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Resumen

Los accidentes cerebrovasculares (ACV) representan un grave problema de
salud publica a nivel mundial. Las caracteristicas de la fisiopatologia de los ACV’s son
la disminucién de oxigeno y nutrientes al tejido cerebral afectado, depende de del
tiempo de duracion de la obstruccion sanguinea, lo cual puede reflejar el dafio causado.
Diversas moléculas han sido involucradas en el dafio isquémico, dentro de estas, el
oxido nitrico participa durante las etapas del dafio post-isquémico.

El Oxido Nitrico participa de igual manera en la amplificacion del aprendizaje y
memoria asi como en la exacerbacion del dafio provocado por un infarto cerebral, la
diferencia radica en las concentraciones que se producen en ambos casos. En
condiciones patolégicas tal como sucede en los ACV's, el Oxido nitrico potencializa
mecanismos inflamatorios y neurotoxicos que tienen como fin el dafio celular y la
muerte neuronal. Las investigaciones en el tratamiento del infarto isquémico con el uso
de inhibidores inespecificos de la Sintasa del Oxido Nitrico (NOS) como el L-w-Nitro-
Metil-Arginina Ester (L-NAME) se enfocan en disminuir el dafio celular provocado por la
sobre-estimulacion de las Sintasas del Oxido Nitrico tras un episodio isquémico
manteniendo funciones cerebrales esenciales que dan soporte a la conducta de los
sujetos de experimentacion, disminuyendo asi la neurodegeneracion y produccion de
sustancias citotoxicas (Malonildialdehido, 4-Hidroxialquenales, Nitritos) en la zona
cerebral afectada.

Para llevar a cabo este trabajo se evalué un modelo de obstruccion y dafio
cerebral, la obliteracion de la arteria carétida primitiva (OACP) en un modelo de
experimentacion (rata). Los grupos control fueron 1) Control sin tratamiento, 2) Control,
3) Isquemia, 4) L-NAME (10mg/kg, via i.p.) y 5) L-NAME + Isquemia (10 mg/kg via i.p.
1h antes de la OACP) cada grupo fue subdividido en Aprendizaje y Aprendizaje-
Memoria. La evaluacion de Aprendizaje y Memoria se llevé a cabo en el Laberinto
Acuatico de Morris (LAM) que consta de 4 ensayos por dia durante 5 dias consecutivos
y la memoria fue evaluada 7 dias después del ultimo dia de aprendizaje. En ambas
evaluacion de Aprendizaje se registré la latencia de escape (tiempo que tarda la rata en
localizar la plataforma de escape localizada en la zona sureste del Laberinto Acuético
de Morris) y en la evaluacion de la memoria se retiré la torre de escape de la piscina y
se registré el nimero de visitas en la zona sureste del Laberinto Acuatico y la latencia
para localizar dicho zona. Todos los animales de experimentacion fueron sacrificados al
final de las evaluaciones para obtener el cerebro y disectar la corteza temporo-parietal
izquierda para determinar Malonildialdehido y 4-Hidroxialquenales, Zinc, Nitritos y
Proteinas Totales.

Las evaluaciones en el LAM muestran que el NO esta involucrado en el
aprendizaje y la memoria (Grupo L-NAME vs Control), la isquemia no perjudica el
aprendizaje pero si modifico la recuperacion de la informacion (Isquemia vs Control) y el
tratamiento con L-NAME ante la OACP por 10min, no altera significativamente el
aprendizaje y recupera la funcion de memoria alterada por la Isquemia (Isquemia vs L-
NAME Isquemia)




Los resultados muestran un aumento en los valores del MDA y 4-HDA en los
grupos Problema respecto al grupo Control (p<0.05) tras la evaluacion de Aprendizaje
(4 ensayos por dia, 5dias consecutivos) y Memoria (un ensayo 7 dias después del
ultimo ensayo de Aprendizaje). Los valores de Nitritos mostraron una disminucion en los
grupos tratados con L-NAME, tanto para los grupos Aprendizaje y Memoria, respecto al
grupo control (p<0.05). Mientras que los valores de Zinc no muestran cambios
significativos entre grupos respecto al grupo Control Ap, pero si una tendencia a
disminuir en los grupos Aprendizaje, y variaciones en los grupos Memoria.

Estos resultados podrian la participacion del Oxido Nitrico en el desarrollo del
aprendizaje y la memoria, la isquemia cerebral no afecta el aprendizaje, pero si la
memoria. El tratamiento previo con L-NAME disminuye el estrés nitrosativo que se
presenta en condiciones isquémicas a pesar del incremento de los niveles de MDA y 4-
HDA y no repercute en el rendimiento de las ratas en el Laberinto Acuético para
desarrollar aprendizaje y memoria.




1. Bases moleculares del Aprendizaje y la Memoria en la
Potenciacién al Largo plazo

El aprendizaje es una manifestacion de supervivencia que expresan los
individuos como respuesta a un ambiente con estimulos continuos generados por el
medio ambiente para su desarrollo (White, 2008). Mientras tanto la memoria constituye
la retencion y almacenamiento de la informacion adquirida durante el proceso de

aprendizaje (Carrillo-Mora et al., 2009).

La vias neuronales del aprendizaje y la memoria dependen de la activacion de
los receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA) (Giese & Mizumo, 2013). Las principales
terminales glutamatérgicas se encuentran en el Giro Dentado (GD) del Hipocampo
(Doze &Perez, 2012). El hipocampo y la corteza temporal, son estructuras cerebrales
implicadas en el correcto desarrollo del aprendizaje y la memoria. Estudios in vivo
muestran gue lesiones en el hipocampo y en la corteza temporal pueden afectar estos
procesos (Kandel, 2000; Morris et al., 1982).

2. Estructuras cerebrales relacionadas con el aprendizaje y la
memoria

El cerebro cuenta con distintas estructuras que mantienen y desarrollan procesos
aprendizaje y memoria, tal es el caso de la amigdala (Akirav & Maroun, 2007) la
corteza cerebral y el hipocampo (Carrillo-Mora et al., 2009; Morris et al., 1982). Cada
estructura estd relacionada con un tipo de aprendizaje y memoria diferente, por
ejemplo, en la amigdala se desarrolla aprendizaje y memoria condicionada por aversion
(Waltereit & Weller, 2003; Abel & Nguyen, 2008); en la corteza cerebral se puede
desarrollar el aprendizaje inducido por miedo y navegacion espacial (Akirav y Maroun,
2007) y en el hipocampo se desarrolla el aprendizaje y memoria espacial (Carrillo-Mora
et al., 2009; Morris et al., 1982; Morris, 1984; Vicens et al., 2003).

El hipocampo funciona a partir del principal neurotransmisor excitatorio, el

glutamato. El circuito hipocampal también conocido como circuito trisinaptico consta de




zonas (CA1, CA3 y Giro Dentado) que se intercomunican para poder llevar a cabo la
plasticidad en el hipocampo, adicionalmente este recibe informacién de regiones
corticales y subcorticales al Giro Dentado (DG), la informacion es transportada a la
region CA3, a través de la via colateral de Schaffer, la informacion es transportada a la
region CA1l, en donde el estimulo es capaz de promover la sinapsis hacia las regiones
corticales y subcorticales (Swcatt, 2003) , (ver figura 1).

Areas corticales

> y subcorticales
Regién CA1 Regién CA3 ¢ Giro Dentado
hipocampal hipocampal (DG)
A
Via colateral <
De Schaffer

Figura 1. Descripcion del circuito trisinaptico. Las regiones del hipocampo tienen una gran relacién
con la memoria espacial en ratas. Las interconexiones entre zonas permiten el correcto funcionamiento

del circuito trisinaptico (tomado de Swcatt, 2003).

3. La inflamacién influye en el Aprendizaje y la Memoria

Los procesos de neurogénesis se ven influenciados de manera positiva en
ambientes enriquecidos o con factores que la promueven, tal es el caso del ejercicio, en
donde la microglia interviene en la proliferacion celular promoviendo la neurogénesis y
plasticidad sinaptica. Por otra parte existen factores que disminuyen o afectan la
neurogénesis, por ejemplo: el envejecimiento y procesos inflamatorios. Las citocinas
pro-inflamatorias que son producidas durante un dafio celular promueven un ambiente
toxico para las células que no han sido dafiadas, sin embargo moléculas como los
factores de crecimiento propician un ambiente apropiado a neuronas. En otras palabras
existe una relacion inversa entre factores de crecimiento y citocinas pro-inflamatorias y

por la tanto en el Aprendizaje-Inflamacion (Kohman & Rhodes, 2013).

—
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Ha sido mostrado que la inflamacién afecta etapas de la formacién de la memoria
dafiando la adquisicion o alterando la consolidacion y recuperacion de la informacion.
Actualmente, los mecanismos a través de los cuéles la inflamacion dafa las areas
cerebrales implicadas en la funcidén cognitiva permanecen desconocidos. Sin embargo,
diversos procesos que ya se conocen juegan un papel en el aprendizaje y la memoria
dafiados después de la activacion del sistema inmune. Por ejemplo, evidencias indican
que la inflamacion puede alterar procesos cognitivos a través de la Potenciacion a
Largo Plazo (por sus siglas en ingles LTP, Long-Term Potentation), uno de los mas
amplios mecanismos de reorganizacion celular para el aprendizaje y la memoria. Un
mecanismo adicional a través del cual la inflamacién podria interrumpir funciones
cognitivas es alterando de los niveles de factores troficos a nivel cerebral como el
Factor de Neurotréfico Derivado del Cerebro (por sus siglas en ingles BNDF, Brain
Derived Neurotrophic Factor), Factor de Crecimiento Nervioso (por sus siglas en ingles
NGF, Nerve Growth Factor) y el Factor de Crecimiento semejante a la Insulina (por sus
siglas en ingles IGF, Insulin-like Growth Factor) los cuales estan criticamente
relacionados con el sustento de la formacion de la memoria, la neurogénesis y LTP
(Kohman & Rhodes, 2013).

La inflamacion también estd asociada con una reduccién de la activacion
neuronal inducida por eventos nerviosos normales medidos a través de la expresion
inmediata de genes tempranos como Arc, indicando que la neuro-inflamacion interfiere
la funcién cerebral para el aprendizaje por experiencia cuando se compara contra
encéfalos saludables. La inflamacion disminuye la neurogénesis, por lo que ha sido
correlacionada con el bajo rendimiento en diversas tareas de comportamiento que
muestran un déficit posterior a la activacion inmune. Esta informacion potencialmente
indica que la inflamacién induce un déficit en el rendimiento cognitivo que podria estar
relacionado a la reduccién en la neurogénesis, particularmente cuando la respuesta

inflamatoria persiste por periodos de tiempo largo (Kohman & Rhodes, 2013).

Estudios clinicos muestran una relacion entre la velocidad de sedimentacion
globular y el deterioro cognitivo post-infarto que se presenta particularmente en un test
de memoria y una reduccién del volumen hipocampal en pacientes que han sobrevivido

a un infarto cerebral, ademas, marcadores inflamatorios pueden estar interviniendo
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negativamente por diferentes vias (que aun no estan claras) en el declive cognitivo
(Kliper et al., 2013).

4. Relacién de los Accidentes cerebrovasculares y la demencia

El infarto cerebral puede ocasionar demencia por tres diferentes mecanismos:

a) Los infartos pueden tener una ubicacion critica. La lesion del tAlamo o del area
temporal puede producir amnesia; la lesién de la arteria cerebral media puede dar
origen a trastornos cognitivos, alteracion del lenguaje o la discriminacion espacial; la

lesion del I6bulo frontal (arteria cerebral anterior) puede originar trastornos de memoria.

b) En los infartos multiples dispersos, uno solo no es suficiente para producir un
deterioro cognitivo importante, pero la influencia de estos aumenta el volumen de dafio

cerebral hasta en 100 cm?.

c) Los vasos sanguineos de bajo calibre afectados en el infarto afectan sobre todo a la
sustancia blanca cerebral profunda produciendo lagunas mentales dispersas o lesiones

isquémicas mas profundas (Kandel, 2000).

5. Infarto

La definicion de infarto hace referencia a la porcion de parénquima privada
subitamente de circulacién sanguinea por la obstruccién de vasos arteriales o venosos
y el conjunto de fenbmenos patolégicos consecutivos a esta obstruccion (Diccionario
Médico).

Los infartos localizados en el territorio de la arteria cerebral media (corteza y
sustancia blanca) causan el sindrome de ictus (ataque subito), debilidad contralateral,
hipoestesia y alteracion del campo visual (hemianopsia homoénima) y segun el
hemisferio afectado hay presencia de trastornos en el lenguaje y la percepcién espacial
(Kandel, 2000).




