfamilia de las CC quimiocinas, también llamada
Proteina Inflamatoria de Macrdfagos-1o (MIP-1a), es un mediador activo en la inflamacion
cerebral post-isquémica. Esta quimiocina se ha demostrado que ejercen su actividad
proinflamatoria a través de la union de receptores de quimiocinas CC transmembranales en
la superficie de las células inflamatorias, tal es el caso de CCR1. CCL3 se considera como
un quimioatrayente de monocitos dentro de los sitios inflamatorios, por otra parte CCL3
recientemente se ha mostrado como un quimioatrayente de neutrofilos potente en ratones y
los seres humanos; en particuar CCL3 induce la adhesién de macréfagos y su
transmigracion a través de la liberacion de mediadores inflamatorios (Mirabelli y cols
2011).

En el SNC la expresion de CCL3 parece estar limitada a los astrocitos, mientras que
la expresion de su receptor CCR1 estd regulada en respuesta a la inflamacion y se expresa
en microglia, astrocitos y oligodendrocitos. CCL3 también estd involucrada en la

quimiotaxis de neutrofilos después de un proceso inflamatorio (Stuart y Baune 2014).
CCL4 (MIP-1B).

Es una quimiocina de la subfamilia de las CC quimiocinas, también llamada
Proteina Inflamatoria de Macrofagos -1 (MIP-1B), CCLA ejerce sus actividades mediante
la unidon selectiva del receptor transmembranal CCRS8, su actividad se ha descrito en la
induccion de reclutamiento de monocitos en sitios inflamatorios. Estudios han mostrado el
papel potencial de CCL4 en pacientes hipertensos, ya que los niveles séricos elevados de
CCL4 mostraron predecir accidentes cerebrovasculares y eventos cardiovasculares, es por
ello que se debe tomar como un posible factor potencial para el desarrollo de estos

accidentes (Mirabelli y cols 2011).
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CCL2 (MCP-1).

Es una quimiocina del tipo CC quimiocina, conocida tambien como Proteina
Quimioatrayente de Monocitos -1 por sus siglas en inglés (MCP-1), se ha mostrado como
un mediador crucial de monocitos al sitio de inflamacion, ademas CCL2 tiene un papel
activo en la wvulnerabilidad de las placas aterosclerdticas y el reclutamiento de macréfagos,
se sabe que esto lo lleva a cabo a través de la union con el receptor CCR2. CCL2 también
desempefia un papel fundamental en la activacion de la microglia posterior a la isquemia y
se ha demostrado que se libera en el cerebro isquémico después de la isquemia focal
transitoria. (Mirabelli y cols 2011).

Un incremento significativo de los niveles de MCP-1 en el SNC aparece en
pacientes con infarto cerebral isquémico agudo. Ademas de sus propiedades quimiotacticas,
se ha observado que las quimiocinas afectan a la permeabilidad de la BHE vy, de esta
manera, la presencia de MCP-1 aumenta 17 veces la permeabilidad de la barrera en un
modelo in vitro, lo que sugiere su implicacion en la apertura de la BHE en la isquemia
cerebral. MCP-1 es, hasta la fecha, el mas potente quimioatrayente de monocitos y es

también quimioatrayente de células T activadas (Cuenca y cols 2010).

La MCP-1 induce la expresion de las integrinas requeridas para la quimiotaxis; tiene
accion sobre los monocitos, linfocitos T de memoria, baséfilos y células NK; induce la
liberacién de granulos por las células NK ademas de ser potente inductora de la liberacion
de histamina por los basofilos (Fanory y Montoya 2001).

En el SNC CCL2 se expresa en las neuronas, astrocitos y células endoteliales
microvasculares. Sin embargo, estudios recientes han demostrado un papel para CCL2 en
condiciones homeostaticas y sugieren que la expresion de ambos CCL2 y CCR2 es

necesaria para el reclutamiento de macrofagos (Williams y cols 2014).

Cabe mencionar la expresion neuronal de CCR2 en la corteza cerebral, la
formacion del hipocampo, los ndcleos hipotalamicos, en el tronco encefélico y el cerebelo
(Mirabelli y cols 2011).
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Las células astrogliales son las células mas abundantes en el cerebro y sirven como
una fuente importante de mediadores inflamatorios durante el curso de la neuroinflamacion.
Los astrocitos sometidos a un proceso hipdxico-isquémico in vitro producen una gran
cantidad de MCP-1(Mojsilovic y cols 2007).

Tanto MIP-10, MIP-1B y MCP-1 son especialmente quimioatrayentes de monocitos
y linfocitos T, basofilos, células dendriticas, linfocitos B y NK (Natural Killer) (Fanory y
Montoya 2001).

CXCL12.

Es una quimiocina que forma parte del grupo de las quimiocinas CXC, también
conocida como Factor Derivado de Células Estromales (SDF-1) y su receptor CXCR4 que
induce la actividad anti-aterosclerdtica, concepto que fue apoyado por el papel benéfico de
CXCL12 en la reparacion del tejido a través del reclutamiento de células madre
mesenquimales. CXCL12 puede comportarse de manera pro-inflamatoria y anti-
inflamatoria en el cerebro posterior a un evento isquémico; en particular CXCL12 induce el
reclutamiento de monocitos, progenitores de proteccion de células endoteliales y
neuroblastos al cerebro. El reclutamiento de estas células es principalmente mediada a
través de la union a su receptor CXCR4 (Mirabelli y cols 2011)

La fuentes celulares de CXCR4 son muy diversas e incluyen: monocitos,
macrofagos,  neutrofilos, eosindfilos, astrocitos, linfocitos T, B, NK (Natural Killer),
endotelio y células epiteliales. Entre los efectos bioldgicos de CXCR4 encontramos la
quimiotaxis de diferentes células (neutréfilos, linfocitos T, monocitos, baséfilos);
activacion y proliferacion celular; regulacion de la angiogénesis; modulacion de la
hematopoyesis; ademas de inducir la liberacion de histamina y la sintesis de

glicosaminoglicanos y colageno por parte de los fibroblastos (Fanory y Montoya 2001).
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Dentro de las funciones homeostaticas que tiene CXCR4 unido a su ligando
CXCL12 (SDF-1) se encuentra la migracion celular neuronal y el desarrollo del cerebro
especialmente en el giro dentado (GD) del hipocampo. Durante el desarrollo del cerebro
CXCR4 se expresa en zonas Ventriculares, estos son sitios de proliferacion de células madre
y en las Ultimas etapas embrionarias, CXCR4 se expresa en el hipocampo y el cerebelo.
(Huang y cols 2014).

