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Oxygen deprivation in newbarns leds to hypoxic-ischemic encephalopathy. whose hallmarks are oxidative/nitrosative stress,
energetic metabolism alterations, nutrient defidency, and mator behavior disshility. Zinc and taurine are known to protect

hyparic-ischemic brin damage in aduls and neonates. However, the combined ofect of prophylactic zinc
administration and therapeutic urine treatment on intrauterine ischemmia- (TUT-) nduesd corehral damage remains unknown.
The present work svalmted this issue in male pups subjectsd i transient TUT {10min) at E17 and whose mothers recsved xinc
from El to Elf and turine fom E17 to postratal day 15 (PNDM5) via drinking water. We aseesal motor alterations,
nitrosative stress, lipid peroxidation, and the antinxidant system comprised of superoxide distmtse (S0D), catalase (CAT), and
glutathione peroxidase (GPx)l Enzymes of nemonal energefic mthways, suwch as aspartate aminotransferase (AST), almine
amingtransferae (ALT), and botate dehydmogenass (LDH), were also evalated  The hisarchimtion score of the protective
effect of pharmacological strategies (HSFEPS) was used to sdect the most efiective treatment Compared with the TUI group,
zinc, alone or combinal with furine, improved matar behavior and reduesd nitrostive stress by increasing 50D, CAT, and
GPx acivities and decreasing the GSS(/GSH matio in the cerebrl cortex and hippocampus. Taurine alne incesel the
AST/ALT, LDH/ALT, and AST/LDH matios in the cerebral cortex, showing improvement of the neural bicenergetics system.
This result suggests that taurine improves pyruvate, bobte, and glitamate metabolism, thus decreasing TUl-cansed cenebral
damage and relieving mator behavior impaimment. Our results showed that taurine alone ar in combination with rine provides
newnpratection in the TUT mt modd.



“From the brain, and from the brain only, arise our pleasures, joys, laughter and
jests, as well as our sorrows, pains, griefs, and tears. Through it, in particular, we
think, see, hear, and distinguish the ugly from the beautiful, the bad from the good,
the pleasant from the unpleasant, in some cases using custom as a test, in others

perceiving them from their utility”

Hipdcrates (c. 460 A.C. - ¢. 370 A.C.) (LOEB Classical Library, 2021)



https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2022.840265/full#B290
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RESUMEN

La asfixia perinatal es causa de encefalopatia hipdxica-isquémica una
condicién inflamatoria cerebral que se desarrolla en los recién nacidos. La privacion
de oxigeno conduce al incremento del estrés nitrosativo, deficiencia de nutrientes
gue provocan alteraciones del metabolismo energético, dafio la materia gris y
discapacidad motora. El zinc y la taurina administrados de forma individual ejercen
un efecto protector contra el dafio cerebral hipdxico-isquémico tanto en neonatos
como en adultos. Sin embargo, se desconoce el efecto de la administracion
combinada del zinc profilactico y el tratamiento terapéutico con taurina ante el dafio
cerebral inducido por isquemia intrauterina (11U). En este trabajo se evaluo el efecto
de las administraciones de zinc (desde el dia E1 hasta el dia E16) y de taurina
(inciando en el dia E17 hasta al dia postnatal 15 (P15)) a través del agua de beber
ante un modelo de U transitoria (10 min) en dia E17 sobre las ratas macho
neonatas. Ademas, se llevd a cabo la evaluacion de un curso temporal de las
edades P1, P15 y P30 en el cerebro de ratas neonatas macho y el dafio tisular,
estrés nitrosativo (NO2), peroxidacion lipidica (MDA & 4-HDA), enzimas
antioxidantes: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (Cat) y el sistema glutatién
peroxidasa - glutation (GPx - GSH). Asi mismo, se cuantifico el glutation oxidado
(GSSG), para posteriormente obtener el indice GSSG/GSH. También se evaluaron
las enzimas: aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y
lactato deshidrogenasa (LDH), los indices AST/ALT, LDH/ALT y AST/LDH. También
se evalué el efecto de los tratamientos de zinc y taurina sobre alteraciones motoras
inducidas por la l1lU. Se utilizo la escala de Jerarquizacion del Efecto protector de
Estrategias Farmacoldgicas (JEPEF) para seleccionar el tratamiento mas eficaz.
Comparada con el grupo IlU, la administracion de zinc, sola o combinada con
taurina, contribuy6 en la proteccion tisular (P1), mejoraron la conducta motora (P5
— P14 y P29 — P30) y redujeron el estrés nitrosativo (P15 y P30) al aumentar la
actividad antioxidante de SOD, CAT y de GPx, disminuyeron la relacion GSSG/GSH
en la corteza cerebral y el hipocampo (P15), esto se vio reflejado en la recuperaciéon
de las habilidades motoras. La administracion de taurina individual incremento los
indices AST/ALT, LDH/ALT y AST/LDH en la corteza cerebral, mostrando una
mejora del sistema bioenergético neural (P15). Estos resultados sugieren que la
taurina mejora el metabolismo del piruvato, el lactato y el glutamato, participando en
la disminucion de la inflamacion cerebral causada por la 11U y ayudando a disminuir
el deterioro motor a mediano y largo plazo. En conclusién, la administracion
combinada con zinc y taurina mostré un tuvo un efecto neuroprotector ante un dafio
[IU en rata.
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INTRODUCCION

La Asfixia perinatal

La asfixia perinatal (AP) se define como la agresién producida al feto o al
recién nacido alrededor del momento del nacimiento por la falta de oxigeno y/o de
una perfusion tisular inadecuada (Hutter et al., 2010, Qin et al., 2019), es causada
por una amplia gama de procesos patoldégicos en los que se incluyen: el
desprendimiento o ruptura prematura de la placenta, la invasion de los vasos
sanguineos fetales que cruzan el orificio externo del Utero (vasa praevia) (Yang et
al., 2019), eventos hipodxico-isquémicos (Locatelli et al., 2010, Laptook et al.,
2017, Dhillon et al., 2018), problemas durante el parto (parto prolongado)
(Kurinczuk et al., 2010), incluso el consumo de sustancias nocivas (cocaina,
alcohol, etc.) (Maddox et al., 2019).

La AP es la 5% causa de dafio cerebral en recién nacidos e infantes menores
de cinco afos, causa cerca de 0.69 a 1.02 millones de defunciones en la poblacién
recién nacida a nivel mundial (Laptook et al., 2017). Esta enfermedad afecta de 3
a 5 neonatos por cada 1000 recién nacidos vivos, se estima que de 0.5 a 1 neonato
de cada 1000 recién nacidos vivos desarrollan dafio cerebral en forma de
encefalopatia (Laptook, 2016, Barkhuizen et al., 2017) con una alta probabilidad
de presentar secuelas neurologicas y desarrollar dafio multiorganico impidiendo su

desarrollo infantil (Alsina et al., 2017, Borjini et al., 2019).

Secuelas neurologicas

El estrés intrauterino causado por la hipoxia gestacional es un factor de riesgo
gue conduce al incremento de dafio cerebral (Sacchi et al., 2018a) y puede
determinar el término del alumbramiento (Bos et al., 2013). Las condiciones
inflamatorias incrementan la probabilidad de que los neonatos muestren

alteraciones motoras a corto y largo plazo (Bos et al., 2013, Evensen et al., 2020).