6. Respuesta fisiolégica de los vasos sanguineos ante un infarto
isquémico

El cerebro recibe el 20% del flujo total de sangre, independientemente de
cualquier evento que pueda suscitarse. La presion arterial del flujo sanguineo cerebral
debe descender 60mmHg y mantener una autorregulacion. El flujo sanguineo cerebral
(FSC) es de 50 mL/100 g de tejido/min, este FSC estd acoplado al metabolismo
neuronal. En una condicion patolégica como lo es la isquemia el FSC desciende a 10-
20 mL/100g de tejido/min provocando una caida en la actividad neuronal conduciendo a

la muerte neuronal por necrosis y apoptosis (Kandel, 2000; Powers y Zazulia, 2011).

Los vasos cerebrales pueden modificar su calibre para responder de un modo
especifico a los requerimientos fisiologicos alterados. Existen dos tipos de mecanismos
de autorregulacion ante una alteracibn en la homeostasis cerebral. 1.- Cuando la
presion arterial sistémica se eleva, debe ser compensada con la vasoconstriccion de las
ateriolas cerebrales, mientras que cuando la presion arterial disminuye las arteriolas se
dilatan. Estos ajustes ayudan a mantener el flujo sanguineo cerebral adecuado. 2.- La
autorregulacion hace participes a las concentraciones de gases en sangre y tejidos asi
como el pH. Cuando la concentracion de CO, aumenta en las arterias, las arteriolas se
dilatan y se incrementa el flujo sanguineo cerebral (Kandel, 2000; Markus, 2004).
Ambos mecanismos de autorregulacién protegen al cerebro aumentando el aporte de
oxigeno y la eliminacion de metabolitos acidos en caso de hipoxia-isquemia o lesion
tisular. La isquemia no es sindbnimo de anoxia, la definicion de isquemia es la
disminucién transitoria o permanente del riego sanguineo de una parte del cuerpo,
producida por una alteracion normal o patoldgica de la arteria o arterias aferentes a ella,
con esto la disminucién del aporte de sangre al tejido privando no solo de oxigeno sino
también de nutrientes. De la misma manera la isquemia impide la eliminacion de
metabolitos téxicos como &cido lactico, especies reactivas de oxigeno (ROS),
Malonildialdehido (MDA), etc. acumulandose y produciendo dafio celular (Kandel,
2000).




7. Epidemiologia de los Accidentes Cerebrovasculares

Los accidentes cerebrovasculares (ACV’'s) son la tercera causa de muerte a nivel
mundial y la primera causa de incapacidad motora en la poblacion
socioeconémicamente activa (OMS, 2014; Pandya et al., 2011). Datos reportados
indican que los ACV’s son la primera causa de discapacidad y la segunda causa de
demencia en pacientes adultos (Lozano & Soliz, 2007; Ruiz-Sandoval et al., 2012).

Los ACV's son definidos como un grupo heterogéneo de trastornos que
modifican de manera subita la irrigacion sanguinea al cerebro, sus principales signos y
sintomas neurolégicos se manifiestan rapidamente alterando la funcion cerebral. La
principal caracteristica de los ACV’s de tipo isquémico es la obstruccion de uno o
varios vasos sanguineos que irrigan al cerebro, este proceso de oclusion se denomina

isquemia (Ruiz-Sandoval et al., 2012).

Los ACV’s manifiestan un conjunto de signos y sintomas (sindrome hipoxico-
isquémico) muy similares a los de la patologia cardiovascular que podrian tener graves
consecuencias en la integridad de los pacientes que no son tratados y/o diagnosticados
de manera oportuna. Aproximadamente un 80% de todos los accidentes
cerebrovasculares son de tipo isquémico (NIH, 2000) y se estima que el riesgo a la vida

por un infarto cerebral esta entre el 8% al 10% (Woodruff et al., 2011).

Para estudiar la fisiopatologia de los accidentes vasculares cerebrales, estos se han

divido en dos grandes grupos: isquémicos y hemorragicos.

a) Accidente cerebrovascular isquémico u oclusivo
También llamado infarto cerebral sucede cuando una arteria que suministra

sangre al cerebro esta bloqueada, lo que reduce repentinamente el flujo de sangre
causando un infarto cerebral. Los coagulos y émbolos son la causa mas comun del
bloqueo arterial (NIH, 2000).

Origen trombdtico: los coagulos son la causa mas comun del bloqueo arterial en
el infarto cerebral. En condiciones patolégicas la coagulacibn se encuentra
descompensada por diversos factores, lo que propicia un mal funcionamiento en la fase

fluida de la coagulacion, reparacion y proteccion en el endotelio (NIH, 2000).




Origen embolico: los coagulos pueden desprenderse del endotelio y convertirse
en émbolos, estos tienen libre acceso a cualquier parte del cuerpo hasta llegar a un
vaso cerebral de menor calibre en donde pueden quedar atrapados causando

obstruccion al flujo sanguineo y generando un infarto cerebral (NIH, 2000).

b) Accidente cerebrovascular de tipo hemorragico
Es causado por la ruptura de un vaso sanguineo a nivel cerebral lo que produce

una hemorragia, consecuentemente se presenta neuro-hematotoxicidad. Hay un
aumento en el volumen del liquido intersticial provocando hidrocefalia y aumento de la
presion intracerebral haciendo que la masa encefalica sea susceptible a otro infarto.
Las hemorragias intracerebrales tienen mortalidad del 30 a 50% en fase aguda, la
hemorragia subaracnoidea de 20-30%, el infarto cerebral 15-30% y la trombosis venosa
cerebral de 8-15%. Las secuelas son mayores en las formas hemorragicas del AVC
(Ruiz-Sandoval et al., 2012; (NIH, 2000).

I.  Hemorragia intracerebral: este subtipo de ACV puede ser causado por
hipertension arterial, malformaciones vasculares a nivel cerebral, angiopatia
amiloidea, coagulopatias y el uso cronico de drogas que alteran la funcion del
sistema vascular cerebral (NIH, 2000).

Il.  Hemorragia subaracnoidea: este subtipo de ACV es por causa aneurismatica o

no aneurismatica (NIH, 2000).

Si bien es importante conocer el origen del ACV, de la misma manera también es
importante definir el tiempo de duracién del accidente vascular, con base en esto el

AVC se divide en transitorio y recurrente (NIH, 2000).

8. Accidente Cerebrovascular transitorio

También llamado "mini-accidente cerebrovascular" (TIA, por sus siglas en inglés
Transitori Ischemic Accident), comienza exactamente como un accidente vascular
cerebral pero luego se resuelve sin dejar sintomas o repercusiones notables. La
aparicion de un ataque isquémico transitorio es una advertencia de que el paciente

presenta riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular mas grave. La adicion de otros




factores aumenta el riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular recurrente. La
duracion promedio de un ataque isquémico transitorio es de minutos. En casi todos los

ataques isquémicos transitorios, los sintomas desaparecen en una hora (NIH, 2000).

9. Accidente Cerebrovascular recurrente

Este tipo de accidentes cerebrovasculares son mas frecuentes y representan un
importante elemento que contribuye a la discapacidad y a la muerte por accidente
vascular cerebral. Conforme el numero de ACV’s aumenta en un paciente, también

aumenta el riesgo de sufrir incapacidad psicomotora o hasta la muerte (NIH, 2000).
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Figura 2. Clasificacion de los Accidentes Cerebrovasculares. Clasificacion en base a la fisiopatologia
de los Accidentes Cerebrovasculares (ACV's), diferencias entre ambos grupos y consecuencias que

estos provocan (tomado de Ruiz-Sandoval et al, 2012).




10. Activacion de la cascada isquémica ante un infarto cerebral

La reduccion del flujo sanguineo cerebral inicia la cascada isquémica,
conduciendo al desarrollo de la penumbra isquémica circundante y un area irreversible
de infarto (nucleo de infarto). A nivel celular, la reduccion del flujo sanguineo resulta en
una falla de la cadena transportadora de electrones y fosforilacion oxidativa,
produciendo una interrupcién en la produccion de ATP (Adenosin Trifosfato) y un fallo
en las bombas Na-K-ATPasa que conducen a un incremento del sodio (Na*) y calcio
(Ca?") intracelulares provocado por una despolarizacién de la membrana celular. El
resultado de la despolarizacion de la membrana conduce a la liberacién excesiva de
neurotransmisores excitadores como el glutamato, causando una excitotoxicidad lo que
lleva a activar la cascada isquémica (Pandya et al., 2011). La cascada isquémica es el
conjunto de fendmenos patolégicos que se llevan a cabo cuando un infarto cerebral
estd en marcha. La privacion del oxigeno y nutrientes provoca una disminucion en el pH
(acidosis lactica) que modifica la integridad de las proteinas de membrana en la
neurona, el estimulo nocivo de la obstruccion sanguinea sobre-estimula la liberacién de
glutamato a la sinapsis, el glutamato se une a sus receptores en la neurona post-
sinaptica NMDA y AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico), lo que
aumenta el flujo de Ca?* y Na* respectivamente al interior de la neurona, favoreciendo

un desbalance iénico. Las altas concentraciones del [Ca®"]

pueden activar diferentes
enzimas como fosfolipasas (para la degradacion de la membrana celular y formar
acidos grasos libres) proteasas (para degradar proteinas de membrana), DNAsas
(como las Caspasas, enzimas encargadas de la degradacion del material genético en
condiciones de muerte celular), Sintasas de Oxido Nitrico (NOS), estas enzimas llevan
a cabo la conversion de L-Arginina a L-Citrulina y Oxido Nitrico, y durante el desarrollo
patoldgico la excesiva presencia de Ca®" sobre-estimula la actividad de la Sintasa del
Oxido Nitrico (NOS) provocando que el 6xido nitrico (NO) sintetizado funcione como un
agente pro-oxidante y esta misma sobrecarga celular de Ca?* modifica la actividad
mitocondrial al punto de alterar funciones como la fosforilaciébn oxidativa liberando
enzimas de la cadena transportadora de electrones como el Citocromo ¢ oxidasa
(CcOx) (complejo Il de la cadena transportadora de electrones) este es un agente

apoptotico, en estas condiciones el transporte de electrones no se lleva a cabo




correctamente, y es inevitable la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
como el anion superéxido (O;z), ambos agentes pro-oxidantes (NO y O;) reaccionan
para generar una molécula con alto poder oxidativo, el peroxinitrito (ONOO ") en un
ambiente de acidosis como el que se presenta en la isquemia se vuelve aun mas
reactivo e inestable. EI ONOO™ puede interactuar con lipidos de la membrana
potencializando el dafio celular y aunado a la alta actividad de las fosfolipasas (PL’s) el
fendbmeno de la Lipoperoxidacion (LPO) se hace presente, los acidos grasos libres
sufren fragmentacion y oxidacién por las altas concentraciones de ROS y otra condicion
que favorece la LPO es la reaccién Fenton, en donde metales como el hierro (Fe)
presente en hemoproteinas (CcOx, hemoxigenasas, etc.) permite la formacién de mas
ROS, los productos finales de la LPO son moléculas relativamente pequefias como el
Malonildialdehido (MDA) y 4-Hidroxialguenales (4-HDA), ambas moléculas pueden
desencadenar fenomenos que finalizan en la muerte celular (Flores-Soto et al., 2011,
Lipton, 1999; Samdami et al., 1997; Ayala et al., 2014; Massaad & Klann, 2011) (ver
figura 3).
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Figura 3. Mecanismo propuesto para explicar la muerte neuronal inducida por excitoxicidad en
isquemia cerebral. NMDA, N-metil-D-Aspartato; PL, Fosfolipasa; AGL, Acidos Grasos Libres; ca*?
Calcio i6nico; Na®, Sodio i6nico; ROS, Reactive Oxygen Species en inglés (Especies reactivas de
Oxigeno); O, anion superoxido; NO, Oxido Nitrico, ONOO-, peroxinitrito; CcOx, Citocromo ¢ Oxidasa;
nNOS, Sintasa del Oxido Nitrico Neuronal; MDA, Malonildialdehido; 4-HDA, 4-Hidroxialquenales
(modificado de Flores-Soto et al., 2009).

11. Sintasas del Oxido Nitrico (NOS)

Las enzimas que sintetizan NO comprenden una familia de 6xido-reductasas que
utilizan la L-Arginina (L-Arg) y oxigeno molecular (O,) para generar L-Citrulina y Oxido
Nitrico (NO). Las isoformas constitutivas de la Sintasa del Oxido Nitrico endotelial
(eNOS) y neuronal (hnNOS) son activadas con concentraciones de [Ca®*];, mientras que
la isoforma inducible (INOS) muestra una alta afinidad al Calcio intracelular (el calcio
debe unirse a la Calmodulina para generar un complejo Calcio/Calmodulina (Ca®*/CaM)

para activar a la NOS) y activar a la Sintasa (Alexander et al., 2013; Daff et al., 2010).