CXCR4 y CXCL12 tienen un papel importante en la morfogénesis del giro dentado
del hipocampo esto debido a que CXCR4 como CXCL12 (SDF-1) son expresados en el
giro dentado de adultos, lo que sugiere un papel continuo en la morfogénesis del GD.
CXCR4 también se expresa en la zona intermedia hipocampal y neocortical con una mayor
afinidad por la zona CA3 del GD del hipocampo, implicandose en la migracion neuronal
de la corteza cerebral y el hipocampo. La morfologia del giro dentado del hipocampo se ve
alterada en ratones modificados que carecen del receptor CXCR4, ya que en ausencia de
CXCR4, el nimero de células que se dividen para la migracion hacia el giro dentado se

reduce y las neuronas se diferencian prematuramente (Lu y cols 2002).

Posterior a un accidente cerebrovascular es necesario brindar una oportuna y réapida
terapéutica para disminuir las consecuencias propias de estos accidentes, tales como el dafio
cerebral, disminucion o pérdida unilateral de la visién, déficit cognitivo, discapacidad
motora etc. Sin embargo la terapéutica para estos eventos cerebrovasculares como es la
isqguemia, no ha resultado ser un tratamiento totalmente eficaz, podemos mencionar la
disminucién de la temperatura (hipotermia) al paciente, los quelantes de calcio y los anti-
inflamatorios, que pueden desencadenar otros efectos secundarios; es por ello de gran
importancia contar con nuevas alternativas preventivas para pacientes con riesgo a padecer

un accidente cerebrovascular.

Los micronutrientes o también llamados oligoelementos son de gran importancia en
la salud, uno de los oligoelementos mas importantes en el organismo es el Zinc, el cual se
encuentra en todos los tejidos del cuerpo y secreciones en concentraciones relativamente
altas, con un 85% en los musculos y huesos, 11% en el la piel y el higado, y el restante en

los demas tejidos, teniendo las concentraciones mas altas en la prostata y parte del ojo. La
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cantidad promedio de Zn en el cuerpo adulto es aproximadamente 1.4 a 2.3 g de Zn; es el
segundo ion de metal de transiciobn méas abundante en la vida, el zinc es el unico metal que
es cofactor para mas de 300 enzimas y su funcion principal es la estabilizacién de la
estructura de un gran nimero de proteinas, incluyendo enzimas de sefializacion en todos los

niveles de la transduccion de sefiales y factores de transcripcion (Chasapis y cols 2012).

De manera general el zinc tiene tres importantes funciones biologicas en el

organismo, la catalitica, la estructural y la regulatoria.

eCatalizador: El zinc esta involucrado en catalisis, por medio de las enzimas que controlan
muchos procesos celulares, incluyendo la sintesis de ADN, el normal crecimiento, el
desarrollo del cerebro, reproduccién, el desarrollo fetal, la estabilidad de la membrana, la

formacion de hueso, y la cicatrizacion de heridas.

eEstructural: Desempefia funciones estructurales y funcionales en varias proteinas
implicadas en la replicacion del ADN (proteinas dedos de zinc) y la transcripcion inversa

y es fundamental para la funcion de un ndmero importante de metaloproteinas.

eRegulador: El Zinc regula tanto la actividad enzimatica y la estabilidad de las proteinas
como un activador o como un inhibidor, también modula procesos de transduccion de
sefial celular e incluso tiene una funcion de modulador en la neurotransmision sindptica
(Chasapis y cols 2012).

En el nivel celular, del 30-40% de zinc se localiza en el nicleo, 50% en el citosol y
la parte restante se asocia con membranas, el zinc celular tiene un control homeostatico
eficiente que evita la acumulacion de zinc en exceso. La homeostasis celular de zinc esta
mediada por dos familias de proteinas; el zinc importador (Zip) una familia de 14 proteinas
para el transporte de zinc en el citosol, y los transportadores de znc (ZnT) que
comprenden 10 proteinas transportadoras de zinc fuera del citosol. Las mismas familias
transportadoras también regulan la  distribucion intracelular de zinc en el reticulo
endoplasmico, la mitocondria, y aparato de Golgi. Finalmente, las metalotioneinas (MTSs)

desempefian un papel importante en la homeostasis de zinc formando complejos de hasta

[ =)



Wendy Garcia Falfan

un 20% de zinc intracelular, ya que las MTs se pueden unir hasta con siete iones de zinc
(Plum 2010).

Zinc en SNC.

El zinc es abundante en determinadas regiones del sistema nervioso central,
especialmente en las fibras musgosas del hipocampo, en estas grandes terminales nerviosas,
el zinc es concentrado en las vesiculas sinapticas y liberado tras una neuroexcitacion
(Bancila y cols 2004).

