BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

Posgrado en Ciencias Quimicas
area de:
Bioquimica y Biologia Molecular

Nombre de la Tesis:
Participacion del 6xido nitrico en la neurogénesis causada por la
administracién subaguda de zinc durante un proceso hipéxico-isquémico
cerebral en rata

Para obtener el grado de:

Doctor en Ciencias Quimicas

Area de Bioquimica y Biologia Molecular

Presenta:
M.C. Victor Manuel Blanco Alvarez

Director del proyecto

Dra. Bertha Alicia Leén Chavez

Profesor titular del Posgrado en Ciencias Quimicas

Area de Bioquimica y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP

Co-Director del proyecto

Dr. Juan Antonio Gonzalez Barrios

Jefe del Laboratorio de Medicina Genémica,

Hospital Regional. "1° de Octubre”, ISSSTE

Heroica Puebla de Zaragoza, Puebla, México Diciembre de 2017



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

DEDICATORIA

Noemi Alvarez Linares
Mi madre que siempre esta a mi lado




Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

AGRADECIMIENTOS

Esta tesis representa 4 afios de trabajo logrando cada objetivo cumplido, tanto académico,
personal y profesional, por lo que requiere ser agradecido.

En primer lugar a quién ha dirigido este proyecto Dra. Bertha Alicia Ledn Chavez, gracias por
confiar en mi y permitirme desarrollar este trabajo que me ha aportado tantos conocimientos y
satisfacciones.

Al Dr. Juan Antonio Gonzalez Barrios, gracias por el compromiso que ha mantenido en mi
formacién al aceptar la co-direccion de este proyecto y recordarme que siempre queda mucho que
aprender y por hacer.

A los Doctores que han participado en la evaluacion de este trabajo Dr. Daniel Martinez Fong, Dra.
Lourdes Millan Pérez Pena, Dra. Carmen Vivar Estudillo, Dra. Guadalupe Soto Rodriguez, Dr.
Eduardo Miguel Brambila Colombres y Dr. José Ramoén Eguibar Cuenca. Gracias a todos por su
colaboracioén en el proyecto, aportes, consejos, sugerencias y compartir conmigo en todo momento
Su experiencia y conocimiento.

Agradezco al CONACyT por la beca y a la VIEP por su apoyo en la asistencia a congresos.

Dentro de estos cuatro afios he podido desarrollarme en diferentes laboratorios. Primero
agradezco a mis compaferos del Laboratorio de Investigaciones Quimico Clinicas mi casa, chicos
gracias por todo el apoyo tantos momentos y todo el carifio, definitivamente sin ustedes todo esto
no hubiera sido igual; Kary, Ale, Tino, dificiimente existira un mejor equipo de trabajo que este que
logramos formar, siempre juntos y con los que migraron Richi, Lupitas, Omar, May y por quienes
llegan Viry, Karla, Pedro, Jhonatan. Son un gran equipo.

A mis companferos del laboratorio de Medicina Gendmica del Hospital Regional 1° de Octubre,
Hayde, Celia y Manuel; gracias por siempre compartir sus tips y conocimientos, ustedes son el
mejor ejemplo de que los conocimientos se comparten.

A mis compaferos del laboratorio de Terapia génica y enfermedades neurodegenerativas del
CINVESTAV por siempre hacerme sentir como en casa y el permitirme aprender de ustedes,
Monse, Oskar, Clau, José, Ernesto, Adrian, Nachito, Mine, Azu, Lulu. Gracias por todo.

También tuve la oportunidad de aprender en el Laboratorio de Neurogénesis y Neuroplasticidad del
CINVESTAV agradezco a Soco, Armando, Belén, Ana, Fanny, por su ayuda, confianza y los
grandes ratos en esos largos periodos de incubacion.

Me toco ser hijo unico sin embargo he logrado encontrar personas a los que veo como hermanos y
siempre han estado moralmente y vaya que ha hecho falta gracias!!! Russ, Manu, Nishi, Lalo, Gas,
José, Pariz, Yorch, Richi, Yaya, Jorge, Lau, Juliet, Martha, Jaz, Gabi, Beto, Charly, Mire, Viry, Adi,
Koss, Luz, Mary, San, Josh, Rock, Mike, Vicky, Paco, Tepe, Ari, Erick, Max, Angel, Vic, Yam, Dari,
Helen Espero no olvidar a nadie gracias por estar.

Finalmente a mis padres Miguel Guillermo Blanco Quiroz y Noemi Alvarez Linares por apoyarme
en todo y con todo por siempre estar conmigo y permitirme realizar mis suefios gracias por tanto

Gracias a todos.



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

TABLA DE CONTENIDO

LISTA DE ABREVIATURAS ...oeeteseeemeesseesseesssessssessssessss s sssssssssesssses st sessssesssesssssssssssssesssssssssssssessssessaness 6
RESUMEN ..ooottemeetseesseessseesssessssesssesssseessseessesessessssess s sssesssse s s es st s ssses s s ssses s sessessssesssasssssssessasessans 11
INTRODUGCCION ....oovvvvvveneeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 13
Enfermedad CerebDrOVASCUIAT ... rsesssssssessseessssessesessessssess s ssssssssssssessssessssessssssssens 13
TerapéutiCa FarmMaCOlOZICa.. ..o eeeereireeseiseeseseseesees s sesse e ssss bbb bbb s s s st 18
ZANIC (ZN124) ceeeterteereeeetseessesesesesssesssesssesssessse s b s s8R e84 R R R R AR bbb et R R bR bR bR aes 21
OXIAO NTETICO (INO) wovvvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssss 24
Factores de CreCiMIBNEO. .o creereeseees s seess s ss s ses s sesssses s ss s s ses s sssenssssssessssens 26
Vias de Sefializacion (ERK, NF-KB) ... sesssssssessssssse st sssssssssesans 29
Polarizacién de la microglia M1 y M2 en la isquemia cerebral ........ocnenecnecneeseeneesseenns 34
IN EUT O AN ESIS .c.uurvueeuseenreessesseeeseessessseessesssessse s e s bbb RS SRR R SRR ER R bbb s bbb R b s aes 36
PLANTEAMIENT O c.ceteieueerseeseesseessseessseessessssessssessssesssessssesssssssssssssessssess sessssessssessssssssessssessasssssessssessssassassssssssssessans 43
HIPOTESIS ..o eeeeeeseesseeesseesssessssesssesssssessseessessssessssess e ssses s s s es s e s s 43
OBUETIVOS.... e eeeeessseessesesssesssssesssssesssssesss s s8££ SEERERS R 44
ODJETIVO GEINETAL..ceurieureereeeaceereeeeetreesseeseesse s eesse bbb s sa s s bbb e bbb a s aes 44
O D ETIVOS ESPECIIICOS. civuruueeeerseitreesreeseesseesseesse bbb bbb s sas s ss s bbb bbb s a bbb 44
PROTOCOLO EXPERIMENTAL....coueuiereeeseesseesressessseessssessssssessssesssesssssssssesssssssssssssesssssssssssssessssessssssssssssessans 46
METODOLOGIA.....ooosseeeeeeeesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssesssssssssesssssssssssesssssssssssssssssssssssses 47
N 00 (=P 47
CHTUIA 1oeteeuseesreeueesseesseessee b ese s ss s eseesse s £ 4R SRR E SRR bbb et b bR bR a e aes 47
Cuantificacion de Proteinas tOLAlES ... e ss s sse s ess s s ss s ssssessesasesaes 47
Ensayo inmunoenzimatiCo (ELISA) .. eeeeneeineessessesssesssesssesssesssssssessssssssssssssssesssssssasssssssssasessnes 48
EXtraccion de RNA tOTAl. e ssesssesssssssesssssessessssessssesssssssssssssesssssssssssssessssesssssssssssssens 48
RetrotransSCripCion- PCR ... eeneiseeseesessesssessesssesssssssessss s sases s st st s s sssssssssasesanes 49
PCR LIEIMNPO TEAL .ereeieereeeeteetreieectreeteeseesse s eesse bbb s s ss s s bbb e bbb a b s 49
INYECCION A& BIAU ...ouieeieceereieect ettt s s ss et s sss s s sss s bbb st b s a bbb 49
Inmunohistoquimica vs BrdU y cOnteo de CEIULAS....c.ummeieneenrerseerneireessesseesseessesssssssessssessessssennes 50
Inmunofluorescencia para determinar ColocaliZacCiOn..........oenenrenmeeoneeenneesseeseseseeeseeesseens 50
WAN T T U3 E T =T b ] o ol 3PP 51
RESULTADOS Y DISCUSION.....ooooovreerssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 52

La administracion profilactica induce la transcripcidn de quimiocinas y factores de
crecimiento, promoviendo la supervivencia Celular....... e 52

4



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

La administracion profilactica de zinc promueve la vasodilatacién en la fase temprana del
proceso hipoxico isquémico a través de la transcripcion de eNOS .......enreeneeeneesseenseesseeneees 61

La administracion profilactica de zinc promueve la activacion de ERK y NFkB ......covicreennee 70

La administracion profilactica de zinc disminuye el proceso inflamatorio causado por la
R0 L) 40D U TP 73

El proceso isquémico en la fase temprana y tardia causa una disminucién de genes
involucrados en el proceso de NEUTOZENESIS .....cwueueeereeueesreemserssessessesssesssssssssssssssssesssssssesssssssssassssnes 77

La administracion profilactica de zinc regula negativamente genes que participan en la
funcionalidad sinaptica, proliferacion y migracion ... eeneineenseeneesssessesssssssessssessessssenes 85

La administracion profilactica subaguda de zinc en la fase temprana del proceso hipéxico
isquémico cerebral promueve la transcripcion de genes involucrados en la neurogénesis. 87

La administracion profilactica de zinc promueve la transcripciéon de genes involucrados en
la neurogénesis en la fase tardia del proceso hipéxico isquémico cerebral.........ccoeerrenneenee. 89

La inhibicion de la produccién de 6xido nitrico y la neurogénesis en la fase temprana y

tardia del proceso hipdxico iSQUEMICO CETEDTAL. ...t eeees 96
Efecto de la inhibicion de NO en la isquemia Cerebral ... neneennecenneeseeeseesseeenne 96
Participacion del 6xido nitrico sobre la maduracién celular causado por la administracién
profilactica de zinc durante un proceso hipdxico isquémico cerebral ........cuereeneereereereenn. 102
RESUMEN w..oootetueesueesssessssseesssesssssesssssesssssesssssesssssessssesssssesesss et sesssesssssesssssesssssesssssesssssesssssesssssssssssessssssssssssssaseens 104
000) (0 L0 ] (0] 105
PERSPECTIVAS. ... eteteeetseessseessssesssssesssssesssssessssssssssssssssesesss s s ss s s ss s ssssassssesssssssssssesssssessssseens 105
BIBLIOGRAFTA.....coosooctveveeeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 106



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

LISTA DE ABREVIATURAS

4-HDA 4-Hidroxi alquenales
4-HNE 4-Hidroxi nonenales
Ache Acetilcolinesterasa
Adora1 Receptor de Adenosina A1a
Adora2a Receptor de Adenosina A2a
Alk Cinasa anaplastica de linfoma
AMPA Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico
Apbb1 Proteina de unién al amiloide beta 1
Apoe Apolipoproteina E
App Proteina precursora amiloide beta A4
Artn Artemina
Ascl1 Complejo homologo “Achaete-scute” 1 (Drosophila)
ATP Adenosin trifosfato
Bcl2 Linfoma de células B tipo 2
Bdnf Factor neurotréfico derivado del cerebro
Bmp2 Proteina morfogénica de hueso tipo 2
Bmp4 Proteina morfogénica de hueso tipo 4
Bmp8a Proteina morfogénica de hueso tipo 8a
BUAP Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
CA1 Cornu Ammonis 1
ca” Calcio
CAM Calmodulina
CCL12 Ligando de quimiocinas 12
CCL2 Ligando de quimiocinas 2
CCR2 Receptor de quimiocinas tipo 2
Cdk5r1 Cinasa dependiente de ciclina 5, subunidad regulatoria 1
Cdk5rap2 Proteina asociada a la subunidad regulatoria CDKS5 tipo 2
Chat

Colina acetiltransferasa



Posgrado en Ciencias Quimicas

Chrm2
CINVESTAV
Creb1
Cu

Cxcl1
Dcx
DIO
DLso
Dig4
DII1
Drd2

DviI3

Efnb1
Egf
Ep300
EPM
Erbb2
FDA
Fe
Fgf2
Fina
Gdnf
Gpi
GPx
GPx1
GPx4
GPx6
Grin1

GSH

Tesis Doctoral

Receptor colinérgico, muscarinico tipo 2
Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados
Proteina de unién a elementos de respuesta CAMP tipo 1
Cobre
Ligando de quimiocina 1 (motivo C-X-C)
Doble cortina
Yodotironina desiodinasas
Dosis letal 50
Homélogo largo Discs 4 (Drosophila)
Delta tipo 1 (Drosophila)
Receptor de dopamina D2
Homologo dsh 3 (Drosophila)
Este (cuadrante)
Efrina B1
Factor de crecimiento epidermal
Proteina de unién E1A p300
Laberinto elevado en cruz
Oncogen homologo derivado de neuro/glioblastoma (avian)
Administracion de alimentos y medicamentos
Hierro
Factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2
Alfa filamina A
Factor neurotréfico derivado de la glia
Glucosa 6 fosfato isomerasa
Glutation peroxidasa
Glutation peroxidasa 1
Glutation peroxidasa 4
Glutation peroxidasa 6
Receptor de glutamato ionotrépico, N-metil D-aspartato 1

Glutation



Posgrado en Ciencias Quimicas

H20,
Hdac4

Hes1

Hey1

Hey2

Heyl
ICAM-1
13
IL-6
IL-8
IL-B
IPN
Kmt2a
LAM
Lif
LiQc
LTP
Map2
MDA
Mdk
Mef2c
N
Na*
Na,SeO;
NaNO,
Ndn
Ndp
Neurod1

Neurog1

Tesis Doctoral

Peroxido de hidrogeno
Histona desacetilasa 4
Potenciador del crecimiento de pelo split 1 (Drosophila)

Potenciador del crecimiento de pelo split 1 relacionado con YRPW
motivo 1

Potenciador del crecimiento de pelo split 1 relacionado con YRPW
motivo 2

Potenciador del crecimiento de pelo split 1 relacionado con YRPW
Molécula de adhesién celular 1
Interleucina 3
Interleucina 6
Interleucina 8
Interleucina 1- Beta
Instituto Politécnico Nacional
Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 1
Laberinto acuatico de Morris
Factor inhibitorio de leucemia
Laboratorio de Investigaciones Quimico Clinicas
Potenciacién a largo plazo
Proteina asociada a los microtubulos tipo 2
Malonildialdehido
Midcina
Factor potenciador de miocitos 2C
Norte (cuadrante)
Sodio
Selenito de sodio
Nitrito de sodio
Homdélogo de nectina (mouse)
Enfermedad Norrie (pseudoglioma) (human)
Diferenciacion neurogénica 1

Neurogenina 1



Posgrado en Ciencias Quimicas

Neurog2
Nf1
Nm

NMDA
nNOS
NO
NO,
Nog
Notch1
Notch2
Nrcam
Nrg1
Nrp1
Nrp2
Ntf3
Ntn1
(0]
oy
OACP
-OH
Olig2
ONOO
P450
Pafah1b1
Pard3
Pax2
Pax3
Pax6
PBS

Pou3f3

Tesis Doctoral

Neurogenina 2
Neurofibromina 1
Nanémetro
N-Metil-D-Aspartato
Sintasa del 6xido nitrico neuronal
Oxido nitrico
Nitrito
Nogina
Homdélogo de Notch 1, asociado a la translocacion (Drosophila)
Homélogo de Notch 2 (Drosophila)
Molécula de adhesién de células neuronales
Neuregulina 1
Neuropilina 1
Neuropilina 2
Neurotrofina 3
Netrina 1
Oeste (cuadrante)
Anién superdxido
Obliteracion de la arteria carétida primitiva
Radical hidroxilo
Factor de transcripcion de linaje de oligodendrocitos tipo 2
Anién peroxinitrito
Citocromo P450
Factor activador de plaquetas acetilhidrolasa isoforma 1b, subunidad 1
Homdlogo Par-3 (C. elegans)
Caja pareada 2
Caja pareada 3
Caja pareada 6
Solucién buffer de fosfatos

Dominio POU 3 clase 3



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

Pou4f1 Dominio POU 4 clase 1
Ptn Pleiotrofina
Rac1 Sustrato de la toxina botulinica C3 relacionado a Ras tipo 1
RNS Especies reactivas de nitrogeno
Robo1 Homélogo Roundabout 1 (Drosophila)
ROS Especies reactivas de oxigeno
Rtn4 Reticulon 4
S100a6 Proteina de unién a calcio S100 tipo A6
S100b Proteina de unién a calcio S100 tipo B
SelK Selenoproteina K
SelM Selenoproteina M
SelP Selenoproteina P
SEM Error estandar de la media
Shh Sonic hedgehog
Slit2 Homdélogo de Slit 2 (Drosophila)
SNC Sistema nervioso central
SOD Superoxido dismutasa
Sod1 Superoxido dismutasa 1, soluble
Sox2 Regién determinante del sexo Y (SRY) caja 2
Sox8 Region determinante del sexo Y (SRY) caja 8
Stat3 Transductor de sefal y activador de transcripcion 3
Tgfb1 Factor de crecimiento transformante beta 1
Th Tirosina hidroxilasa
TNF- a Factor de necrosis tumoral a
Tnr Tenacina R
tPA Activador tisular del plasminégeno
TrxR Tiorredoxina reductasa
TrxR1 Tiorredoxina reductasa 1
TrxR2 Tiorredoxina reductasa 2
Vegfa Factor de crecimiento vascular endothelial tipo A

10



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

RESUMEN

Las enfermedades cerebrovasculares son la tercera causa de muerte y la
primera causante de discapacidad de personas economicamente activas. Los
agentes involucrados en el dafio celular son: el estrés nitrosativo, estrés oxidativo
y el proceso inflamatorio. En estudios previos hemos demostrado que la
administracion profilactica aguda y subaguda de zinc producen un efecto protector
ante un dafo causado por la obliteracion de la arteria carétida primitiva (OACP),
previniendo la produccion de 6xido nitrico (NO) y la lipoperoxidacion, asi como el
incremento de quimiocinas, sus receptores, y de factores de crecimiento (factor de
crecimiento semejante a la insulina y el factor de crecimiento de fibrobastos)
relacionados con la neuroproteccion durante un proceso hipoxico-isquémico
cerebral en rata. Mientras que la inhibicion de la produccién de NO en ratas
tratadas con zinc incrementa el dafio neuronal, incrementando la produccion de
NO vy la lipoperoxidacién en la fase tardia (7 dias). Existen evidencias de que el
NO incrementa el zinc y que el zinc estabiliza las sintasas de NO (NOS)
constitutivas e inhibe la expresion de la NOS inducible. En este trabajo se valoro si
el NO esta involucrado en la induccion de la neurogénesis a través de la expresion
de factores de crecimiento inducidos por la administracion profilactica de zinc de
forma subaguda durante un proceso Hipoxico isquémico cerebral en rata, a través
de las vias de sefalizacién de NFkB o ERK. Ratas Wistar Macho entre 180-230 g
se dividieron en: grupo 1 control sin tratamiento, grupo 2 control con tratamiento
subagudo de zinc (administracion de ZnCl; 2.5 mg/kg cada 24 h durante 4 dias
[Zn96h]), grupo 3 Zn96h+Isquemia; grupo que se le administré ZnCl, de forma
subaguda y se le realiz6 el proceso hipoxico isquémico cerebral por la obliteracion
de la arteria carotida primitiva (OACP) por 10 min, grupo 4 Zn96h+L-
NAME+Isquemia; ratas tratadas con ZnCl, de forma subaguda y la administracion
de L-NAME (10 mg/kg) una hora antes del proceso Hipdxico isquémico cerebral,
grupo 5 control Zn96h y L-NAME. Los cerebros fueron extraidos a las 8 h, 24 h, 96
h y 168 h post-reperfusion, se evalu6 el cambio en la transcripcion a través de su
acido ribonucleico mensajero (MRNA) por RT-gPCR y la expresion de las
proteinas por el método de ELISA. Se evaluaron los cambios en la neurogénesis

11



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

mediante el estudio de la maduracion de células nuevas por medio de la
administracion de BrdU y la colocalizacion con un marcador de neuronas (NeuN).
Estos resultados proporcionaron evidencias de que la administracién subaguda de
zinc induce la expresidon de factores de crecimiento, vias de sefializacion NFkB y
ERK y sintasas de oOxido nitrico mediados por la presencia o ausencia de NO
durante un proceso hipdxico isquémico cerebral en rata y su participacion en el

proceso de regeneracion celular.
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INTRODUCCION

Enfermedad Cerebrovascular

La enfermedad cerebrovascular (ECV), es la tercera causa de muerte a
nivel mundial. Se produce generalmente a causa del accidente cerebrovascular
(ACV) que puede ser de tipo isquémico el cual surge principalmente debido a la
oclusion de un vaso sanguineo (80 % de los casos), o del tipo menos frecuente
que es el hemorragico (20 % de los casos); Independientemente de la etiologia
ambos culminan en la diminucion inmediata de oxigeno y glucosa, produciendo
isquemia (Figura 1) [1]. La ECV engloba a todos los procesos que causen
isquemia cerebral y es la principal causa de discapacidad fisica y mental en los

humanos.[2]

Los factores de riesgo de la ECV ocasionan disfuncion endotelial y son
clasificados cémo no modificables, modificables y nuevos factores de riesgo. El
endotelio vascular participa en la regulacién del tono vascular, el aporte de
nutrientes, la inflamacion, la trombosis y la coagulacion [3]. El endotelio regula la
produccion de mediadores paracrinos y autdcrinos, incluyendo, NO,
prostaglandinas, factores de hiperpolarizacién derivados del endotelio, endotelina
y angiotensina tipo Il, que regulan la vasodilatacion, la vasoconstriccion, la

trombosis, la anticoagulacion, y la modulacion del proceso inflamatorio.