La materia blanca debe establecer las conexiones necesarias que permitan

la intercomunicacion entre diferentes regiones cerebrales. Posteriormente, la
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mielinizacion del sistema nervioso central incrementa la velocidad en la
transferencia de informacion frente a una amplia gama de estimulos durante la
lactancia e infancia. Las regiones sensio-motoras tienen una maduracion temprana
(Sacchi et al., 2018a), mientras que las regiones cognitivo-asociativas pueden
continuar su desarrollo hasta décadas después del nacimiento (Dubois et al.,
2014).

Las habilidades motoras de control postural, locomocion, destreza manual,
exploracion e interaccion son primordiales para asegurar el desarrollo adecuado de
los recién nacidos (Adolph and Hoch, 2020), lo que permitira interactuar mejor con
su medio ambiente a largo plazo (Adolph and Hoch, 2019). Sin embargo, el dafio
cerebral causado por sufrimiento fetal altera significativamente el comportamiento
de los sujetos (Fuentefria et al., 2017, Adolph and Hoch, 2020). La extension del
dafio cerebral desencadenado por la AP esta relacionada con la duracion de la
interrupcién en la perfusion tisular y por ende en el suministro de oxigeno, asi como
el tipo celular del tejido dafiado (Sacchi et al., 2018a). Las regiones cerebrales mas
susceptibles al dafio hipéxico son el tAlamo, los ganglios basales, la corteza y el
hipocampo evidenciado con ayuda de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y
Tomografia Axial Computarizada (TAC) (Okumura et al., 1997, Bano et al., 2017,
McAdams et al., 2017a). La lesion cerebral produce el deterioro en la comunicacion
neuronal y el desarrollo de disfuncibn motora (Torres-Merino et al., 2019) y

cognitiva en los recién nacidos a largo plazo (McAdams et al., 2017b).

La prueba Apgar es utilizada como el estandar de oro para la evaluacion del
rendimiento motor y las respuestas a estimulos sensoriales en el recién nacido. Esta
prueba se realiza en los 0, 5 y 10 minutos posteriores al nacimiento. Consiste en la
evaluacion del aspecto de la piel (A), el pulso (P), respuesta refleja o irritabilidad del
inglés Grimage (G), actividad y tono muscular (A) y la respiracion (R). En cada rubro,
a cada uno de estos parametros se le asigna una puntuacion de 0 (respuesta nula),
1 (moderada) o 2 (respuesta Optima). La suma total de los pardmetros es
comparada en una escala que indica el funcionamiento neurolégico general del

recién nacido donde: un puntaje de 0-3 indica dafio neurolégico severo, dafio
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moderado corresponde a un puntaje de 4-6 y 7-10 indica buena salud neuromotora
(American Academy of et al., 2006). Los recién nacidos con puntaje 4-6 en la
prueba APGAR evaluada a los 10 min, son candidatos directos para tratamiento con
hipotermia y en la mayoria de los casos son dados de alta con una vigilancia
constante. Sin embargo, en diferentes estudios de imagenologia realizados una
semana después del nacimiento, se observa la evolucion natural del dafio cerebral
con presencia de secuelas neuroldgicas (American Academy of et al., 2006). Para
esta poblacion afectada, la escala Sarnat (Sarnat and Sarnat, 1976, Allen and
Brandon, 2011) ayuda a reclasificar la severidad del dafio neuroldgico a largo plazo,
también permite obtener informacidn para considerar y aplicar terapia con agentes
neuroprotectores y evitar el desarrollo de las secuelas neuroldgicas (Dixon et al.,
2015, Chalak et al., 2019, McNally and Soul, 2019).

Los neonatos que sobreviven a un episodio de hipoxia-isquemia (H-I) pueden
mostrar una baja reactividad emocional durante su infancia, esto ha sido relacionado
con la susceptibilidad a padecer depresion y problemas motores (Sacchi et al.,
2018b). Diferentes estudios se han enfocado en comprender la variabilidad del dafio
neuroldgico en neonatos inmaduros con la finalidad de mejorar la eficiencia de su
intervencion y evitar secuelas neuroldgicas (Rogers and Hintz, 2016, Sacchi et al.,
2018a).

Los modelos animales sometidos a H-l1 permiten estudiar el desarrollo
cronoldgico del dafio cerebral desencadenado por el proceso neuroinflamatorio y
oxidativo (Schneider et al., 1975, Rutherford et al., 1994, Gonzalez-Barrios et al.,
2002, Huang et al., 2013, Feather-Schussler and Ferguson, 2016, Fushima et
al., 2016) con el propoésito de proponer tratamientos para ayudar a mitigar el dafio
cerebral (Arteaga et al., 2015, Zhu et al., 2016, Goren et al., 2017) e impedir la
evolucion del déficit neuromotor a corto y largo plazo (Feather-Schussler and
Ferguson, 2016, Fushima et al., 2016, Goren et al., 2017, Nguyen et al., 2017).

Cascadaisquémica
La interrupcidn de la perfusion sanguinea provoca la despolarizacion de la

membrana neuronal y activa la cascada isquémica. Mientras que, la baja presién de
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oxigeno (pO3) al parénquima cerebral causa la hipoxia. A nivel mitocondrial, la baja
presion de O: interrumpe el funcionamiento de la cadena transportadora de
electrones (CTE) con lo que se establece la disfuncion del complejo | (NADPH
deshidrogenasa), promoviendo la acumulacibn de electrones (e7), que
posteriormente durante el proceso de reperfusion los e son cedidos al Oz para
formar el anion superoéxido (O27), lo que potencia la propagacion del dafio oxidativo;
la disfuncion de la CTE promueve una falla energética y causa deplecion de ATP
(Trifosfato de Adenosina) que afecta el funcionamiento de las bombas sodio-potasio
ATPasa (Na*-K* ATPasa) en la membrana celular. Al mismo tiempo, se suscita el
desbalance i6nico que provoca la propagacion de la despolarizacion de la
membrana en las neuronas y con ello, la posterior liberacion masiva de glutamato
(Glu) dando pie al inicio de la fase de dafio excitotoxico (Kalogeris et al., 2016,
Riljak et al., 2016).

La liberacion de GIlu desde la terminal presinaptica induce la
sobreestimulacion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y permite la
entrada masiva de calcio (Ca?*) en las terminales postsinapticas (Burd et al., 2016).
La posterior acumulacion de Ca?* citoplasmatico activa mecanismos de dafio en la
membrana como la lipoperoxidacion (Martini et al., 2020) e incrementa la actividad
de diferentes enzimas dependientes de Ca?* como la calpaina y las sintasas del
oxido nitrico (NOS), estas ultimas dirigen la sintesis de 6xido nitrico (NO) para
favorecer la vasodilatacion local, mientras que en una etapa tardia el NO y el Oz,
reaccionan y forman como producto transitorio al ion peroxinitrito (ONOQO~) (Torres-
Cuevas et al., 2017, Martini et al., 2020) un agente altamente reactivo que causa
cariorexis por la oxidacion ADN, proteinas y lipidos (Samdani et al., 1997, Bolanos
and Almeida, 1999, Qin et al., 2019).