11

—
| —



La tres isoformas de la NOS son homodimeros que requieren la presencia de
cofactores enziméticos como la Tetrahidrobiopterina (5,6,7,8-tetrahidrobiopterina: BH,),
Dinucleotido de Nicotinamida Adenin Fosfato (NADPHY), Flavin Adenin Dinucleétido
(FAD) y Flavin Mononucleotido (FMN) (Alderton et al., 2001; Daff et al., 2010;
Knowles & Mocanda, 1994; Li & Poulos, 2005). Estructuralmente la NOS esta
conformada por dos mondmeros, para que la NOS inicie su actividad es necesaria la
unién de ambos monomeros para formar el homodimero (Li & Poulos, 2005). Cada
monomero consta de dos dominios, uno reductasa y otro oxidasa. EI dominio reductasa
tiene sitios especificos de unién para el complejo Ca*/CaM, NADPH*, FMN y FAD,
estos dos ultimos permiten el flujo de electrones a través del dominio reductasa al
domino oxidasa para que se lleve a cabo la reaccién enzimatica (Rousseau et al.,
2005), mientras que en el dominio oxidasa se encuentra el grupo Hemo (sitio catalico)
(Alderton et al., 2001; Daff et al., 2010; Li & Poulos, 2005; Rousseau et al., 2005).
Para que la NOS funcione adecuadamente es necesaria su estabilizacion, lo cual se
lleva a cabo con la presencia de cofactores como el Zinc (Zn®") que se une
coordinadamente con dos residuos de Cisteina (un residuo de cada mondmero), este
fendmeno modifica la union de la BH4 y L-Arg y el correcto funcionamiento enzimético
de la NOS vy la BH4 la cual funciona como un cofactor redox para la reduccion de
radicales libres que se puedan generar en la reaccién enzimatica (Alderton et al.,
2001; Fostermann & Sessa, 2012; Li & Poulos, 2005) (ver figura 4).

La nNOS se expresa esencialmente en tejido neuronal, su actividad esta
regulada por Ca?*/CaM (Fostermann & Sessa, 2012; Mungrue & Bredt, 2004). La
funcion de la nNOS en el cerebro y el sistema nervioso central (SNC) es regular la
presidon sanguinea (Féstermann & Sessa, 2012; Kopincova et al., 2011; Mungrue &
Bredt, 2004). Ademas el NO derivado de la nNOS funciona en la sefializacién de la
plasticidad neuronal, incluyendo la LTP en el hipocampo y juega un papel importante en
el estrés y la respuesta adaptativa del organismo (Kopincova et al., 2011; Mungrue &
Bredt, 2004).

La eNOS esta altamente expresada en células endoteliales a lo largo y ancho del
sistema circulatorio y en células del musculo liso (Fostermann & Sessa, 2012,

Kopincova et al., 2011). La funcion de la eNOS incrementa cuando las
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concentraciones de [Ca®"]; aumentan por estrés (Kopincova et al., 2011). La eNOS
tiene una variedad de funciones fisioldgicas, incluyendo la vasodilatacion (Mungrue &
Bredt, 2004), inhibicibn de la adhesion leucocitaria y plaquetaria (Fostermann &
Sessa, 2012; Kopincova et al.,, 2011) y controla la angiogénesis (Carnicer et al.,
2013; Fostermann & Sessa, 2012).

La iNOS no es usualmente expresada en mucho tejidos, pero si en la microglia
(Garthwaite, 2008; Kopincova et al., 2011; Knott & Bossy-Wetzel, 2009), astrocitos
(Gonzélez-Barrios et al., 2002; Pannu & Singh, 2006) y macrofagos (Fostermann &
Sessa, 2012; Kopincova et al.,, 2011; Wang & Leigh, 2006). En condiciones
patolégicas como en el proceso de inflamacion, células como hepatocitos (Kopincova
et al., 2011), cardiomiocitos (Carnicer et al., 2013) células del epitelio bronquial (Wang
& Leigh, 2006) y células del musculo liso también la pueden expresar (Kopincova et
al., 2011).
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Figura 4. Representacion del funcionamiento y estructura de la Sintasa del Oxido Nitrico (Vitecek
et al., 2012). 2, flujo de electrones; &, electron; NADPH, Dinucledtido de Nicotinamida Adenin Fosfato;
FAD, Flavin Adenin Dinucleétido; FMN, Flavin Mononucleétido; CaM, Calmodulina; Ca2?* Calcio iénico;
BH4, Tetrahidrobiopterina (5,6,7,8-tetrahidrobiopterina); Zn2” Zinc cofactor enzimatico; Fe, Hierro del
grupo Hemo; NO, Oxido Nitrico.
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12. Oxido Nitrico (NO)

El NO es sintetizado a partir de la L-Arginina por las NOS en dos etapas de
monooxigenacion separadas: en la primera etapa se da la union de la L-Arginina al sito
activo de la NOS para convertirla en N-w-hidroxiarginina (NHA) como intermediario para
poder llevar a cabo la reaccion en esta etapa es necesario oxigeno molecular (Oy),
NADH y Tetrahidrobiopterina (BH,) y en la segunda etapa ocurre una oxidacién de NHA
a L-Citrulina y NO (Daff, 2010; Ghasemi & Zahedials, 2011; Li & & 2005; Pannu &
Singh, 2006).

La tasa de formaciéon del NO difiere entre especies, 0.33-0.85 umol/kg/h en ratas
Wistar y 0.9 umol/kg/h o incluso alrededor de 1Tmmol/dia en humanos (Ghasemi &
Zahedials, 2011). En plasma, el NO es oxidado casi completamente convertido a
Nitritos (NOy), los cuales son estables hasta por 3h en condiciones experimentales a

partir de homogenado de cerebro (Kader et al., 1993; Chao et al., 1992).

12.1 Funciones del Oxido Nitrico en el cerebro

El NO es conocido como una especie quimica de naturaleza gaseosa que se
encuentra practicamente en cualquier tejido desempefiado diversos papeles el cuerpo
humano (Hall & Garthwaite, 2009). Conocido también como Factor Relajante Derivado
del Endotelio (por sus siglas en ingles EDRF, Endotelial Derived Relax Factor), es un
potente vasodilatador y considerado como regulador clave en la homeostasis vascular,
control de la angiogénesis, aterogénesis y de la presion sanguinea a nivel periférico y
central, ademas es una especie quimica presente en la células del sistema inmune
(Pannu & Singh, 2006; Wang & Leigh, 2006).

En el cerebro, el NO participa en la transmision neuronal, neurogénesis
(amplificacién y mantenimiento de la plasticidad neuronal) (Gallo & ladecola, 2011),
desarrollo del aprendizaje y la memoria (Frederickson et al., 2002; Hall & Garthwaite,
2009; Li et al., 2012; Pitsikas, 2014; Moosavi et al., 2014; Harooni et al., 2009) y
permite el funcionamiento y desarrollo de la LTP (Hall & Garthwaite, 2009;
Hardingham et al., 2013; Li et al., 2012; Pitsikas, 2014; Moosavi et al., 2014). En el
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cerebro la nNOS presenta una alta actividad (Knowles & Mocanda, 1994), y el NO
producido es considerado como un neurotransmisor atipico, en condiciones normales
las concentraciones basales de NO son producidas en la terminal presinaptica debido al
aumento de la [Ca®']; provocado por un estimulo externo, el aumento en las

concentraciones de [Ca?'];

facilita la movilizacion en la liberacion de glutamato por
transporte vesicular hacia la sinapsis, al liberarse el glutamato en la sinapsis, esté se
une a los receptores NMDA en la terminal post-sinaptica y permite la entrada masiva de
Ca’" para favorecer la formacién del complejo Ca2+/CaM y entonces asi puede
activarse la nNOS (Flores-Soto et al., 2011). Al no almacenarse el NO puede difundir y
llegar a sus objetivos en las neuronas circundantes y activar mecanismos que propician
el ambiente correcto para la neurogénesis, transmision neuronal y LTP (Pacher et al.,

2009).

12.2 Funcion del 6xido nitrico en el aprendizaje

A nivel molecular, el aprendizaje y la memoria pueden ser comprendidos por
medio de la potenciacion a largo plazo (por sus siglas en ingles LTP, Long-Term
Potentation), en donde el glutamato y el Adenosin Monofosfato ciclico (CAMP)
participan en la estimulacion sinaptica continlia para generar una cascada de eventos
neuroldgicos. Se ha demostrado que en las neuronas del hipocampo, la liberacion del
glutamato promueve la entrada masiva de calcio (Ca?") a través de los receptores N-
Metil-D-Aspartato (NMDA), esto activa la Adenilato Ciclasa (AC), que induce la
formacion de cAMP a nivel post-sinaptico (Kandel, 2012; Waltereit & Weller, 2003).

El incremento en la concentracion post-sinaptica de cAMP activa la Proteina
Cinasa-A dependiente de cAMP (PKA), que a su vez activa a la Proteina Cinasa
Activada por Mitogenos (MAKP). Esta se trasloca al nacleo para fosforilar proteinas y
factores de transcripcion como el Elemento de Respuesta al cAMP (CREB),
responsable de inducir la expresion de proteinas especificas para aumentar la
excitabilidad de las neuronas, formacion de nuevas sinapsis y el mantenimiento de las
ya existentes, con el objeto de mantener activos los mecanismos neuroldgicos de la
memoria (Kandel, 2012; Waltereit & Weller, 2003; Giese & Mizuno, 2013).
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Otro posible mecanismo involucrado en la LTP, es la participacion de la Via NO-
cGMP-PKG. Un punto en comun entre estas vias y el fendmeno celular antes descrito
es la participacion del glutamato por la activacion de los receptores NMDA, la entrada
de Ca®" a la terminal post-sindptica para la activacion de diferentes proteinas cinasas y
el NO, en ambas vias de sefalizacion estos tres puntos son pilares para el desarrollo
de la cascada de eventos celulares (Garthwaite, 2008; Moosavi et al., 2014; Harooni
et al., 2009).

El NO tiene una accion retrograda, uno de sus blancos es la Guanilato Ciclasa
(GC), enzima que se encarga de la reaccion de ciclacién del Guanosin Trifosfato (GTP)
a Guanosin Trifosfato Mono Ciclico(cGMP), el cGMP puede activar proteinas como la
Proteina Cinasa de tipo G dependiente de cGMP(PKG) (Garthwaite, 2008, Harooni et
al., 2009; Moosavi et al., 2014), esta via de activacion también es conocida como Via
NO-cGMP-PKG (Francis et al., 2010; Gallo & ladecola, 2011; Harooni et al., 2009;
Matsumoto et al., 2006), a su vez esta activacion permite la promocién de vias de
sefalizacion como la ERK1/2, CREB y TORC-1 que permiten la transcripcion de genes
que codifican para factores de crecimiento como BDNF, NGF y IGF (Gallo & ladecola,
2011) y que son referidos como genes asociados a la plasticidad sinaptica (Waltereit &
Weller, 2003) (ver figura 5).