La diminucién del flujo sanguineo causa un menor aporte de nutrientes y el
incremento de la respuesta inflamatoria, donde las células endoteliales participan
en el reclutamiento, adhesion y diapédesis de leucocitos en la pared vascular, por
medio de la produccién de quimiocinas, citocinas y de factores de transcripcion
intracelular como el factor nuclear B (NF-kB) y la proteina activadora-1 (AP-1) [4].

13
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Figura 1. La enfermedad cerebrovascular aguda se clasifica en dos grandes grupos: isquémica y
hemorragica. La enfermedad cerebrovascular isquémica puede ser global o focal; dentro de esta
ultima, a su vez, destacan dos grandes grupos: el AIT y el infarto cerebral.

La ECV puede presentarse a cualquier edad, aunque es mas frecuente
después de los 60 afnos ya se han reportado casos en adultos jovenes, y cada dia
estan siendo mas recurrentes. Los estudios epidemiolégicos documentan que
después de los 60 afios se incrementa por cada década el riesgo de sufrir una
ECV tanto isquémica como hemorragica [5]. La prevalencia en la poblacion con
dos o mas factores de riesgo para el ACV se incrementa con la edad. Los
estrogenos tienen un factor protector en la mujer para el ACV, los cuales en la
etapa menopausica disminuyen y se incrementa la incidencia del ACV igualando a
la del hombre. La terapia de reemplazo hormonal que se creia disminuia el riesgo
de accidentes cardiovasculares, se ha reconocido recientemente como un factor
que incrementa el riesgo de padecerla [6]. Las personas afrodescendientes, los
hispanos y los asiaticos tienen un mayor riesgo para sufrir un ACV [5].

En los dos primeros afos siguientes a un ACV isquémico, el riesgo relativo
de recurrencia incrementa de tres a cuatro veces comparado al infarto del
miocardio. Las muertes tempranas de causa cardiaca (primeros 30 dias) ocurren
en cerca del 1 por ciento de los pacientes con ECV. De los pacientes con

accidente isquémico transitorio (AIT), el 10 % desarrollaran la ECV en los
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siguientes tres meses y de estos el 50 % lo haran en los proximos dos dias, los
factores de riesgo en pacientes con AlT para desarrollar la ECV son: edad mayor
de 60 afnos, historia de diabetes, presentar afasia y sintomas motores. En los 90
dias posteriores a un AIT del 2 al 6 % de los pacientes sufre un ataque cardiaco y
muere por una causa cardiovascular [7]. La ECV aterotrombdtica es una de las
causas mas importantes de muerte y discapacidad en todo el mundo, mas de 25
millones de personas en Estados Unidos tienen al menos una de las
manifestaciones clinicas de aterosclerosis y en la mayoria de los casos,
permanece silente convirtiéendose en uno de los principales factores de riesgo del
ACV [8]. De esta manera, la edad, la historia familiar, la dislipidemia, el
tabaquismo, la hipertension arterial y la diabetes constituyen los principales
factores de riesgo por aterosclerosis y por ende para el ACV [9]. La
ateroesclerosis se produce por una interrelacibon muy estrecha de multiples
mecanismos fisiopatoldgicos, que incluyen disfuncién del metabolismo de los
lipidos, activacion plaquetaria, trombosis, disfuncion endotelial, inflamacion, estrés
oxidativo, activacion de células musculares lisas vasculares, alteracion de la matriz
metabdlica y factores genéticos [8]. La trombosis se presenta en los sitios donde
ocurre erosion y ruptura de la placa, el colageno subendotelial, los lipidos y los
factores pro-coagulantes como el factor tisular y el factor de Von Willebrand se
liberan al torrente sanguineo y las plaquetas se adhieren rapidamente a la pared
del vaso a través de las glicoproteinas [5].

Los recientes avances en la comprension de la patogénesis de la ECV
ateroesclerotica han permitido clasificar y entender nuevos factores de riesgo. En
los ultimos 15 afios se ha encontrado que las placas de colesterol de mas de 4
mm de diametro en el cayado adrtico constituyen un factor de riesgo para el ACV
[10]. Existe un marcado interés en evaluar los biomarcadores circulantes
relacionados con el proceso ateroesclerético, también en las nuevas modalidades
imagenologicas y pruebas de funcion arterial. Los factores de riesgo
condicionantes, llamados asi porque incrementan el riesgo de enfermedad
vascular en presencia de los factores tradicionales son la homocisteina, el

fibrindgeno, la proteina C reactiva ultrasensible (PCR-us) entre otros [11].

15



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

El patron de dafio cerebral isquémico varia si la isquemia es global o focal.
El dafio provocado por la isquemia y los modelos animales se dividen
tradicionalmente en dos tipos: global y focal. La anoxia global induce el dafo
predominantemente en neocorteza, ganglios basales, hipocampo y cerebelo.
Aunque no se puede esperar una recuperacion funcional completa después de
mas de 7 minutos de anoxia global en condiciones de normotérmia a diferencia de
la hipotermia que en la investigacién basica favorecié la recuperacion de los
sujetos de estudio[12]. Mientras que 10 min de isquemia global son letales en el
humano. La isquemia focal que sigue a la reduccion transitoria o permanente del
flujo en el territorio de una arteria cerebral surge por ateroma, embolia,
enfermedad inflamatoria o traumatismo. La cantidad de dafo depende del estado
de la circulacion sistémica o colateral, y aumentara por la actividad convulsiva, la
hipoxemia y la hipotension sistémica. La isquemia focal también puede
desarrollarse durante los episodios de presion intracraneal elevada después de
una lesion craneal grave y se caracteriza por la formacién de una penumbra

isquémica [5].

Los mecanismos bioquimicos tras el proceso isquémico (cascada
isquémica) conducen a la disminucidn de ATP y por consiguiente la privacion de
energia por el inadecuado metabolismo oxidativo de la glucosa, generando
acidosis lactica que favorece el dafo al sistema nervioso central (SNC), inicia con
una falla energética acompafiada de la pérdida de la homeostasis; aumentando la
concentracion extracelular de K', y disminuyendo las concentraciones
extracelulares de Na" y CI. Tras la despolarizacién anoxica se desencadenan
varios procesos de dafo secundario; intracelularmente la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la desregulacién de los niveles de Ca®" a causa de la
liberacion extracelular de glutamato estimulan al receptor AMPA, la
despolarizacion de la membrana es mayor incrementando el Na® intracelular
retroalimentando la liberacién de mas glutamato y exacerbando el edema celular,
asi mismo la estimulaciéon de los receptores AMPA sensibilizan los receptores
NMDA [13]. Todos estos procesos dafan la membrana mitocondrial conduciendo
asi a la activacion del proceso inflamatorio [14].
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La inflamaciéon provocada por el dafio isquémico cerebral impulsa
predominantemente la activacion de la microglia residente, astrocitos y ceélulas
inmunoldgicas infiltradas, que liberan una gran cantidad de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas y especies reactivas de oxigeno en el SNC [14].
Ademas, existe la liberacion de mediadores inflamatorios cémo citocinas y
quimiocinas que tienen efectos en la neurogénesis, actuando sobre: proliferacion
de células progenitoras neurales, migracion, diferenciacion, supervivencia e

incorporacion de neuronas nuevas a los circuitos del SNC [15].

Existe evidencia de la recuperacion neuroldgica después de la EVC
presentando un patron logaritmico no lineal (Figura 2), la recuperacién se da en
los primeros 3 meses después de la EVC. Sin embargo, no esta limitada a ese
periodo de tiempo; la recuperacion de la mano y la extremidad superior ha sido
reportada afios después de la ECV. La reparacién neurolégica a traves de la
reorganizacion cerebral por compensacion, se lleva a cabo en la fase subaguda y
cronica después de la ECV, sin embargo, esto se lleva a cabo en muy pocos
casos Yy por ello para asegurar el restablecimiento de la funcionalidad del paciente
se debe recurrir a la terapéutica[16].
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Figura 2. Patron de recuperacion posterior a la ECV con el tiempo tras las estrategias de
intervencion. La recuperacion neurolégica después del accidente cerebrovascular muestra un patréon
logaritmico no lineal. La mayor parte de la recuperacion tiene lugar en los primeros tres meses
después de la ECV. Las intervenciones de rehabilitacion dirigidas a mejorar el rendimiento de un
paciente con accidente cerebrovascular deben implementarse de acuerdo con la fase de recuperaciéon

neurolégica.

Terapéutica Farmacologica

En la mayoria de los casos se recomienda la trombdlisis con rt-PA
endovenosa administrado en las primeras 3 horas en pacientes seleccionados (0.9
mg/kg, 90 mg como dosis maxima): 10 % de la dosis al momento de dafio y el
resto durante 60 minutos, segun los criterios del estudio NINDS (National Institute
of Neurological Disorders and Stroke). Para el tratamiento de la oclusién aguda de
la ACM (arteria cerebral media) se utiliza prourocinasa intraarterial, con una
ventana terapeutica de 6 horas, mientras que la estreptocinasa, esta
contraindicada para uso rutinario, sélo es justificable su empleo bajo condiciones
estrictas en ensayos clinicos. Dentro de los antitrombdticos se utiliza aspirina
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(100-300 mg/dia) en las primeras 48 horas, excepto que se administren
tromboliticos (en ese caso se retarda 24 horas su administracién). Existe un grupo
de farmacos neuroprotectores entre los que se encuentran piracetam utilizado 12
g/d via intravenosa en las primeras 7 h después de haber ocurrido el ACV [17],
pentoxifilina 400 mg cada 8 horas [18] y nimodipino administrado dentro de las
primeras 24 h con una dosis oral de 120 mg [19] sin embargo, en el ictus
isquémico agudo, se encuentran contraindicados por el efecto deletéreo
observado sobre la evolucion de los pacientes.

Una vez que un paciente es trasladado a algun nosocomio tras un ACV una
de las acciones inmediatas dentro del area de urgencias es controlar el proceso
inflamatorio para evitar que se exacerbe, de las estrategias de eleccion estan los
glucocorticoides (GC).

Los GC son los farmacos mas potentes y efectivos en la prevencion y
supresion de la inflamacion causada por estimulos mecanicos, quimicos,
infecciosos e inmunologicos. La mayor parte de la actividad glucocorticoide esta
relacionado con la molécula del cortisol (o hidrocortisona). Ejemplos de farmacos
glucocorticoides son: la budesonida, el dipropionato de beclometasona, el acetato
de triamcinolona, el propionato de fluticasona, la flunisolida o el furoato de
mometasona; empleados principalmente en enfermedades inflamatorias. El
mecanismo de accidon de los GC se basan en la inhibicion de la transcripcion de
numerosos genes que codifican proteinas proinflamatorias, entre las que se
incluyen citocinas: interleucinas (IL) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11 y 13, factor de necrosis
tumoral alfa, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF), quimiocinas (IL-8, CCLS5, proteina 1a inflamatoria de los macrofagos,
proteinas quimiotacticas de monocitos 1, 2, 3 y 4, eotaxina), moléculas de
adhesion (molécula 1 de adhesion intracelular, molécula 1 de adhesion de células
vasculares, E-selectina) y enzimas reguladoras de la sintesis de mediadores
(sintasa de oOxido nitrico inducible, ciclooxigenasa 2, fosfolipasa A2 [PLAZ2 ]
citoplasmatica [20].
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El efecto inhibitorio de los GC parece ser en gran medida secundario a
interacciones proteina-proteina entre un GR activado y factores de transcripcion
nuclear, tipo AP-1 [21], NF-kB [22] o algunas proteinas STAT (signal transducer
and activator of transcription) como la STAT-3, STAT-5 y STAT-6 [23]. Estudios
recientes proponen que los GC tienen efectos sobre la estructura de la cromatina
del ADN [24].

En la investigacion basica la cerebrolisina ha mostrado tener no solo
efectos neuroprotectores sino que también regenerativos y actualmente es
utilizado es el NEURO AID, farmaco que estimula la expresion de BDNF, con la
desventaja que la comercializacién es en la union europea que, aunado a su alto
costo, resulta de dificil acceso para América Latina [25]. Existe la propuesta de
utilizar agentes antioxidantes tal es el caso de la administracion subaguda de zinc,
que causa un precondicionamiento el cual modula el proceso inflamatorio,
disminuyendo el estrés celular y promoviendo el restablecimiento de las
capacidades neurolégicas que se pierden tras un proceso isquémico, como por
ejemplo las capacidades cognitivas [26].

Actualmente, no se cuenta con un tratamiento preventivo establecido para
la enfermedad cerebrovascular (ECV). En la actualidad la terapéutica de la
isquemia cerebral se ha encaminado a la utilizaciéon de agentes neuroprotectores
que tratan de controlar los efectos agudos de la cascada isquémica. La
modulacidn de los acontecimientos posteriores, como inflamacién, conducen a una
terapia neuroprotectora exitosa [3]. La administracion de factores de crecimiento
se ha probado en la investigacion basica en un modelo de encefalopatia
isquémica, donde se ha visto que los factores de crecimiento administrados
conjuntamente como FGF2 e IGF-1 atraviesan la barrera hematocefalica, y actuan
en neuronas en el hipocampo, teniendo un efecto en la sobrevivencia de las
neuronas colinérgicas de las células madre [27] y en la proliferacion celular,
mejorando las funciones cognitivas. Mientras que la administracion de IGF-1 antes
y después de un dafio isquémico disminuye la apoptosis en la corteza cerebral e
hipocampo, el volumen de la lesion y la diferenciacion de células precursoras

neuronales. El pretratamiento con factores troficos como el IGF-1 mejora las
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funciones neuroldgicas en la fase aguda del ictus, destacando la utilidad de los
tratamientos preventivos, un elemento que ha demostrado tener un efecto
benéfico utilizado de forma profilactica al dafio es la administracion subaguda de
zinc que ademas recientemente ha demostrado favorecer la liberacion de factores
de crecimiento como IGF-1y FGF2 [28, 29].

Zinc (Zn2+)

El Zn es un oligoelemento que tiene un efecto dual; puede ser citotoxico o

citoprotector. Las funciones propuestas del Zn son:
1) Actua como cofactor enzimatico (mas de 300 enzimas)
2) Neuromodulador e inmunomodulador
3) Actua como anti-oxidante

Dentro del SNC se encuentra en multiples regiones, principalmente en
hipocampo, amigdala, hipotalamo, neocorteza, y bulbo olfatorio [30], del cual del
80- 90% del Zn esta unido a proteinas, 15% del zinc se encuentra almacenado en
vesiculas cuya region mas rica en éstas es el hipocampo, principalmente
acompanado de glutamato en las llamadas neuronas zinc-glutamatérgicas mejor
conocidas como neuronas granulares [31]; sin embargo, también se encuentra
presente en neuronas GABAérgicas y glicinérgicas. Tras la despolarizacion de
estas neuronas se provoca la liberacion del contenido de dichas vesiculas que
contienen el zinc, que esta intimamente implicado en la modulacién de la actividad
neuronal a través de receptores de aminoacidos tanto inhibitorios como
excitatorios, asi como de la transmision sinaptica. Se ha demostrado que el zinc
tiene efecto modulando receptores GABA, receptores AMPA (AMPARSs), kainato,
de glicina, dopamina, serotonina, acetilcolina, y P2X asi mismo receptores ion
voltaje dependientes como Na*, K*, Ca** y CI™ [31].

Se ha descrito que el Zn previene la muerte celular y modula la
neurotoxicidad del glutamato a través del bloqueo de receptores NMDA [32].
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Altas concentraciones de Zn inhiben el metabolismo celular y activan la via
de PKC, resultando en la induccion y activacion de enzimas como la NADPH-
oxidasa y de la iINOS, las cuales generan superéxido, 0xido nitrico y peroxinitrito
[33]. Sin embargo, el zinc también estabiliza las NOS constitutivas participando asi
en la formacion de NO. Varios estudios sugieren que en condiciones de dafo
neuronal, el Zn media la activacion de proteinas de la familia de las MAPK,
particularmente p38 y las cinasas reguladas por sefializacion extracelular (ERK),
que regulan la sobrevivencia celular, proliferacion y muerte, en varias condiciones
de estrés incluyendo la isquemia [34]. EI Zn también regula la respuesta
inmunologica ante un dafo ya que es crucial para la desgranulacién de los
mastocitos, asi como en la produccion de citocinas y quimiocinas [35]. Se ha
propuesto que el Zn participa en la produccion de ATP en el astrocito después de
procesos isquémicos, ademas disminuye la recaptura de glutamato, efecto que
incrementa significativamente los componentes excitotoxicos durante la isquemia
[36]. EI Zn también regula la activacion de la microglia, principalmente en la fase
tardia después de un proceso isquémico [37], con todo esto remarcamos que para
que el zinc lleve a cabo su efecto protector, primero se debe realizar un
precondicionamiento para lograr un balance de los niveles del zinc en el SNC tras
su administracidon, posteriormente llevara a cabo su actividad como cofactor y
activador enzimatico, favorecera la transcripcidn de moléculas neuroprotectoras
como quimiocinas y factores de crecimiento, de esta manera al generarse un dano
en el parénquima cerebral el tejido se encontrara activado para poder responder
inmediatamente a los efectos antioxidantes, antiinflamatorios y regenerativos
disminuyendo la respuesta inflamatoria, el dafio, la muerte neuronal vy

favoreciendo la neuroregeneracion [38].