La maquinaria enzimatica del sistema nervioso en el recién nacido posee baja
eficiencia para contrarrestar la formacion de especies reactivas de oxigeno (EROS)
durante un evento hipoxico, lo que permite el incremento de la excitotoxicidad por
glutamato (Zeevalk and Nicklas, 1992, Follett et al., 2004), el estrés oxidativo

(Gonzalez-Barrios et al., 2002, Martin et al., 2009) y la inflamacion (Bonestroo et
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al., 2015). En conjunto, la disrupcién en la comunicacién de regiones cerebrales
(Teo and Bourne, 2014, Bonestroo et al., 2015) provoca el desarrollo de
alteraciones neurolégicas como paralisis cerebral, disfuncibn motora y cognitiva

(Feather-Schussler and Ferguson, 2016).

El proceso isquémico redirige el metabolismo celular hacia la produccion de
acido lactico y reduce el pH (acidosis lactica) (Murray et al., 2008, Wu et al., 2018).
Esta alteracion es considerada como un biomarcador que esta altamente
relacionado con el dafio cerebral en neonatos que sufrieron un evento hipéxico-
isquémico (Murray et al., 2008, Karlsson et al., 2010, Wu et al., 2018).

El tejido cerebral cuenta con diferentes mecanismos compensatorios para
evitar la exacerbacion del dafio causado por la hipoxia-isquemia (H-I). Por ejemplo,
el astrocito tiene una alta capacidad para contrarrestar el desbalance
hidroelectrolitico a través del incremento en el consumo de potasio (K*) y agua a
través de la regulacion de la acuaporina-4 (Shi et al., 2017), puede regular la
recaptura de Glu y glicina (Gly), asi como dirigir la sintesis de acido y-aminobutirico
(GABA); bajo condiciones adversas provee a la neurona de moléculas energéticas
(lactato y glucosa), favorece la liberacion de factores de crecimiento (Bylicky et al.,

2018) y quimiocinas (Hennessy et al., 2015).

La hipoxia y la inflamacién son potentes agentes activadores del astrocito,
incrementan su reactividad e inducen la expresion de la proteina acida fibrilar glial
(GFAP), causando astrogliosis y modificando su dindmica celular, este fenotipo
regula positivamente la inflamacién y altera las comunicaciones astrocito-astrocito
y astrocito-neurona a través de la liberacion de citocinas proinflamatorias como
interleucinas (IL-1B, IL-6 y TNF-a), factor transformante-pf (TGF-B) e interferén-y
(IFN-y) (Becerra-Calixto and Cardona-Gomez, 2017).

El incremento de la inflamacion es un punto determinante para el
establecimiento de la falla energética neuronal. Por su parte, el astrocito modifica
su metabolismo para evitar el desbalance de diferentes moléculas involucradas con
la neurotransmision (glutamato y aspartato) y mantiene la osmorregulacion a través
de la concentracion de taurina, creatinina, inositol, etc. (Lambert et al., 2015,
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Berger et al., 2017). Mientras que los oligodendrocitos son altamente susceptibles
al dafo oxidativo (Tekkok and Goldberg, 2001, Singh et al., 2018). El incremento
del estrés oxidativo y la inflamacion (Bonestroo et al., 2015) promueven la
desmielinizacion y el dafio axonal, afectando la comunicacién entre &reas
cerebrales (Aridas et al., 2014).

La interrupcién de la perfusidbn sanguinea provoca la alteracién en la
integridad de la barrera hematoencefalica (BHE). El incremento de la permeabilidad
de los vasos sanguineos es causado por el remodelamiento de la matriz extracelular
(MEC) a través de la actividad de las metaloproteinasas de matriz (MMP) (Kim and
Han, 2006, Rosell et al., 2006). La extravasacion de células del sistema
inmunolégico como neutroéfilos y macrofagos al parénquima cerebral (Ceulemans
et al., 2010, Jickling et al., 2015) conducen al incremento en la hiperactivacion de
la microglia (Ibal+) en una etapa temprana (EIAli and Jean LeBlanc, 2016),
posteriormente, la sobreactivacion de la microglia lleva a la consecuente activacion
de los astrocitos al modificar su morfologia (GFAP +) incrementando su reactividad
y la liberacion de citocinas proinflamatorias (IL-1B y TNF-a) (Hennessy et al., 2015)
exacerbando el proceso inflamatorio cerebral, dafiando principalmente a las

neuronas, oligodendrocitos y al mismo astrocito (Bonestroo et al., 2015).

Las transaminasas (ASTy ALT) y lactato deshidrogenasa (LDH)
como biomarcadores pronosticos de dafio cerebral

El proceso hipoxico disrumpe la homeostasis cerebral. Se ha reportado que
después de un procesos H-l existe fuga masiva de osmolitos como la taurina,
fosfocreatina y lactato (Hagberg et al., 1985). La despolarizacién neuronal conduce
a una liberacion excesiva de glutamato causando excitotoxicidad y perturbando el
metabolismo cerebral (Lepore et al., 2020). Las transaminasas (ALT y AST) se
encargan de regular el metabolismo del glutamato tanto en el citosol como en la
mitocondria (Schousboe et al., 2014). La disminucion de la perfusion sanguinea
interrumpe el aporte de nutrientes al parénquima cerebral, especialmente de

glucosa, lo cual reduce sustancialmente el aporte bioenergético e induce un
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incremento en la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) reduciendo el pH
intracelular (Gao et al., 2017, Jiang et al., 2017).

Los neonatos que sufrieron dafio cerebral derivado del proceso H-I muestran
un incremento en la actividad de ALT, AST y LDH en la fase temprana
postisquémica, por lo tanto, son considerados como biomarcadores clinicos
relacionados con la citdlisis, por ende, con la magnitud de dafio cerebral y se han
considerado como una herramienta clinica para pronosticar déficit neuromotor
(Chhavi et al., 2014, Kubo et al., 2017).

Papel de ASTy ALT en el metabolismo del SNC
El metabolismo de las células del cerebro sistema nervioso central (SNC)

adulto depende del aporte de glucosa, por otro lado, se ha reportado que la materia
gris del cerebro neonatal mantiene una baja taza metabdlica de glucosa,
confiriendole una capacidad relativa para soportar episodios de hipoxia letales
comparados con el cerebro adulto (Belanger et al., 2011, Brekke et al., 2015), esto
podria ser explicado debido a la activacién de una reprogramacion metabdlica y su
dependencia a otros sustratos como monocarboxilatos (lactato, piruvato,
acetoacetato, acetato y B-hidroxibutirato) derivados del metabolismo de acidos
grasos y proteinas presentes en la leche materna (Magistretti and Allaman, 2018,
Margineanu et al., 2018, Tauffenberger et al., 2019).