De forma paralela el Zinc (Zn?2*) puede tener actividad tanto a nivel membranal
como a nivel nuclear, estudios indican que el Zn?* regula la actividad del receptor
NMDA y procesos como la proliferacion neuronal en condiciones como el desarrollo del

Aprendizaje y la Memoria (Frederickson et al., 2002; Takeda, 2014).
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Figura 5. Vias de sefializacion involucradas en la promocién de la neurogénesis y plast|C|dad
smaptlca para desarrollar la potenciacion a largo plazo. NMDA, N-metil-D-Aspartato; Ca”", Calcio
i6nico; nNOS, Sintasa del 6xido Nitrico; L-Arg, L-Arginina; L-Cit, L-Citrulina; NO, Oxido N|tr|co sGC,
Guanilato Ciclasa soluble; GTP, Guanosin Trifosfato; cGMP, Guanosin Monofosfato ciclico; PKG,
Proteina Cinasa dependiente de cGMP; ERK, Cinasa de sefiales extracelulares; CaMK IV, Calmodulina
Cinasa IV; CaM, Calmodulina; Ac, Adenilato Ciclasa; ATP, Trifosfato de Adenina; cAMP, Monofosfato de
Adenosina ciclico; PKA, Proteina Cinasa dependiente de cAMP; MAPK, Proteina Cinasa Activada por
Mitégenos; CREB, Elemento de Respuesta al cAMP; BDNF, Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro:
Zn?*, Zinc iénico (modificado de Kandel, 2012 y Waltereit & Weller, 2003).
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12.3 El 6xido nitrico en condiciones isquémicas

La isquemia cerebral induce multiples y distintos cambios en el contenido de NO
cerebral y su sefalizacién. Estudios con modelos de oclusion de la arteria media
cerebral muestran un incremento en la produccion del NO de hasta 20 veces por
encima de los niveles basales en los primeros 30 minutos como consecuencia de la
reperfusion la concentracion de NO podria aumentar transitoriamente hasta 50%
(Terpolilli et al., 2012) detectable 12h después de la isquemia cerebral con un pico
maximo a las 48h (Samdami et al., 1997). La formacion de NO derivado de la nNOS y
eNOS es transitoria y con bajas concentraciones por largos periodos siendo activada
por altas las concentraciones de [Ca®'], pero la iNOS puede generar altas
concentraciones de NO por periodos y con alta afinidad al Ca** (Moncada & Bolafioz,
2006; Knott & Bossy-Wetzel, 2009; Pacher et al., 2009). La INOS y la nNOS han sido
asociadas con efectos neurotoxicos en el infarto cerebral (Warner et al, 2004; Pacher
et al., 2009; Liu et al., 2014). La sobre-produccién de NO por una estimulacion
excesiva o inapropiada de las isoformas nNOS y iNOS lo cual es un componente

esencial que provoca dafio por estrés oxidativo/nitrosativo (Samdami et al., 1997).

El estrés oxidativo ha sido definido como un desbalance pro y antioxidativo en
favor de las sustancias que conducen a un dafio potencial (Sies, 2015) con la
subsecuente pérdida de la homeostasis redox (Soneja et al., 2005). El peroxinitrito
(ONOOQO es la principal especie reactiva de nitrdgeno (por sus siglas en inglés, RNS,
“‘Reactive Nitrogen Species”) detectada en sistemas biolégicos (Soneja et al., 2005), el
estrés nitrosativo representa la principal fuente de dafio directo a macro-moléculas
celulares como DNA, proteinas y lipidos (Knott & Bossy-Wetzel, 2009; Kalogeris et
al., 2012).

El cerebro consume altas concentraciones de O, haciéndolo particularmente
susceptible al estrés oxidativo (Warner et al., 2004) y tal como sucede en procesos
hipoxicos-isquémicos la concentracion del O, disminuye en las células cerebrales
generando dafio irreversible (Kalogeris et al.,, 2012). La altas concentraciones
intracelulares de NO producidas en la isquemia permiten la inhibicién del citocromo c

oxidasa (enzima que participa en la Cadena transportadora de electrones) y con ello
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hay un aumento en la generaciéon de O, en la mitocondria. Durante los procesos
inflamatorios existe una interrupcion en la transferencia de electrones en el citocromo
oxidasa lo que incrementando marcadamente la falta de electrones en la cadena
transportadora, resultando en un aumento en la formacion de O, dentro de la matriz
mitocondrial y con ello el aumento de la produccion de ONOO convirtiendo a la
mitocondria en una fuente potencial de ROS (Pacher et al., 2009). La concentracién de
NO en condiciones patoldgicas se encuentra elevada, debido a que la terminal
presinaptica recibe una sobre-estimulacion debida al dafio celular o inflamacion,
entonces se presenta una liberacién excesiva de glutamato a la sinapsis provocando
una excitoxicidad que de igual manera sobre-activa a los receptores a Glu en las
terminales post-sinapticas. La sobre-activacion de los receptores a Glu es uno de los
procesos implicados en procesos de neurodegeneracion y muerte celular. La elevacion
del [Ca®"]; promueve fenémenos téxicos como la lipoperoxidacion (LPO) de membrana
plasmatica, el reticulo endoplasmético y la mitocondria, llevando asi al fallo celular
(Flores-Soto et al., 2012), (ver figura 6).

La lesidon cerebral causada por la isquemia cerebral activa un proceso
inflamatorio que se exacerba por la presencia de citocinas pro-inflamatorias como
interleucinas (IL-1, IL-6), Interferon y y Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
principales moléculas de dafio celular (Talarowska et al., 2012), aunado a la
excitotoxicidad provocada por el Glutamato (Flores-Soto et al., 2011) y el desbalance
redox inclinado por la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (por sus siglas
en inglés, Reactive Oxygen Species, ROS) (Violi et al., 1999). La produccion de ROS
hace inminente la disrupcion de membranas neuronales. Los acidos grasos presentes
en células cerebrales son altamente susceptibles al estrés oxidativo y forman ahora
acidos grasos libres, con el fin de convertirse en aldehidos de alta toxicidad como
Malonildialdehido (MDA) y 4-Hidroxialquenales (4-HDA), ambos son considerados como
marcadores de dafio celular directos del proceso de lipoperoxidacion (LPO) que reflejan
la severidad del dafo celular, ambas moléculas juegan un papel importante en la
patogénesis de enfermedades del Sistema Nervioso Central tal como en el infarto

isquémico (Talarowska et al., 2012) (ver figura 6).
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Figura 6. La lipoperoxidacion desencadena diversos mecanismos que potencializan el dafio
celular, la reaccién Fenton y no Fenton promueven el Estrés Oxidativo llevando a la muerte
celular. NMDA, N-metil-D-Aspartato; PL, Fosfolipasa; AGL, Acidos Grasos Libres; Ca?*, Calcio i6nico;
ROS, Reactive Oxygen Species en inglés (Especies reactivas de Oxigeno); O,, anién superdxido; NO,
Oxido Nitrico, ONOO', peroxinitrito; CcOx, Citocromo ¢ Oxidasa; NF-«B, Factor Nuclear k activado por
células B; H” Hidrogeno; H,0,, Perdéxido de Hidrégeno; O, Oxigeno Molecular; H,O, Agua; [JO.H,
Radical Peroxil; [1OH, Radical Hidroxil; nNOS, Sintasa del Oxido Nitrico Neuronal; iNOS, Sintasa del
Oxido Nitrico Inducible; MDA, Malonildialdehido; 4-HDA, 4-Hidroxialquenales (modificado de Flores &
Soto et al., 2012).
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13. Lipoperoxidaciéon en Hipoxia-lsquemia

Las condiciones inflamatorias presentes en el infarto isquémico promueven la
activacion de diversas proteinas y enzimas que potencializan la inflamacion. Debido a la
exacerbacion de la lesion cerebral, es inminente la activacion de iNOS y con ello
aumenta la sintesis de NO de manera neurotdéxica ademas de que el sistema
antioxidante de las enzimas como las Superéxido Dismutasa (SOD) disminuye (Chen et
al., 2011), la dismutacién del ion superoxido (O2) no se lleva a cabo adecuadamente
por lo cual aumentan las concentraciones de O, , la desregulacion de la circulacion
cerebral compromete la perfusion en el cerebro post-isquemia y provoca un incremento
en el dafio cognitivo, también se sabe que los niveles de O; en la circulacion cerebral se
elevan sustancialmente durante la fase inicial de la reperfusion post-isquemia y que
este estado del estrés oxidativo puede persistir por varios dias (De Silva et al., 2011),
haciendo que el NO se comporte como un agente pro-oxidante (Soneja et al., 2005;
Violi et al., 1999). La presencia del ONOO es indicativo de procesos como la
lipoperoxidacioén, lo que promueve el dafio celular (Pacher et al., 2009; Warner et al.,
2004; Soneja et al., 2005; Kalogeris et al., 2012; Erusalimsky & Mocanda, 2007).
Uno de los bancos de accién del ONOO es la membrana lipidica a través de la nitracion
de proteinas y lipidos de la membrana iniciando el proceso de lipoperoxidacion (Gahm
et al., 2005). La alteracion de la integridad de la membrana plasmatica se presenta
debido a la alteracion de procesos fisiolégicos en receptores y canales idnicos
comprometiendo la constitucién de la membrana celular. Tanto el O; como el ONOO™
pueden reaccionar con los acidos grasos libres generando radicales libres de &cidos
grasos e hidroperéxidos, estos pueden sufrir reacciones como ciclacion, reaccién que
conduce a la oxidacion de los productos lipidicos hasta la formacién del MDA
(Malonildialdehido), un producto altamente mutagénico y toxico considerado como un
biomarcador del estado oxidativo celular (Ayala et al., 2014) con viabilidad para ser
cuantificado en muestras bioldgicas (Gerard-Monnier et al., 1998). Otro producto final
de la LPO son los 4-Hidroxialquenales (4-HDA), moléculas altamente tdoxicas que regula
la actividad oxidativa y de proteinas como el Factor Nuclear k activado por las células B
(NF-kB), (Ayala et al., 2014; Mocanda & Bolafioz, 2006; Kopincova et al., 2012). La

presencia de metales (provenientes de sitios activos de enzimas que participan en la
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reaccion de éxido-reduccion como el citocromo ¢ oxidasa, hemooxidasas, hemoglobina,
Citocromo P450, etc.) propician un ambiente oxidante para que se lleve a cabo la
reaccion Fenton y no Fenton, las cuales promueven el estado oxidativo celular y con
ello las concentraciones de radicales libres inducida por ROS y RNS (Ayala et al.,
2014; Mocanda & Bolafioz, 2006; Kalogeris et al., 2012; Erusalimsky & Mocanda,
2007) exacerbando el dafio celular con la consecuente alteracibon de procesos
celulares como la comunicacién neuronal, llevando a un déficit neuroldgico
(Talarowska et al., 2009). En modelos de hipoxia-isquemia este aumento de LPO lleva
a la disminucién celular en corteza (Aguilar-Alonso et al., 2008) y en la regién CAl de
hipocampo (Blanco-Alvarez et al., 2013).

14. Zinc en la Hipoxia-lsquemia

El Zinc (Zn) es un bioelemento abundante en diversos organismos, es un metal
de transicidn inocuo que participa en procesos fisioldgicos de vital importancia, como
ion libre (Zn?"), unido a proteinas o como cofactor enzimatico (Shuttlerwood & Weiss,
2011; Levenson, 2014). El Zinc puede unirse a compuestos formando complejos, esta
caracteristica permite al Zinc poder ser cuantificado por métodos colorimétrico
(Johnson et al., 1977).

El zinc se encuentra ampliamente distribuido en el cuerpo, participa en la LTP en
regiones del hipocampo (fibras musgosas que interconectan CA3-CAl) (Takeda, 2014).
Debido a que durante la transmision sinaptica tras un estimulo, se lleva a cabo la
liberacion de glutamato a la sinapsis, de igual manera, el Zn también se libera, es decir,
gue las vesiculas glutamatérgicas contienen Zn (Galasso et al., 2011; Takeda, 2014),
entonces también se pueden activar mecanismos que llevan a la toxicidad por Zn en
procesos de hipoxia-isquemia (Koh et al., 1986). Takeda (2014) observé que un
incremento en las concentraciones de Zn promueve un déficit cognitivo y pérdida de
funcién celular. Por su parte, Blanco-Alvarez, 2013 [Tesis de Maestria] demostré que
la administracion subaguda de ZnCl, (2.5mg/kg 96h antes de la Obliteracion de la
arteria carotida primitiva, OACP) regula positivamente factores de crecimiento (IGF-1y

FGF-2) y disminuye la presencia de Nitrotirosina, lo cual sugiere supervivencia
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neuronal. De manera similar Beltran Galindo, 2010 [Tesis de Licenciatura] demostré
que el mismo tratamiento disminuye la presencia de marcadores de dafio celular
(Nitritos; MDA y 4-HDA) en la fase temprana del dafio isquémico. Ambos resultados
concuerdan con lo observado en el trabajo de Matsushita et al. (1986). Los resultados
de estos trabajos dejan entrever el papel citoprotector del Zn en procesos hipoxico-

isquémicos.
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Justificacion

Las accidentes cerebrovasculares (ACV’s) son una de las principales causas de
incapacidad neuroldgica y muerte en la poblacion econdémicamente activa (OMS, 2014;
Woodruff et al., 2013; Pandya et al., 2011).