El 10% de zinc no estd ligado y es por tanto caracterizado como 'libre" o zinc
"quelable” en el cerebro. En las neuronas, el zinc libre se localiza en gran parte en las
vesiculas presindpticas de las neuronas glutamatérgicas. Las regiones ricas en zinc incluyen
vesiculas de las fibras musgosas del hipocampo, la amigdala, y el bulbo olfatorio. La
funcion primaria del zinc en las wvesiculas sindpticas parece ser la modulacion de una
variedad de receptores postsinapticos. Tras la excitacion neuronal, el zinc se libera en la
hendidura sinaptica donde se une a sitios especificos de zinc sobre estos receptores. Por
ejemplo, el zinc inhibe los receptores GABA, reduciendo su accion inhibitoria. El efecto
del zinc sobre receptores excitadores del glutamato es mas complejo, ya que el zinc actla
como un inhibidor neuromodulador de la liberacién de glutamato (Gower y Levenson
2012).

Un factor de transcripcion que se encuentra relacionado con el zinc es NF-kappa B,
el cual estd implicado en el desarrollo del sistema nervioso, regulacion de la proliferacion
neuronal, migracion, diferenciacién, supervivencia y las interacciones celulares. Las
subunidades de NF-kB se expresan selectivamente en la zona subventricular y en la
corriente migratoria durante el desarrollo postnatal temprano y también en el cerebro
adulto. Esto sugiere su implicacién en la regulacion de la generacion y la migracion de
nuevas neuronas, la deficiencia de zinc afecta a la cascada de sefializacion NF-kB en las

células neuronales vy en el desarrollo del sistema nervioso (Adamo y Oteiza 2010).

La respuesta de fase aguda al estrés incluye una disminucion transitoria y rapida en

la concentraciébn de zinc en plasma como resultado de la redistribucion de zinc en el
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compartimiento celular. La  redistribucién del zinc en condiciones inflamatorias parece

estar mediada al menos parcialmente por quimiocinas (Foster y Samman 2012).
Deficiencia de zinc

Las manifestaciones de la deficiencia de zinc severa en los seres humanos incluyen
la dermatitis pustulosa bullosa, alopecia, diarrea, desorden emocional, pérdida de peso,
infecciones debido a disfunciones inmunoldgicas mediadas por células, hipogonadismo en
varones, trastornos neurosensoriales y problemas con curacion de las Ulceras. Si esta
condicién no se reconoce y no se trata, se convierte en fatal. Es por lo tanto, que una leve
deficiencia de zinc en los seres humanos afecta negativamente funciones bioquimicas e
inmunologicas. Por ello se tomd la decision de establecer la ingesta diaria recomendada de
zinc para los seres humanos (15 mg de zinc diariamente para hombres y mujeres adultos)
(Prasad 2008).

Efecto del Zinc sobre la inflamacion.

Estudios han dado a conocer que el zinc mejora la regulacion positiva del ARNm y
ADN especifico vinculante para A20, un factor que inhibe la activacion de NF-kB. Estos
resultados sugieren que los suplementos de zinc puede conducir a regulacion negativa de
las citocinas inflamatorias a través de la regulacion positiva de la A20 para inhibir la
activacion de NF-kB y mostrar que el zinc tiene efectos tanto antiinflamatorios como
antioxidantes (Prasad 2007).

Funcionalmente, el zinc tiene un efecto inhibitorio sobre los receptores NMDA 'y
por otra parte, se sabe que el zinc puede inhibir la actividad endonucleasa de la Ca2q-Mg2q
in vitro, lo que sugiere que el zinc inhibe la fragmentacion de ADN, una caracteristica
importante de la apoptosis y con esto existe una mayor supervivencia celular (Matsushita y
cols 1996).
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Justificacion

Las enfermedades cerebrovasculares son una de las principales causas de
incapacidad y muerte en la poblacion econdmicamente activa. Estudios han demostrado que
el zinc tiene un efecto protector y profilactico en el incremento de receptores de
quimiocinas disminuyendo la respuesta inflamatoria tras un proceso hipOxico-isquémico
cerebral en un modelo animal de experimentacion como es la rata. Este trabajo contribuira
en el conocimiento de las quimiocinas después de un proceso isquemico cerebral y los
posibles mecanismos de estrategia experimental que ayuden a disminuir el dafio cerebral en

pacientes con infarto cerebral.

23

——
| —



Wendy Garcia Falfan

Hipotesis

La administracion crénica  de zinc previene el incremento de receptores de
quimiocinas, disminuyendo la quimiotaxis de leucocitos durante un proceso hipoxico-

isquémico cerebral en rata.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto de la administracion crénica de zinc sobre los receptores de quimiocinas

durante un proceso hipoxico-isquémico cerebral en rata.
Objetivos Especificos

1. Evaluar los niveles proteicos de CCR1, CCR2, CCR8 y CXCR4 en la corteza
cerebral después de un evento hipdxico-isquémico cerebral en rata.

2. Evaluar el efecto de la administracion crénica de zinc sobre los niveles proteicos de
CCR1, CCR2, CCR8 y CXCR4 en la corteza cerebral después de un proceso
hipdxico- isquémico cerebral en rata.

3. Evaluar el dafio cerebral después de un evento hipoxico-isquémico cerebral en rata.

4. Evaluar el efecto de la administracion cronica de zinc sobre el dafio cerebral

después de un evento hipoxico-isquémico cerebral en rata.
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Diseno de la investigacion

Tipo de estudio

elnvestigacion aplicada, longitudinal y observacional.

Definicion del universo

eRatas macho cepa Wistar obtenidas del bioterio del CINVESTAV.
Tipo de muestreo

eAleatorio. Todos los elementos de la poblacion tienen la misma posibilidad de ser
escogidos.

Tamafio de la muestra
ePara cada grupo se tendra una n=3 ratas evaluando las muestras por triplicado.
Disefio y tipo de muestreo

eProbabilistico. Todos los elementos de la poblacidén tienen la misma posibilidad de ser
escogidos.