Las células del SNC pueden utilizar otras fuentes de carbono como el
glutamato y biotransformarlo rapidamente en glutamina a través de la enzima
glutamina sintetasa (GS) o es interconvertido a glutamato (Glu) (il. 1, reaccion 5) y
dirigido al ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) en el astrocito a través de la ALT
(il. 1, reaccion 3) (Brekke et al., 2015). Algunos estudios indican que, en el cerebro
neonatal, el astrocito posee baja capacidad de recaptura por el glutamato a pesar
de expresar los transportadores de glutamato (GLT-1 y GLAST) en comparacion al
consumo de glutamina, sin embargo, tras detener la lactancia materna este proceso
se invierte (O'Kane et al., 1999, Hawkins and Vina, 2016, Pajarillo et al., 2019,
Pajarillo et al., 2020).
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El cerebro de rata muestra una alta tasa dinamica en el metabolismo de
aminoéacidos (Benuck et al., 1971). Las AST y ALT son enzimas encargadas de la
transferencia de grupos amino (-NHs*) entre un aminoacido y un cetoacido,
sustratos involucrados en diferentes rutas metabdlicas para mantener activo el TCA
(Amore and Bonavita, 1965) o en la interconversion de metabolitos que participan
en el neurodesarrollo del encéfalo inmaduro (Benuck et al., 1971, Benuck and
Lajtha, 1975) y con ello proporcionar un soporte bioenergético (Diab and Limami,
2016). Las transaminasas AST y ALT tienen una compartimentalizacion subcelular
importante para el confinamiento del metabolismo de aminoacidos y moléculas
anapleréticas (Chandran et al., 2014, McCommis and Finck, 2015). Se ha
demostrado que la sintesis de glutamato incrementa la actividad de las
transaminasas dirigiendo el metabolismo celular a la sintesis de aminoéacidos
(Benuck et al., 1971).

Primero, AST es la enzima encargada de catabolizar la reaccién reversible
de transferencia de grupos amino entre el aspartato (Asp) y el a-cetoglutarato (a-
KG) a oxalacetato (OAA) y glutamato (Glu) (Hafkenscheid and Dijt, 1979) (ec. 1).

Ecuacion 1. L-aspartato + a-cetoglutarato & L-glutamato + oxalacetato

La AST es expresada en una amplia variedad de tejidos y su funcién es regular los
niveles de Glu celular (Khanna et al., 2015) (il. 1, reaccion 2). La actividad
enzimatica de la AST también es regulada por la actividad de enzimas como
glutamina sintetasa (GS) (il. 1, reaccion 5) y glutaminasa (GLS) (il. 1, reaccién 4)
para llevar a cabo la interconversion hacia la glutamina (GIn) en el ciclo Glu-GIn y
su posterior redireccionamiento a la produccion de acido y-aminobutirico (GABA) (il.
reaccion 6) (ciclo Glu-GIn-GABA), lo cual hace considerar a AST como una enzima
reguladora central en el metabolismo del Glu, participando en gran medida en la
neuromodulacion (Schousboe et al., 2014). La cinética enzimética de AST en el
cerebro depende de factores como la biodisponibilidad de los cetoacidos, del
cofactor enzimatico el fosfato de piridoxal (PLP), la concentracion de O: tisular
(Bonavita et al., 1964), por lo que, episodios de H-I afectan significativamente su
actividad. También, el zinc puede afectar la actividad enzimética de AST (Takeda
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et al., 2003) debido a que forma parte estructural de la enzima glutamato
descarboxilasa (GAD) encargada de la sintesis de GABA a partir de Glu (Barbeau

and Donaldson, 1974) (il. 1, reaccion 6).
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llustracion 1. Interrelacion de la actividad enzimatica de las transaminasas (AST y ALT) y lactato deshidrogenasa
(LDH) en el metabolismo celular.

Glc, glucosa; Pyr, piruvato; Lac, lactato; Cys, cisteina; Gly, glicina; Asp, aspartato; a-KG, a -cetoglutarato; OAA, oxalacetato;
Ala, alanina; GIn, glutamina; GABA, acido y-aminobutirico; GSH, glutatién; AST, aspartato transaminasa; ALT, alanina
aminotransferasa; LDH, lactato deshidrogenasa; GS, glutamina sintetasa; GLS, glutamina sintetasa; GAD, glutamato
descarboxilasa; y-GCS, sintetasa glutamil-cisteina; GS, glutation sintetasa; SNAT, transportador de aminoacidos neutros;
GLAST, transportador de aspartato/glutamato; GLT-1, transportador-1 de glutamato; MCT, transportador de
monocarboxilatos; NDMAr, receptor a glutamato; GABAr, receptor a GABA. Modificado de Dienel et al., 2019.

Segundo, ALT es la enzima que cataboliza la reaccién reversible de
transferencia de grupos amino entre alanina (Ala) y a-KG a piruvato (Pyr) y Glu (il.
1, reaccion 3) (Hafkenscheid and Dijt, 1979) (ec. 2).

Ecuacion 2. L-glutamato + piruvato & a-cetoglutarato + alanina

Al igual que AST, ALT muestra una expresion ubicua funcionando como un
transportador del amonio en la interconversion del Glu entre la neurona y el

astrocito. Incluso ALT utiliza intermediarios glucoliticos como el piruvato y alanina,
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asi como a-KG (Schousboe et al., 2014). La tasa metabdlica de ALT incrementa
en la materia blanca espinal, mientras que en la materia gris hay una reduccion del
metabolismo cercano al 50 % del metabolismo basal y se ha reportado que la

materia gris cortical presenta una alta taza metabodlica de ALT (Benuck et al., 1972).

Por su parte, la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) es la enzima
encargada de la biotransformacion reversible de Pyr a lactato (Lac) (Rogatzki et al.,
2015) (ec. 3). El cerebro muestra una preferencia sutil entre el uso del lactato sobre
la glucosa como una fuente de energia alternativa bajo condiciones de estrés celular
(Quistorff et al.,, 2008, Brooks, 2020). En el cerebro, el astrocito
predominantemente forma lactato a partir de glucosa en respuesta a la actividad
neuronal y contribuye en la modulacién de la excitabilidad neuronal y la adaptacion
celular para mantener la homeostasis del sistema nervioso (Magistretti and
Allaman, 2018).

Ecuacién 3. Piruvato & Lactato

La estimulacion aguda en los astrocitos modifica su bioenergética celular
incrementando el metabolismo glucolitico y con ello la formacién de lactato como
una molécula energética de relevo dirigida hacia a la neurona (Yellen, 2018). La
actividad enziméatica de LDH es un importante regulador redox citosélico, debido a
gue la reaccion de deshidrogenacion depende de la oxido-reduccion del NADH a
NAD* (indice NADH/NAD™") y que a su vez controla la sensibilidad del receptor
NMDA al Glu y modula la permeabilidad del canal de Ca*? (Jourdain et al., 2018).