Diversos estudios han mostrado que el NO tiene efectos citoprotectores
(Cormac & Moncada, 2009; Knott & Bossy-Wetzel, 2009) y citotdéxicos (Moncada &
Bolafioz, 2006; Soneja et al., 2005) que afectan de manera directa aspectos cognitivos
del individuo como lo son el aprendizaje y la memoria (Frederickson et al., 2002; Hall
& Garthwaite, 2009; Pitsikas et al., 2014; Moosavi et al., 2014). EIl efecto negativo
del NO es atribuido a la combinacion con el anion superéxido (O3) (Pacher et al., 2009)
y la aparicion del peroxinitrito y los radicales libres activan procesos de lipoperoxidacion
dafiando diversas células y estructuras relacionadas con el aprendizaje y la memoria
(Busl & Greer, 2010, Aguilar-Alonso et al., 2008; Blanco-Alvarez et al., 2013). Tras
un proceso hipéxico-isquémico cerebral se lleva a cabo un incremento en la formacién
de NO al que se le ha atribuido efectos neurotéxicos que contribuyen a la patogénesis
del infarto y otros desérdenes neuroldgicos agudos y crénicos, o que nos lleva a
reconocer al NO como una molécula clave en la sefializacion celular provocada por el
proceso inflamatorio (Kader et al., 1993; Soneja et al., 2005).

Las NOS tiene mucha relevancia tanto en la fase temprana como en la fase
tardia del dafio isquémico, por lo cual esta enzima ha sido un objetivo farmacolégico. El
uso de inhibidores de NOS disminuye la actividad de las Sintasas (Caldwell et al.,
1996; Wei et al., 1999; Alderton et al., 2001) disminuyendo la produccién de NO y sus
metabolitos en modelos de obstruccion sanguinea (Seif-El-Nars & Fahim, 2000;
Awooda et al., 2013; Grandati et al., 1997; Aguilar-Alonso et al., 2008), la formacion
de 3-Nitrotirosina (Gahm et al., 2005) y aminora el volumen de infarto, proponiendo al
L-NAME como un posible tratamiento que ayude a conservar funciones cognitivas y
gue mantenga el aprendizaje y la memoria en modelos de dafio isquémico (Buisson et
al., 1992; Margaill et al., 1997; Mohammadi et al., 2011).

Con lo antes mencionado, es pertinente estudiar qué efecto tiene el NO en el
aprendizaje y la memoria tras un proceso hipoxico-isquémico cerebral en un modelo

animal de experimentacion ampliamente utilizado en rata.
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Hipotesis

El incremento de NO causa un estrés oxidativo y nitrosativo que afecta aspectos

cognitivos tras un proceso hipoxico-isquémico cerebral en rata.

Objetivo General

Determinar el efecto del 6xido nitrico sobre el estrés oxidativo y nitrosativo en el

aprendizaje y la memoria tras un proceso hipéxico-isquémico cerebral en rata.

Objetivos particulares
1.- Determinar si existe estrés nitrosativo tras un proceso hipoxico-isquémico cerebral
en rata

2.- Evaluar el aprendizaje y la memoria tras un proceso hipéxico-isquémico cerebral en

rata

3.- Determinar la participaciéon del 6xido nitrico sobre el estrés nitrosativo tras un

proceso hipoxico-isquémico cerebral en rata

4.- Determinar la participacion del éxido nitrico sobre el aprendizaje y la memoria tras

un hipoxico-isquémico cerebral en rata
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Diagrama experimental
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Abreviaturas

Ap, Aprendizaje; Ap-Mem, Aprendizaje-Memoria; L-NAME, L-w-Nitro-Metil-Arginina Ester; i.p.,

intraperitoneal; LAM, Laberinto Acuético de Morris; OACP, Obliteracion de la Arteria Carotida Primitiva;

min, minutos; post-Ap, post-Aprendizaje; SE, Sureste; MDA, Malonildialdehido; 4-HDA, 4-
Hidroxialguenales.
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Materiales

Animales experimentales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (180-210g de peso corporal)
obtenidas del Bioterio del CINVESTAV-IPN. Las ratas fueron mantenidas en
condiciones controladas con ciclos de luz-oscuridad (12h-12h) y temperatura de 23°C,
siempre con acceso a agua Yy alimento ad libitum. Todos los procedimientos que se
aplicados estuvieron de acuerdo con las normas de la “Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio en México” y aprobados por el Comité Institucional para el

cuidado y uso de animales (protocolo #109-02).

Animales de experimentacién

Las ratas fueron separadas para formar los siguientes grupos (n=5): Control sin
tratamiento, Control aprendizaje y Control Aprendizaje-memoria, Isquemia aprendizaje e
Isquemia aprendizaje-memoria, L-NAME aprendizaje y L-NAME aprendizaje-memoria,
Isquemia L-NAME aprendizaje e Isquemia L-NAME aprendizaje-memoria.

Administracion de L-w-Nitro-L-arginina metil ester (L-NAME)

El L-w-Nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) se administré en una sola dosis (10
mg/kg de peso corporal) via intraperitoneal (i.p.) 25h antes de la evaluacién en el
laberinto acuéatico de Morris (solo Grupos Aprendizaje y Aprendizaje-Memoria) y 1h
antes de la obliteracion de la arteria carétida primitiva 10 minutos (OACP) (solo Grupos

isquemia Aprendizaje e isquemia Aprendizaje-Memoria).

Entrenamiento en el Laberinto Acuéatico de Morris para evaluar el aprendizaje y la
memoria en roedores

El Laberinto Acuatico de Morris usado para evaluar aprendizaje y memoria fue
proporcionado por el Laboratorio de Neurofarmacologia (D.C. lhuilcamina Daniel Limén

Pérez de Ledn). El laberinto cuenta con las siguientes dimensiones: la piscina tiene 200

27

——
| —



cm de diametro, 70 cm de altura de las paredes y la plataforma de 10 cm de diametro

como se muestra en la figura 7.

La evaluacion del aprendizaje se desarroll6 de la siguiente manera: se coloco a
la rata de frente a la pared de la piscina en cuatro uno de los puntos marcados en la
piscina (Norte, N; Oeste, O; Sur, S; Este, E y ese sera el orden de evaluacion) para que
nadara y localizara la plataforma de escape, esto con un limite de tiempo de 60 s, el
tiempo que les tomo a las ratas en cada uno de los puntos para encontrar la plataforma
sumergida (tiempo de latencia) en el cuadrante Sureste se anotaron y graficaron. En el
primer dia de la evaluacion, cuando la rata no encontr6 la plataforma de escape, fue
guiada nadando hasta la plataforma (solo el primer dia de evaluacion). Cuando la rata
hallé la plataforma esta mantuvo 30 s en ella (N, O, S y E), la rata fue retirada de la
piscina por 30 s mas, llevando a cabo asi 4 ensayos por dia durante 5 dias. Para
evaluar la memoria, la rata fue colocada de frente a la pared de la piscina en el punto
Oeste (punto mas alejado de la ubicacién imaginaria de la plataforma) y la piscina no
conto con la plataforma de escape, se registré la frecuencia y el tiempo que la rata paso6

por donde estaria la plataforma y para después graficar.

Figura 7. Laberinto Acuatico de Morris. Propuesto por Richard Morris en 1982 y 1984 con la finalidad
de evaluar los procesos de aprendizaje y memoria espacial en roedores en diferentes en diferentes
condiciones fisiopatoldgicas y farmacolégicas y en modelos de dafio cerebral con el objetivo principal de
evaluar la alteracion del aprendizaje y la memoria y con ayuda de sefiales intra y extra-laberinto.

La evaluacion del aprendizaje se realiz6 durante 5 dias consecutivos (Grupos
Aprendizaje) y la evaluacion de la memoria se realiz6 en el dia 7 después del ultimo dia

de aprendizaje (Grupos Aprendizaje-Memoria).




La condiciones de trabajo para evaluar el aprendizaje y memoria en el Laberinto
acuatico de Morris fueron: la temperatura del agua en la piscina debi6 mantenerse a
22°C, el agua debio estar tefiida con Oxido de Titanio para dar una apariencia turbia u
opaca y el nivel del agua dentro de la piscina debe superar 1cm el nivel de la
plataforma de escape, estas Ultimas dos condiciones son para evitar que la rata pueda

ver el nivel superior de la plataforma.

Metodologia

Protocolo de la obliteracién de la arteria cardtida primitiva (OACP)

Todos los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral via intraperitoneal
(i.p.) a una dosis de (350 mg/k de peso corporal). La OACP se realizé inmediatamente y
con cuidado de corroborar que la rata fue anestesiada correctamente. La diseccion se
llevé a cabo a la altura del cuello, con ayuda de una incisién para encontrar la arteria
cardtida primitiva, se disectd y expuso para presionarla con un clamp (micropinza para
arterias), la oclusién se mantuvo por 10 minutos. Al término de la obliteracion se retir6 el
clamp de la arteria para reconstituir el flujo sanguineo. La incisién fue suturada y las

ratas se mantuvieron bajo cuidado hasta su completa recuperacion.

Obtencion de cerebros

Las ratas fueron sacrificadas en el Ultimo dia de evaluacion de aprendizaje (solo
Grupos de Aprendizaje) y 7 dias después del ultimo dia de evaluacién de aprendizaje
(solo Grupos de Aprendizaje-Memoria). Para poder obtener los cerebros se les practico
la eutanasia para obtener el érgano integro, posteriormente la region temporo-parietal
del hemisferio izquierdo, después fueron colocadas en tubos de 2 mL (Eppendorf) para

ser almacenadas en ultracongelacion (-70°C) hasta su evaluacién bioquimica.

Procesamiento de las muestras

Las cortezas temporo-parietales izquierdas fueron homogenizadas con PBS 1X

(relacién 1mL) frio con ayuda de un homogenizador eléctrico por un minuto y evitando
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gue la muestra elevara su temperatura, los homogenizados fueron centrifugados en una
ultracentrifuga refrigerada a 12500 rpm a 4°C por 30 minutos para poder obtener el

sobrenadante que fue utilizado para llevar a cabo las cuantificaciones bioquimicas.

Evaluaciéon bioguimica

1.- Cuantificacion de los niveles de Proteinas totales (Sedmak et al., 1977)

El anion del colorante Azul de Coomassie reacciona con el grupo amino (NH3")
de las proteinas, esta union electrostética causa el cambio en la absorcion del colorante
en solucion de 465-620 nm. Los niveles de proteinas totales fueron cuantificados por el
método de Sedmark y Grossberg (Sedmak et al., 1977) utilizando los siguientes
volimenes: 1L del sobrenadante contenidos en 499 uL de agua destilada y 500 pL del
reactivo de color (azul de Coomassie 0.06%). El producto de reaccion fue leido en un
espectrofotometro (Biorad SmartSpect 3000) a 620 nm.

La concentracion de proteinas fue determinada interpolando la densidad Optica
de las muestras en una curva estandar de albumina (1-10 pg) (Anexo), la cual fue

determinada paralelamente en cada ensayo.

2.- Cuantificacion de los niveles de Malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales
(4-HDA) (Gerard-Monnier et al., 1998)

Los niveles de MDA y 4-HDA fueron cuantificados por el método de Gerard-
Monnier [Gerard-Monnier et al., 1998]. Esta determinacion se basa en la reaccién entre
el N-metil-2-fenilindol con el MDA y los 4-HDA a 45°C, es decir, una molécula de MDA o
de 4-HDA reacciona con dos moléculas de N-metil-2-fenilindol formando un croméforo
estable que absorbe a 586 nm. El empleo de esta longitud de onda y de la temperatura
de incubacion (45°C) minimiza las interferencias presentes en otros métodos para

determinar aldehidos derivados del proceso de la lipoperoxidacion.

Para cuantificar los niveles de lipoperoxidacion se tomaron 100 pL de
sobrenadante del cerebro, se le adicionaron 650 pL de solucion | (compuesta de N-

metil-2-fenilindol a una concentracién 10.3 mM en acetonitrilo y metanol) mas 100 pL
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de agua destilada y 150 yL de acido metanosulfénico. Las muestras se agitaron e
incubaron por 1 h en bafio Maria, después de la incubacion las muestras se
centrifugaron a 3000 rpm por 15 min y el sobrenadante se leyé en un espectrofotbmetro
(Biorad SmartSpect 3000) a 586 nm. La concentracion de MDA y 4-HDA fue
determinada interpolando la densidad Optica de las muestras en la curva patrén de
MDA, 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano (Anexo), la cual fue determinada paralelamente en

cada ensayo.

3.- Cuantificacién de los niveles de nitritos (Chao et al., 1992)

Este método se basa en la reaccion del analito en medio acuoso para formar una
sal de diazonio soluble que se acopla a aminas aromaticas produciendo un colorante
azo (Diazotacion de Griess). Esta reaccion colorimétrica es facilmente monitoreada por
medio de espectrofotometria.