La suplementacion de zinc en el agua de bebida (4 mmol/L) a ratones
gestantes dio como resultado un aumento aparente en el numero de células en
proliferacion que capturaron BrdU en la SVZ de las crias recién nacidas [39],
sugiriendo un vinculo entre la disponibilidad de zinc y la proliferaciéon de células
madre neuronales en el cerebro en desarrollo. Por otra parte, la suplementacion

de zinc (100 mg/kg) aumentd la expresion del marcador nestina de células
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precursoras neuronales en el cerebelo y la corteza en desarrollo, comparado con

una dieta normal de zinc (30 mg / kg) [40].

La deficiencia de zinc reduce la proliferaciéon de células madre durante el
desarrollo del cerebro. La alimentacion de ratones hembra con una dieta deficiente
(5 mg de Zn/kg) o marginalmente deficiente (1 mg de Zn/kg) de zinc desde el
primer dia de gestacion, redujo las células nestina positivas en las crias
comenzando en embriones desde el dia 10.5 hasta el dia 10 post-natal. Este
déficit no se puede revertir mediante la adicion posterior de zinc a la dieta después
del destete [40].

La deficiencia de zinc durante la lactancia disminuyd la diferenciacion
dendritica de las células cerebelosas y de Purkinje en ratas de 21 dias de edad
[41, 42]. Los niveles elevados de glucocorticoides retrasan la migracién radial de
las neuronas durante el desarrollo de la corteza cerebral [43]. Por lo tanto, es
probable que las altas concentraciones de glucocorticoides mediadas por zinc

perjudiquen la migracién de las células que se diferencian durante el desarrollo.

La deficiencia de zinc dio como resultado la translocacion nuclear de
p53 con la regulacién posterior de los genes rio abajo, que inducen el arresto del
ciclo celular [44]. Del mismo modo, la deficiencia de zinc también dio como
resultado un aumento de p53 en células de neuroblastoma IMR-32. Esto fue
acompanado por una reduccién en los niveles de ciclina D1 y proteina E, asi como
por la fosforilacion de ERK y MAPK, lo que llevé al arresto celular en la fase
GO0/G1 del ciclo celular [40, 45].

La deficiencia de zinc induce la produccion mitocondrial de especies
reactivas de oxigeno, la translocacién del factor apoptotico Bcl-2 asociado a la
proteina promotora de muerte (BAD) a la mitocondria, la liberacion de citocromo ¢
en el citosol, la activacion de caspasa-3 y poli (ADP-ribosa) la division de la
polimerasa (PARP). En conjunto, estos mecanismos tienen un efecto importante
en la reducciéon del numero de células precursoras neuronales y por ende la

inhibicion de la neurogénesis [46].
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Oxido Nitrico (NO)

El 6xido nitrico (NO) es un gas simple que se libera por la conversion del
aminoacido L-arginina en L-citrulina [47, 48] y NO, ademas de la L-arginina se
requiere de la presencia de calcio-calmodulina (CaM) y de 4 cofactores: flavin
mononucledtido (FMN), flavin adenina dinucledtido (FAD), tetrahidrobiopterina
(BH4) y de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) [49]. Esta reaccidn
es catalizada por las sintasas de oxido nitrico (NOS) y puede ser inhibida por
derivados estructurales de dicho aminoacido: la N-mono-metil-L-arginina (LNMMA)
y la N-nitro-L-arginina metiléster (L-NAME) entre otras [50-52]. EI NO, una vez
formado, puede difundir hacia las células subyacentes, donde activa a la enzima
guanilato ciclasa (Gc) la cual provoca el aumento intracelular de GMPc, mediador
de los efectos fisiologicos. La sintesis de Oxido nitrico es regulada por
glucocorticoides y agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES) que reducen
la produccion de este gas, asi como por los propios niveles de NO a través de

mecanismos de retroalimentacion negativa.

Se han identificado mas de una isoforma de NOS [53] constituidas por
subunidades homodiméricas con pesos moleculares entre 125y 155 KDa:

1. Dos isoformas constitutivas calcio-dependientes (cNOS): la endotelial
(eNOS) o tipo Il y la neural (nNOS) o tipo I, presentes en diferentes tejidos
(células endoteliales, neuronas, neuroglia y otras) que producen

concentraciones fisioldgicas de NO al actuar como sefalizador molecular.

2. Una isoforma calcio-independiente (iNOS) o tipo Il, inducible en un numero
de tipos celulares como macrofagos, hepatocitos, neutrofilos, células de
musculo liso y de endotelio en respuesta a diferentes estimulos
inmunologicos tales como: interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y lipopolisacarido bacteriano (LPS), los cuales generan
gran cantidad de NO que puede ser téxico en células tumorales o
infectadas por virus. El conocimiento de esta amplia distribucion de las NOS
ayudan a explicar algunos de los efectos en el organismo asociados con la
liberacién de NO (Figura 3).
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Figura 3. El zinc estabiliza las NOSc favoreciendo la vasodilatacion, el flujo sanguineo e inhibiendo la
agregacion plaquetaria, ademas es capaz de favorecer la induccion de la iINOS exacerbando la
produccion de NO en la fase tardia del proceso isquémico, proceso que se conoce que esta implicado

en la produccidon de factores de crecimiento.

De esta manera se entiende que el NO tiene un efecto dual, por un lado,
puede reducir el dafio después de la ECV, ayudando a restablecer el suministro de
sangre al area isquémica, pero también forma peroxinitrito al reaccionar el anién
superoxido con el nitrito [54, 55]. Estos radicales contribuyen a la peroxidacion de
lipidos y proteinas; asi como al desequilibrio entre los mecanismos de
transduccion de sefales y a la toxicidad celular [56-58]. Por otra parte, el NO
puede estimular la expresibn de mediadores inflamatorios y moléculas de
adhesion e inhibir las enzimas de replicacion del DNA [59-61].

Por lo que, el NO actua tanto de manera autocrina como paracrina en
diferentes tejidos (Figura 2), principalmente en el sistema inmunologico,
cardiovascular y nervioso [53, 62]. Los efectos del NO son a través de su
interaccidn sobre proteinas que contienen metales de transicion, como en la
activacion de guanilato ciclasa, la inhibicion del citocromo oxidasa y la S-
nitrosilacion en residuos de cisteina, de esta forma se considera al NO como un

agente regulador en el mecanismo postraduccional [63-65].
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El NO esta implicado en procesos patologicos del sistema nervioso central
tales como la muerte neuronal isquémica y la neurodegeneracion [66, 67]. También
ejerce acciones anti proliferativas en una amplia variedad de tipos de células [68],
incluyendo las células del linaje neuronal [69].

La produccion de NO mediado por la nNOS participa como un
neuromodulador de la actividad sinaptica y tiene un efecto importante en la
diferenciacion neuronal, la supervivencia y la plasticidad sinaptica durante la
neurogénesis tanto en el desarrollo como en adultos [70-72]. El efecto del NO en la
diferenciacion neuronal es que varias lineas de células tumorales, incluyendo los
neuroblastomas humanos, expresan diferentes isoformas de las NOS cuando
estan expuestos a factores de diferenciacidén y de supervivencia como factores de
crecimiento [73, 74]. Ademas, la inhibicion de la actividad de las NOS previene o
retrasa la diferenciacion celular [75] en las células progenitoras neurales [76-78].
La expresién de nNOS es durante el desarrollo prenatal durante la embriogénesis
y postnatal en la placa cortical [79, 80]. La nNOS también se expresa en las
poblaciones de los nichos neuronales en roedores adultos [81, 82].

Factores de Crecimiento

En 1947, Rita Levi-Montalcini descubre el primer factor de crecimiento,
estos se identificaron como molécula de naturaleza proteica necesaria para la
supervivencia, desarrollo, direccionamiento del ciclo celular, asi como de vias de
sefalizacion. De igual forma se conoce que también participan en la plasticidad

sinaptica, aprendizaje, neurogénesis, etc.

Actualmente, los factores neurotroficos se agrupan en tres familias
principales: neurotrofinas, familia de ligandos relacionados con el factor

neurotréfico derivado de la glia (GDNF) y neurocinas [83, 84].

En los mamiferos, la familia de las neurotrofinas esta integrado por: NGF,
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) y
neurotrofina 4 (NT-4, también conocido como NT-4/5) [85, 86].

26



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

Las neurotrofinas se sintetizan como proneurotrofinas inactivas, que se
empaquetan en vesiculas secretoras. Las proneurotrofinas experimentan escision
proteolitica, liberando un péptido del prodominio N-terminal y una proteina madura
C-terminal [83]. La escision de las proneurotrofinas ocurre tanto en el medio
intracelular como en el extracelular. Activan la via de apoptosis por la activacion
del receptor de neurotrofina p75 (p75NTR) [87, 88]. De esta forma, las
proneurotrofinas median la retraccion del cono de crecimiento neuronal y las
acciones proapoptéticas, principalmente durante el desarrollo y las condiciones
patoldgicas [89, 90].

Las actividades de las neurotrofinas y las proneurotrofinas estan mediadas
por su union a los sistemas de receptores transmembrana: familia de receptores
de tropomiosina cinasa (Trk) y p75NTR. Todas las neurotrofinas y proneurotrofinas
maduras se unen al receptor p75NTR. Sin embargo, las proneurotrofinas activan
mas eficazmente p75NTR, mientras que los receptores Trk solo se activan
mediante neurotrofinas maduras [83, 91]. En la actualidad en mamiferos se
conocen tres Trks diferentes: TrkA, TrkB y TrkC, donde se unen diferentes
ligandos. Al receptor TrkA se unen NGF, BDNF y NT-4. Mientras que BDNF y NT-
3 tienen mayor afinidad por TrkB, y TrkC (Figura 4).
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Figura 4. El zinc liberado de las fibras musgosas entra en los axones presinapticos y estimula la
sefalizacion de ERK 1 / 2 al inhibir directamente la actividad de la tirosina fosfatasa, de este modo es
capaz de favorecer factores de crecimiento que de forma inmadura activaran los receptores p75NRT o

bien ademas favorecer su maduracion para que activen su receptor TRK y activar la via de NFkB.

Varios factores son liberados por el tejido isquémico que son responsables
de la proliferacion, diferenciacion y migracion de células madre neurales. La
comprension de sus roles puede permitir futuras terapias. Aunque las células
dafiadas liberan una variedad de factores, algunos de ellos son activadores,
mientras que otros son inhibidores para la neurogénesis, es interesante observar
que factores como el factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 puede
inducir la proliferacion de células progenitoras neurales en presencia del factor de
crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2), y promover la diferenciacién en ausencia de
FGF-2. Mientras tanto, factores como el factor de crecimiento transformante-3
puede inducir la diferenciacion de las neuronas al mismo tiempo que inhibe la

proliferacion de células madre neurales [92].

La funcion de IGF-1 es activar la via de sehnalizacion Akt que esta
relacionada con la supervivencia celular y la de FGF2 es activar la via de
sefalizacion ERK que esta relacionada con la activacion del ciclo celular, a través
de la induccion de la expresion de la ciclina D1 [93, 94]. Otros factores de
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crecimiento como BDNF y NGF también activan la via Akt, promoviendo la

supervivencia de neuronas en cultivo de hipocampo [95].

Existen evidencias de que FGF2, NGF e IGF-1 promueven efectos de
sobrevivencia a través de la via NO-cGMP-PKG en cultivo celular, resaltando la
importancia del NO sobre la sobrevivencia neuronal [96]. La exposicion de IGF-1
indujo la proliferacion de células madres neuronales (NSCs) en presencia de EGF,
pero no de FGF2, a través de la secrecion autdcrina de IGF-1. Mostrando que
IGF-1 es un factor clave en la regulacion de la activacion de las NSC y que EGF y
FGF2 controlan la proliferacion de las NSC estriatales [97].

Vias de Senalizacion (ERK, NF-kB)

Una amplia variedad de estimulos extracelulares son capaces de activar la
cascada ERK 1/2. La proteina cinasa activada por mitégeno/cinasa regulada por
sefal extracelular (MEK) 1 y 2 son las cinasas rio arriba inmediatas que fosforilan
y activan ERK1/2. MEK1 y 2 son proteinas cinasas de doble especificidad que
median la fosforilacion de residuos de tirosina y treonina. La actividad de MEK1/2
también esta regulada por fosforilacion, ya que MEK 1 y 2 son fosforilados por las
cinasas activadas por mitogenos (MAP3K). Las MAP3K mas estudiados son las
proteinas Raf, que incluyen A-Raf, B-Raf, C-Raf y Raf-1 [98]. Son activados por
las proteinas MAP4K, tales como Rap1, Ras, PKA y Rho. ERK 1/2 es una proteina
hidrofilica de expresion ubicua que participa en la cascada de transduccion de
sefales Ras-Raf-MEK-ERK [99].

Hasta la fecha, se han identificado mas de 50 sustratos citoplasmicos,
incluida la familia de proteinas cinasas ribosémicas S6 cinasa (RSK), proteinas
apoptodticas y proteinas del citoesqueleto. La familia RSK consta de cuatro
isoformas humanas (RSK1-4), cinasas activadas por mitégeno y estrés (MSK) 1y
2, que se activan directamente por ERK 1/2 en respuesta a estimulos. RSK1-4 son
componentes clave rio abajo de la cascada de sefalizacion Raf-MEK-ERK. La
familia RSK regula la transcripcion mediando la fosforilacion de diversos tipos de

factores de transcripcion, incluido el factor nuclear kB (NF-kB), el factor de
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respuesta sérico (SRF) y el factor de iniciacion de la transcripcion (TIF) en

miocitos de raton [99, 100].

La activacion de la via ERK 1/2 desempefia papeles tanto fisiologicos como
patolégicos después del desarrollo, se sugiere que ERK 1/2 también contribuyen
a la regulacion de respuestas inflamatorias, citocinas y apoptosis en lesiones
cerebrales isquémicas y hemorragicas [101, 102]. La supresion de la activacion de
ERK 1/2 reduce el daio neurolégico después del ictus [103]. La sobreexpresion de
citocinas proinflamatorias microvasculares después de la isquemia focal en
modelos de oclusion de la arteria media cerebral (MCAQ) también implica la via
ERK 1/2 [104]. ERK 1/2 tiene un efecto determinante en la neurogénesis después
de la isquemia cerebral. La via ERK 1/2 esta involucrada en la regulacién de los
cambios en la inflamacién, citotoxicidad y vasoespasmo cerebral que ocurren
después del accidente cerebrovascular hemorragico [105]. Sin embargo, las
sefnales de Ras/Raf/ERK también participan en la apoptosis neuronal observada
en el hipocampo tras la lesidn cerebral hemorragica postsubaracnoidea. De esta
manera se debe entender que la activacion de ERK 1/2 requiere ser determinada
en un tiempo y espacio especifico para poder llevar a cabo efectos benéficos en el
dafio isquémico [106].
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Figura 5. Via de sefalizacion de quimiocinas y factores de crecimiento. Los factores de
crecimiento activan la via de Raf o Rac para activar MEK1/2 y se lleve a cabo la expresion de genes a
través de factores de transcripcion como son NFkB, CREB o por la via de JNK para activar cFos. Por
otro lado, las citocinas se unen a sus receptores acopladas a proteinas G que activan la via de MEKK4,
JNK. TNF se une a su receptor acoplado a TRAD, RIP y TRAF2 que activan ASK y la via de MEKK. La
IL-1B a través de su receptor activa la via de IRAK, TRAF6, PLC.

ERK 1/2 estan implicadas en eventos importantes del desarrollo cerebral,
incluida la proliferacion de células progenitoras, la migracion neuronal, la
diferenciacion y la muerte celular apoptética. El zinc es un modulador importante
de la senalizacion ERK 1/2. Las condiciones de la deficiencia de zinc y el exceso
afectan a la fosforilacién de ERK 1/2 en SNC fetal y adulto. La hipofosforilacion de
ERK 1/2 se acompana de una proliferacion disminuida y paro del ciclo celular en la
fase GO/G1 asociada a una menor disponibilidad de zinc en cultivos celulares. Se
ha demostrado que tanto Zinc como ERK 1/2 modulan la proliferacion de células
progenitoras neuronales y la muerte celular en el cerebro. Ademas, el déficit
conductual que resulta por la deficiencia de zinc durante el desarrollo es similar a

lo observado en ratones con sefializacién disminuida de ERK 1/2 [107].
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La regulacion de ERK 1/2 por zinc puede estar involucrada en los
mecanismos de plasticidad sinaptica que contribuyen al aprendizaje y la memoria,
un déficit genético del transportador de zinc ZnT3 no afecta el comportamiento en
ratones [108]. Sin embargo, existe una alteracion de la memoria espacial
dependiente del hipocampo y la discriminacion contextual acompafada por la
disminucién de la fosforilacion de ERK 1/2 en el hipocampo [109]. El zinc y ERK
1/2 estan implicados en mecanismos de plasticidad sinaptica, como la
potenciacion a largo plazo en el hipocampo [110]. Ademas, los inhibidores
farmacoldgicos de la sefalizacion ERK 1/2 interrumpen la potenciacién a largo
plazo en la region CA1 del hipocampo, pero no en la region CA3 [111].

La administracion de suplementos de zinc aumenta los niveles de
fosforilacion de TrkB y ERK 1/2 [34]. El zinc se une al receptor de zinc acoplado a
la proteina G39 (GPR39); La cual es un miembro de la familia de receptores de
grelina inicialmente fue propuesto como el receptor de la obestatina, un péptido
derivado de la progrelina [112, 113]. Ademas, existen las metaloproteinasas (MMP)
en las neuronas corticales de rata (RCN), y el zinc causa la activacion de MMP-2 y
MMP-9 extracelulares. Las MMP activadas estimulan la escisidén del pro-BDNF a la
forma activa [114]. De esta forma, el zinc puede regular ERK 1/2 a través de varios
mecanismos y puede aumentar la fosforilacion de ERK 1/2 y a su vez la
proliferacion de progenitores neurales.

El factor de transcripcion NF-kB (factor nuclear cadena ligera k potenciador
de células B activadas) es un regulador pleiotropico de multiples vias de
sefalizacion intracelular, que proporciona un mecanismo para las células en

respuesta a una amplia variedad de estimulos relacionados a la inflamacién [115].

En mamiferos, hay cinco miembros diferentes de la familia NF-kB: p65
(RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) y p52/p100 (NF-kB2) [116].

Las células estimuladas se regulan no solo por las vias canonicas sino también
por las vias no canonicas del NF-kB. Para iniciar estas dos vias, la degradacion de
IkB desencadena la liberacion de NF-kB y el heterodimero translocado al nucleo (u
homodimero) puede asociarse con los sitios kB del promotor para regular la
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transcripcion. NF-kB se expresa ubicuamente en las neuronas y la activacion
constitutiva de NF-kB se asocia con el procesamiento de la informacion neuronal.
NF-kB regula la transcripcién de genes tales como quimiocinas, citocinas, enzimas
proinflamatorias, moléculas de adhesion, factores de transcripcion proinflamatorios

y otros factores para modular la supervivencia neuronal [115].

También NF-kB regula la expresion de casi 500 genes diferentes,
incluyendo enzimas como: Ciclooxigenasa (COX), 2, 5-lipoxigenasa (LOX) y
sintasa de NO inducible (iNOS), citocinas [como interleucina (IL) -1 , IL-6, IL-8,
quimiocinas y factor de necrosis tumoral (TNF)], moléculas de adhesion,
moléculas reguladoras del ciclo celular y factores angiogénicos [117-119].

En condiciones de dafio neuronal, la expresion constitutiva NF-kB activo
protege a las neuronas contra lesiones y regula el proceso inflamatorio. Ademas
de las neuronas, los factores de transcripcion NF-kB son abundantes en las
células gliales y los vasos sanguineos cerebrales y las diversas funciones de NF-
KB también regulan la reaccién inflamatoria alrededor del entorno neuronal. Los
factores de transcripcion NF-kB son abundantes en el cerebro y exhiben diversas
funciones. Varias enfermedades del SNC estan relacionadas con NF-kB activado
por mediadores inflamatorios. La expresion de RelA y c-Rel produce efectos
opuestos sobre la supervivencia neuronal. Es importante destacar que la
expresion de c-Rel en el SNC genera un efecto antiapoptotico. Ademas, las
diferentes subunidades de formacién del dimero de NF-kB son moduladores de la

neuroinflamacion, la neuroproteccion y la neurotoxicidad [120].