El lactato provee a las células madre neurales (NPC) de una fuente de
energia (Werner and Sicard, 1987) que induce su migracion (Lev-Vachnish et al.,
2019) y diferenciacién (Shyh-Chang et al., 2013). El lactato tiene un papel
importante en la activacion neuronal (Karagiannis et al., 2021) durante diferentes
etapas del desarrollo cerebral (Rossignol et al., 2003, Medina and Tabernero,
2005, Valvona et al., 2016, Long et al., 2020). Ademas, el lactato puede inducir la
sintesis de neurotransmisores (Glu) necesarios para la maduracion de astrocitos y

neuronas (Llorente-Folch et al., 2016).
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La H-I en los neonatos modifica la neuroquimica del cerebro alterando el perfil
metabolico (Sanchez-lllana et al., 2017, Koenig and Dulla, 2018). La baja
actividad enzimatica de la LDH esté relacionada con la reduccion en la activacion
neuronal (Jourdain et al., 2018). Estudios previos reportaron que tras un proceso
de H-I se eleva el porcentaje de proliferacion celular de forma local (Lee et al.,
2018), a través de la modificacion en el metabolismo celular (Majmundar et al.,
2010). Sin embargo, solo un bajo porcentaje de esas células sobreviven
(Lichtenwalner and Parent, 2006), esto podria deberse a que la proliferacion es
un proceso energéticamente demandante, por lo que las neuronas maduran podrian
establecer comunicacion deficiente con otras neuronas (Romero-Garcia et al.,
2016, Grist et al., 2018).

El zinc y la taurina como estrategias farmacoldgicas alternativas
para contrarrestar el dafio cerebral causado por el proceso
hipoxico-isquémico

El zinc es el segundo mineral mas abundante en el cuerpo humano. Este
biometal tiene un amplio espectro de actividad, forma parte estructural de proteinas
como las metalotioneinas que colaboran en la desintoxicacion por metales pesados
(DeMoor et al., 2001, Krezel and Maret, 2017) y enzimas como la Superdxido
dismutasa Cu-Zn (CuZnSOD o SOD1) o para contrarrestar el dafio oxidativo en
enfermedades degenerativas (Valentine et al., 2005, Rodriguez-Rocha et al.,
2013, Altobelli et al., 2020), hasta formar parte de factores de transcripcion como
en la estructura de dedos de zinc (ZFP637, SLUG, ZNF750, ZNF281, ZBP89,
GLIS1, GLIS3) involucrados en la division y desarrollo celular (Cassandri et al.,
2017).

Los estudios referentes al papel del zinc en modelos de dafio isquémico
cerebral han mostrado resultados controversiales, esto puede deberse a la etapa
de estudio en la isquemia, por lo que se ha otorgado un efecto dual a este mineral
(Qi and Liu, 2017). Mientras que, los niveles bajos de zinc estan relacionados con
la magnitud de dafio neuroldgico, tanto en pacientes adultos como en neonatos
(Bhatt et al., 2011, Foley et al., 2016).

11
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Por su parte, la taurina es capaz de inducir una respuesta antioxidante
(Schaffer et al., 2009, Jong et al., 2012), permitiendo incrementar la actividad
enzimatica de sistemas como la SOD, glutation peroxidasa (GPXx) y los niveles de
glutation reducido (GSH) (il. 3) (Yu and Kim, 2009). Ademas, la taurina ha sido
utilizada como un agente neuroprotector con gran potencial para evitar el desarrollo
del dafio cerebral isquémico (Shuaib, 2003, Zhu et al., 2016) o hemorragico (Jin et
al., 2018).

Papel del zinc en el sistema nervioso central

El zinc (Zn) es un elemento traza esencial, esta fuertemente involucrado en
el funcionamiento cerebral. El Zn puede encontrarse en dos formas bioldgicas: unido
a proteinas (enzimas o factores de transcripcion) o libre (Zn?*) (Choi et al., 2020).
Los dedos de zinc representan una de las formas del Zn unido a proteinas con
mayor peso en la regulacidon transcripcional. También participa como cofactor
enzimatico en las histonas desacetilasas (HDACs), ADN polimerasa (ADN pol) y
ARN polimerasa (ARN pol) durante la divisién celular (Wu and Wu, 1987, Wu et al.,
1992). Las neuronas con alto contenido de Zn (Aizenman et al., 2000) lo
compartimentalizan en vesiculas glutamatérgicas, por lo que, también estas
neuronas son llamadas “zincérgicas” (Frederickson, 1989), las cuales se
encuentran altamente distribuidas en regiones como la amigdala, bulbos olfatorios,
corteza cerebral e hipocampo, este ultimo ha mostrado contiene el reservorio de Zn

mas importante del cerebro (Choi et al., 2020).

El Zn cuenta con una actividad neuromoduladora, de tal modo que la
liberacion sinaptica de Zn puede inducir la inactivacion de los receptores NMDA y
AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico) durante la
estimulacién neuronal evocada por potenciales de accion (Westbrook and Mayer,
1987, Mayer and Vyklicky, 1989, Smart et al., 1994, Bitanihirwe and
Cunningham, 2009, Nakashima and Dyck, 2009) (il. 2). También se ha
demostrado que el Zn es capaz de regular la apertura del canal en el receptor
GABAA (Westbrook and Mayer, 1987, Draguhn et al., 1990, Tabata and Ishida,

1999). Incluso, el Zn sinaptico puede modificar la excitabilidad neuronal al afectar el
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funcionamiento de canales idnicos dependientes de voltaje (Weiss et al., 1993, Koh
et al., 1996, Sensi et al., 1999) (il. 2). Adicionalmente, el Zn puede incrementar la
actividad del cotransportador de K*/CI- (KCC) (il. 2), un canal importante para regular
la actividad eléctrica de la membrana neuronal durante la migracion y diferenciacion
celular (Mero et al., 2019).

Efecto neurogénico Efecto agonista neuromodulador
Glutamato /\
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llustracion 2. Representacion de los mecanismos que induce el zinc para ejercer su efecto neurogénico y
neuromodulador.

Ca?"i, calcio intracelular; IGFR, receptor del factor de crecimiento; TrkA, cinasa A del receptor de tropomiosina; MMP, Metaloproteinasa
de matriz extracelular; proBDNF, precursor del factor de crecimiento de derivado del cerebro; BDNF, factor de crecimiento de derivado
del cerebro; DCX, doblecortina; TrkB, cinasa B del receptor de tropomiosina; Ras, proteina activada por GTPasas; PI3K, cinasa inositol-3-
fosfatoAkt, cinasa de treonina y serina; mTOR, objetivo bioldgico de la cinasa rapamicina; Ras, reguladores de sefiales de transduccion;
ERK1/2, cinasa activada por sefiales extracelulares 1y 2; CREB, proteina de unién al elemento de respuesta sensible para cAMP; Sox2;
Factor de transcripcién SRY-Box 2; Pax6, Caja 6 emparejada; Trb1; Proteina del gen 2 inducida por receptor acoplado a proteina G; Trb2,
Tribbles homdlogo 2; NMDA(NR2A); subunidad NR2A del receptor NMDA; AMPA, receptor afin al acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propidnico; GABAa, KCC, cotransportador de potasio/cloruro (K*/CI7); subunidad A del receptor afin a GABA; Glicina (B1),
subunidad B1 del receptor afin a glicina; Zn/GPR39, Receptor 39 acoplado a proteinas G sensible a Zn.