La concentracion de 6xido nitrico (NO) fue estimada a través del contenido de
nitritos (NO_") en los sobrenadantes de cerebro utilizando el método de Griess [Chao et
al., 1992]. El reactivo de Griess estd compuesto de volumenes iguales de dihidroclururo
de n-naftiletilendiamina (0.1%) disuelto en agua destilada y sulfanilamida (1.32%)
disuelta en &cido acético glacial (60%). La reaccion fue leida en un espectrofotémetro
Biorad SmartSpect 3000.

Los niveles de nitritos (NO,;) de los sobrenadantes de cerebro fueron
determinados utilizando los siguientes volumenes: 100 pyL de sobrenadante de cerebro,
mas 100 pL de reactivo de Griess y 800 pL de agua destilada. Las muestras se leyeron
en un espectrofotdmetro Biorad SmartSpect 3000 a 540 nm

La concentracion NO, de se determiné interpolando la densidad 6ptica de las
muestras en una curva estandar de nitrito de sodio (NaNO2) con concentraciones de

0.5 a 10 yM (Anexo), la cual se determino paralelamente en cada ensayo.
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4.- Cuantificacion de los niveles de Zinc (Johnson et al., 1977)

Los niveles de zinc fueron cuantificados por el método de Johnson [Johnson et
al., 1977]. Este ensayo se basa en la utilizacion de una concentracion 6ptima de
clorhidrato de guanidina para causar la liberacion de zinc de las proteinas, después se
lleva a cabo un desenmascaramiento del complejo del zinc liberado con el cianuro. El
complejo de cianuro-zinc es desenmascarado con hidrato de cloral, seguido de una
reaccion colorimétrica entre el zinc y el 4-(2-pyridylazo) resorcinol. Este complejo con

zinc tiene una absorcion maxima a 497 nm.

Para cuantificar zinc en las muestras se tomaron 100 uL de sobrenadante de la
muestra, mas 100 pL de agua desionizada, 1 mL de guanidina, 100uL de pyridylazo
resorcinol, 50uL de hidrato de cloral, una vez que se colocaron los reactivos se
mezclaron y esper6 5 minutos. Posteriormente, las muestras se leyeron a 497 nm en el

espectrofotometro Biorad SmartSpect 3000.
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Figura 8. Efecto de la Obliteracion de la Arteria Carotida Primitiva sobre el desempefio del
Aprendizaje y la Memoria de ratas evaluadas en el Laberinto Acuético de Morris y los analitos
cuantificados al final de la evaluacion de Aprendizaje y Memoria. El grupo Isquemia fue comparado
contra el grupo Control, ambos grupos contaron con una n=10 para la evaluacién de aprendizaje y n=5
para la evaluacion de memoria. El grupo Isquemia fue sometido a la cirugia de la obliteracion de la arteria
carétida primitiva (OACP) por 10 min, 24 h después se realiz6 el primer ensayo de Aprendizaje. Se
llevaron a cabo 4 ensayos con duracion no mayor a 60s cada uno, a lo largo de 5 dias para desarrollar
Aprendizaje, se muestran los valores promedio + SEM, valores analizados con ANOVA de dos vias, post-
test Bonferroni (A), mientras que evaluacién de la memoria se realizd 7 dias posteriores al Gltimo dia de
Aprendizaje que consisti6 en un solo ensayo (C) y (D). *** p<0.0001 valores estadisticamente
significativos analizados con ANOVA de una via post-test de Dunnet. En la figura (B) (Aprendizaje) y (E)
(Memoria) se muestran los valores normalizados de MDA y 4-HDA (cuantificados por método
colorimétrico de Gerard-Monnier et al., 1998) de Nitritos (cuantificados por el método colorimétrico de
Chao et al., 1982) de Zinc (cuantificados con por el método colorimétrico de Johnson et al., 1977) a partir
de sobrenadante de corteza temporo-parietal. Las barras muestran los valores promedio + SEM. *
p<0.05. Diferencia estadisticamente significativa analizados con ANOVA 1 via, post-test Dunnet.

Los resultados muestran que la OACP no produjo diferencias en el desempefio

de las ratas durante la adquisicion del aprendizaje, sin embargo si afectdé la

consolidacion de la memoria, mostrando un incremento de la latencia de escape de
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36.3 = 16.3s cuando se compara contra el grupo Control 8.8 + 3.9s C y un aumento del
namero de visitas al cuadrante SE. En las figuras (B) y (E) se muestran los valores
promedio £ SEM de los niveles de MDA y 4-HDA, Nitritos y Zinc. Al final de la
evaluacion de Aprendizaje los niveles de MDA y 4-HDA no muestran un incremento
significativo, mientras que al final de la evaluacién de la Memoria se observa un
incremento de 82.6 + 0.1%. Los niveles de Nitritos no muestran incrementos

significativos en los tiempos evaluados asi como los niveles de Zinc.
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Figura 9. Efecto del NO sobre el desempefio del Aprendizaje y la Memoria de ratas evaluadas en el
Laberinto Acuatico de Morris y los analitos cuantificados al final de la evaluacién de Aprendizaje
y Memoria. El grupo L-NAME fue comparado contra el grupo Control, ambos grupos contaron con una
n=10 para la evaluacion de aprendizaje y n=5 para la evaluacion de memoria. El grupo L-NAME fue
administrado con el inhibidor inespecifico (10mg/kg) via i.p., 25 h antes de realizarse el primer ensayo de
aprendizaje. Se mantuvieron los parametros de evaluacion que en los grupos anteriores. Se muestran
los valores promedio + SEM, valores analizados con ANOVA de dos vias, post-test Bonferroni (A) y la
evaluacion de la memoria se realizé 7 dias después del tltimo dia de Aprendizaje valores analizados con
ANOVA de una via post-test de Dunnet (C) y (D). En la figura (B) (Aprendizaje) y (E) (Memoria) se
muestran los valores normalizados de MDA y 4-HDA (cuantificados por método colorimétrico de Gerard-
Monnier et al., 1998) de Nitritos (cuantificados por el método colorimétrico de Chao et al., 1982) de Zinc
(cuantificados con por el método colorimétrico de Johnson et al., 1977) a partir de sobrenadante de
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corteza temporo-parietal. Las barras muestran los valores promedio + SEM. * p<0.05. Diferencia
estadisticamente significativa analizados con ANOVA 1 via, post-test Dunnet.

El grupo que solo recibid la administracion i.p. de L-NAME mostro una tendencia
al aumento de la latencia de escape (dia 1 0.97 + 18.21s, dia 2 16 + 19s, dia 3 14.7
14.3s,dia4 11.6 £ 11.6s y dia 5 18.3 £ 13.6s) durante la adquisicion del aprendizaje (A)
sin llegar a ser significativo cuando se comparé contra el grupo Control, de igual
manera se muestra un incremento de 19.6 + 8.8s en la evaluacién de la memoria (C) y
una disminuciéon del numero de visitas al cuadrante SE. En las figuras (B) y (E) se
muestran los valores promedio + SEM de los niveles de MDA y 4-HDA, Nitritos y Zinc.
Los niveles de MDA y 4-HDA cuantificados al final de la evaluacion de Aprendizaje (B)
muestran un incremento de 71.5 + 0.13% y al final de la evaluacién de Memoria (E) de
83.5 £ 0.1%. Los niveles de Nitritos muestran una disminucion del 22.2 + 0.07% (B)
mientras que no se observan cambios en la evaluacion de Memoria (E). Los niveles de
Zinc no mostraron cambios significativos en los tiempos de cuantificacion, valores

comparados respecto los niveles del grupo Control.
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Figura 10. Efecto de la administracion de L-NAME previo a la Obliteracién de la Arteria Carotida
Primitiva sobre el desempefio del Aprendizaje y la Memoria de ratas evaluadas en el Laberinto
Acuatico de Morris y los analitos cuantificados al final de la evaluacion de Aprendizaje y Memoria.
El grupo L-NAME+ Isquemia fue comparado contra el grupo Control, ambos grupos contaron con una
n=10 para llevar acabo la evaluacién de aprendizaje mientras que para la evaluacién de la memoria cada
grupo conto con n=5. El grupo L-NAME+Isquemia fue administrado con una dosis de L-NAME (10 mg/kg)
via i.p. 1 h antes de realizarse la obliteracion de la arteria carétida primitiva (OACP) por 10 min, 24 h
después se realizé el primer ensayo de aprendizaje. Se mantuvieron los parametros de evaluacion que
en los grupos anteriores. Se muestran los valores promedio + SEM, valores analizados con ANOVA de
dos vias, post-test Bonferroni (A) y la evaluacion de la memoria se realizé 7 dias después del ultimo dia
de Aprendizaje valores analizados con ANOVA de una via post-test de Dunnet (C) y (D). En la figura (B)
(Aprendizaje) y (E) (Memoria) se muestran los valores normalizados de MDA y 4-HDA (cuantificados por
método colorimétrico de Gerard-Monnier et al., 1998) de Nitritos (cuantificados por el método
colorimétrico de Chao et al., 1982) de Zinc (cuantificados con por el método colorimétrico de Johnson et
al.,, 1977) a partir de sobrenadante de corteza temporo-parietal. Las barras muestran los valores
promedio + SEM. * p<0.05. Diferencia estadisticamente significativa analizados con ANOVA 1 via, post-
test Dunnet.

Cuando se administr6 el L-NAME 1h antes de la OACP, el grupo no mostro
diferencias en el andlisis cuando se compara contra el grupo Control disminuyendo
progresivamente los tiempos de latencia (dia 1 42.6 + 13.5s, dia 2 37.9 + 12s, dia 3 29.6
+ 94s,dia4 17.2+ 54sydia5 23.8 £ 7.5s) (A), ademas se encontré que el inhibidor
inespecifico de NOS previno la perdida de la memoria causada por la OACP (C),
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causando un decremento de la latencia de escape de 11.5 + 5.8s y aumentando
discretamente el nimero de visitas al cuadrante SE (D). En las figuras (B) y (E) se
muestran los valores promedio £+ SEM de los niveles de MDA y 4-HDA, Nitritos y Zinc.
Los niveles de MDA y 4-HDA cuantificados al final de la evaluacion de Aprendizaje (B)
muestran un incremento del 121.9 + 0.16% y al final de la evaluacién de Memoria (E)
del 93.3 + 0.3%. Los niveles de Nitritos muestran una disminucién del 22.4 + 0.03% (B)
mientras que en la evaluacion de Memoria (E) se observa un aumento del 42.9 +
0.15%. Los niveles de Zinc no mostraron cambios significativos en los tiempos de

cuantificacion, valores comparados respecto los niveles del grupo Control.
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Figura 11. Efecto de la administracién de L-NAME sobre la Obliteracion de la Arteria Car6tida
Primitiva y el desempefio del Aprendizaje y la Memoria de ratas evaluadas en el Laberinto
Acudtico de Morris y los analitos cuantificados al final de la evaluacion de Aprendizaje y Memoria.
El grupo L-NAME+ Isquemia fue comparado contra el grupo Isquemia, ambos grupos contaron con una
n=10 para llevar acabo la evaluacion de aprendizaje mientras que para la evaluacion de la memoria cada
grupo conto con n=5. El grupo Isquemia fue sometido a la cirugia de la obliteracidn de la arteria carotida
primitiva (OACP) por 10 min, 24 h después se realizé el primer ensayo de aprendizaje. Se mantuvieron
los parametros de evaluacién que en los grupos anteriores. Se muestran los valores promedio + SEM,
valores analizados con ANOVA de dos vias, post-test Bonferroni (A). Se muestran los valores promedio +
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SEM, valores analizados con ANOVA de dos vias, post-test Bonferroni (A) y la evaluacion de la memoria
se realiz6 7 dias después del ultimo dia de Aprendizaje valores analizados con ANOVA de una via post-
test de Dunnet (C) # p<0.0001 valores estadisticamente significativos analizados con ANOVA de una via
post-test de Dunnet, # Isquemia vs L-NAME+Isquemia y visitas al cuadrante SE (D). En la figura (B)
(Aprendizaje) y (E) (Memoria) se muestran los valores normalizados de MDA y 4-HDA (cuantificados por
método colorimétrico de Gerard-Monnier et al., 1998) de Nitritos (cuantificados por el método
colorimétrico de Chao et al., 1982) de Zinc (cuantificados con por el método colorimétrico de Johnson et
al., 1977) a partir de sobrenadante de corteza temporo-parietal. Las barras muestran los valores
promedio + SEM. * p<0.05. Diferencia estadisticamente significativa analizados con ANOVA 1 via, post-
test Dunnet.