Criterios de seleccion de las unidades de muestreo
Criterios de inclusion

eRatas de la cepa Wistar

eRatas machos

ePeso de 180-200g

Criterios de exclusion

eRatas de otra cepa

eRatas hembra

eRatas que muestren un cuadro clinico de enfermedad o algin dafio no asociado con el
proceso hipoxico-isquémico cerebral.
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Criterios de eliminacién

eRatas que muestren un cuadro clinico de enfermedad o algin dafio no asociado con el
proceso hipoxico-isquémico cerebral.

Definicion del grupo control.

eRatas Wistar con ausencia de dafio.

Definicion de las variables y escalas de medicion

eVariable independiente: tiempo y dosis.

eVariable dependiente: determinaciones (ELISA): receptores de quimiocinas.
Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas

Los valores seran la media £+ SEM de determinaciones realizadas por triplicado. Las
pruebas estadisticas seran de tipo paramétricas, los datos seran analizados con una ANOVA
de una via seguida con una post-prueba Dunnet, que compara los grupos experimentales
contra el control, y una t de Student no apareada que compara dos grupos experimentales
en un tiempo determinado.

ASPECTOS BIOETICOS

Todos los procedimientos siguieron las normas de acuerdo a la “Guia para el
cuidado y uso de animales de laboratorio” de México y aprobados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales. Todos los esfuerzos fueron realizados
para minimizar el sufrimiento de los animales.

RIESGOS DE LA INVESTIGACION

eNo existen riesgos en esta investigacion.
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Diagrama de trabajo

Ratas macho Wistar

Peso: 180-200g

, Zinc 15d + _
Vehiculo Zinc 15d _ Isquemia
Isquemia
Agua inyectable ZnCl, (0.5mg/kg) ZnCl, (0.5mg/kg)
Via.i.p durante Viai.p durante Viai.p durante
14 dias 14 dias 14 dias
OACP durante
10 minutos. EE——

Obtencién de cerebros post
reperfusioén a las

4h, 8h, 12h, 24h, 96h y
168h.

Realizar ELISA y
Estudio
Histopatoldgico
(H&E)
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Metodologia

1.-Animales

Se tilizaron ratas macho de la cepa Wistar (180 -210g de peso corporal) obtenidas del
bioterio del CINVESTAV. Los ratas se mantuvieron en condiciones controladas de
temperatura (23 £1 °C) y humedad (45 +2%), ciclos de luz- oscuridad de 12 h. Alimento y
agua se proporcionan ad libitum. Todos los procedimientos siguieron las normas de la
“Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de México” y aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales (protocolo#109-02).Todos los
esfuerzos fueron realizados para minimizar el sufrimiento de los animales. Los animales
fueron sacrificados a distintas horas después del tratamiento con Cloruro de Zinc y después
de haber realizado la cirugia de obliteracion de la arteria carotida primitiva (OACP), se
utilizaron como controles ratas sometidas al estrés de la cirugia Yy diseccion de la arteria

carétida primitiva, pero sin realizar su obliteracion.
2.- Administracién de zinc

Se utilizd la administracion de Zn cronica intraperitoneal i.p. en una dosis de (0.5mg/kg de

peso corporal, cada 24h durante 14 dias.

Posteriormente las ratas se dividieron en 4 grupos diferentes para el tratamiento cronico: al
primer grupo se le dio un tratamiento durante 14 dias con ZnCl, y posterior al
tratamiento se extrajo la corteza temporo- parietal e hipocampo a diferentes tiempos (4h,
8h, 12h, 24h, 96h y 168h post-reperfusion). El siguiente grupo recibid la misma
administracion de ZnCl, durante 14 dias; 24 horas después se realizd la OACP durante 10
minutos, terminada la cirugia se dejo en recuperacién a los animales hasta cumplir el
tiempo de extraccion de cerebros a las (4h, 8h, 12h, 24h, 96h y 168h post-reperfusion).El
tercer grupo  recibid durante 14 dias una administracion via intraperitoneal de agua

inyectable (vehiculo) y se obtuvieron los cerebros a las horas antes mencionadas.
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Finalmente, el dltimo grupo Unicamente recibio la OACP y se extrajeron las cortezas

cerebrales a las mismas horas.
3.-Cirugia

Los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral via ip. (350mg/kg de peso
corporal), se disecté la arteria cardtida primitiva izquierda y se presiond con el fin de
obstruir el flujo sanguineo (obliteracion) durante 10 minutos con ayuda de una pinza de
presion para vasos sanguineos de tipo bulldog (clamp arterial). Al término del tiempo de
obliteracion, se retird la pinza y se verifico visualmente la restauracion del flujo sanguineo
en la arteria (reperfusion). Posteriormente, la herida se suturo y las ratas se mantuvieron
bajo una fuente de calor hasta recuperarse del efecto anestésico. Los animales seran
sacrificados en el tiempo post reperfusion correspondiente, por dislocacion cervical, para
poder obtener la region temporo-parietal de la corteza cerebral y el hipocampo. Los tejidos
fueron homogenizados con PBS 1X. Posteriormente, se utilizaron los homogenizados de las

muestras para la evaluacion bioquimica (ELISA) mencionada a continuacion.
4.-Ensayo Inmunoenzimatico ELISA

oCinco pg del homogenizado de las muestras se completan a un volumen final de 100 pL
con buffer de carbonato para sensibilizar las placas de ELISA, y se colocan en cada pozo de
la placa durante 24 horas a 4 °C.

ePosteriormente, los pozos se lavaron con PBS-Tween 0.1%, los sitios inespecificos se
bloquearon con albimina de suero bovino 0.5% durante 20 min. Inmediatamente se lava
con PBS-Tween 0.1%, y se adiciona el primer anticuerpo para cada receptor de quimiocina
durante dos horas a temperatura ambiente.

e Se lava y se adiciona el segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano
(1:1000), posteriormente se lavd con PBS-Tween y se le agrega el sustrato ABTS (&cido
2,2’-azino-bis- (3-etilbencil-tiazolina-6-sulfonico).

eFnalmente la placa se lee en un lector de ELISA (Bio-Rad Benchmark) a 415 nm.
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Los valores obtenidos fueron normalizados con respecto de su grupo control sin

tratamiento.