El Zn es esencial para conservar y mejorar la salud cognitiva, donde la
dinamica sinaptica del zinc es gobernada por sus transportadores (ZnT) (il. 3). La
represion del gen Slc30a3 que codifica para el transportador 3 de zinc (ZnT3)
promueve el dafio celular en el hipocampo (Doering et al., 2010), lo que conduce
al desarrollo de padecimientos neurologicos (Adlard et al., 2010). El Zn induce la
expresion del gen Zfp423, que codifica a mas de 30 factores de transcripcion
dependientes de este metal, los cuales estan involucrados en las vias de
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transduccion de sefiales de crecimiento celular y neurogénesis (Casoni et al.,
2017).

Las neuronas glutamatérgicas poseen la maquinaria proteica para el
almacenaje, distribucion y liberacion del Zn durante procesos como la defensa
antioxidante, transcripcion, division celular y comunicacion neuronal (Hasna et al.,
2019). ElI Zn es capaz de dirigir la dinamica de proteinas del citoesqueleto
incrementando la comunicacion neuroquimica en la sinapsis (Hsieh-Wilson, 2018),
también colabora en la activacion de vias de sefializacion de MAPK (protein-cinasa
activadas por mitégenos) asociadas con el desarrollo celular, extension y
mantenimiento de neuritas en el hipocampo (Sanford et al., 2019) y en la corteza
cerebral (il. 2) (Adamo and Oteiza, 2010, Adamo et al., 2010).

El Zn ejerce una accion de forma indirecta en diferentes cascadas de
sefalizacion. Se ha descrito un receptor que interactia con el Zn, asi como su
funcion celular. El receptor acoplado a proteinas G sensible a Zn (ZnR/GPR39) tiene
un papel importante sobre la fisiologia de células epiteliales y neuronales. De hecho,
el ZnR/GPR39 esta encargado de regular el tono inhibitorio neuronal, debido a ello,
la deficiencia de Zn esta fuertemente relacionada con el incremento en la frecuencia
de crisis epilépticas y convulsivas (Cohen et al., 2012, Asraf et al., 2014, Sunuwar
et al., 2017). La activacién del ZnR/GPR39 puede trabajar de forma colaborativa
con MAPK, la cinasa inositol-3-fosfato (PI3SK) y con las cinasas activadas por
sefales extracelulares (ERK1/2) incrementando el nUmero de procesos celulares
en los que el Zn participa (il. 2) (Chang et al., 2003, Abramovitch-Dahan et al.,
2016).

El Zn ejerce un efecto sobre la actividad del factor de crecimiento semejante
a la insulina (IGF-1) y del factor de crecimiento nervioso (NGF). Los niveles de Zn
estan directamente relacionados con los niveles de IGF-1 a nivel sérico en
humanos, por lo que la deficiencia de Zn reduce considerablemente procesos
celulares dependientes de IGF-1 (Dorup et al., 1991). La union de IGF-1 con su
receptor (IGFR) conduce a la activacion de la via de sefializacion que inicia con la
autofosforilacion de residuos en el dominio intracelular del receptor (MacDonald,
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2000, Beyersmann and Haase, 2001, Goto et al., 2009). Recientemente, se ha
demostrado que el Zn puede evitar la desfosforilacion de estos residuos para
mantener activa la sefializacion de IGF-1. El Zn forma parte estructural del factor de
crecimiento nervioso 7S (NGF-7S) y en el hipocampo se ha reportado una
importante actividad neurotréfica dependiente de NGF involucrado en el desarrollo
celular de este (il. 2) (Stewart et al., 1984).

La migracion neuronal requiere la modificacion de la membrana basal a
través de la actividad de las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), un
conjunto de enzimas dependientes de zinc (Bovetti et al., 2007). Las MMP3 y
MMP9 estan involucradas en la migracién de neuroblastos en la via migratoria
rostral (Barkho et al., 2008).

El Zn puede estimular la neurogénesis al regular genes involucrados en la
proliferacion y diferenciacion neuronal en diferentes etapas del desarrollo cerebral
(Dvergsten et al., 1984, Gower-Winter et al., 2013), al mismo tiempo puede dirigir
la diferenciacion dependiente de &cido retinoico (AR) e inhibe la apoptosis (Adamo
et al., 2010, Gower-Winter et al., 2013). El Zn colabora en la activacion de las vias
de sefializacién de la hormona de crecimiento (GH) y de IGF-1, coactivando a Akt
(MacDonald, 2000, Beyersmann and Haase, 2001, Goto et al., 2009), la cual
depende a su vez de IGF-1 para regular a ciclinas y Cdks para coordinar la transicién
de G1/S y G2/M en la mitosis (Chang et al., 2003). Debido a esto, la deficiencia de
Zn impide la progresiéon del ciclo celular debido a perturbaciones en la sintesis de
ADN vy del crecimiento celular (Ahmed et al., 1997, Alt et al., 2000, Gartel and
Shchors, 2003), ademas de permitir el aumento de la apoptosis (Adamo et al.,
2010).

La corteza cerebral en ratas tiene un lapso de desarrollo critico durante el
periodo embrionario, favorecida la hiperplasia celular (inicia en el E10 y se mantiene
hasta el E17) (Gotz and Huttner, 2005) y dependiente de factores como el zinc
(Nuttall et al., 2015, Adamo et al., 2019). Una dieta con el aporte inadecuado de
Zn causa la reduccién de los niveles de Zn séricos y reduce cerca de la mitad la

tasa de proliferacion de NPCs (Corniola et al., 2008). En sujetos con
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hipozinquemia, la recuperacion de los niveles de Zn puede prevenir alteraciones en
la actividad de p53, al regular genes del ciclo celular (especialmente de las fases
GlyS) (Gao et al., 2009, Suh et al., 2009). Mientras, que el aporte adecuado de
Zn durante el embarazo ayuda a mantener la proliferacion celular en la zona
ventricular del hipocampo. El Zn promueve la proliferacién de células precursoras
neurales (NPCs), asi como la diferenciacion de células madre mesenquimales
(MSCs) derivadas de adipocitos a neuronas (Moon et al., 2018), este efecto puede
ser atribuido al que evita la desfosforilacion de ERK1/2 debido a la reduccién en la
actividad enzimatica de las fosfatasas (Nuttall et al., 2015). En el desarrollo
embrionario, el Zn incrementa la activacion de MAPK, JNK y p38 (Nuttall and
Oteiza, 2012, Nuttall et al., 2015), mientras que la activacion de ERK1/2
dependiente de Zn incrementa los niveles de factores de transcripcion clave (Sox2,
Pax6, Trbly Trb2) en la maduracion neuronal en la corteza e hipocampo (ilustracién
2) (Adamo et al., 2019). También, el Zn regula los niveles de doble-cortina (DCX),
un marcador de transcripcion fundamental en la diferenciacion neuronal. Se ha
demostrado que el Zn participa en la ramificacion neuronal, por lo que, se ha
propuesto asignarle un papel neurogénico al Zn (Gao et al., 2009).

El Zn esté involucrado en el desarrollo de sistemas neurolégicos encargados
de procesar estimulos auditivos. La liberacién de zinc regula la neurotransmisioén en
regiones vestibulares dedicadas a la recepcion y procesamiento de sonido (Hsieh-
Wilson, 2018).