El grupo L-NAME + Isquemia fue administrado con el inhibidor inespecifico una
dosis de L-NAME (10 mg/kg) 1 h antes de llevarse a cabo la obliteracion de la arteria
carétida primitiva (OACP) por 10 min, 24 h después se realizé el primer ensayo de
aprendizaje. No se encontraron diferencias cuando se compara contra el grupo Control
(A), pero se encontro que el L-NAME previno la perdida de la memoria causada por la
OACP (C), causando una disminucion de la latencia del 24.8 + 12.4s respecto al grupo
Isquemia. Se mantuvieron los parametros de evaluacién que en los grupos anteriores.
Los niveles de MDA y 4-HDA cuantificados al final de la evaluacion de Aprendizaje (B)
muestran un incremento del 14.2 + 1.0% y al final de la evaluacion de Memoria no se
observan cambios significativos (E). Los niveles de Nitritos muestran una disminucion
del 18% (B) mientras que en la evaluaciéon de Memoria (E) se observa un aumento del
38.5%. Los niveles de Zinc no mostraron cambios significativos en los tiempos de

cuantificacion, valores comparados respecto los niveles del grupo Control.
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Discusion de Resultados

El aprendizaje y la memoria son fendmenos neurologicos que estan
determinados por estimulos del medio ambiente hacia un sujeto. En el caso exclusivo
del aprendizaje y la memoria espacial, el hipocampo y la corteza cerebral participan
como un circuito para potencializar estos fendmenos (Doze & Perez, 2012; Giese &
Mizuno, 2013).

Investigaciones indican que el NO es participe en el desarrollo del aprendizaje y
consolidacion de la memoria pues activa vias de sefalizacion que pueden amplificar o
modular procesos como la neurogénesis, trasmision y plasticidad sinaptica (Harooni et
al., 2009; Gallo e ladecola, 2011; Giese & Mizuno, 2013; Moosavi et al., 2014)
modificando asi la conducta de los sujetos de experimentacion (Pitsikas, 2014). El uso
de inhibidores de la NOS confirma el papel pletérico que tiene el NO en el Aprendizaje y
la Memoria (Harooni et al., 2009; Gallo & ladecola, 2011; Moosavi et al., 2014;
Pitsikaz, 2014), en la figura 8 (A) se puede observar que la administracion de L-NAME
(10mg/kg) previa a un entrenamiento en el Laberinto Acuatico de Morris, altera la
conducta del Aprendizaje aumentado la latencia de escape a lo largo de la evaluacion y
respecto al desempefio del grupo Control. El perfil de analitos cuantificados muestra un
aumento de los niveles de MDA y 4-HDA que podria propiciar un estado oxidativo
celular (Forstermann & Sessa et al., 2012; Adaramoye et al., 2012) y que podria
estar afectando el funcionamiento celular (Li et al., 2010; Ayala et al., 2014). El efecto
del L-NAME disminuye la presencia de NO y por ende de metabolitos secundarios del
mismo, digase de Nitritos (Stevanovic et al., 2011) y con ello los niveles del Zinc
disminuyen pues existe un efecto retrogrado del NO para que la liberacién de este
biometal se lleve a cabo y la neuronas post-sinapticas puedan captar el Zinc liberado
(Frederickson et al., 2002; Aimo et al., 2010), resultados comparados contra el grupo

Control (ver figura 9 B).

La conducta de Memoria evaluada 7 dias después del ultimo dia de aprendizaje
aun se ve afectada por la administracion de L-NAME (Moosavi et al., 2014; Pitsikaz,

2014) (ver figura C y D) y confirmado con el perfil metabdlico evaluado en las mismas
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condiciones, los resultados muestran los niveles de MDA y 4-HDA aumentados, lo que
probablemente indica que el dafio celular persiste hasta el ultimo dia de evaluacion (Li
et al., 2010; Ayala et al., 2014). Los niveles de Nitritos no muestran variacion, este
mismo comportamiento se observa en los niveles de Zinc, fendmeno explicado arriba.

Resultados comparados contra el grupo Control (ver figura 8 C y D).

Distintos modelos de dafo cerebral han mostrado y confirmado que estructuras
como el hipocampo y la corteza cerebral son afectadas (Morris et al., 1982; Gonzalez-
Barrios et al., 2002; Aguilar-Alonso et al., 2008).

La OACP realizada por 10 min, es considerada como un dafio cerebral sub-letal
(Kader, 1993). Este dafio no altera el desempefio del Aprendizaje en las ratas
comparadas con el del grupo Control (ver figura 9 A). El perfil de analitos cuantificado al
final de la evaluacidbn muestra un aumento de los niveles de MDA y 4-HDA, sugiriendo
que: 1.El entrenamiento en el Laberinto Acuatico de Morris propicia un intercambio
neuronal (neuronas viejas por nuevas) a lo largo de la evaluacion que beneficia el
Aprendizaje y que el metabolismo de las neuronas viejas influye en los niveles de MDA
y 4-HDA (Leuner & Gould, 2010; Taupin, 2006), ademéas que ROS como O; y el H,0,
estan involucradas en fendmenos como la proliferacion y supervivencia celular que
favorece el Aprendizaje y podria tener un impacto en el metabolismo del MDA y 4-HDA
sin que este aumento signifigue muerte celular (Ayala et al., 2014) en todos los grupos
experimentales y 2. El dafio isquémico persiste al final de la evaluacion del Aprendizaje
(Samdami et al., 1997; Pacher et al., 2009; De Silva et al., 2013; Wu et al., 2014) y
no modifica la conducta de las ratas con OACP comparadas contra el grupo Control.
Los niveles de Nitritos y Zinc disminuyeron, sugiriendo que la actividad del NO y el Zinc
esta relacionada e involucrada en la modulacion de la actividad de los receptores
NMDA vy la actividad de la NOS (Knott &Bossy-Wetzel, 2009; Garthwaite, 2008;
ladecola, 2011) evitando que se perturbe la homeostasis celular (Frederickson et al.,

2002; Takeda, 2014), resultados respecto al grupo Control (ver figura 9 B).

Sin embargo los resultados en el evaluacion de la Memoria muestran que la
OACP (10 min) afecto la consolidacion del entrenamiento en el Laberinto Acuatico de

Morris, pues el grupo Isquemia muestra un aumento significativo en la latencia para
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localizar el cuadrante SE (ver figura 9 C y D) indicando que: 1.El dafio isquémico en la
fase tardia a la evaluacién afecta los niveles de MDA y 4-HDA (Pacher et al., 2009; De
Silva et al., 2013; Wu et al., 2014) y 2.El dafio isquémico se le ha adjudicado a la
INOS, el NO producido por la isoforma inducible podria ejercer un efecto citotdxico
(Byun et al., 2009; Pacher et al., 2009) y aunque no se observa un aumento sustancial
en los niveles de Nitritos, lo que podria deberse a disfuncion y dafio neuronal (Pacher
et al., 2009; Cechetti et al., 2012; Kalogeris et al., 2012) que a su vez modifica el
almacenamiento del Zinc en las neuronas (Takeda et al., 2014) resultados comparados

respecto al grupo Control (ver figura 9 E).

Estudios han mostrado que la administracion de L-NAME previa a un modelo de
dafo cerebral previene la presencia de marcadores de dafio celular cuantificados en la
fase temprana post-isquemia (Seif-El-Nars & Fahim, 2000; Aguilar-Alonso et al.,
2008; Awooda et al., 2013) y en la fase tardia post-isquemia (4-7 dias después) (Gahm
et al., 2005; Terpolilli et al., 2012)

La administracion de L-NAME (10 mg/kg) afecto la conducta de las ratas que
fueron sometidas a la OACP, con lo que el desempefio de las ratas fue mejorando con
forme los dias de evaluaciébn aumentaban (ver figura 10 A). El perfil de analitos
cuantificados muestra un aumento en los niveles de MDA y 4-HDA al final de la
evaluacion de Aprendizaje (ver figura 10 B), este incremento no refleja dafio celular
alguno a nivel cerebral por lo que probablemente estos biomarcadores puedan
participar de manera benéfica en procesos celular como la proliferacion y supervivencia
celular (Ayala et al., 2014) promoviendo la actividad neuronal. Por su parte, el efecto
del L-NAME disminuyo los niveles de nitritos (Stevanovic et al., 2011) y con ello los
niveles de Zinc se mantuvieron por debajo de los del grupo Control indicando una
modulacion en la actividad neuronal a través de procesos celulares (Takeda et al.,
2014).

El desempeiio de las ratas en la evaluacion de Memoria, muestra que la
administracion de L-NAME previno la perdida de la funcién cognitiva reflejado a través
de la disminucién de la latencia para localizar el cuadrante SE y un discreto aumento en

el promedio de visitas al mismo cuadrante (ver figura 10 C y D). Se mantiene un
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incremento en los niveles de MDA y 4-HDA probablemente debido a que el
entrenamiento en el Laberinto Acuatico de Morris haya afectado positivamente
procesos como la neurogénesis y plasticidad sinaptica, con ello un intercambio neuronal
se pudo llevar a cabo en desarrollo del Aprendizaje (Leuner & Gould, 2010). Los
niveles de Nitritos presentan un aumento, esto podria deberse a una sintesis de novo
de Nitritos a partir de una fuente remota al cerebro y que el efecto inhibitorio del L-
NAME no es capaz de detener (Milsom et al., 2012) que eleva ligeramente los niveles
de Zinc cuantificados (Takeda, 2014) (ver figura 10 E) y con ello mantienen un

conducta positiva hacia la consolidacion de la informacion en la Memoria.

Diversos estudios indican que el L-NAME puede ser propuesto como un posible
tratamiento que ayude a detener el dafio posterior a un modelo de dafio cerebral
disminuyendo el volumen de infarto (Margaill et al., 1997; Mohammadi et al., 2011;
Mohammadi et al., 2012), el impacto negativo del dafio isquémico a estructuras
cerebrales (Caldwell et al., 1996; Buisson et al., 1992), la excitoxicidad por dafio
celular (Byun et al., 2009) y el estrés oxidativo y nitrosativo (Seif-El-Nars & Fahim,
2000; Aguilar-Alonso et al., 2008; Awooda et al., 2013) por lo menos en la fase
temprana (menos de 36 h después del proceso obstructivo) del dafio post-isquémico.
Gahm et al (2005) muestra que la administracion local de L-NAME posterior a un dafio
cerebral disminuye un marcador de dafio (3-Nitrotirosina) y la actividad de las NOS 24 h
después del dafio y en la evaluacion microscopica (TUNEL, degeneracion vy
supervivencia Neuronal) muestra la presencia de células apoptéticas pero al mismo
tiempo de células que se han adaptado a los cambios isquémicos, lo anterior indica que
el L-NAME en condiciones isquémicas cerebrales podria proteger funciones neuronales
importantes en la fase temprana y tardia post-isquemia aunado al entrenamiento en el
LAM mejorando el aprendizaje y manteniendo la memoria. Por lo anterior el L-NAME
podria prevenir un déficit neurolégico provocado por el evento isquémico (Awooda et
al., 2013; Mohammadi et al., 2011).

El desempefio en el Laberinto Acuéatico de Morris del grupo Isquemia es muy
similar al del grupo Control y las comparaciones con el grupo L-NAME+Isquemia

podrian ser las mismas (ver figura 11 A). El perfil de analitos cuantificado en el dia 5 del
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aprendizaje muestra un aumento en los niveles de MDA y 4-HDA, probablemente esto
indique que: 1. No todas las células que sufrieron isquemia se adaptaron a las
condiciones post-isquémicas y de reperfusion y 2. En el curso temporal evaluado, en la
fase final de la evaluacion la inhibicion de la INOS podria dirigirse hacia la produccion
de O; con lo que los biomarcadores de dafio se ven afectados (Byun et al., 2009; De
Silva et al., 2013) pero a pesar de mantener un incremento sobre el grupo Isquemia,
estos no perjudican el Aprendizaje. Caso opuesto en los niveles de Nitritos pues hay un
efecto inhibitorio (Stevanovic et al., 2011) y que esta disminucion pueda tener un
efecto modulador en los niveles de Zinc para evitar dafio celular (Frederickson et al.,
2002; Takeda, 2014) (ver figura 10 B).