5.- Estudio Histoldgico

El dafio celular se analizd por tincion hematoxilina- eosina en cortes coronales de cerebro
de ratas en los diferentes grupos en cada uno de los tiempos del curso temporal (Oh, 24h 'y
168h)

Se anestesio a las ratas con hidrato de cloral y se perfunden por via intraventricular al
corazén con 100 mL de PBS, seguido de 150 mL de paraformaldehido al 4% en PBS, para

finalmente extraer y mantener los cerebros en fijador (paraformaldehido 4%) a 4°C.

Los cerebros fueron procesados en el equipo de inclusion en parafina ( Histoquinette Leica

Microsystems, Walldorf, Germany).
Los pasos del procesamiento de tejido son:
eFjjacion (formaldehido al 4%),

eDeshidratacion con alcoholes (80%, 96% y 100%): Este es el proceso que tiene por
finalidad la eliminacion completa del agua en el espécimen tanto intracelular como
extracelular, esto se lleva a cabo mediante el uso de alcohol al 80%, alcohol 96%, alcohol
absoluto (100%).

eAclaramiento (xilol absoluto) y parafina a 56 °C: Es un proceso que permite que el
alcohol de los tejidos (agente deshidratante) sea reemplazado por una sustancia miscible
con el medio de inclusion que se va a utilizar (parafina) ya que lo que se pretende es que el
tejido se encuentre embebido con un agente quimico liquido, el cual pueda disolverse en

el medio de inclusion y asi penetrar en el tejido. En este caso se utilizara xilol.

eInclusion: en este caso se procede a realizar los bloques de parafina y se utilizara una
parafina semidura, su punto de fusion es de 54 °C - 58 °C. Es la parafina que se emplea con

mayor frecuencia en los laboratorios donde se realiza técnica histologica. De acuerdo a la
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temperatura del medio, se recomienda su uso pues se pueden obtener secciones de 5 a 7

.

ePosteriormente, se trasladan los bloques a una plancha de enfriamiento esto con el fin de

obtener bloques més rigidos y con esto obtener mejores cortes.

elos cortes histoldgicos que se realizan son de 3 micras de grosor en un micrétomo
rotatorio tipo Minot (Leica RM 2135, Nussloch, Germany); estos cortes se preparan en
portaobjetos con poli-L-lisina y finalmente son fijados con calor (plancha con termostato a
56-58 °C).

eSc realiza el desparafinado de los cortes histologicos en horno a 60 °C durante 30

minutos, después se va colocando la laminilla de la siguiente forma en el tren de tincion:
-Xilol 1 ---20min

-Xilol 2 ---5 min

-Alcohol-Xilol 50 % --- 10 bafios
-Alcohol absoluto 1 ---10 bafios
-Alcohol absoluto 2 ---10 bafios
-Alcohol 96% 1 ---10 bafios
-Alcohol 96% 2 ---10 bafios
-Agua ---10 bafios

-Hematoxilina ---10 min

-Agua ---1 min

-Alcohol acido ---1 bafio (rapido)
-Agua --- 1 min (enjuagar rapido)

-Carbonato de Litio --- 10 bafios (hasta virar a azul)
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-Agua --- 1 min

Dar un bafio con alcohol 96% para dar la condicion alcohdlica al tejido

-Eosina ---15 bafios

-Alcohol 96% ---10 bafos

-Alcohol 96% ---10 bafios

-Alcohol absoluto --- 10 bafios

-Alcohol absoluto --- 10 bafios

-Alcohol-xilol 50% ---10 bafios

-Xilol 1 ---5 min

-Xilol 2 ---20 min

ePosteriormente se coloca el cubreobjetos para poder observar al microscopio.

——

33

—



Wendy Garcia Falfan

Control de calidad

El control de calidad metodoldgico y experimental se llevd a cabo mediante monitoreos
previos a la realizacion del experimento de cuantificacion, esto fue verificado con ayuda de
la preparacion de curvas de estandares (proteinas totales, aloumina de bovino), las cuales se
dieron por aceptadas cuando el coeficiente de correlacion fue de 0.999, constatando de esta
manera exactitud y precision al momento de pipetear en el experimento; por otra parte se
verifico la viabilidad de los reactivos a usar en cada una de las técnicas cuidando que
mantuvieran valores de pH, temperatura o concentracién segun lo requerido, esto fue
controlado preparando los reactivos horas antes de ser usados, del mismo modo se
procuraron pasos metddicos para que todas las muestras tuvieran una manipulacion
similar y asi poder evitar alteraciones al momento de obtener los resultados. Otro aspecto
en el cual se tuvo cuidado fue en asegurar que todo material de laboratorio a utilizar
estuviera perfectamente limpio, libre de cualquier tipo de contaminante que ocasionara
interferencias en los resultados. Al momento del experimento, en la fase de la
cuantificacion de proteinas totales, se correlacionaron los resultados comprobando con
medicién de estdndares que la curva de medicion de proteinas no se saliera del rango
establecido. En el ELISA las muestras fueron procesadas al mismo tiempo en la misma
placa de estudio, quedando las muestras de un grupo experimental en la misma placa. Los
controles negativos se introdujeron en un pozo con muestra, sin anticuerpo primario pero si

con anticuerpo secundario, ABTS + H,0..
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Medidas de seguridad

En la realizacion de este trabajo se llevaron a cabo todas las medidas de seguridad

establecidas por el LIQC.
Recursos humanos

En este trabajo se formd una alumna capaz de responder a las demandas del sector salud y

de investigacion.
Recursos materiales

El Laboratorio de Investigacion Quimico Clinico aporto los equipos y reactivos para su

elaboracion.
Recursos financieros

El proyecto conto con financiamiento por VIEP, BUAP.
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Resultados

Dentro de los objetivos de este trabajo se tuvo el conocer el efecto de la administracion
cronica de zinc sobre los niveles proteicos de los receptores a quimiocinas CCR1, CCRS,
CCR2y CXCRA4.