Mientras que la deficiencia de Zn es un factor fuertemente asociado al inicio
de sintomas tempranos en procesos neuropatologicos relacionados con la edad
(Portbury et al., 2018). La neuroinflamacion promueve la neurodegeneracion y
provoca una alteracion en la homeostasis del Zn conduciendo a la regulacién
negativa de proteinas relacionadas con la comunicacion sinaptica (Portbury et al.,

2018) reportado en desordenes psiquiatricos (Gronli et al., 2013).

Actualmente se esta evaluando el efecto protector de diversas formas de Zn
para utilizarlo como un agente terapéutico. La exposicion a cultivos celulares con

nanoparticulas de CdTe/ZnS induce la polarizacion de la microglia al fenotipo M1
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causando neuroinflamacion (He et al., 2020). Mientras que la administracion
intravenosa de las nanoparticulas de CdTe/ZnS induce la polarizaciéon hacia ambos
fenotipos (M1 y M2), acompafado del deterioro neuronal en el hipocampo (Wu et
al., 2020).

Papel del zinc en el metabolismo celular

El metabolismo cerebral depende en gran medida de la tasa glucolitica
aerdbica. El Zn puede alterar el metabolismo celular, la exposicibn de
nanoparticulas de CdTe/ZnS inducen la polarizacion de la microglia al fenotipo M1
causada por una reprogramacion metabdlica en la fosforilacion oxidativa dirigida por
MTOR (Wu et al., 2020).

El Zn parece tener un efecto indirecto sobre el metabolismo celular, se ha
reportado que es capaz de regular la expresion del complejo acarreador de piruvato
(MPC) para reestablecer la eficiencia del metabolismo mitocondrial del piruvato y la
fosforilacion oxidativa. Otra forma en la que el Zn impacta en el metabolismo celular
es a través de la regulacion del coactivador receptor-gamma activado por
proliferacion de peroxisoma 1a (PGC1a) y el homdlogo de la proteasa Lon 1 (Lonp1)
lo que conduce al incremento de la biogénesis mitocondrial restableciendo el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, a la par de este proceso se mantiene activa
ala Cinasa 1 de la Piruvato deshidrogenasa (PDK1) evitando asi la desfosforilacion
de Akt, lo cual evita la reduccion de la viabilidad celular ante un estimulo estresor in
vitro (Yang et al., 2017). Por otro lado, se ha demostrado que el Zn incrementa la
activacion del factor homeobox 1 (ZEB1), una molécula que favorece la union de la
caja E en el ADN con factores de transcripcion con estructura de dedo de zinc para

disminuir la invasion celular in vitro (Maciaczyk et al., 2017).

Se ha reportado que el manganeso ejerce un efecto importante sobre el
metabolismo y movimiento del Zn intracelular. La deficiencia de SLC39A8
(transportador de zinc 8, ZIP8) puede causar desorden congénito de glicosilacién
(CDG) tipo Il y sindrome semejante a Leigh debido a la reduccion de expresion de
enzimas que dependen de la presencia de manganeso (B-galactosiltransferasa y la

superéxido dismutasa mitocondrial), por lo que se ha propuesto a la administracion
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conjunta de manganeso y zinc como una tratamiento alternativo para contrarrestar
la descompensacion de Zn celular causada por la deficiencia de SLC39A8 (Riley et
al., 2017).

En el cerebro, la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) es una
metaloproteina dependiente de zinc. Por lo tanto, el consumo celular de zinc
impacta en el metabolismo y neuroquimica de GABA en el hipocampo (Barbeau
and Donaldson, 1974). La deficiencia de Zn incrementa el metabolismo de
glutamato en los botones sinapticos, esto ha sido asociado al aumento en la
frecuencia de crisis epilépticas en sujetos, lo que incrementa el dafio celular por

excitotoxicidad (Suarez et al., 2016).

Papel del zinc en la actividad antioxidante y antiinflamatoria ante
un proceso de dafio celular

El Zn ha mostrado ejercer un efecto neuroprotector a través de la
administracion profilactica con zinc en la corteza e hipocampo al prevenir el
incremento del estrés nitrosativo y la muerte celular (via caspasa 3) (Blanco-
Alvarez et al., 2013), también incrementa la respuesta antioxidante mediada por la
SOD y GPx ante un proceso isquémico en ratas adultas (Tomas-Sanchez et al.,
2018). El zinc puede unirse al factor de transcripcion dependiente de metales-1
(MTF-1) y a través de la via Nrf-2 regular positivamente la expresion de la Sodl
(Superodxido Dismutasa 1) (Fullerton et al., 1998, Li et al.,, 2013) y la Gcl
(Glutamilcisteina ligasa), ambas son enzimas clave para mantener activos

mecanismos de defensa antioxidante (il. 3) (Eide, 2011).

Por otra parte, se ha demostrado que el Zn es capaz de modular la expresion
del receptor Erbb2 al mantener la fosforilacion de Akt, favoreciendo la supervivencia
y proliferacion celular (il. 2) (Viswanath et al., 2011). El Zn reduce la excitotoxicidad
mediada por glutamato a través de la modulacion del receptor NMDA y con ello evita
el incremento de la muerte celular (il. 3) (Weglicki et al., 2011) ante estimulos
oxidantes en cardiomiocitos (Korkmaz-lcoz et al., 2016). Mientras que en células
progenitoras endoteliales permite la neovascularizacion para favorecer la

restauracion del dafio causado por isquemia (Groleau et al., 2010).
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El Zn es capaz de ejercer un efecto antiinflamatorio al mediar la expresion de
genes inflamatorios dependientes de la via NF-kB (Chen and Chen, 2016). La
interaccion de zinc con la proteina A20 evita la activacion de la via de TNF-a
(Yamaguchi and Yamaguchi, 2015, Gammoh and Rink, 2017) lo que permite la
reduccion de la respuesta inflamatoria, disminuyendo la reactividad de neutréfilos y

macrofagos (il. 3) (Marreiro et al., 2017).
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llustracion 3. Representacion de los mecanismos que induce el zinc para ejercer su efecto antioxidante,
antiapoptotico y neuromodulador.

ZnT, Transportador de zinc; Zn?*, zinc iénico; MT, metalotioneina; MTF-1, factor de transcripcién 1 de metales; O, ~, anién
superoxido; SODCuZn, superéxido dismutasa cobre-zinc; GluCys, glutamil-cisteina; Gly, glicina; GS, glutation sintetasa; GSH,
glutation reducido; GPX, glutation peroxidasa; H,O,, peréxido de hidrégeno; H,0, agua; O,, oxigeno; FasL, ligando Fas; FAS,
receptor de Fas; FADD, dominio de muerte asociada a FAS; Casp8, caspasa 8; tBid, ligando de muerte dirigido a la membrana;
Bax, regulador de apoptosis via BCL2 asociado a X; Bak, BCL2 Antagonista/Asesino 1; Cytc, citocromo c; Apaf-1, Factor
activador de peptidasa apoptética 1; DNA, acido desoxirribonucleico; Ca2*, calcio i6nico; NMDAwgza, subunidad NR2A del
receptor NMDA. Tomado y modificado de (Vitvitsky et al., 2011).