En la evaluacion de la Memoria el comportamiento que presentan las ratas del
grupo L-NAME+Isquemia respecto a las del grupo Isquemia cambia (ver figura 10 C) , el
parametro de la latencia para localizar el cuadrante SE disminuye significativamente y el
promedio de veces que navega en el cuadrante SE aun es diferente (ver figura 10 D),
sin embargo el valor que pertenece al grupo Isquemia puede deberse a que al
aumentar la latencia para localizar el cuadrante SE, las ratas del grupo Isquemia
experimentaron una navegacion erratica y con ello desorientacion, por ello la diferencia
en parametro previo (Morris et al., 1982; Vicens et al., 2001). La cuantificacién de los
analitos presenta niveles proximos de MDA y 4-HDA, sin que en el grupo L-
NAME+Isquemia afecte la conducta y que el aumento de estos biomarcadores sugiere
gue intercambio celular se lleva a cabo de manera adecuada (Leuner & Gould, 2010).
De la misma manera que cuando se comparan los niveles de Nitritos respecto al grupo
Control, se observa un incremento que podria ser explicado de la misma manera y que
en el grupo Control vs L-NAME+Isquemia (Milsom et al., 2012). Los niveles de Zinc
muestran una ligera disminucion, que no afecta la funcionalidad celular reflejada en la

evaluacion de Memoria (Takeda, 2014) (ver figura 11 E).
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Conclusion

La presencia del oxido nitrico es crucial para el desarrollo del Aprendizaje y la
Memoria, y su efecto protector podria ayudar a mantener funciones fisiologicas y
cognitivas a largo plazo que se ven alteradas en condiciones isquémicas.
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Anexos

Técnica para la cuantificacion de proteinas totales por el método de Commassie

Reactivo de Commassie

Preparar 210 mL de solucibn de 4acido perclérico del 70% al 3%
Pesar 0.12g de Commassie Blue G-250 y disolver a agitacién constante en la solucién de acido
perclérico al 3%. Filtrar la solucién de acido perclérico al 3% y Commassie Blue G-250. Leer en
el espectrofotometro la solucién filtrada a 465nm y utilizar como blanco solucién de é&cido
perclorico 3% y ajustar (agregando mas solucion de acido perclérico 3% o mas Comassie blue
G-250) hasta obtener una absorbancia entre 1.3 a 1.5. El reactivo de Comassie se debe

mantener protegido de la luz, colocandolo en un frasco ambar.

Para realizar la cuantificacién de proteinas totales, se debe realizar una curva de calibraciéon, y

leer en el espectrofotbmetro a 620nm

Concentracion Stock de Alb H»>O destilada Reactivo de
M ML ML Commassie
Blanco 0 500 500
1.0 1.0 499 500
2.5 2.5 497.5 500
5.0 5.0 495 500
10.0 10.0 490 500
Nota:

e Una vez que se ha agregado el reactivo de Commassie, la reaccién es estable por 15
minutos, por lo que es recomendable que las muestras sean leidas lo mas pronto

posible.

Técnica para la cuantificacion de Nitritos por el método de Griess
Stock de nitritos

Solucién 1mM de nitrito de sodio (NaNO,)
En un tubo Eppendorf pesar 0.069g de NaNO,, diluirlos en 1 mL agua destilada y mezclar
perfectamente.

Solucion 1pM de nitrito de sodio (NaNO:)
En un tubo Eppendorf colocar 999L de agua destilada, con ayuda de una micropipeta medir 1

ML de Solucién 1mM de nitrito de sodio (NaNO,) y mezclar perfectamente
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Reactivo de Griess (Solucion A+ Solucién B)
Soluciéon A

Pesar 1.32g de sulfanilamida
Medir 60mL de &cido acético glacial
Medir 39 mL de agua destilada

Mezclar perfectamente y almacenar en un frasco color ambar a 4°C (Volumen final de la
Solucién A=100mL)

Solucion B
Pesar 0.1g de N-1-naftil-etilendiamina. Medir 100 mL de agua destilada
Mezclar perfectamente y almacenar en un frasco color ambar a 4°C (Volumen final de la

soluciéon B=100 mL)

Concentracion pM Stock de NaNO; Agua destilada pL Reactivo de H-0 destilada pL
MuL Griess
Blanco 0 100 100 800
1.0 1.0 99 100 800
2.5 2.5 97.5 100 800
5.0 5.0 95 100 800
10.0 10.0 90 100 800
Notas:

e Las soluciones se mezclan en el momento en que se realice las determinaciones
evitando asi que el Reactivo de Griess entre en contacto con la luz

e Elreactivo de Griess se prepara en proporcion 1:1 de la solucién Ay la soluciéon B

o El blanco de la solucién no debe dar coloracion, de suceder esto, cambiar el agua
destilada o revisar que los tubos en los que se realizé la curva que no estén sucios

e Pararealizar las cuantificaciones se debe realizar una curva de calibracion que se lee en

un espectrofotometro a 540nm
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Técnica para determinar MDA y 4-HDA por el método de Gerard-Monnier
Stock 10uM de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Solucién 1)

En un tubo ependorf disolver 1.65 uL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano en 1mL de agua destilada y

mezclar perfectamente

Solucién 0.1uM de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Solucién Il diluida)

En un tubo ependorf diluir 50uL de la solucién 10uM de 1,1,3,3-tetrametoxipropano con 4.5 mL
de agua destilada y mezclar perfectamente

Solucion de N-metil-2-fenilindol (Solucion I)

Pesar 38mg de N-metil-2-fenilindol
Disolver el N-metil-2-fenilindol en 18mL de acetonitrilo, mezclar perfectamente

Al momento de emplear la solucion de N-metil-2-fenilindol debe adicionarse 6 mL de metanol

para alcanzar un volumen final de 24mL

Concentracién Solucién | pL Solucién Il (diluida) Ac. H,O Destilada pL
(UM) uL Metanosulfénico
ML

Blanco 650 0 150 200
0.5 650 5 150 195
1.0 650 10 150 190
2.5 650 25 150 175
5.0 650 50 150 150

Notas:

e Los tubos en lo que se lleva a cabo la reaccién deben ser cubiertos con parafilm para
después incubar a 45°C durante 1h
e En caso de que los tubos tengan mucho sobrenadante, estos se centrifugan durante 15

minutos a 3000 rpm y leer en un espectrofotdmetro a 586nm
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Técnica para determinar Zinc por el método de Jonhson

Stock de Zinc

Disolver 1 g de oxido de Zinc (ZnO) en 1mL de agua desinonizada, a partir de esta solucion
preparar varias diluciones hasta obtener una solucién a una concentracion de 0.1ug/mL
Solucién de Guanidina 6M

Disolver 6M de gunidina en 1L de TRIZMA BASE 0.2M, el cual contiene 0.15% de NaCN y
0.35% de &cido ascérbico

Solucién de 4-(2-piridazol)-resorcinol

Disolver 1g de 4-(2-piridazol)-resorcinol en 1L de agua desionizada. Proteger de la luz y

mantener almacenado en refrigeracion

Soluciéon de Hidrato de cloral

Disolver 600 g de hidrato de cloral en 1L de agua desionizada

Concentracion H20 Stock de Zinc  Guanidina 6M Piridilazo Hidrato de
(uM) Desionizada pL pL resorcinol pL cloral pL
uL
Blanco 200.0 0 1000 100 50
0.5 199.5 0.5 1000 100 50
1.0 199.0 1.0 1000 100 50
25 197.5 2.5 1000 100 50
5.0 195.0 5.0 1000 100 50
10.0 190.0 10.0 1000 100 50
Notas:

e Todos los reactivos se preparan con agua desionizada

e Preparar todas las soluciones el mismo dia de la determinacion

e Utilizar tubos que hayan sido desionizados

e Una vez que se colocaron todos los reactivos y se agitaron, se espera 5 minutos. La

curva de calibracion se lee en un espectrofotometro a 497nm

55

——
| —



Parte de este trabajo fue publicado y presentado como cartel en los
siguientes congresos

8¢ Reunion de la Academia Mexicana de Quimica Orgdnica Trabajo No. 114

La inhibicion de oxido nitrico revierte el déficit de la memoria después de un proceso
transitorio de hipoxia-isquemia cerebral en la rata.

Aguilar-Peralta A K, 'Toxqui-Xiqui, V., 1Gonzalez Vazquez, A, 'Medina Carrera, J., 'Blanco-Alvarez V., 'Gonzalez-Camacho, E.B., 'Pifia-
Leyva, C. 'Soto-Rodriguez, G., 2Martinez-Fong, D., *Gonzalez-Barrios, JA, Ugarte A, "Torres y Soto, M., 'Ledn-Chavez, B.A.

Facultad de Ciencias Quimicas, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, 2Departamento de Fisiologia, Biofisica y Meurociencias, CINVESTAV, *Laboratorio de
Gendmica, Hospital 1° de Octubre, ISSSTE, #Instituto de Fisiologia, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. berthaleon@correo buap.ms

82 Reunion de la Academia Mexicana de Quimica Organica Puebla, Pue. 2011

N S

LVI Congreso Nacional

SMCF SMCF 2013

Inhibicién del éxido nitrico previene la lipoperoxidacion y pérdida de procesos

cognitivos durante un proceso hipoxico-isquémico cerebral en rata.
Gonzidlez Vazquez A, Aguilar Peralta AK, Toxqui Xiqui V, Medina Carrera J, Soto-Rodriguez G, Pifia-Leyva C, Martinez-Fong D, Limén
Pérez de Ledn D, Gonzalez-Barrios JA, Ledn-Chévez BA.

SMCE 2013

Administracion subaguda de zinc disminuye el estrés nitrosativo

o9 manteniendo el aprendizaje y memoria durante un proceso A ﬁ
4 hipoxico-isquémico cerebral en ratas = \m
Aguilar Peralta AK, Toxqui-XiquiV, Pifia-Leyva C, Blanco-Alvarez VM, Martinez-Fong D, Limén Perez

de Ledn DI, Gonzalez-Barrios JA, Gonzalez-Vazquez A, Medina Carrera J, Le6n-Chdvez BA.

LVI Congreso Nacional de Ciencias Fisiologicas SMCF Tlaxcala, Tlax. 2013

Administracion subaguda de zinc y L-NAME antes de hipoxia-isquemia
cerebral incrementd la lipoperoxidacion

Alejandro Gonzalez Vizquez, Victor Manuel Blanco-Alvarez, Daniel Limén Pérez de Ledn, Daniel
Martinez-Fong, Juan Antonio Gonzalez Barrios, Bertha Alicia Ledn-Chavez.

LVII Congreso Nacional de Ciencias Fisiolégicas SMCF Oaxaca, Oax. 2014

56

——
| —



Oxido Nitrico influye en el aprendizaje y la memoria tras un proceso
hipoxico-isquémico cerebral en rata
Gonzalez Vazquez A., Aguilar Peralta AK, Pifia-Leyva C, Martinez-Fong D, Limon Pérez de
Ledn, Ledn-Chavez BA.

_ Efecto de la administracion subaguda de zinc sobre el estrés
%. nitrosativo, el aprendizaje y la memoria tras un proceso hipoxico-

isquémico cerebral en rata
Aguilar Peralta AK, Gonzélez-Vazquez A, Martinez-Fong D, Limén Perez de Leén DI, Leén-Chavez BA.

Semana del cerebro Facultad de Cs. Quimicas, BUAP. Puebla, Pue. 2014

XII encuentro

Participacion de
LuJer

; =k (lencla

ANIVERARD

Incremento de la lipoperoxidacion y alteracion en la memora de rata macho infantil
después de una administracion cronica de Zinc
Salma Trinidad Ruiz Pastrana, José Antonio Benavides Paredes, Victor Manuel Blanco
Alvarez, Alejandro Gonzdlez Vazquez, Daniel I. Limén, Eduardo Brambila y Bertha Alicia
Ledn Chavez

XIl Encuentro Participacion de la Mujer en la Ciencia. Leén, Gto. 2015

Neural Plasticity

About this Journal Submit a Manuscript Table of Contents

PSSR research Article Provisional PDI
u ' Journal Menu

Prophylactic Subacute Administration of Zinc Increases

About this Journal CCL2, CCR2, FGF2 and IGF-1 Expression and Prevents the Long-Term Memory
:Zs"a“‘"g and Indexing Loss in a Rat Model of Cerebral Hypoxia-Ischemia
vance Access

Victor Manuel Blanco-Alvarez, Guadalupe Soto-Rodriguez, Juan A. G Z=
Eduardo Brambila, Maricela Torres-Soto, Ana Karina Aguilar-Peralta,|Alejandro Gonzalez-Vazquez
Constantino Tomas-Sanchez, Ilhuicamina Daniel Limon, Jose Ramon Eguibar, Araceli Ugarte, Jeanett
Hernadez-Castillo, and Bertha Alicia Leon-Chavez

Aims and Scope

Article Processing Charges
Articles in Press

Author Guidelines
Bibliographic Information
Citations to this Journal Academic Editor: Preston E. Garraghty
Contact Information

Received 6 February 2015; Revised 30 May 2015; Accepted 1 June 2015

57

——
| —