CCR1

En el grupo vehiculo se encontraron diferencias estadisticamente significativas a las 8h en

un 59 +1.7% comparado con el grupo control sin tratamiento.

eMientras que en el grupo administrado con ZnCl, se encontrd un incremento de este
receptor a los 11 dias de administracion (-4) en un 75 £10.1% Yy una disminucion a las 8h

en un 33 £2.38% esto comparandolos con el grupo vehiculo.

eEn el grupo isquemia se encontraron incrementos a las 4h post-reperfusion en un
141+18.2%, a las 8h en un 115 +10.7% Yy a las 96h en un 127 +48.5%todo esto comparado

con el grupo control sin tratamiento.

eAhora bien en el grupo que contd con la administracion de Zinc previa a la OACP se
observa una disminucion en los niveles proteicos a las 4h post-reperfusion en un 47 +6.6%,
a las 8h post-reperfusion en un 55 +£1.4%, asi como a las 168h post- reperfusion en un 22

+5.8% comparandolos con el grupo que solo recibié la OACP.
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Figura 3. Efecto de laadministracién cronicade Zinc sobre los niveles proteicos del receptor
CCR1 tras un proceso hipdxico-isquémico cerebral en rata. Se observa el curso temporal de los
niveles proteicos de este receptor. Los valores representan la media £SEM de 3 ratas.*p < 0.05,
ANOVA con pos hoc Dunnet cuando se compara con el grupo sin tratamiento alguno, t p < 0.05, t
de Student cuando se comparan dos grupos en un mismo tiempo.
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CCRS8

oEn el grupo wvehiculo y el grupo que solo recibié la administracion de Zinc no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.

oEn el grupo administrado con ZnCl, previo a la isquemia se encontrd un incremento a las

4h post-reperfusion en un 47 + 18.3%.

oA partir de las 12h post-reperfusion disminuyeron los niveles proteicos en un 51 + 10.6%,
a las 24h post-reperfusion en un 45 + 1.19 %, a las 96h post-reperfusion en un 47 + 7.2% y
finalmente a las 168h post-reperfusion en un 55 +7.5% comparando este grupo con el grupo

que solo recibio la OACP.

CCR8 CCR8

h @ Vehiculo O Zne 3 3 Isquemia 3 Zinc + Isquemia
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4504 0 4§ U %1l 0 4 8 12 y! ! 96 168
Tiempo (h post-reperfusion) Tiempo (h post-reperfusion)

Figura 4. Efecto de laadministracion crénicade Zinc sobre los niveles proteicos del receptor
CCRS8 tras un proceso hipéxico-isquémico cerebral en rata. Se observa el curso temporal de
los niveles proteicos de este receptor. Los valores representan la media =SEM de 3 ratas.*p<0.05,
ANOVA con pos hoc Dunnet cuando se compara con el grupo sin tratamiento alguno, t p<0.05, t de
Student cuando se comparan dos grupos en un mismo tiempo.
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CCR2

oEn el grupo que recibid solamente la administracion de ZnCl, se observd un incremento
en los niveles proteicos de este receptor a las 168h en un 13 £ 3.14% comparado con el

grupo Vvehiculo.

oEn el grupo que recibid la OACP y el grupo que recibid la admmistracion de ZnClp
previa a la OACP no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para los

niveles proteicos de este receptor.

CCR2 CCR2

= Vehiculo O Zinc L B2 Isquemia 2 Zinc + [squemia
o
k)
i
T
£
5
1 z
0
w
pS
u.

4 4 0 4 8 2 U % 168 i 4 8 0w % 18

Tiempo (h post-reperfusion) Tiempo (h post-reperfusion)

Figura 5. Efecto de laadministracién cronicade Zinc sobre los niveles proteicos del receptor
CCR2 tras un proceso hipoxico-isquémico cerebral en rata. Se observa el curso temporal de
los niveles proteicos de este receptor. Los valores representan la media £SEM de 3 ratas.*p<0.05,
ANOVA con pos hoc Dunnet cuando se compara con el grupo sin tratamiento alguno, t p<0.05, t de
Student cuando se comparan dos grupos en un mismo tiempo.
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CXCR4

oEn el grupo que recibid tmicamente la administracion de ZnCl, se encontré un incremento
de los niveles proteicos de este receptor a los 11dias de la administracion (-4) en un 14 +
1.2% asi también al tiempo Oh en un 12 + 4.5% comparados con el grupo control sin

tratamiento.

eDec igual manera en el grupo con la administracion de ZnCl, a los 11 dias de
administracion (-4) se obtuvo un incremento en un 14 + 5.08% comparado con el grupo
vehiculo. Durante el curso temporal se observd un incremento a las 8h enun 6 £ 1.8% y
finalmente un incremento a las 168h en un 9 + 3.3% estos también comparado con el grupo

vehiculo.

oEn el grupo que recibid la administracion de ZnCl, previa a la OACP se encontraron
incrementos en los niveles proteicos de este receptor a las 8h post-reperfusién en un 13
+2.6% y a las 12h post-reperfusion en un 8 + 2.5 % esto comparandolos con el grupo que
solo recibi6 la OACP.