El NF-kB se encuentra constitutivamente activado en las neuronas
glutamatérgicas, asi como en las capas 2, 4 y 5 de la corteza cerebral células
granulares y neuronas piramidales de la region CA1 y CA3 del hipocampo [121-
123]. Asi mismo se encuentra en otras regiones como amigdala, cerebelo,
hipotalamo y bulbos olfatorios [124]. Entre los miembros de NF-kB, todos los
complejos del heterodimero c-Rel/p65, p50/p65 y homodimeros p50 se detectan
en el cerebro en desarrollo [124]. En el cerebro en desarrollado, la variante
heterodimérica p50/p65 de NF-kB se convierte en el complejo principal de union a
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NF-kB [124, 125]. NF-kB participa desde la transduccion de sefiales sinapticas de
corta duracion a cambios persistentes en la expresion génica [121, 126].

En el SNC, los factores de transcripcion NF-kB son actores clave en una
serie de procesos fisiologicos como la neurogénesis [127, 128], la neuritogénesis
[129] y la plasticidad sinaptica relacionada con el aprendizaje y la memoria [130].
NF-kB protege las neuronas contra las diferentes lesiones, como la excitotoxicidad
[131] y el estrés oxidativo [132]. Se ha observado que la sobreexpresion de p65 en
las neuronas corticales genera un efecto aniapoptotico, mientras que aumenta el

dafo por superrepresion de IkB o NIK [133].

El NFkB [134]. Se ha demostrado que la respuesta de la glia a la lesion
desencadenada por la sefializacién de TLR esta mediada a través de NFkB [135].
Ademas, la inhibicion de la sefalizacion astroglial de NFkB conduce a una
expresion reducida de quimiocinas y a la entrada de leucocitos al SNC lesionado
[136]. Se ha demostrado que NFkB desempefia el papel regulador de los

astrocitos en la respuesta inmune e inflamatoria [137].

NFkB es un importante transductor de sefales que afecta la permeabilidad
celular, la endocitosis y el trafico intracelular a nivel de la barrera hematoencefalica
[138, 139].

Polarizacion de la microglia M1 y M2 en la isquemia cerebral

Estudios recientes han comenzado a investigar la polarizaciéon de microglia
y macrofagos, identificando dos tipos principales la microglia tipo M1 y la microglia
tipo M2. Los genes de tipo M1 (iNOS, CD11b, CD16, CD32 y CD86) aumentan
gradualmente desde el dia 3 y permanecen elevados durante 14 dias después de
la isquemia, la expresion génica que identifica al tipo M2 se encuentra asociada
principalmente a CD206, Arg1, CCL22, Ym1 / 2, IL-10 y TGF-B. La expresion
temprana de los genes M2 puede contribuir a la neuroproteccion potenciando la
fagocitosis de las células muertas, eliminando los restos de tejido y promoviendo
la recuperacion. En etapas posteriores, las células que muestran un fenotipo M1
inducen mediadores proinflamatorios y exacerban la muerte neuronal [140, 141].
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Se conoce que las quimiocinas y factores de crecimiento se pueden utilizar
como marcadores para predecir si el efecto de la microglia esta siendo protector o
inflamatorio, se ha reportado que la quimiocina CCL2 favorece la expresion de
factores de crecimiento como FGF2 [142] y de IFG-1 [143], por otra parte, CXCI1
se ha reportado que también induce la expresién de CXCL12 que ademas de ser
una quimiocina también tiene efectos tréficos y ha sido denominado factor de
crecimiento estromal 1 (SDF-1) [144]. Estos factores de crecimiento favoreceran la
supervivencia después del proceso isquémico y en los ultimos afos se ha
sugerido que también estaran participando en el proceso de regeneracién también

conocido como neurogénesis.
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Neurogénesis

La generacion continua de nuevas neuronas en el cerebro adulto de
mamifero se lleva a cabo en regiones discretas llamadas nichos neurogénicos. El
nicho neurogénico es usado para definir una regidn en la cual la citoarquitectura y
los factores de sefalizacion dentro de su medio ambiente son capaces de
mantener una poblacion de células madre neurales (NSCs). Las células madre
son identificadas, caracterizadas y localizadas a través de las sefales especificas
de su microambiente o nicho, que en el cerebro pueden ser clasificados como
"tipico" o "no tipico". Los tres nichos NSC tipicos que se encuentran en el SNC
son la zona subventricular (SVZ), la zona subgranular (SGZ) y el canal central
(CC) de la médula espinal [145, 146]. Los nichos “no tipicos” se han identificado en
el hipotalamo, 6rganos circuventriculares (CVO), las meninges y la capa subpial
del cerebelo [147]. Ademas, los nichos atipicos (no germinales) se pueden
encontrar en todo el parénquima del cerebro corteza, cerebelo y la médula espinal,
y se componen principalmente de precursores de neuroglia [148]. El concepto de
nichos atipicos surgié recientemente y hace referencia al microambiente formado

alrededor de las células madre exdgenas [149].

En el cerebro adulto los nichos neurogénicos principales son la zona
subventricular (SVZ) y la zona subgranular del giro dentado (DG) del hipocampo.
La ZVS se encuentra a lo largo de las paredes de los ventriculos laterales [150-
152], y en contraste con lo que ocurre en el hipocampo, donde las neuronas nacen
y se diferencian en el mismo lugar, los neuroblastos de la SVZ migran a lo largo de
la corriente migratoria rostral (RMS) para alcanzar el bulbo olfatorio (OB) y a la

corteza cerebral, donde maduran en interneuronas locales [153].

Los procesos basicos de las células madre neurales que incluyen la
autorenovacion, la proliferacion/diferenciacion y la migracion se ven afectados por
ciertos estimulos como la excitotoxicidad, isquemia y el proceso inflamatorio [154].
Se sabe que el accidente cerebrovascular isquémico estimula el aumento la
proliferacion de células madre neuronales [155]. Sin embargo, en la isquemia en la
zona subgranular (SGZ), actua preferentemente sobre la proliferacion de células
progenitoras tipo | y Il, y en menor medida sobre los neuroblastos, promoviendo

36



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

principalmente la diferenciacidon en células gliales [156]. La actividad mitética
alcanza su punto maximo entre el 7° y el 10° dia postisquemia y luego regresa a

los niveles basales de proliferacion entre la 3a y 5a semana postictal [157].

En el modelo utilizado en este trabajo, el sitio de dafio se encuentra en la
zona temporoparietal, ya que es de las areas mas comunes y susceptibles ante un
accidente cerebrovascular (ACV); en esta zona en un area mas ventral a la
corteza se encuentra el giro dentado (DG) del hipocampo, en el cual se ha
demostrado que en la zona subgranular (SGZ) se lleva a cabo el proceso de
neurogénesis donde antes de generar una neurona madura, capaz de formar
conexiones, sus progenitoras atraviesan seis estadios diferentes de células a lo

largo de su diferenciacion hasta alcanzar su madurez (Figura 6).

La primera clase de células progenitoras en la SGZ esta representada por
células positivas a la proteina glial fibrilar acida (GFAP) y Nestina. Presentan un
soma triangular sus nucleos residen en la SGZ; y extienden procesos simples o
dobles con terminaciones muy finas semejantes a ramas muy delgadas

organizadas radialmente a través de la capa granular [158].

La tasa de division para este tipo de células corresponde al 2 % por ello se
consideran progenitores neuronales en reposo (QNP), listas para activar su estado
proliferativo ante un estimulo, aunque se ha descrito que estas células son
capaces de presentar divisiones tanto simétricas como asimétricas; se conoce que

preferentemente se dividen de manera asimétrica [159].

La segunda clase, que deriva de la division asimétrica de las QNP esta
representada por células de nucleo pequefio que puede ser redondo u ovalado de
aproximadamente 10 um de diametro, situadas sobre la SGZ, aunque
morfolégicamente se parecen a las células de clase 1, las células de clase 2
muestran una considerable disminucion a la marca de Nestina y han perdido por
completo la marca de GFAP, ademas de que aun no expresan Doblecortina DCX
ni NeuN, a esta clase de células se les conoce como amplificadores de los
progenitores neuronales (ANP) [160].
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De 1 a 3 dias después de las ANP se diferencia la tercer clase celular, ésta
aun se mantiene en la SGZ, ya no expresa Nestina, expresa DCX y NCAM,
morfolégicamente son muy similares a los ANP, presentan un leve movimiento
horizontal, muestran un diametro somatico de 10 um, se encuentran en proceso
de diferenciacion aunque pueden expresar Tubulina blll, aun no expresan NeuN;
al presentar estos marcadores ya se trata de precursores neuronales

denominados como neuroblastos tipo 1 (NB1) [159].

Dentro de los siguientes 20 dias los NB1 daran lugar a los siguientes dos
tipos celulares (NB2 y NI); la cuarta clase de células corresponde a los
neuroblastos de tipo 2 (NB2), son mas grandes que los NB1 con un diametro
somatico de 15 ym, permanecen en la SGZ. La longitud de sus procesos se
extiende de 20 a 40 uym horizontalmente sobre la capa granular, este tipo de
células deja de expresar marcadores de QNP y ANP, mantiene la expresion de
DCX'y ademas ya expresa NeuN [161].

La quinta clase de células corresponde a neuronas inmaduras (IN) su
diametro llega a ser hasta de 20 ym mostrandose de mayor tamafio que sus
antecesoras y su morfologia, se llega a semejar a neuronas maduras del giro
dentado. Su soma es redondo u ovalado, este tipo de células se pueden encontrar
tanto en la SGZ como en la capa granular y mantiene la expresion de los mismos

marcadores que NB2 [162].

Por ultimo, 10 dias después de la presencia de IN se puede observar la
presencia de la sexta clase de células que corresponde a neuronas granulares
diferenciadas con un desarrollo apical de dendritas y axones formando las fibras
musgosas, ya no presenta expresion de DCX, unicamente marcadores de
neuronas maduras Tubulina blll, NeuN y marcadores especificos de neuronas

granulares maduras cémo calbindina [163, 164].

Son varios los factores mas estudiados involucrados en la migracion,
posicionamiento, diferenciacion y maduracidon neuronal, sin embargo estos
mecanismos dependen del grado de diferenciacion en que se encuentran: GFAP,
Nestina, Sox1, Sox2 (células NG2 o tipo I), BLBP, Mash1, Prox1, NeuroD1
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(Células Precursoras Tipo Il), DCX, PSA-NCAM (Células Precursoras Tipo Ill) y
NeuN (Células Maduras)[165]. Ademas, participan factores de crecimiento tales
como ARTN, BDNF, EGF, GDNF, GPI, LIF, MDK, NDP, NRG1, PTN, y VEGFA
que ayudan a la diferenciacion neuronal y S100a6 para astrocitos [160, 166, 167]
(Figura 6).

Durante el desarrollo del sistema nervioso central de los mamiferos, las
células madre neurales y sus células progenitoras generan neuronas por
divisiones simétricas produciendo células gliales y asimétricas que generan tanto
células gliales y neuronas. La diferenciacién de estas células esta estrechamente
vinculado a sus caracteristicas epiteliales (apical-basal), al tipo de division y su
polaridad. Estas caracteristicas cambian durante el desarrollo del neuroepitelio
radial de células gliales, y esta transicién afecta tanto el destino celular como la
neurogénesis [168].
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Los Marcadores de NSC usados comunmente incluyen nestina, proteina

fibrilar acidica de la glia (GFAP), Asch 1/2, y la alta movilidad de los factores

relacionados con Shy caja de transcripcion 2 (Sox2) [169]. Nestina esta vinculada

a un filamento intermedio clase Vla con células mitéticamente activas en el SNC
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[170, 171]. GFAP se expresa en células ependimales multipotenciales, en la glia
radial, y en astrocitos maduros [172]. La expresion de Asch 1 y 2 se pueden
encontrar en las células neuroepiteliales embrionarias [173]. Las NSC
indiferenciadas poseen capacidades de auto-renovacion y pueden existir en forma
quiescente o en un estado mitéticamente activo. Las células quiescentes se han

demostrado para expresar Sox2 y FOXO3A [174].

Las células mitéticamente activas expresan diversos marcadores de
entrada/progresion del ciclo celular: Mcm2, Ki67, ciclina D1y E (fase G1), ciclina A
(fase S), ciclina B1 (fase G2), y H3 fosfohistona (fase M). Las células precursoras
son reconocidas a través de la expresion de doblecortina (DCX) y PSA-NCAM
[175,176].

El NO endogeno actua como un regulador negativo de la neurogénesis
adulta en condiciones fisiologicas [177], mostrado por la inhibicién de la sintesis de
NO con L-NAME, un inhibidor competitivo no selectivo de la actividad de NOS [53].

La reduccion de la actividad de la nNOS aumenta la neurogénesis en la
SVZ como en el DG del hipocampo. En contraste con los resultados obtenidos con
la administracion intracerebroventricular de L-NAME, la administracion sistémica
no afectd la neurogénesis en el DG del hipocampo [178]. Lo cual se debe a una
diferencia en la disponibilidad de NO endogeno en las dos regiones, 0 a una la
sensibilidad a NO. Las células precursoras en la SVZ aumentan su proliferacién en
respuesta al factor de crecimiento epidermal (EGF), mientras que los precursores
de DG no lo hacen [179]. La expresion del receptor de EGF (EGFR) es mucho
mas prominente en la SVZ que en el DG [180]. EI NO ejerce acciones
antiproliferativas en varias lineas de células mediante la inhibicion directa de la
actividad tirosina cinasa del EGFR [181].Todos estos datos sugieren que el EGFR
puede ser una de las dianas moleculares para el efecto antiproliferativo de NO en
los precursores neuronales SVZ.

Ademas, se han reportados genes involucrados en el proceso de

neurogénesis que participan en cada una de las funciones clave de este proceso
entre los que se encuentran:
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Migracion neuronal: Ascl1, Cdk5r1, Dcx, Drd2, Ndn, Neurog2, Nrcam, Ntn1,
Pafah1b1, Robo1, Slit2.

Diferenciacion celular:

Diferenciaciéon Neuronal: Ascl1, Bdnf, Bmp2, Bmp4, Cdk5r1, Cdk5rap2,
Chat, Hes1, Heyl, Lif, Mef2c, Neurod1, Neurog1, Neurog2, Nog, Nrcam,
Olig2, Pafah1b1, Pax3, Pou4f1, Rtn4, Sox2.

Determinacion del destino celular neuronal: Ascl1, Ntf3, Olig2, Sox2.

Otros reguladores de diferenciacion celular: Hdac4, Mdk, Nrg1 (Hgl), Pax6.

Funciones sinapticas:

Regulacion de la plasticidad sinaptica: Adora1, Apoe, Bdnf, Drd2, Grin1,
Nf1, S100b.

Transmisién sinaptica: Apoe, Chat, Chrm2, Creb1, DIig4 (Psd95), Drd2, Fgf2
(Bfgf), Grin1, Pafah1b1, Sod1, Th.

Sinaptogénesis: Ache, Nrcam, Pou4f1.

Axonogenesis: Apbb1, App, Dcx, Drd2, Erbb2 (Her2), Map2, Notch1,
Nrcam, Pard3, Pou4f1, S100a6, S100b.

Factores de crecimiento y citoquinas:

Factores de crecimiento: Artn, Bdnf, Egf, Fgf2 (Bfgf), Gdnf, Gpi, Lif, Mdk,
Ndp, Nrg1 (Hgl), Ptn, S100a6, Vegfa.

Citocinas: Bmp2, Bmp4, Bmp8a, Cxcl1, Gpi, 113, Mdk, Ptn, Tgfb1.
Apoptosis: Adora1, Adora2a, Alk, Apoe, Bcl2, Ep300, Gdnf, Notch2, Ntn1,
Pax2, Pax3, Rtn4, S100b, Vegfa.

Moléculas de Adhesion celular: DII1, Efnb1, Nrcam, Nrp1, Nrp2, Rac1,
Robo1, Slit2, Tnr.

Ciclo celular: Apbb1, Ep300, Hdac4, Mdk, Kmt2a, Ndn, Pard3, Ptn.

Transduccion de sefales:

Via de Senalizacion Notch: Ascl1, DII1, Hes1, Hey1, Hey2, Heyl, Notch1,
Notch2, Nrg1 (Hgl).

Via de Senalizacion WNT: DvI3, Ndp, Shh.

Via de Sefializacién de TGF@: Bmp2, Bmp4, Bmp8a, Tgfb1.

Via de Senalizacion de receptores acoplado a proteinas G: Adora1,
Adora2a, Chrm2, Cxcl1, Drd2.

Factores de transcripcion y cofactores: Apbb1, Ascl1, Creb1, Ep300, FIna,
Hes1, Hey1, Hey2, Heyl, Mef2c, Kmt2a, Ndn, Neurod1, Neurog1, Neurog2,
Pax2, Pax3, Pax6, Pou3f3, Pou4f1, Sox2, Sox8, Stat3.
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PLANTEAMIENTO

Los antecedentes muestran que la administracion subaguda de zinc tiene
un efecto protector, disminuyendo el estrés nitrosativo, la lipoperoxidacion y la
muerte celular tanto apoptotica como necrdtica, y por otro lado induce la expresion
de quimiocinas y sus receptores, asi como factores de crecimiento (IGF-1 y
FGF2). Sin embargo, el efecto protector puede involucrar la expresion de otras
quimiocinas y sus receptores involucrados en la polarizacion microglial, la
transcripcion de enzimas antioxidantes como SOD y GPx, otros factores de
crecimiento (NGF, BDNF, EGF y VEGFA) involucrados en la sobrevivencia de
neuronas y en la proliferacion, migracion y diferenciaciéon de células precursoras
neuronales, a través de varias vias de sefalizacion, ya sea la via de NF-xB o la
via de ERK. Sin embargo, su efecto protector puede estar relacionado por la
presencia o ausencia de NO mediada de forma diferencial por las diferentes NOS
(I, 1y I1T), que han mostrado tener un efecto sobre la neurogénesis.

Por tal motivo, en este trabajo se estudid el efecto de la administracion
subaguda de zinc sobre la neurogénesis mediada por la presencia de NO durante

un proceso Hipdxico isquémico cerebral en rata.

HIPOTESIS

El NO participa en la induccion de la expresion de factores de crecimiento y
a través de vias de sefalizacién (NF-xB o ERK) que promueve la neurogénesis
causada por la administracion profilactica de zinc de forma subaguda durante un

proceso hipoxico isquémico cerebral en rata.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la participacion del NO sobre la neurogénesis (a través de la

induccién de la expresion de factores de crecimiento a través de las vias de NF-xB

o ERK) causados por la administracion profilactica de zinc de forma subaguda

durante un proceso hipdxico isquémico cerebral en rata

Objetivos especificos

Determinar el efecto de la administracion subaguda de zinc sobre la
neurogénesis (proliferacion, migracién y maduracion de células precursoras
a través de la administracion de BrdU) durante el proceso hipdxico

isquémico cerebral.

Determinar la participacion del NO sobre la neurogénesis causada por la
administracion subaguda de zinc durante el proceso hipdxico isquémico

cerebral.

Determinar el efecto de la administracion subaguda de zinc en presencia o
ausencia de oxido nitrico sobre la transcripcion y expresion de factores de
crecimiento: IGF-1, FGF2, EGF, BDNF, VEGFA, NGF y GDNF durante un
proceso hipdxico isquémico cerebral.

Determinar el efecto de la administracion subaguda de zinc en presencia o
ausencia de Oxido nitrico sobre la transcripcion quimiocinas y sus
receptores: CXCL12, CXCR4, CCL2, CCR2, CCL4, CXCL13 y CXCR5
durante un proceso hipdxico isquémico cerebral.