CXCR4 CXCR4
3 @@ Vehiculo 8 Zinc 3 O Isquemia 3 Zinc + lsquemia
i i
T T 2
1 : t ot
3 * % t t 2
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L 9
[+} [*]
© T
> >
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A5 4 0 4 8 12 4 % 18 0 4 § 12 1) 9 168
Tiempo (h post-reperfusion) Tiempo (h post-reperfusion)

Figura 6. Efecto de laadministracidén crénicade Zinc sobre los niveles proteicos del receptor
CXCR4 tras un proceso hipéxico-isquémico cerebral en rata. Se observa el curso temporal de
los niveles proteicos de este receptor. Los valores representan la media £SEM de 3 ratas.*p<0.05,
ANOVA con pos hoc Dunnet cuando se compara con el grupo sin tratamiento alguno, t p<0.05, t de
Student cuando se comparan dos grupos en un mismo tiempo.
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Los resultados obtenidos del estudio histopatologico mediante tincion de Hematoxilina y

Eosina se muestran en las siguientes imagenes:

Giro Dentado (GD)

24h 168h

OACP

Zn

OACP

Figura 7.Tincion de he matoxilina-eosinaen giro dentado de ratas control, con administracion
cronicade zinc, con OACP yconadministracion crénicade zinc previaa la OACP. Cortes de
tejidos de 3 p incluidos en parafina tefiidos con hematoxilina-eosina a las 24h y 168 h post

reperfusion.
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Giro Dentado zona CAl

168h

Oh 24h
- . .

Figura 8. Tincion de hematoxilina-eosinaen donde se observa la zona CAl del giro dentado
de ratas control, con administracion cronicade zinc, con OACP y con administracion cronica
de zinc previa a la OACP. Cortes de tejidos de 3 p incluidos en parafina tefiidos con
hematoxilina-eosina a las 24h y 168 h post reperfusion.
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Giro Dentado Zona CA3
24 h

Figura 9. Tincion de hematoxilina-eosinaen donde se observa la zona CA3 del giro dentado

168 h

OACP

Zn

OACP

de ratas control, con administracion crénica de zinc, con OACP y conadministracion cronica
de zinc previa a la OACP. Cortes de tejidos de 3 p incluidos en parafina tefiidos con
hematoxilina-eosina a las 24h y 168 h post reperfusion.
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Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la administracion crénica de
zinc previa a la OACP, disminuyo los niveles proteicos de CCR1 a partir de la fase
temprana del proceso isquémico, con la sola administracién cronica de zinc los niveles
proteicos de CCR1 se mantienen en sus niveles basales, por el contrario en el grupo que
solo recibio la OACP los niveles proteicos de este receptor son mayores tanto en la fase

temprana como tardia.

Es por ello que al disminuir los niveles proteicos de este receptor también
disminuird la quimiotaxis de leucocitos por parte de CCL3, la cual atrae principalmente
macrofagos al sitio de dafio los cuales exacerbarian el dafio y aumentarian el riesgo de
muerte neuronal ya que las quimiocinas desempefian un papel importante en la
organizacion 'y migracién de leucocitos en condiciones normales, asi como durante las

respuestas inflamatorias exacerbando el dafio (Belmadani y cols 2006).

La administracion cronica de zinc previa a la OACP mostro una disminucion en los
niveles proteicos de CCR8 a partir de las 12h post-reperfusion hasta el séptimo dia lo cual
nos habla de una marcada neuroproteccion por parte del zinc en la fase tardia del proceso

isquémico.

Esta proteccion se estara dando ya que al verse disminuido este receptor disminuira
la unidén con su ligando CCL4 por lo cual no se llevara a cabo la transmision de la sefial y
posterior quimiotaxis de leucocitos al sitio de dafio durante la fase tardia, de la cual es

caracteristica la muerte celular, por lo tanto la cito arquitectura se estd protegiendo.

CCL3 y CCL4 pueden iniciar diversas respuestas que regulan tanto la
inflamacién aguda y cronica junto a la interaccion de sus receptores CCR1 y CCR8 e
inducir la adhesién de los leucocitos circulantes para su extravasacion a través del
endotelio (Blanchet y cols 2012)
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Con la sola administracion cronica de zinc se observa un aumento a las 168 h de la
administracion ya que se puede ver cierto precondicionamiento del sistema por parte de la
union CCR2/CCL2 esta unién se ve favorecida por el zinc ya que se encontro que los
niveles proteicos de este receptor se mantuvieron en sus niveles basales con la
administracion de zinc previa a la OACP entodo el curso temporal.

CCR2 se encuentra en practicamente todos los tipos de células del sistema nervioso central,
incluyendo neuronas, ceélulas gliales, endoteliales y células inmunes , y es el Unico receptor
conocido para CCL2, sin embargo el llevar a cabo estimulos de precondicionamiento del
organismo ante un proceso hipdxico-isquémico las quimiocinas en general y CCL2 en
particular  juega un papel importante en la induccién de tolerancia isquémica, actuando
como un mediador de sefializacion para la induccién de respuestas de adaptacion en las
células del cerebro, esto con el fin de dar una oportuna proteccion ante un futuro evento

isquémico (Stowe y cols 2012)

A esta union se le confiere la funcion de advertir al sistema si en algin momento
existe un proceso que requiera la quimioatraccion de leucocitos al sitio de dafio en este
caso (CCR2/CCL2) mostrara una mayor quimiotaxis por monocitos. CCR2 junto a su
ligando CCL2, es conocido por promover la quimiotaxis de monocitos progenitores
hematopoyéticos a los sitios de la inflamacion en el cerebro. En modelos experimentales
de accidente cerebrovascular, CCL2 ha mostrado una regulacion positiva en las zonas
isquémicas ademas se ha encontrado acumulacion de CCL2 en el espacio perivascular de
la microvasculatura cerebral, el cual se retransmite activamente a través de la barrera
hematoencefalica, y se presenta en la membrana plasmatica de las células endoteliales,

donde actCa como un importante quimioatrayente para leucocitos (Andres y cols 2011)