Determinar el efecto de la administracion subaguda de zinc en presencia o
ausencia de 6xido nitrico sobre la transcripcién de enzimas antioxidantes:

SOD1, SOD3 y GPX durante un proceso hipdxico isquémico cerebral.

Evaluar la expresion de las NOS (I, Il, y Ill) modificadas por la
administracion subaguda de zinc en presencia o ausencia de NO durante

un proceso hipdxico isquémico cerebral en rata.
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+ Evaluar la via de sefializacion (ERK y NF-xB) mediada por la administracion
subaguda de zinc en presencia o ausencia de NO durante un proceso

hipdéxico isquémico cerebral.
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METODOLOGIA

Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho, obtenidas del bioterio del CINVESTAV, las
cuales fueron divididas en: 1) grupo control sin tratamiento [C s/tx], 2) grupo
control con administracion subaguda de zinc (2.5 mg/Kg de peso durante 4
dias) [C Zn96h], 3) grupo de obliteracidn de la arteria carétida primitiva (OACP)
por 10 min. [Isquemia] , 4) grupo con administracion subaguda de zinc y la
OACP [Zn96h + Isquemia], 5) grupo con administracion superaguda de L-
NAME (inhibidor inespecifico de las sintasas de 6xido nitrico Nitro-L-arginina
metil ester una hora antes) + OACP [L-NAME + Isquemia], 6) grupo con
administracion subaguda de zinc, la administracion superaguda de L-NAME y
la OACP [Zn96h + L-NAME + Isquemia].

Cirugia
Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (80
mg/kg)/xilacina(10 mg/kg v.i.p), una vez anestesiados se realiz6 una incision
con el objetivo de identificar la arteria cardtida primitiva izquierda, una vez
disecada se obstruyd por 10 minutos con ayuda de una pinza de presion
arterial y posteriormente al proceso hipoxico isquémico se suturo la incision, se
espero hasta que se recuperara el sujeto de experimentacion. Después de 8 h

y 7 dias post-OACP, fueron sacrificados.

Cuantificacion de proteinas totales

Las proteinas totales fueron cuantificadas por el método de Sedmak y
Grossberg (1977) [182]. El producto de reaccion fue leido en wun
espectrofotometro (Bio-Rad SmartSpect 3000) a 620 nm. La concentracidon de
proteinas fue determinada interpolando la densidad optica de las muestras en
una curva estandar de albumina de suero bovino (1 a 10 pg), la cual fue
determinada paralelamente al ensayo.
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Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Cinco ug de proteinas totales del homogenado de las diferentes muestras
se completaron a un volumen final de 100 uL con buffer de carbonatos para
sensibilizar las placas de ELISA, los sitios inespecificos se bloquearon con
albumina de suero bovino 0.5 %. Se utilizaron los anti- anticuerpos
monoclonales para las proteinas de interés: BDNF, NGF, SDF-1
(CXCL12/CXCR4), NOS (I, lIl, y 1), ERK, NF-kB e IkB. Se utilizaron
anticuerpos secundarios peroxidados, se reveld con el sustrato ABTS (acido
2,2’-azino-bis-(3-etilbencil-tiazolina-6-sulfénico) y se cuantifico la absorbancia
de la placa en un lector de ELISA (Bio-Rad Benchmark) a 415 nm.

Extraccion de RNA total

Se extrajo el RNA total de 100 mg de tejido de la region temporo parietal de
la corteza cerebral e hipocampo, por medio de la técnica de TRizol (1000 pL de
TRizol por cada 100 mg de tejido) [Chomczynski y Sacchi, 1987 [183]]. Las
muestras fueron incubadas por 5 min a temperatura ambiente, se agregaron
200 pL de cloroformo por cada mL de TRizol, se agitd vigorosamente por 15
segundos y se incubd por 5 min a temperatura ambiente, se centrifugd a
12,500 rpm. por 15 min a 4°C y a la fase acuosa, se le agregd 0.5 mL de
isopropanol por cada mL de TRizol y se mezclé por inversidn, se incub6 por 10
min a temperatura ambiente, se centrifugd a 12,000 r.p.m. por 10 min a 4°C y
se desecho el sobrenadante, se agregdé 1 mL de etanol al 75% por cada mL de
TRizol, se lavo la pastilla con un solo golpe de vortex, se centrifugé a 7,500
r.p.m. por 5 min a 4 °C, se decant6 se dejé secar, y se resuspendié con agua
grado biologia molecular (GBM). El RNA se cuantifico por espectrofotometria a
260 nm, se determind su pureza utilizando las relaciones 260 nm/280 nm y se
corroboré su integridad por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con

bromuro de etidio.
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Retrotranscripcion- PCR

La reaccioén de retro-transcripcidon se realizé con la matriz RT2 PCR Kit first
Strand de SABiosciences (Qiagen). La PCR en tiempo real se llevo a cabo en
un arreglo de qPCR de 384 pozos para neurogénesis RT2 Profiler PCR de rata
(PARN-404Z, Qiagen), que contiene los oligonucleoétidos sentido y antisentido
que permiten evaluar la expresion de 84 genes involucrados en el proceso de
neurogeénesis. La amplificacion se realizé6 en un termociclador 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) con los
siguientes parametros: después de una desnaturalizacion inicial a 95 C
durante 10 min, la amplificacion se realizdé con 40 ciclos a 95 'C durante 15 s
(desnaturalizaciéon) y 60 °C durante 60 s (extension). Los resultados fueron
analizados por la herramienta bioinformatica protein-protein interaction
networks disponible en STRING-DB.org.

PCR tiempo real

Se utilizaron sondas TagMan (ThermoFisher Scientific) para identificar los
genes: BDNF, GDNF, VEGF, NGF, IGF-1, FGF2, SOD1, SOD3, GPX4, NNOS,
INOS, ENOS, NF«kB, IkB, CCL2, CCR2, CXCL12, CXCR4, CXCL13, CXCRS5.
Las reacciones de PCR fueron conformadas con 0.25 pL de sonda (0.4 mM),
2.5 pl de Master Mix (TagMan 2X Universal Master Mix, Life Technologies) y
2.25 uL de cDNA. Las condiciones de termociclado para la gPCR fueron: 10
minutos de desnaturalizacion inicial y activacion de la enzima a 95 °C por 45
ciclos, dos para la desnaturalizacion y amplificacion de 15 segundos a 95° C y
1 minuto a 60 ° C.

Inyeccion de BrdU

La Bromodesoxiuridina (BrdU, Sigma) fue disuelta en 0.9 % de NaCl
estéril, y posteriormente fue filtrada. Cada uno de los grupos fue administrado
via intraperitoneal con una dosis de 50 mg/ Kg de peso a una concentracion de
10 mg/mL. Se realizaron dos esquemas de administracion de BrdU, el primero
para marcar células en proliferacion; se administr6 desde el momento de la

OACP cada 4 horas durante 12 h y 24 h después del proceso de dafio a cada
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grupo se le realizd perfusion intracardiacal con SSI y PFA 4%. El segundo
protocolo de administracion se realiz6 para el grupo de diferenciacion vy
maduracion durante 4 dias iniciando el dia de OACP; el grupo de
diferenciacion se sacrifico a los 7 dias post OACP y el de maduracién a los 30
dias post OACP.

Inmunohistoquimica vs BrdU y conteo de células

El cerebro de cada uno de los grupos, fue crioprotegido con sacarosa al
30% y se realizaron cortes sagitales de 40 ym; para determinar el numero y
distribucion de células BrdU +, el inmunoensayo se realiz6 a una serie de
cortes de 40 um equidistantes 1:6 que se lavaron con TBS-1X y preincubando
con H2O2 0.6% por 30 min. Para bloquear peroxidasas enddgenas. Después de
lavar las rebanadas de cerebro, se incubaron en HClI 2 N a 37 °C por 30 min
para desnaturalizar el DNA y se neutralizé con buffer de boratos 0.1 M TA.
Después de lavar las rebanadas fueron bloqueadas con TBS ++ (TBS
plus,plus) a 30 min TA. e incubadas con el anticuerpo primario anti-BrdU (Rat
polyclonal 1:100. Accurrate Chemical) toda la noche a 4°, posteriormente,
usando el método de peroxidasa [sistema ABC, con el anticuerpo secundario
conjugado a biotina Donkey anti rat (1:250, Jackson ImmunoResearch), y
3,3 diaminobenzidina (DAB) cémo cromoégeno, Vector Laboratories]. Las
células BrdU'DAB son digitalizadas con un objetivo 10X para su conteo
posterior [184, 185].

Inmunofluorescencia para determinar colocalizaciéon

Después de la desnaturalizacion, neutralizacion y bloqueo descritos
anteriormente, las rebanadas fueron coincubadas con anticuerpos primarios
BrdU (Rat polyclonal 1:100, Accurrate Chemical), en los grupos de maduracion
con NeuN (Mouse monoclonal 1:100 Abcam.) por 72 h a 4 °C. Posteriormente,
las rebanadas fueron coincubadas con un anticuerpo secundario hecho en
Burro (donkey) anti-rat Alexa Fluor 488 (1:250, Thermo Fisher) y donkey anti-
mouse Cy3 (1:250, Jackson ImmunoResearch) respectivamente, por 2 h TA.
[184, 185].
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Analisis estadistico

Los valores se analizaron con una ANOVA de una via acompafado de
una prueba post Dunnet, estableciendo el valor estadisticamente significativo a
P < 0.05. Los valores corresponden al promedio + SEM obtenidos de 3

experimentos independientes.

Para el arreglo de la qPCR se analiz6 la diferencia entre los grupos con
respecto al control sin tratamiento en cada uno de los ensayos. Las diferencias
entre grupos se determinaron con test t de Student no pareado. Todos los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EE.UU.). Valores P< 0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Analisis de los datos de la qPCR
se realiz6 sobre una plataforma basada en el anadlisis de datos de los
protocolos de
PCR(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)
proporcionado por SABiosciences (Qiagen) y los resultados son expresados

como: indice de cambio (224
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RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis que se realiz6 por gPCR, del transcriptoma neurogénico
mediante Syber Green como base intercalar de las cadenas de DNA
comprendido de 84 genes, ademas de 21 genes que fueron evaluados por
sondas TagMan a las 8 h y 7 d para cada grupo, para elegir estos tiempos se
realizé un analisis temporal por PCR punto final en los grupos problema y estos
mostraron ser puntos clave, las 8 h refleja la sintesis de novo en los genes
evaluados tras el proceso isquémico, mientras que los 7 d generan la evidencia
del desenlace tras el dafo, ya que en procesos isquémicos es a los 7 dias
cuando se puede declarar el estado de supervivencia o de muerte neuronal
todo esto en corteza (cx) e hipocampo (h) ya que evaluamos asi el sitio de
dafio que es corteza y el nicho neurogénico de nuestro interés. Ademas, se
analizé la expresion de 10 proteinas por el método de ELISA. Del mismo modo
los analisis de neurogénesis por histologia se muestran los 30 d una doble
marca de BrdU + NeuN daran la evidencia de aquellas neuronas que han

logrado madurar e integrarse.

La administracion profilactica induce la transcripcion de quimiocinas y factores de
crecimiento, promoviendo la supervivencia celular

Ya hemos demostrado por PCR en punto final que la administracidon
subaguda de zinc favorece la transcripcidon y expresion de CCL2 y CCR2,
favoreciendo la supervivencia y recuperando la plasticidad que se pierde por el
dafo isquémico esto acompanado de la expresién de factores de crecimiento
como IGf-1 y FGF2 por ello en este trabajo fue de nuestro interés evaluar otros
factores de crecimiento para determinar si la administracion subaguda de zinc es

capaz de favorecer la expresion de otros factores troficos.

La transcripcion de Cxcl12 también conocido como factor derivado de

células estromales 1 (SDF-1) y su receptor Cxcr4 no fueron modificados por
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ningun tratamiento en los tiempos de estudio tanto en la fase temprana como

tardia (Figura 8).

CXCL12c CXCL12h

2A(-AA ct)

CXCR4 c CXCR4 h

2A(-AA ct)

Figura 8. Evaluacion de la Transcripcién de CXCL12/CXCR4 en los diferentes grupos, en
corteza (c) e hipocampo (h). Se observa la evaluacion de la transcripcion por RT-qPCR.
Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores estadisticamente significativos analizados por
ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

Sin embargo, en la Figura 9, al evaluar los niveles proteicos de CXCL12
en corteza no encontramos diferencias significativas, mientras que en
hipocampo se observé un incremento de la expresion en el grupo Zn+ISQ 8h
(35.73% = 0.69%,) al evaluar la expresion de su receptor CXRC4 se observo
incremento en los grupos Zn+LN+ISQ 8h (39.25% + 11.75%) e ISQ 7d (36.50%
+ 12.50%), mientras que en hipocampo se encontré incremento en el grupo
ZN+ISQ 8h (40.07% £3.97%).

53



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

SDF-1 y su receptor (CXCL12/CXCR4) se encuentra relacionado con
proteccion, recuperacidon de capacidades neurolégicas y activacion de la
neurogénesis tras procesos de isquemia cerebral tanto en adultos como en
neonatos [186]. Ademas, que esta relacionado en el precondicionamiento, se
sabe que evita la infiltracion de leucocitos en el parénquima cerebral [187], por
ello ha sido empleado como un marcador de buen prondstico en procesos
isquémicos agudos [188]. Un estudio de puntuacion de riesgo genético multi-
locus basado en una combinacion de 27 loci, incluido el gen CXCL12, identifico
individuos con mayor riesgo de eventos de enfermedad coronaria tanto
incidental como recurrente, asi como un beneficio clinico mejorado del
tratamiento con estatinas. El estudio se bas6é en un estudio de cohorte
comunitario (the Malmo Diet and Cancer study) y cuatro ensayos controlados
aleatorios adicionales de cohortes de prevencion primaria (JUPITER and
ASCOT) y cohortes de prevencion secundaria (CARE and PROVE IT-TIMI 22)
[189].
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Figura 9. Evaluacion de la Expresién de CXCL12/CXCR4 en los diferentes grupos, en

corteza (c) e hipocampo (h). Se observan los valores proteicos mediante el ensayo de ELISA.

Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores estadisticamente significativos analizados por

ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

En La Figura 10, se muestra la evaluacion de la trascripcion por gPCR

para BDNF se observé una regulacion positiva en el grupo Zn+Isq 7d (16.22%

+ 12.81%). Al evaluar los niveles proteicos de BDNF en corteza se observo un

incremento de su expresion en el grupo Zn+ISQ 8h (62.33% % 20.84%),

mientras que en hipocampo el grupo donde se encontré incrementado fue en el

grupo Zn+1SQ7d (48.90% * 19.61%).
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Se sabe que BDNF y VEGF estan relacionados con el proceso de pre-
condicionamiento, causando neuroproteccion, angiogénesis y neurogénesis a
través de HIF-1 disminuyendo el volumen de infarto y la apoptosis, causando

asi la recuperacion de las funciones neurolégicas [190].
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Figura 10. Evaluacion de la expresion de BDNF en los diferentes grupos, en corteza (c) e
hipocampo (h). Se observa la evaluacion de la transcripcion por RT-qPCR y los valores
proteicos mediante el ensayo de ELISA. Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores

estadisticamente significativos analizados por ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

Al evaluar NGF en los transcritos no se encontraron cambios en los
tiempos de estudio, al evaluar la expresion en corteza se observd un
incremento en los grupos CZn96h (31.55% % 5.61%), Zn+ISQ 8h (31.55% *
5.61%), mientras que en hipocampo se observd un decremento en todos los
grupos CZn96h (-35.22% %1.30%), Zn+ISQ 8h (-33.48% +1.73%), Zn+ISQ 7d
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(-47.61% £ 1.52%), Zn+LN+ISQ 8h (-31.96% £3.69%), Zn+LN+ISQ 7d (-
53.04% +0.86%), LN+ISQ 8h (-44.13% +0.21%), ISQ 8h (-48.91% +0.65%) e
ISQ 7d (-47.17% £1.52%).

El incremento de NGF después de un proceso isquémico se sabe que

esta relacionado con la reparacion de los nervios que son dafiados por el
estrés oxidativo y la excitotoxicidad favoreciendo la neuroproteccion [191].
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Figura 11. Evaluacion de la expresiéon de NGF en los diferentes grupos, en corteza (c) e
hipocampo (h). Se observa la evaluacién de la transcripcion por RT-gPCR y los valores
proteicos mediante el ensayo de ELISA. Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores

estadisticamente significativos analizados por ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.
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En la Figura 12, se muestra la evaluacion de la transcripcién para VEGF
y factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) en el que no se observaron
cambios significativos a los tiempos de estudio. Al realizar la evaluacion de la
transcripcion de VEGF en corteza, al comparar todos los grupos contra el
control sin tratamiento no se muestran diferencias con respecto al control sin
tratamiento; sin embargo, al realizar la comparacion entre grupos existe
diferencia solamente entre el grupo Isq8h y el grupo LN+Isq 8h (2.967% =+
1.54%) evidenciando que la activacidn de las sintasas de oxido nitrico participa
en la transcripcion de VEGF en la fase temprana del dafio isquémico. Al
realizar el analisis en hipocampo se observa un incremento en el grupo Zn+lsq
7d al compararlo con el grupo Zn+LN+Isq 7d (2.582% + 3.06%) y con el grupo
Isq 7d (1.789% + 1,39%). VEGF es un factor de crecimiento que participa en la
angiogeénesis necesaria para el restablecimiento del flujo sanguineo, ademas
se sabe que la formacion de nuevos vasos esta relacionada con el proceso de
remocion del tejido dafiado, y también esta relacionado con la induccién de la
expresion del BDNF [192].
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Figura 12. Evaluacién de la Transcripcion de VEGF e GDNF en los diferentes grupos, en
corteza (c) e hipocampo (h). Se observa la evaluacién de la transcripcion por RT-qPCR.
Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores estadisticamente significativos analizados por

ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

En la Figura 13 se observa que existe una regulacion negativa al evaluar
FGF2 en corteza por parte del grupo Zn+Ilsq 8h (0.14% % 0.05%). Se habia
evaluado la expresion de FGF2 e IGF1, sin embargo, esos analisis se
realizaron combinando corteza con hipocampo y al observar las diferencias
entre las dos regiones de estudio nos interesaba saber a qué region se debia
el incremento, en corteza podria estar favoreciendo a la disminucion del

proceso inflamatorio que se lleva a cabo por el dafio isquémico.
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Al realizar el analisis de IGF1 en corteza y comparar el grupo Isq 8h
muestra una regulacion positiva con respecto al grupo Zn+lsq 8h (1.28% =
0.038%) y se observa una disminucién al comparar en hipocampo, en la fase
temprana el grupo Zn+lsq 8h muestra una regulacién positiva con respecto al
grupo Isq 8h (1.48% * 0.47%) y en la fase tardia, el grupo Zn+lsq 7d muestra
una regulacion positiva con respecto al grupo Isq7d (1.75% = 1.445%). Durante
procesos isquémicos se ha determinado que FGF2 tiene un efecto protector ya
qgue participa en la disminucién del proceso inflamatorio; ademas en hipocampo
se conoce que FGF2 cuenta con un efecto mitogénico activando el proceso de
proliferacion, ha sido reportado que cuando FGF2 e IGF1 se encuentran
incrementados se promueve la proliferacion celular y cuando se disminuyen los
niveles de FGF2 y se incrementan los niveles de IGF1 se favorece la
diferenciacion celular [193].
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Figura 13. Evaluaciéon de la Transcripcion de FGF2 e IGF1 en los diferentes grupos, en
corteza (c) e hipocampo (h). Se observa la evaluacién de la transcripcion por RT-qPCR.
Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores estadisticamente significativos analizados por

ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

La administracion profilactica de zinc promueve la vasodilatacion en la fase
temprana del proceso hipoxico isquémico a través de la transcripcion de eNOS
Durante el proceso de obliteracion, la primera respuesta que genera el
organismo es la de restablecer el flujo sanguineo para lo cual activa varias
enzimas, entre ellas las sintasas de 6xido nitrico (NOS), las cuales al producir NO
a partir de la L-arginina favorecen la vasodilatacion, por ello es que se evaluaron

sus 3 isoformas.
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En la Figura 14, se muestra que el mMRNA de nNOS no se modifico en los
grupos de estudio. Mientras que la expresion de nNOS cuantificada por el método
de ELISA, en corteza cerebral se observa que existe una disminucion en la
expresion de nNOS en los grupos Zn+I1SQ 7d (-16.24% = 2.09%), Zn+LN+ISQ 7d
(-12.70% £ 1.295%), LN+ISQ 8h (-11.92% * 1.48%), ISQ 8h (-12.54% + 0.37%) e
ISQ 7d (-13.16% +3.94%), con esto se observa que el proceso isquémico
disminuye la expresion de nNOS y la administracion subaguda de zinc evita la
regulacion negativa en la fase temprana, ya que en los grupos CZn96h, Zn+ISQ
8h y Zn+LN+ISQ 8h no se observa la disminucién.

En hipocampo, la regulacién negativa de nNOS se presentd en los grupos
CZn96h (-16.7% * 4.12%), Zn+ISQ 8h (-17.57% +1.51%), Zn+ISQ 7d (-19.63% +
0.56%), Zn+LN+ISQ 8h (-17.52% * 2.44%), Zn+LN+ISQ 7d (-21.15% £ 0.31%),
LN+ISQ 8h (-25.27% * 2.06%) e I1SQ 7d (-18.33% % 0.75%). Unicamente el grupo
ISQ 8h no mostré cambios en su expresion comparado con el grupo control sin

tratamiento.

La administracion profilactica de zinc no causo la disminucién de los niveles
proteicos de nNOS como lo hicieron los demas protocolos, sugiriendo que
preserva la funcionalidad de la enzima. Por lo que podria ser que nNOS participa
en la translocacion de Sox2 al nucleo, lo cual favoreceria el primer paso del
proceso de neurogénesis mediado por el 6xido nitrico como ha sido reportado en
la fase temprana al dafno isquémico [194, 195].
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Figura 14. Evaluacion de la expresion de NNOS en los diferentes grupos, en corteza (c) e
hipocampo (h). Se observa la evaluacion de la transcripcion por RT-qPCR y los valores
proteicos mediante el ensayo de ELISA. Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores

estadisticamente significativos analizados por ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

En la Figura 15, se muestra la expresion de la iINOS cuantificada por el
método de qPCR y ELISA, al evaluar los niveles del transcrito en corteza
cerebral se observa que existe una regulacion positiva en el grupo Zn+LN+Isq
8h (7.157% % 2.07%), la evaluacion proteica mostr6 disminucion en la
expresion de iINOS en los grupos Zn+ISQ 8h (-10.10% £5.67%), Zn+ISQ 7d (-
21.94% +1.01%), Zn+LN+ISQ 8h (-12.94% +1.66%), Zn+LN+ISQ 7d (-20.53%
+0.33%), LN+I1SQ 8h (-14.47% £1.04%), ISQ 8h (-19.17% +0.39%) e ISQ 7d (-
26.47% £1.04%), con esto se observa que el proceso isquémico disminuye la
expresion de la INOS en los tiempos de estudio en Zn+LN+ISQ 8h se esta

iniciando la transcripcion y posiblemente la expresion se estaria llevando a
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cambio en horas posteriores, solamente en el grupo con la administracion
subaguda de zinc sin el proceso isquémico (CZn96h) no se observa la
disminucién.

En hipocampo, la evaluacion de la transcripcion de iNOS mostré una
regulacion positiva en el grupo Zn+LN+Isq 7d (0.018 % + 0.005%), la
evaluacion de la expresion mostré regulacion negativa en todos los grupos
CZn96h (-18.39% + 1.20%), Zn+ISQ 8h (-21.49% +1.01%), Zn+I1SQ 7d (-
22.57% + 0.40%), Zn+LN+ISQ 8h —(21.65% +1.48%), Zn+LN+ISQ 7d (-22.06%
+0.98%), LN+1SQ 8h (-23.07% +0.31%), ISQ 8h (-28.45% +1.39%) e ISQ 7d (-
29.65% +0.31%).

Se ha reportado en modelos de isquemia cerebral que la inhibicién de
iINOS denota un efecto protector, ya que se acompafia de la disminucion tanto
de COX2 como de TNFa favoreciendo la disminucion del proceso inflamatorio
[196] ademas, la disminucidn de la expresion de INOS después de un proceso
isquémico atenua los cambios morfologicos en las neuronas corticales,
causando una mejora de los procesos neuroldgicos conductuales, asi como la

disminucién de la apoptosis [197].
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Figura 15. Evaluacion de la expresion de INOS en los diferentes grupos, en corteza (c) e
hipocampo (h). Se observa la evaluacion de la transcripcion por RT-qPCR y los valores
proteicos mediante el ensayo de ELISA. Promedio (xSEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores

estadisticamente significativos analizados por ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

En la Figura 16, se muestra la expresion de la eNOS cuantificada por el
meétodo de ELISA, en corteza cerebral se observa que existe un incremento en
la expresion en los grupos CZn96h (12.56% £ 1.88%) y Zn+ISQ 8h (12.56%
+1.88%) que corresponde a la fase temprana del proceso Hipoxico isquémico
cerebral, eNOS podria estar realizando un efecto vasodilatador disminuyendo
el dafo por la oclusion de la arteria carétida primitiva [198]. Mientras, que se
observo una regulacion negativa en los grupos Zn+ISQ 7d (-13.87% +1.00%),
Zn+LN+ISQ 8h (-26.00% +1.35%), Zn+LN+ISQ 7d (-17.05% +1.82%), LN+ISQ
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8h (-31.84% 15.41%), 1SQ 8h (-34.54% 10.23%) e 1SQ 7d (-15.93% +1.17%).
Este decremento en los grupos que recibieron el inhibidor de la NOS, podria
causar una vasoconstriccion y ser el causante de incrementar el dafio en la

fase temprana del proceso hipdxico isquémico cerebral.

En hipocampo, se observo una regulacion positiva en el grupo Isq 7d
(2.806 % * 0.72%), mientras que en la evaluacién proteica no se encontro
ninguna diferencia significativa de eNOS. Se ha reportado que la eNOS genera
un efecto protector ya que es la responsable de la diminucion de la presion
arterial en las primeras horas tras un proceso isquémico [199] ;ademas se ha
reportado que la activacion de eNOS evita la apoptosis [200], disminuye los

procesos tromboliticos, angiopatias y discapacidades cognitivas [201, 202].
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Figura 16. Evaluacion de la expresion de eNOS en los diferentes grupos, en corteza (c) e
hipocampo (h). Se observa la evaluacién de la transcripciéon por RT-gPCR y los valores
proteicos mediante el ensayo de ELISA. Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores

estadisticamente significativos analizados por ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

Otras enzimas que se activan tras el proceso isquémico son las enzimas
antioxidantes, las cuales se encargan de regular el sistema redox que ha sido

descompensado por el dafio por ello se evaluaron SOD1, 3 y GPx.

En la Figura 17, se muestra el analisis de la evaluacion de la

transcripcion por gPCR para SOD 1 en corteza, se puede observar el efecto
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precondicionante del zinc en el grupo CZn96h mostrando una regulacion
positiva (3.41 % + 2.05 %), mientras que en hipocampo el grupo Zn+Isq 7d
mostré una regulacion negativa (-0.37% % 0.17%), se ha reportado que SOD1
esta relacionada con la disminucion del volumen de infarto durante procesos

isquémicos [203].

Cuando se realizé el analisis para SOD 3 se observo en corteza una
regulacion negativa tanto en el grupo Zn+Isq 8h (0.38% £ 0.08%) como en el
grupo Isq 8h (0.30 % £ 0.11 %), lo cual indica que la regulacion negativa se
muestra en la fase temprana por el dafo isquémico, pero uUnicamente en
presencia de NO, ya que con la administracion de L-NAME no se observaron
diferencias al compararlas con el control. Se ha reportado que SOD3 se
encuentra incrementada cuando el dano se exacerba a las células vecinas,
ademas se conoce que SOD3, la isoforma extracelular esta relacionada con la
viabilidad del NO para ayudar a restablecer el flujo sanguineo tras la oclusion y
al mismo tiempo contrarrestar el estrés oxidativo que se lleva en la célula tras

la reperfusion.

La evaluacion de la transcripcion de GPx mostré una regulacion
negativa por los grupos LN+Isq 8h (-0.52 % % 0.06%) e Isq 8h (-0.49% =
0.01%), efecto que ha sido reportado después de un proceso isquémico [204],
la administracion subaguda de zinc a las 8 h post-reperfusion previno la
disminucién de la transcripcion en la fase temprana, encontrandose una
regulacion negativa de GPx en la fase tardia en el grupo de Zn+Isq 7d (-0.26 %
+ 0.14%), se ha reportado que durante el dafio mitocondrial, el cual se da en
las primeras horas del dafio isquémico, es necesaria la presencia de GPx para
poder asi evitar el dafio oxidativo [205].
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Figura 17. Evaluacién de la transcripcion de Sod1, 3 y GPx en los diferentes grupos, en

corteza (c) e hipocampo (h). Se observa la evaluacion de la transcripcion por RT-qPCR.

Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores estadisticamente significativos analizados por

ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.
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La administracion profilactica de zinc promueve la activacion de ERK y NFkB

Una vez que se determiné el estado de la célula se estudié la activacion de las
vias de senalizacion que determinen el destino final, ya sea la supervivencia o
muerte; por otra parte, también se activa la respuesta inflamatoria aguda como un
mecanismo de defensa ante el dafo. Dentro de las principales vias de
sefalizacion que determinan estos procesos tras el dafio isquémico estan las vias

de NFkB y ERK, las que ademas se sabe que estan reguladas por el zinc.

En la Figura 18, se muestra la expresion de las formas activas de ERKp 1/2 y
de IKBp en corteza cuantificada por el método de ELISA, donde se observa que
existe una disminucion en la expresion de ERKp 1/2 en los grupos Zn+LN+ISQ 8h
(-26.60% * 3.31%), Zn+LN+ISQ 7d (-23.99% + 5.92%), LN+ISQ 8h (-23.82% +
4.38%), 1SQ 8h (-39.64% * 0.74%) e ISQ 7d (-35.36% = 1.38%), con esto se
observa que el proceso isquémico disminuye la expresiéon de ERKp 1/2 mientras
que la administracion de zinc en presencia de Oxido nitrico previene la
disminucién. ElI mantenimiento de los niveles de ERKp 1/2 por el zinc podrian
estar asociados al desarrollo cerebral, promueven la proliferacion de células
progenitoras, la migracion neuronal, la diferenciacion y participan en las funciones

conductuales [34].

En hipocampo, ERKp 1/2 se regulé negativamente en los grupos Zn+I1SQ 7d (-
14.35% = 3.02%), LN+I1SQ 8h (-35.00% £ 3.13%), 1SQ 8h (-31.33% + 0.97%) e
ISQ 7d (-33.06% % 0.32%).

La regulacion negativa de NFkB y ERK inhibe la actividad transcripcional de
NFkB, AP-1, y CREB, factores que favorecen la apoptosis celular tras procesos
isquémicos [206], se ha reportado que la microglia libera TNF causando una
disminucién en la fosforilacion de ERK para contribuir a la regeneracion y
neuroproteccion en la fase aguda [207].

Al evaluar |kBp en corteza mostré una regulacién negativa en los grupos
CZn96h (-6.01% 1.16%), Zn+I1SQ 8h (-5.29% * 0.44%), Zn+ISQ 7d (-29.49% +
1.39%), Zn+LN+ISQ 8h (-1.34% % 1.16%), Zn+LN+ISQ 7d (-31.51% = 0.77%),
LN+ISQ 8h (-12.39% + 0.35%), ISQ 8h (-12.57% * 1.97%) e ISQ 7d (-26.66% =*
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2.60%). Mientras que en hipocampo disminuyo los niveles de expresién en los
grupos Zn+ISQ 7d (-34.71% = 1.25%), Zn+LN+ISQ 8h (-12.31% + 2.24%),
Zn+LN+ISQ 7d (-36.65% £ 0.29%), ISQ 8h (-20.94% £1.20%) e 1SQ 7d (-37.95%

+3.19%).
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Figura 18. Evaluaciéon de la expresion de ERKp e |lkBp en los diferentes grupos, en

corteza (c) e hipocampo (h). Se observan los valores proteicos mediante el ensayo de ELISA.

Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores estadisticamente significativos analizados por

ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

En la Figura 19, se muestra la evaluacion de la transcripcion de NFxB
que mostré una regulacion positiva en el grupo Zn+Isq 8h (4.067 % = 1.294 %).
Los niveles proteicos de NFkB en corteza mostraron una regulacién positiva en
los grupos Zn+ISQ 8h (84.85% * 35.61%) e ISQ 7d (66.67% + 12.88%) y en
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hipocampo en los grupos CZn96h (40.11% + 18.13%), Zn+I1SQ 8h (15.38% =+
1.42%), Zn+ISQ 7d (45.67% £ 6.79%), Zn+LN+ISQ7d (30.22% + 8.08%),
LN+ISQ8h (46.70% + 5.14%) e ISQ 7d (31.46% + 2.06%).

La disminucion de IkB estaria favoreciendo la activacion de NF«kB, IkB
fosforilado se activa y libera NFkB para translocarse al nucleo y llevar a cabo
su actividad, de manera contraria, la fosforilacion de IkB causa que este se
transloque al proteosoma para ser degradado. La activacion de NFkB esta
involucrada en varios procesos fisiologicos que incluyen supervivencia,
proliferacion y activacion celular, la activacion de NFxB es a través de Fas,
favoreceria la muerte celular y la inflamacion por ser factor de trascripcion para
citocinas y quimiocinas en procesos isquémicos, sin embargo, la activacién de

NFkB también esta asociada a la plasticidad neuronal [208].
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Figura 19. Evaluacion de la expresion de NFkB en los diferentes grupos, en corteza (c) e
hipocampo (h). Se observa la evaluacién de la transcripciéon por RT-gPCR y los valores
proteicos mediante el ensayo de ELISA. Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores

estadisticamente significativos analizados por ANOVA de una via post-prueba con Dunnet

La administracion profilactica de zinc disminuye el proceso inflamatorio causado
por la isquemia
Se realizd la evaluacion de la transcripcion para la quimiocina CCL2 y su
receptor CCR2 en corteza cerebral e hipocampo por RT gPCR, aunque ya las
habiamos reportado en punto final quisimos dar un analisis cuantitativo
ademas analizar otras quimiocinas que participan en la determinacion de si se
esta llevando a cabo el proceso inflamatorio o regenerativo, en la Figura 20, se
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puede observar que por parte de CCL2 existe una regulacion positiva en la
corteza a las 8 h después del dafio isquémico (2.86% £ 0.39 %).

Por parte del receptor CCR2 en corteza se encontr6 una regulacion
negativa en aquellos grupos que habian recibido la administracién subaguda
de Zn, CZn96h (0.54% + 0.05%), Zn+Isq 8h (0.49 % + 0.10%), ZnLNIsg8h
(0.52 % = 0.19%) Zn+lsq 7d (0.45 % * 0.03%) Zn+LN+Isq 7d (0.32 % =+
0.06%). Se sabe que CCL2/CCR2 en los procesos isquémicos generan un
efecto dual; por una parte, participan en la exacerbacion del proceso
inflamatorio, asi como en la quimioatraccion de monocitos y microglia al sitio
de dano [209]. Sin embargo, también participa en la quimioatraccién de células
progenitoras neurales, induce la liberacion de factores troficos tras la activacion
de su receptor y en procesos isquémicos generan un pre-condicionamiento
isquémico, el cual es uno de los mecanismos de neuroproteccion que se

activan tras procesos isquémico cerebrales [210].
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Figura 20. Evaluacién de la Transcripcion de CCL2/CCR2 y CCL4 en los diferentes
grupos, en corteza (c) e hipocampo (h). Se observa la evaluacién de la transcripcién por RT-
gPCR. Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores estadisticamente significativos

analizados por ANOVA de una via post-prueba con Dunnet
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En la Figura 21, se muestra la evaluacion de la transcripcion de CXCL13 y
su Receptor CXCRS5; por parte del ligando (CXCL13) en corteza se observé
una regulacion positiva en el grupo Isq 8h (6.319 % + 0.91%) y en el grupo
Zn+LN+Isq 7d (7.731 % = 3.792 %). Al evaluar los niveles transcripcionales en
hipocampo se observé una regulacion positiva por parte del grupo Isq 7d
(4.187 % £ 0.314%) al compararlas con el control sin tratamiento, mientras que
el receptor CXCRS al evaluarlo en corteza se observa una regulacion positiva
por parte de los grupos LN+Isq 8h (2.9% + 0.87%) e Isq 7d (4.31% + 0.79 %).
En hipocampo se observd una regulacion negativa por parte del grupo Znlisq
8h (0.40 % = 0.04%) y LN+Isq 8h (0.42% + 0.07%), mientras que en el grupo
Isq 7d se observo una regulacion positiva de (1.64 % = 0.21%). Se sabe que la
quimiocina CXCL13 en procesos isquémicos participa en el proceso
inflamatorio por la quimioatraccion de leucocitos al sitio de dafio ya que CXCR5
se encuentra en la membrana de estas células [211]; sin embargo, CXCR5
participa también en el proceso de neurogénesis [212], ya que CXCRS5 en la
SVZ del SNC es expresado por la glia radial, para poder dirigirse a través de la
via media rostral al bulbo olfatorio [212].
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Figura 21. Evaluacion de la Transcripcion de CXCL13/CXCRS5 en los diferentes grupos, en

corteza (c) e hipocampo (h). Se observa la evaluacién de la transcripcion por RT-qPCR.

Promedio (+SEM) de 3 ratas. * p=0.05, Valores estadisticamente significativos analizados por

ANOVA de una via post-prueba con Dunnet.

El proceso isquémico en la fase temprana y tardia causa una disminucion de

genes involucrados en el proceso de neurogénesis

La obliteracion de la arteria carétida primitiva en la fase temprana (Figura

22), modificd pocos genes, los cuales participan en las siguientes funciones:

1) En el proceso de diferenciacion: causé la regulacion positiva de Hes1 (2.06, P =

0.02). En la interaccion de proteina- proteina de la via de sefializacion Notch solo

Hes1, asociado a un efecto post-condicionante contribuye a la citoproteccion en

cardiomiocitos [206] sugiriendo que el sistema responde ante el dafio isquémico.
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2) En el proceso de apoptosis: Adora2a (2.36 + SEM, P =0.03) y de Th (2.05, P =
0.06), [213] Adora2a atenua el dafio isquémico post-reperfusion en el corazén
[214].