Se observo un ligero incremento en los niveles proteicos de CXCR4 (a los 11 dias)

con la sola administracion de zinc, CXCR4 se expresa en los sitios de la migracion
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neuronal en el hipocampo y la zona media de la neocorteza dandole con esto un papel
importante en el desarrollo cerebral, ademds CXCR4 junto a su ligando CXCL12 se
expresa dentro de la corteza primaria y en las meninges que intervienen en el desarrollo
del hipocampo, sugiriendo con esto una accion de sefalizacion en el hipocampo en
desarrollo por parte de las meninges que recubren el Giro Dentado(Lu y cols 2002). En el
grupo con administracion cronica de zinc previa a la OACP se encontraron incrementos en
los niveles proteicos de este receptor en la fase temprana del proceso isquémico esto debido
a gque CXCR4 se encuentra en regiones proliferativas del sistema nervioso central en
desarrollo y CXCL12 el ligando para CXCR4 se ha observado que se expresa en astrocitos,
microglia y neuronas despuées de una lesion cerebral. La sefializacion mediada por
quimiocinas a través del receptor CXCR4 es de gran importancia en la orientacion de la
migracion de las poblaciones de progenitores neuronales durante el desarrollo; por otra
parte, las quimiocinas modulan la actividad sindptica durante la neurogénesis en adultos ya
gue CXCL12 aumenta la transmision GABAérgica de progenitores neuronales y con esto
ademéas de ayudar a la proliferacion neuronal también interviene en la viabilidad y correcto
funcionamiento de las nuevas neuronas(Ardelt y cols 2013) por el contrario en el grupo
que recibio solamente la OACP los niveles proteicos de este receptor se mantuvieron en su

estado basal.

Esto quiere decir que la administracion cronica de zinc favorece la proliferacion
de receptores de quimiocinas benéficas como lo es CXCR4 que junto a su ligando CXCL12

cuenta con funciones de neuroproteccion y neurogénesis.

La administracion crénica de zinc previno la muerte por apoptosis que se
desencadena tras un proceso isquémico a las 24h y 7 dias post reperfusion, esto se observa
con la disminucion de las células picnéticas caracteristicas de la apoptosis en CAL y CA3
del hipocampo esto se corrobora con diversos estudios con administracion subaguda de
cloruro de zinc los cuales han mostrado mantener la estructura celular del hipocampo en las
zonas CALl y CA3, Giro dentado y en las neuronas piramidales de la capa V de la corteza

cerebral a las 24h post-reperfusion (Blanco y cols 2013)
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Sin embargo se puede observar una acumulacion de zinc en la corteza cerebral y
esto se relaciona con el aumento en la necrosis, la cual se observa en CAL y CA3 en la fase
tardia (168h) esto debido a que el zinc acumulado puede ser citotdxico produciendo dafio
en neuronas piramidales y granulares que puede llegar a la necrosis neuronal no obstante
estudios experimentales han  demostrado que la isquemia cerebral focal promueve la
neurogeénesis en la zona subventricular y la zona subgranular del giro dentado induciendo

la migracién de neuroblastos (Lan y cols 2008).
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Conclusion

Los resultados obtenidos durante este trabajo muestran que la administracion
cronica de zinc previno el incremento en los niveles proteicos de los receptores de
quimiocinas pro-inflamatorias (CCR1,CCR8 y CCR2) disminuyendo con esto el proceso
inflamatorio  ocasionado por la infiltracion leucocitaria, llevando a una consiguiente
disminucién de la muerte neuronal. También se observd que la administracion cronica de
zinc mostro un aumento en los niveles proteicos de CXCR4 que junto a su quimiocina

CXCL12 participan en la regeneracion y sobrevivencia neuronal.

Con la premisa anterior se concluye que la administracion cronica profilactica de
zinc disminuye el proceso inflamatorio causado por la OACP permitiendo la regeneracion y

sobrevivencia neuronal.
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Perspectivas

» Determinar de manera cualitativa y cuantitativa la infiltracion leucocitaria al sitio
de dafio.
» Determinar de manera cuantitativa a las metalotioneinas.

> Determinar los niveles de zinc en corteza cerebral.
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Apéndices

1.-REACTIVO DE COOMASIE

Acido perclérico 3% 200mL
Azul brillante G-250 0.129

Se prepara una solucion de &cido perclérico 3%, para 200 ml de esta solucién se agrega
0.12 g de azul brillante G-250 y se disuelve con agitacién constante 30 minutos, una vez
disuelto se filtra y se lee en el espectrofotometro a 465 nm. La absorbancia del colorante

debe estar entre 1.3y 1.5.

2.- CURVA DE PROTEINAS TOTALES

[ ] mg/uL ALBUMINA AGUA COOMASIE
DESTILADA

1 1 499 L 500 pL

2.5 2.5 L 497.5 L 500 pL

5 5 pL 495 pl 500 pL

10 10 pL 490 pL 500 pL

Blanco 500 L 500 L

Se lee en espectrofotometro a 620 nm.

3.-BUFFER DE CARBONATOS PARA SENSIBILIZAR LA PLACA DE ELISA

Na,COs3 0.795¢g

NaHCO; 1.465g

NaN3 0.1g

H,O 50 ml volumen final
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4.- ABTS (Para preparar 500ml)

Acetato de sodio 6.805¢
Na,HPO, 3.4599
ABTS 0.55¢

Ajustar pH final a 4.2 utilizando &cido acético.

5.-PBS

KCI 0.020g
NaCl 8.064g
KH,PO, 0.1633g
Nay;HPO4 1.1498¢g
Agua destilada 1000mL

A 900 ml de agua destilada agregar las sales, regular el pH con HCI1 0.1 N o NaOH 0.1 N
cuando el pH este entre 7.2y 7.4 aforar a 1L.
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