3) En funciones sinapticas y Factores de Crecimiento: regulé negativamente Apoe
(-1.41, P = 0.05) y Bmp2 (-3.25, P = 0.001). En el infarto hemorragico de Apoe
regulado negativamente, se debe a que VLDL y triglicéridos se encuentran
asociados en la formacion de ateromas como factor de riesgo para las
enfermedades cerebrovasculares [215]. Sin embargo, la familia de las proteinas
morfolégicas de hueso (BMPs) afectan la proliferacion y diferenciacion de
astrocitos. La expresiéon de BMP2 / 4 se ha demostrado que favorece rio abajo la
fosforilacion del efector Smad1 y la expresion de la proteina Hes1 inducida por la
ruta de la sefal de muesca en neuroesferas en cultivo de SVZ. Noggin antagonista
de BMP bloquea la fosforilacion de Smad1 y la expresion de Hes1, asi reduce el
porcentaje de ceélulas progenitoras de astrocitos en la SVZ necesarios para la
recuperacion tisular [216].
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Sin embargo, en la fase tardia del proceso hipoxico isquémico cerebral
varios genes fueron regulados negativamente (Figura 23) los cuales participan en

las siguientes funciones;

1) En el ciclo celular: Ep300 (E1A binding protein p300, -2,67, P = 0.0002), su
funcibn como histona acetiltransferasa regula el remodelamiento de la
cromatina, y participa en los procesos de proliferacién y diferenciacion, su
disminucion sugiere que estos procesos se vean disminuidos en la fase tardia
del proceso hipdxico isquémico cerebral cuando se declara la muerte celular,
en el analisis de interaccion proteica éste gen es el iniciador en la interaccion
con los demas genes, lo cual explica entonces porque estos se ven
disminuidos. Se ha demostrado que la acumulacién en el nucleo de Appb1 (-
10.02, P = 0.0004), y Hdac4 (-4.03, P = 0.0245) causa la muerte neuronal
después del infarto denotando un efecto dafino [217], la regulacion negativa de
Mdk (-1.84, P = 0.0136), evitaria su efecto protector tras la reperfusion del
dafio isquémico [218], Kmt2a (-3.40, P = 0.0009), regula a NOTCH1 y
NOTCH3, sugiriendo la disminucion de la proliferacion celular [219], Ndn (-6.22,
P = 0.039), controla la sefializacién de EGFR involucrado en la diferenciacion
de astrocitos de células precursoras en corteza [220] , Pard3 (-2.61, P = 0.038)
es un regulador negativo de la diferenciacion celular, se une en el extremo N-

terminal de los microtubulos promoviendo la estabilidad celular [221].

2) En apoptosis: Apoe (-9.52, P = 0.0001) participa en el proceso inflamatorio
[222], la regulacion negativa de Notch2 (-5.50, P = 0.0027) en procesos
neurotdxicos denota un efecto protector, sin embargo, también promueve la
proliferacion y diferenciacion de neuroblastos [223], se ha reportado que la
disminucién de Rtn4 (-2.05, P = 0.0002), contribuye a la regeneracion por
activacion de MMP en la zona periférica a la lesion [224], la regulacion negativa
de Bcl2 (-1.77, P = 0.0066), afecta la neurogénesis, al igual que Bmp4 (-4.68, P
= 0.0206), a través de la via de sefalizacién Wnt/B-catenina [225].

3) La expresion de Factores de crecimiento y citocinas: la regulacion negativa
de Artn (-3,00, P = 0.0067), y Egf (-3.32, P = 0.0341) afectan la supervivencia

neuronal [226],Gpi es una isomerasa 6-glucosa-fosfato que participa como
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factor neurotrofico, promueve supervivencia en neuronas motoras esqueléticas
y sensoriales (Gen card) (-9.20, P = 0.0024), Ndp (-11.09, P = 0.015), Nrg1 (-
3.96, P = 0.0011) y Vegfa (-1.45, P= 0.0299).

4) La via de sefializacion de Wnt: la regulacion negativa en Ssh (-2.13, P =
0.0002) y Ndp (-11.09, P = 0.015) disminuyen las células positivas a
doblecortina [227].

5) La regulacion negativa en la via de sefializacion de Notch ha sido asociado
con un incremento de neuronas por su maduracion, sin embargo también esta
asociado con el proceso proliferacién celular [228]: App (-3.40, P = 0.0276),
DIl1 (-46.94, P = 0.0012), Heyl (-2.73, P = 0.0297), Notch2 (-5.50, P= 0.0027) y
Nrg1 (-3.96, P = 0.0011).

6) la regulacion negativa de la via de sefalizacion de TGFb: Tgfb1 (-2.37, P =
0.0046) afecta la neurogénesis en la zona subventricular [229] y la
diferenciacion de oligodendrocitos prevaleciendo la astroglia a través de la
familia de Bmp, Bmp4 (-4.68, P = 0.0206), Bmp8a (-1.27, P = 0.0406), Tgfb1 (X
+ SEM, P = 0.05) [230].

7) En diferenciacion celular: Bmp4 (-4.68, P = 0.0206) esta involucrada en la
diferenciacion de astrocitos, Cdk5r1 (-6.89, P = 0.0063), esta involucrado en la
muerte celular por lo que su inhibicion podria ser benéfica tras el proceso
isquémico [231], CdkSrap2 (-3.31, P = 0.001) es necesaria para proliferacion
celular y el desarrollo de la corteza cerebral de mamiferos [232], la regulacion
negativa de Chat (-1.36, P = 0.001) sugiere que se afecta la recuperacion post

infarto, ya que se disminuirian los niveles de acetilcolina necesaria para que se

lleve a cabo dicho proceso [233], la regulacién negativa de Mef2c (-3.40, P

0.0081), contribuye a la apoptosis , la regulacion negativa Nog (-8.11, P
0.0019), disminuye BMP que inhibe la expresion de Fgf8 activador de la via
Whnt , la regulacion negativa de Nrcam (-2.17, P = 0.0061) afecta el crecimiento
axonal y remodelamiento de espinas dendritas [234], la regulacidon negativa de
Olig2 (-11.8, P = 0.0097) afecta la maduracién de oligodendrocitos, sin
embargo podria favorecer la formacién de neuronas inmaduras [235], la

regulacion negativa de Pafah1b1 (-2.24, P = 0.0355) afecta la migracion de
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neuronas dentro de la zona marginal [236] , Pou4f1 (-6.27, P = 0.0001), la
regulacion negativa de Sox2 (-8.63, P = 0.0018) afecta la diferenciacion de
neuroblastos, ya que las células positivas a Sox2 adquieren fenotipo neuronal,
durante un infarto el incremento de células Sox2+ S100- afectan la
diferenciacion glial [237]. Rtn4 (-2.05, P = 0.0002).

8) A las moléculas de adhesion celular: La regulacion negativa de Efnb1 (-
46.94, P = 0.0012) afecta la adhesion apical de progenitores neurales para el
desarrollo del neuroepitelio, ademas que se encuentra en las espinas
dendriticas de la corteza, teniendo efecto en la neuroplasticidad [238], la
regulacion negativa de Nrp1 (-2.22, P = 0.0061) afectaria la formacion de
proyecciones axonicas en el cerebro y vasos sanguineos [239], la regulacion
negativa de Nrp2 (-3.69, P = 0.0417) afecta el correcto posicionamiento de
neuronas durante la neurogénesis del hipocampo [240], la regulacion negativa
de Rac1 (-1.92, P = 0.0143) sugiere un efecto protector, ya que participa en la
cascada patologica isquémica [241], sin embargo, se ha visto que también
participa en el desarrollo neuronal [242], la regulacion negativa de Slit2 (-5.97,
P = 0.0339) o de su receptor Robo afecta la formacién de la cicatrizacion
astroglial y del remodelamiento cerebral tras un proceso isquémico focal de
tipo transitorio [243], Tnr (-1.94, P = 0.0051) es expresado en astrocitos y
contribuye a la homeostasis de glutamato, por lo que estaria exacerbando la
exitotoxicidad post isquemia [244].

9) Con respecto a las funciones sinapticas: La regulacion negativa de
receptores muscarinicos como Chrm2 (-2.20, P = 0.0132) y Chat (-1.36, P =
0.000), afectan el aprendizaje y la memoria [245], asi como la via de
sefalizacion AKT/CREB [246], la regulacion negativa de Creb1 (-4.69, P =
0.03), DIg4(PSD9%5) (-9.02, P = 0.0138) asociados a la sinapsis, al receptor
NMDA y a los canales de potasio su disminucidén se relaciona con proteccion
después de un infarto [246], la regulacion negativa de Grin1 (-4.58, P = 0.0214)
una subunidad del receptor de NMDA [247], afectaria su actividad, Th (-1.58, P
= 0.0053), la regulacion negativa de Pou4f1 (-6.27, P = 0.0001) afectaria la

neurogénesis, debido a que es importante en este proceso, actua como factor

VMBA BUAP



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

de transcripcion, la regulacidon negativa de Erbb2 (-2.20, P = 0.0134) afectaria
la neuroproteccion y reparacion tras el infarto [248], la regulacion negativa de
Map2 (-2.63, P = 0.0114), un marcador de neuronas piramidales maduras
sugiere una disminucion de estas células a causa de la isquemia cerebral
[249], Pard3 (-2.61, P = 0.0038), la regulacion negativa de S100b (-2.11, P =
0.0012) podria ser protectora, ya que incrementa durante enfermedades
neurologicas debido a la activacion astroglial [250], sin embargo, también tiene
un efecto cdmo una proteina de unién a calcio, participa en la progresion del
ciclo celular y diferenciacion, actua en la extension de neuritas, astrocitosis y

proliferacion axonal e inhibe el ensamble de microtubulos.

Los genes que se regularon positivamente por el proceso hipoxico
isquémico cerebral fueron; en apoptosis Pax2 (1.47, P = 0.0487) y Pax3
(16.81, P = 0.0003), de los factores de crecimiento y citocinas: Gdnf (2.51, P =
0.0123), el cual tiene un efecto protector en neuronas dopaminérgicas [251], la
regulacion positiva de S100a6 (1.50, P = 0.0016) regula tanto la degeneracion
neuronal asi como en la regeneracion, puesto que mejora los procesos
cognitivos  [252], vy Bmp2 (2.68, P = 0.000) promueve la supervivencia
neuronal, sin embargo este proceso es mediado por BDNF que se encuentra
disminuido [253] sugiriendo que se favorece la diferenciacion glial [254]. De la
via de senalizacion de Notch, Hes1 (2.24, P = 0.0012) esta involucrado en la
angiogénesis dentro de la via de senalizacion Notch-Dll4 [255]. Pax3 (16.81, P
= 0.0003) promueve la inhibicion de la apoptosis [256], los genes que
participan en la migracion celular fueron Dcx (1.49, P = 0.0378) y Drd2 (2.26, P
= 0.0013).
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La administracion profilactica de zinc regula negativamente genes que participan
en la funcionalidad sinaptica, proliferacidon y migracion

Estudios previos en ratones han demostrado que la suplementacion de Zn a
dosis bajas (15 ppm) revierte la reduccion de marcadores sinapticos y de
neuroblastos causado por la obesidad, pero a dosis altas (60 ppm) la
suplementacion con Zn exacerba la reduccion de dichos marcadores [257], a dosis
bajas aumenta los niveles de BDNF [258] incrementando la proliferaciéon de
precursores neuronales en el hipocampo de rata después de una lesién cerebral

traumatica [40].

La administracion profilactica subaguda de zinc (Figura 24) provocé la regulacion
negativa de genes que participan en las siguientes funciones:

1) Funcionalidad sinaptica: como el gen que coficfica para la proteina neurotrofica
glial S100b (-1.64, P = 0.01) y S100a6 (-4.80, P = 0.03), que es liberada después
de una lesion cerebral en ratas, lo que sugiere una disminucion de la astrogliosis.
S100b en concentraciones nanomolares o inferiores se asocia con la activacion de
la neurogénesis en el hipocampo y mejora la funcion cognitiva, la proliferacion
celular temprana en la SGZ, asi como la supervivencia celular y la migracion a la
GCL, ademas promueve la diferenciacion neuronal [259]. Sin embargo, la
regulacion negativa de S100b evita la disrupcion del potencial de membrana
mitocondrial y por lo tanto del estado redox de la celula, evitando un fenotipo
progenitor neuronal gliocéntrico, asociado a HSA21 y a los niveles de la proteina
precursora amiloide (APP) [260]. Mientras que, S100a6 es un marcador especifico

de células madre neurales y precursores de astrocitos.

2) Diferenciacion y Migracion: La administracion subaguda de zinc causo la
regulacion negativa de Mef2c (-2.38, P = 0.02), Neurod1 (-1.96, P = 0.00), Pou4f1
(-8.49, P = 0.04), no solo sugeririan una disminucion en la diferenciacion de
neuroblastos si no que se veria disminuida la migracion ordenada y dirigida.
Nrcam (-2.96, P = 0.00), Dcx (-2.00, P = 0.04), Map2 (-1.84, P = 0.04), Ndp (-8.90,
P =0.04).
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Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

La administracion profilactica subaguda de zinc en la fase temprana del proceso
hipoxico isquémico cerebral promueve la transcripcion de genes involucrados en
la neurogénesis

Dentro de los genes que fueron regulados positivamente por el proceso isquémico
en la fase temprana en ratas tratadas con zinc se encuentran los que participan en

las siguientes funciones:

1) Precondicionamiento: Adora2a (2.32, P =0.01) ademas de Adoral (2.61, P =
0.07) la cual habia sido regulada positivamente unicamente por la administracion
subaguda de zinc, Adoral regula la respuesta inmunolégica a través de la
expresion de IL-10 después de un proceso isquémico [261]. Adora2a tiene un
efecto protector en la isquemia al corazén [214], disminuyendo la produccion de
TNF.

2) Migracion neuronal: como Drd2 (2.32, P = 0.00). Aunque en esta fase, se
encuentra la regulacién negativa de genes de diferenciacion celular como Nog (-
1.98, P =0.04) , Nrcam (-1.82, P =0.04) , Pou4f1 (-22.44, P =0.00) y Nrg1 (-1.38, P
=0.05). Asi como de funcionalidad sinaptica; Chrm2 (-1.95, P =0.02) y Th (-1.70, P
=0.01). La regulacién de DvI3 podria tener un efecto protector ya que la remocion
de agregados de DVL3 promueven la activacién de la via de Wnt que participa en
la proliferacion celular [262].

3) Moléculas de adhesion celular: La administracion subaguda profilactica de zinc
en la fase temprana del proceso isquémico cerebral causo la regulacién negativa
de Nrcam (-1.85, p = 0.04), que en procesos isquémicos se ha relacionado con el

remodelamiento del hipocampo [263].
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Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

La administracion profilactica de zinc promueve la transcripcion de genes
involucrados en la neurogénesis en la fase tardia del proceso hipdxico isquémico
cerebral

Hemos utlizado el termino de pre-condicionamiento al referirnos a aquellos
procesos que se encuentran activados por la administracion subaguda de zinc
antes del dafo isquémico, sin embargo existen otros procesos como la expresion
de genes que ocurre después del dano pero solo en aquellas ratas que fueron
tratadas con zinc con lo cual se observa que ademas existe un proceso de post-
condicionamiento a través de la regulacion positiva de genes implicados en las

siguientes funciones:

1) Diferenciacion celular: Bmp2 (5.2852, P =0.01), Hes1 (1.1313, P =0.052) y Pax3
(3.9793, P =0.038). Bmp2 ha demostrado tener efectos neurotréficos en las
neuronas DA del mesencéfalo, también las proteinas que codifican estos genes
inducen crecimiento de neuritas, dependiente de la activacion del receptor de BMP
tipo | a través de la sefalizacion Smad 1/5/8 canonica [264] y promueven la
regulacion positiva de marcadores de diferenciacién neuronal como DIx2, Brn3a y
NeuroD6 [265]. La administracion de zinc regulé positivamente Hes1, que esta
asociado con el aumento de células proliferativas, mientras que durante la
diferenciacion de células progenitoras neuronales, se ha reportado la regulacion
negativa de Hes1 en células progenitoras neurales isquémicas, que coincidié con

un aumento significativo de la poblacion neuronal [266, 267].

La sefalizacién de Notch / Hes y miR-9 tienen interacciones de retroalimentacion
controlando la proliferacion y diferenciacion de células progenitoras neurales [268].
Hes1 es un objetivo clasico de la activacion de la via de sefalizacion Notch,
considerado como el maestro en la neurogénesis, Hes1 controla la diferenciacion
neuronal al inhibir la interaccién lateral celula-celula [269]. La actividad de Hes1 es
dinamica participando en funciones cémo el mantenimiento de progenitores
neurales, proliferacion, gliogénesis y depende de su expresion espacio temporal,

oscilatoria versus sostenida [270].
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La acetilacion de Pax3 en los residuos de lisina C-terminal K437 y K475 regula a
Hes1 y a Ngn2 [271], al unirse directamente a su promotor, promueve el
mantenimiento de las células madre neurales y la neurogénesis [272]. Otro efecto
de Pax3 es inducir la expresion de proteinas del citoesqueleto, regular
negativamente la proteina acida fibrilar glial durante la diferenciacién de NSCs en
astrocitos e inhibir la expresion de TUBB3, afectando con esto el crecimiento de
neuritas [273].

Sin embargo, existen otros genes regulados negativamente que tambien estan
relacionados con la diferenciacion celular, Mef2c (-2.38 p= 0.02), neurod1 (-1.96
p=0.04), Pou4f1 (-8.49 p=0.04) y Nog (-1.42 p=0.04). Mef2c tiene un efecto crucial
en la programacién temprana de la diferenciacion neuronal y la adecuada
distribucion de las capas de la neocorteza [274]. Mientras que, Neurod1 esta
reportado que contribuye a la reprogramacion transcripcional que subyace a la

diferenciacion neuronal durante el desarrollo embrionario [275].

La administracion profilactica subaguda de zinc en la fase tardia de la hipoxia-
isquemia causo la regulacion positiva de genes relacionados con el ciclo celular,
proliferacion (sefalizacion Shh y Tgfb1), diferenciacion (sefalizacion Notch y Bmp)
y funcion sinaptica en la fase tardia de la isquemia, sugiriendo un proceso de
neurogénesis. Tambien reguld positivamente el sustrato 1 de la toxina botulinica
C3 relacionado con Ras, Rac1 (1.5173, P =0.06), miembro de la pequefia familia
Rho de GTPasas, que participa en el desarrollo neuronal, incluida la migracion
celular, la morfogénesis neuronal, el crecimiento y orientacion axonal, la formacién
de dendritas, la formacién de sinapsis y la plasticidad [276-278]. Rac1 se
encuentra rio abajo tras la activacién del receptor NMDA y del receptor TrkB [279]
promoviendo la neurogénesis inducida por el aprendizaje [280]. Rac1 promueve la
proliferacion de células progenitoras a través de c-Jun-AP-1 activo y pCREB.

2) Factores de crecimiento: TGFb1 (2.7824, P =0.06) y BDNF (3.394, P =0.06)
[280]. TGFDb1 induce a los progenitores neurales a salir del ciclo celular, inhibiendo
la proliferacion de progenitores en el hipocampo adulto [281], pero promueve un
aumento de células BrdU + y células Dcx + después del accidente

cerebrovascular, mostrando neuroproteccion, neurogénesis en la SVZ y la
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recuperacion funcional del cerebro de ratéon adulto [229] y desencadenando la
inactividad de las células madre, como lo sugiere la presencia de pSmad2 en
células Sox2 positivas / GFAP positivas en ratas [281]. Aunque, TGFb1 también se
ha encontrado que perjudica el aprendizaje dependiente del hipocampo [281],
encontramos que la administracion suabaguda de zinc mejora el aprendizaje y la
memoria aun despues del dafo ocasionado por le proceso isquémico [282]. Por
otro lado, BDNF promueve la proliferacion de células NP Dcx + y la diferenciacion
a células Dcx / NeuN + y generando finalmente neuronas maduras NeuN [280].

3) Factores de transcripcion: Que estan regulados positivamente por la
administracion profilactica subaguda de zinc en la fase tardia de la hipoxia-
isquemia son Stat3 (1.7785, P =0.05) y Pax6 (1.7997, P =0.05), Stat3 participa en
la determinacién del destino de las células madre neurales [283]. La transcripcion
de Stat3 puede iniciarse mediante citocinas (IFN, IL-5, IL-6), factores de
crecimiento (EGF, HGF, LIF) y BMP2 [284]. La regulacién previa de STAT3
conduce a la activacion transcripcional de genes especificos como Bcl2 (1.4754, P
=0.01), que esta asociada con la astrogliogénesis [283], y esta indirectamente
relacionada con la supervivencia neuronal [285]. STAT3 interactua con la via
Notch y las vias NFkB [283, 286]. Ademas, la ruta de STAT3 es activada a través
de EPO también mantiene la expresiéon de Bcl-2, que se correlaciona con la
supervivencia celular después de la hipoxia / isquemia [285]. Pax6 también esta
relacionado con la proliferacion celular de células madre neurales tras la lesion
[287, 288]. Sin embargo, Pax6 se asocia con la diferenciacion neurogénica
(NeuroD), la expresion secuencialmente es Pax6, Ngn2, Trb2, NeuroD, Trb1 [289].
La regulacion positiva de Bcl2 también promueve el mecanismo de supervivencia
[290], disminuyendo la muerte celular como se ha informado anteriormente, Bcl2

promueve la generacion de células neuronales de una manera mas efectiva [291].

De la misma manera regulados positivamente Bmp2 (5.2852, P =0.01) y Bmp4
(2.6459, P =0.05). La familia de proteinas BMP esta reportado que regulan el
destino de las NSC tanto en el cerebro en desarrollo como en el cerebro adulto
[292]. En el hipocampo adulto BMP4 es el miembro primario de la familia BMP y

noggin es su principal inhibidor [293, 294], promoviendo la inactividad NSC / NPC
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del hipocampo. Sin embargo, la regulacioén positiva de Wnt3, BMP4 y ciclopamina
promuve la diferenciacion cortical [295]. La regulacion positiva de Sox2 (2.688, P
=0.01) reprime el proceso de diferenciacién y es necesario en las madre tanto en
el SNC en desarrollo cdmo en el SNC adulto [296-298], pero también actua cémo
activador transcripcional [299]. La expresiéon de Sox2 media la desdiferenciacion
de oligodendrocitos maduros [300]. Mientras que la regulacion positiva de Sox8
(1.5542, P =0.05) regula la funcion melanogénica, neurogénica y condrogénica
junto con Sox9 y Sox10, en modelos murinos Sox8 puede reemplazar a algunos
factores neurogénicos y gliales (sensoriales y simpaticos) [301]. Pou3f3 (1.5891, P
=0.07) regulada positivamente tiene cdmo gen objetivo Shh [302, 303]. Pou3fs
suprime al efector Hes5 de la via de Notch y promueve la expresion de factores de
transcripcion pro-neuronales como Tbr2 y Tbr1 en la corteza cerebral [304]. Sox2
activa la via Shh [289, 305]. La regulacion positiva de la sefalizacion favorece la
autorrenovacion, proliferacion y migracion de las NSC [306], la administracién de
agonistas de la via de hedgehog incrementa la supervivencia de las NSCs en el
SNC adulto tanto en SVZ como en SGZ, favoreciendo el proceso de angiogénesis
y mejorando la recuperacién funcional a largo plazo en ratones tras el accidente
cerebrovascular [306]. Hes1 y Shh se incrementaron en la SVZ alas 4 y 24 h
después de un proceso isquemico cerebral focal [228], la activacion de Shh
promueve el crecimiento de neuritas en las neuronas corticales bajo estrés
oxidativo [307]. Shh puede estar asociado con el efecto antioxidante observado en
estudios previos [29], debido a que reduce la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), y aumenta la actividad de SOD [307].

3) Via de sefializacién Notch: La administracion profilactica subaguda de zinc en la
fase tardia de la hipoxia-isquemia causo la regulacion positiva de Notch1 (2.6039,
P =0.06) y Notch2 (1.5019, P =0.02), implicados en la neurogénesis adulta tant en
la SVZ [308, 309] como la SGZ [310, 311] y la integracidn de neuronas nuevas [312]
favoreciendo la memoria espacial [313]. Notch1 y Notch2 se incrementan tras el
proceso de isquemia [311]. Aunque, Notch tiene un efecto dual en la isquemia,
participa tanto en el proceso apoptotico como en la angiogénesis [311] 0 en la
neurogénesis de la SVZ del cerebro de rata normal e isquémico [228].

Encontramos que el zinc disminuy6 la muerte celular [282]. Notch1 promueve la
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angiogeénesis para restablecer el flujo de sangre en el cerebro despues de una

obstruccion [314].

La administracion profilactica subaguda de zinc en la fase tardia de la hipoxia
isquemia causo la regulacion positiva de DIl1 (4.4679, P =0.01) en la fase tardia
de la isquemia, ligando del receptor Notch1. La sefalizacion de DII1 es necesaria
para regular la neurogénesis [315]. DII1 y Hes5 son los principales mediadores rio
arriba y rio abajo, respectivamente, de la sefalizacion Notch en el mesencéfalo
ventral en desarrollo [316].

4) Funciones Sinapticas: Otro gen regulado positivamente fue Apbb1 (1.8984, P
=0.07) el cual promuve el crecimiento de neuritas mediante la sefializacién ARF6-
Rac, neurogénesis, migracion y el corrrecto posicionamiento neuronal, formacion

de sinapsis, plasticidad sinaptica, y aprendizaje y memoria [317].

La regulacion positiva de Adora2a, altamente expresada en el cuerpo estriado del

SNC adulto, esta asociada a neuritogénesis y proliferacién [318]. La activacion de
A2A conduce a la regulacion positiva de la expresion de VEGF. Ndn (1.8455, P
=0.07) facilita la salida del ciclo celular acttando como supresor del crecimiento
[319].

La administracion profilactica subaguda de zinc en la fase tardia de la hipoxia-
isquemia causo la regulacion positiva de Rtn4 (1.6394, P =0.07) y Nrg1 (1.7997, P
=0.05), cuya interaccion con Nogo-66/NgR1 reduce la proliferacion de las NSCs,
pero también esta implicada en la regulacion homeostatica de la neurogénesis en
la SVZ de ratdén adulto y la migracién tangencial de neuroblastos a lo largo de la
via media rostral [320].

La administracion profilactica subaguda de zinc en la fase tardia de la hipoxia-
isquemia causo la regulacion positiva de Drd2 (4.2386, P =0.02), la neurogénesis
en el hipocampo modulada por la dopamina es principalmente a través del
receptor D2 [321]. Drd2 esta asociado con la induccién de neuroproteccion tras el
dafo causado por ROS [322] o actuando ellos mismos como secuestradores [323].
Otro efecto neuroprotector de Drd2 es inducir la expresion de GDNF, NGF y BDNF
en astrocitos [324], asi como la reduccién del tamafio de la lesion y la modulacion
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del entorno inflamatorio de las células vecinas [325]. Es probable que la accion de
BDNF y GDNF sea regulando positivamente el receptor NTR activando factores de
transcripcion especificos como Brn3, NeuroD1 y GATAS3 [326, 327] ademas estos
factores de crecimiento favorecen el crecimiento de neuritas [327] el aumento de
BDNF y GDNF en la region CA1 del hipocampo en el accidente cerebrovascular
isquémico se asocia con la recuperacion de la memoria y el aprendizaje en la rata
[328]. Los factores neuroféricos modulan la expresion del transportador de zinc
ZIP2 y aumentan su absorcion, regulando su homeostasis, ZIPT y ZIP14
incrementaron su expresion por la activacion de CNTF y PEDF y ZnT6 por CNTF y
GDNF [329].
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La inhibicion de la produccion de 6xido nitrico y la neurogénesis en la fase
temprana y tardia del proceso hipoxico isquémico cerebral

Efecto de la inhibicion de NO en la isquemia cerebral

La administracion superaguda del inhibidor inespecifico de las NOS (L-NAME)
antes del proceso isquémico reguld positivamente genes en la fase temprana

(Figura 27) que participan en los siguientes procesos:

1) Proliferacion: Ep300 (1.65, P = 0.0224) que no habia sido causado por la
isquemia en la fase temprana por lo que este efecto se debe absolutamente a
la inhibicion de la produccion del de 6xido nitrico durante el dafio agudo por la
isquemia, de los genes involucrados en la funcionalidad sinaptica causo la
regulacion positiva de Fgf2 (2.19, P = 0.0026) activa su receptor FGFR1 y la

via de ERK 'y promueve el proceso de diferenciacion.

2) Diferenciacion: Pax6 (1.85, P = 0.0241), y Pard3 (2.04, P = 0.05) promueve
el crecimiento de microtubulos durante la proliferacion. Factores de
crecimiento son: S100a6 (1.52, P = 0.0326), y citocinas como Cxcl1 (3.51, P =
0.036), de Robo1 (1.86 p = 0.0413) y la regulacion negativa de Nrcam (-1.51 p
= 0.0408), esto podria sugerir una disminucion en la proliferacién por la
regulacion negativa del factor de transcripcion Ndn, sin embargo de la baja
tasa de proliferacion, la regulacion negativa de Nrcam sugeriria que la
proliferacion existente seria simétrica [330]. En la diferenciacion celular causo
la regulacion positiva de Cdkrap2 (1.66, P = 0.19), Chat (1.60, P = 0.0415),
Hes1 (1.60, P = 0.0311) y de Heyl (1.85, P = 0.0161), Drd2 (4.41, P = 0.0644),
Fgf2 (2.20, P = 0.0026), Pard3 (2.04, (P = 0.0522), S100a6 (1.52, P = 0.0326),
Cxcl1 (3.51, P = 0.057), la cual estan involucrados en la proliferacion de células

gliales.

3) Via de senalizacion de Wnt: Ssh (1.66, P = 0.05). La inhibicion de la
produccion de NO ha sido controversial, ya que se ha encontrado que NO
regula la proliferacion y migracion de progenitores o es antiproliferativo tanto in
vitro como in vivo, pero también esta involucrado en la diferenciacion neuronal,
supervivencia y plasticidad neuronal, por lo que podemos ver con nuestros

resultados que el NO en la fase temprana inhibe la transcripcion de genes
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involucrados en la proliferacion y diferenciacién celular [75]. Sin embargo, el

analisis de proliferaciéon con BrdU nos indica que existe una disminucion de la

proliferacion, debido a que ERK esta disminuido al igual que los factores de

crecimiento a las 24 h post reperfusion.

uouny Jjod sopepowcoe SoAIJeXJuSIS JUIWENJIPRSD SOIGED U0O dJudwenljedau
A awawenysod sopgnias sauan ‘(D ‘soaljedufis djudwWeN}sIpe}s? soiqued uoo saudd sof esed Fuys ewoajoud
-eu1ajoud uodeRIdIU Ip Ssieuy (g “onudFoanau ewoldiiosues) |2 esed ouedyna odi} ap oojedn (Y Y8 OSI+NT "LZ eandiy

J
d eApedaN
PN

weduN  WeuN  weuy  weuy Uss ugpenday
92007S oxeg

€pieg [AoH

U84 TS%H PO eAgisod
1ey) Es_ ey 1AoH gsa £pJed

Pa Toq0y 2denyp) 159H w0ed3  ooedy  UoPeIndy

od1wanbsi 0sad0.d |ap eueidway asey
e] ua pepijeuoduny A uoiesajjoud ‘euaniniadns e) 33310A.} 021131U OPIXO [3p UORIGIYU! E]

BUAP

VMBA



Posgrado en Ciencias Quimicas Tesis Doctoral

La administracion conjunta profilactica subaguda de zinc (Zn96h) y
superaguda de L-NAME en la fase temprana del proceso isquémico cerebral
(Figura 28) reguld genes involucrados en las siguientes funciones:

1) Diferenciacion neural: regulé positivamente Adora1 (4.77, P = 0.02), como lo
habia inducido la sola administracion de zinc, sin embargo, también incrementé
Adora2a (5.52, P = 0.001), Alk (2.52, P = 0.04), como lo encontramos con
Zn+lsq8h ademas de Drd2 (5.48, P = 0.04), que estan involucrados en los
procesos diferenciacion [331].

Sin embargo, la inhibicidén de la produccion de NO regulé negativamente genes
involucrados en la diferenciacion celular como son: Mef2c (-1.83, p,=,0.052),
Neurog1 (-2.90, p = 0.076), Nog (-1.55, p,=,0.058) y Pou4f1 (-7.68, p = 0.013).
Esto nos sugiere que el NO esta involucrado en los procesos de diferenciacion

celular en la fase temprana.

Aunque en la fase tardia (Figura 29), la inhibicion de la produccion de NO
no modificd algunos genes inducidos por la administracion profilactica de zinc,
si podemos observar que hubo una regulacion positiva de genes involucrados
en la proliferacién celular como es Ep300 (1.17, P = 0.01), que habia sido
regulado negativamente en el proceso isquémico cerebral en la fase tardia,

observando que existe un proceso de respuesta tardio al dafio isquémico.
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2) Via de sefializacion de Wnt: DvI3 (1.79, P= 0.0079), Ssh (1.13, P= 0.04)
como de Notch; DII1 (1.87, P= 0.002), Notch1 (1.63, P= 0.02), Nrg1 (1.09, P=
0.407), y de TGFb; Bmp2 (7.42, P= 0.0001), y genes de diferenciacion celular;
Bdnf (3.18, P= 0.0264), Chat (1.56, P= 0.001), Hes1 (1.95, P= 0.0034), Heyl
(1.70, P=0.013), Lif (1.93, P= 0.04), Neurod1 (1.60, P= 0.007), Rtn4 (1.15, P=
0.01), Mdk (1.31, P=0.02), y Pax6 (1.37, P= 0.02), Neurod1 (1.60, P = 0.0007),
el cual es iniciador de la diferenciacion neuronal, o genes de supervivencia
celular cémo S100a6 (1.47, P = 0.001), Ntf3 (5.19, P = 0.0009) y Bmp2 (7.42,
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3) Via de Notch: DII1 (1.87, P = 0.002), Hes1 (1.95, P = 0.0034), Hey1 (1.70, P
= 0.0132), Notch1 (1.63, P = 0.022), DvI3 (1.79, P = 0.0079), Shh (1.13, P =
0.04), de la via de TGFb tenemos Bmp2 (7.42, P = 0.000).

4) Diferenciacion: Cdk5r1 (-2.14, P = 0.02), Cdk5rap2 (-1.38, P = 0.02), Mef2c
(-2.10, P = 0.02), Neurog1 (-3.93, P = 0.03), Nrcam (-2.72, P = 0.02), Pou4f1 (-
32.06, P = 0.000), Chrm2 (-1.84, P = 0.0235), Creb1 (-3.03, P = 0.0468), Apbb1
(-1.31, P = 0.03), Map2 (-1.87, P = 0.02), Artn (-2.97, P = 0.006), Gpi (-1.76, P
= 0.02). Neurog1 es un factor de transcripcidon involucrado en la diferenciacion
neural durante el desarrollo de la corteza cerebral y después del dafo para
favorecer la diferenciacion celular y el crecimiento de neuritas en la zona
subventricular (SVZ) después de procesos isquémicos [332], se podria sugerir
un proceso de proliferacion tardia cuando ya ha pasado el tiempo de vida
media del L-NAME [333].
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Participacion del oxido nitrico sobre la maduracion celular causado por la
administracion profilactica de zinc durante un proceso hipdxico isquémico
cerebral
En el protocolo de maduracién (Figura 30) podemos observar que la
isquemia disminuy6 el numero de células positivas de BrdU, mientras que el
grupo Zn+lsq previno la pérdida de células positivas, sugiriendo que previno la
muerte celular de células en proliferacion y que maduraron a los 30 dias post-

reperfusion.

El proceso isquémico disminuyo 71.3 + 1.3% las células BrdU positivas
a los 30 dias post-reperfusién, mientras que la administracién profilactica de
zinc en presencia o ausencia de NO no modificé el numero de células cuando
se compara con el grupo control. La administracién profilactica de zinc previene

la pérdida de las células durante un proceso hipdxico-isquémico cerebral.

En estudios previos han sugerido que el zinc es requerido para la
diferenciacion neuronal, mostrando un efecto en el control epigenético para
inducir la proliferacién y diferenciacion neuronal de células madre en el cerebro
adulto [334]. Ademas, podemos sugerir que el zinc esta promoviendo la
regulacion transcripcional de genes involucrados en la supervivencia celular,
proliferacion y diferenciacién, sin embargo, no observamos cambios en el
numero de células positivas a BrdU en este protocolo experimental cuando se
compara con el grupo control sin tratamiento, pero si hay diferencias con el

grupo isquémico.

La participacion del NO en el estudio de la transcripcion en la fase
temprana se observa que tiene un efecto dafino, ya que al inhibir el NO se
promueve la proliferacién celular, pero en el protocolo de BrdU a las 24 h no se

observa que influya en la proliferacion celular.

En estudios previos, se ha demostrado que la administracion profilactica de
zinc causa un incremento de NO en la fase temprana e inhibe el incremento en
la fase tardia después de una isquemia cerebral y la administracion de un
inhibidor de la produccién de NO (L-NAME) causa el incremento de NO a partir
de las 72 h, cuando el efecto del inhibidor ya no esta presente [282]. Por lo
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que, a los 30 dias post-reperfusion se observa que se mantiene el numero de
células positivas a BrdU, sugiriendo que el mayor efecto es debido al zinc, sin
embargo, se observa que hay una tendencia a incrementar, sugiriendo que el
segundo incremento de NO podria estar participando en el proceso de
proliferacion, ya que el BrdU mantiene su distribucién en el organismo
aproximadamente una semana, como se observa en el estudio transcripcional,
donde existen genes que son regulados positivamente en el grupo Zn+lsq 7d
que se encontraban regulados negativamente en el grupo isquemia 7d.

CZn9%6h

Zn+lsq

# Celulas BrdU +
S 8 8
g8 8 8

=
=3
=3
O

Zn+LN+Isq

Figura 30. Fase de maduracion en el proceso de neurogénesis. Imagenes

representativas de la inmunohistoquimica contra BrdU 30 dias post isquemia. Se

observan las marcas positivas a BrdU para cada uno de los grupos (n = 3).
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RESUMEN

* La Administracién profilactica subaguda de zinc en presencia de Oxido
nitrico promueve la supervivencia celular, mediante la induccion de la
expresion de quimiocinas y factores de crecimiento como: BDNF, VEGFA,
NGF, SDF-1, CCL2) a través de la via de sefnalizacion de ERK 'y NFkB.

* La Administracién profilactica subaguda de zinc en presencia de Oxido
nitrico previene la disfuncion endotelial a través de la expresion de eNOS
en la fase temprana.

* La Administracién profilactica subaguda de zinc en presencia de Oxido
nitrico promueve el proceso regenerativo a través de la expresion de iINOS
en la fase tardia.

* La administracién profilactica subaguda de zinc en presencia de Oxido
nitrico regula el transcriptoma neurogénico.

* La administracién profilactica subaguda de zinc en presencia o ausencia de
oxido nitrico evita la pérdida de la proliferacion y maduracion de células en
la zona subgranular causado por la isquemia cerebral.

* EIl 6xido nitrico regula genes involucrados en la diferenciacion neuronal a

los 7 dias post-reperfusion.
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CONCLUSION

La administracién profilactica subaguda de zinc en presencia de Oxido
nitrico tiene un efecto epigenético sobre el transcriptoma de genes neurogénicos,
promoviendo factores de crecimiento, quimiocinas, genes de proliferacion,
diferenciacion, migracion y maduracion, rescatando a la neurona de la muerte

celular.

PERSPECTIVAS

1. Evaluar si existe restablecimiento de la funcionalidad neuronal con pruebas
de memoria a largo plazo de los grupos estudiados a los 21 d y 30 d post
reperfusion

2. Evaluar la recuperacion de la cito-arquitectura del hipocampo a los 14 d y
21 d por medio de un analisis histopatologico.

3. Analizar la neurogénesis en la zona sub-ventricular y la migracién hacia la
corteza cerebral

4. Verificar si el efecto protector de la administracion profilactica subaguda de
zinc se mantiene en un modelo de isquemia severa.

5. Evaluar el efecto del zinc sobre los genes de metilasas, desmetilasas,
acetilasas y desacetilasas que modifican el patrén de expresion del

transcriptoma neurogénico.
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