En un modelo de inflamacion inducido por lipopolisacarido (LPS), la
administracion con zinc promovié la recuperaciéon de la locomocion a través de la

disminucién de los niveles de corticosterona y norepinefrina (NE) (Galvao et al.,
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2015). Mientras que, ante un proceso H-l en ratas adultas, el zinc favorece el
incremento de factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 y el factor de
crecimiento de fibroblastos tipo 2 (IGF-1 y FGF2), asi como del ligando 2 de
guimiocina con dominio CC y su receptor (CCL2-CCR2), previniendo la pérdida de

procesos cognitivos (Blanco-Alvarez et al., 2015).

El Zn induce la expresiéon del gen Arc (gen de respuesta temprana) y que a
su vez esta relacionado con comportamientos que evocan actividad neuronal y
potencian el desarrollo de las habilidades motoras (Wang et al., 2014). Ademas, a
nivel periférico se ha demostrado que el dominio POZ (una proteina dedo de zinc)
interactla con Myc (Miz1) para mantener activos a c-Jun, Sox2 e 1d2 en células de
Schwann y colaborar en el mantenimiento de la mielinizacién (Sanz-Moreno et al.,
2015).

Papel de la taurina en el sistema nervioso central

La taurina (acido 2-amino-etanosulfénico) es un -aminoacido modificado no
esencial con un grupo sulfuro (SO3’) en sustitucion del grupo carboxilo (COz2), por
lo que es considerado como un pseudoaminoacido. Su produccion deriva del
metabolismo oxidativo de la metionina y cisteina (aminoacidos azufrados) (Ueki and
Stipanuk, 2007) (il. 4). La fuente mas importante de ambos aminoacidos proviene
de una dieta rica en pescado, huevo, etc. En el cuerpo existe un reservorio
importante de taurina distribuido y compartimentalizado en higado y musculo
esquelético principalmente. El cerebro cuenta con las enzimas necesarias para
llevar a cabo la sintesis de taurina, su produccion se encuentra regulada por las
enzimas cisteico/acido sulfénico cisteina descarboxilasa (CAD/CSAD) (il. 4), las
cuales se localizan en las dendritas de terminales nerviosas (Wu et al., 1979, Chan-
Palay et al., 1982a, Chan-Palay et al., 1982b, Wu, 1982, Lin et al., 1985);
(Magnusson et al., 1988).

La suplementacion de taurina durante la gestacion incrementa los niveles de
taurina en sangre, musculo, higado y cerebro de las ratas hembra (Sturman et al.,
1977, Stipanuk et al., 1984). Ademas, el cerebro fetal muestra el incremento de la

concentracion de taurina, por lo que se ha considerado que la taurina juega un papel
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importante en el desarrollo del cerebro inmaduro (Sturman, 1993). La hipotaurina,
otro producto del metabolismo oxidativo de la cisteina (Shen et al., 2021), junto con
la taurina muestra una potente actividad neuromoduladora en el desarrollo cerebral
al actuar sobre la actividad de los receptores NMDANr2s, GABAg de Glyq (il. 5) (Kilb
and Fukuda, 2017). ElI consumo de taurina en mamiferos inmaduros depende
directamente del aporte lacteo, por lo que el consumo suficiente de aminoacidos
azufrados o en su defecto del suplemento de taurina directo durante la gestacion y
la lactancia, permite mantener los niveles 6ptimos de taurina para el desarrollo
tisular (Stipanuk et al., 1984).

La taurina es una molécula neuroactiva enddégena que muestra una
importante funcion tréfica (Rak et al., 2014). La concentracion en el sistema
nervioso central de taurina es alta en el desarrollo temprano de roedores, y esta
relacionada con la modulacién de redes neuronales y refinamiento celular en
corteza cerebral y en el cerebelo (Oja and Saransaari, 2013). La taurina es capaz
de atravesar la BHE (Pow et al., 2002) con ayuda del transportador de taurina
(TauT) (il. 5) (Stummer et al., 1995). La suplementaciébn con taurina esta
relacionada con el incremento en la capacidad proliferativa de células precursoras
neurales (NPC) (Hernandez-Benitez et al., 2010), su diferenciacién (Hernandez-
Benitez et al., 2012) y maduracion (Hernandez-Benitez et al., 2013), también
optimiza el crecimiento y la proliferacion de las células cerebrales fetales en humano
e incrementa la supervivencia de las neuronas y la extension de neuritas (Chen et
al.,, 1998). Ademas, la suplementacion prenatal con taurina incrementa la
proliferacion de células madre neurales en ratas con restriccion del crecimiento
intrauterino, al inhibir la actividad de los factores de la familia Rho (Wang et al.,
2018). Por su parte, la dieta nula en taurina en cachorros gato causo la alteracion

en el patron de migracion en la corteza cerebelar y visual (Sturman, 1993).
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llustracion 4. Ruta de sintesis de la taurina en el cerebro.

Tomado y modificado de (Vitvitsky et al., 2011).

En el cerebro, la liberacién de taurina depende de las fluctuaciones en las
concentraciones de Ca?* provocadas por la actividad neuronal en el cerebelo y la
corteza cerebral (Lin et al., 1985). Comparte gran similitud estructural con
neurotransmisores como el GABA y la Gly (Smith and Li, 1991) por lo que presenta
una alta afinidad por el receptor GABAg en el cerebelo (il. 5) (Okamoto et al., 1983)
e hipocampo donde es capaz de inducir el incremento en la hiperpolarizacion (Taber
et al., 1986).

La taurina osmorregula principalmente a Na* y Ca?*. La taurina modula la
actividad de la N-metiltransferasa de fosfolipidos en la membrana incrementando la
salida de Ca?* a través del cotransportador Na*/Ca?* (il. 5) (Hamaguchi et al., 1991).
Las perturbaciones en las concentraciones intracelulares de [Na*]i y [Ca?']i
causadas por la excitotoxicidad inducida por glutamato, sobreestimula la actividad
del cotransportador de membrana Na*/Ca?* permite la desestabilizacion en la fluidez

membrana celular (Takuma et al., 1994). La taurina regula los niveles de Ca?* al
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actuar sobre el cotransportador de Na*/Ca?* e impulsar la expulsién de Ca?* (il. 5)
(Schaffer et al., 2003) asi como al inhibir canales de Ca?* dependientes de voltaje
(VGCC) como los tipo L-, N-, y P/Q a nivel extracelular para regular los niveles de
Ca?* (Leon et al., 2009) y en el reticulo endoplasmico (Raghu et al., 1982).

El dafio traumatico cerebral (TBI, por sus siglas en ingles Traumatic Brain
Injury) o la isquemia cerebral interrumpen el funcionamiento de diferentes
mecanismos de membrana que conducen a estrés osmoético (Haskew-Layton et
al., 2008). El desbalance hidroelectrolitico es potenciado por la disfuncién del
cotransportador de Na*/Ca?*, el canal de K* dependiente de ATP, VGCC tipo L y
canales rapidos de Na* (Schaffer et al., 2000). La taurina puede contrarrestar el
estrés osmético al regular el movimiento de Na* K* y Ca?* ayudando a recuperar la
permeabilidad de la membrana celular (il. 5) (Leon et al., 2009). Incluso, en la
intoxicacién por cadmio se ha reportado una fuga descontrolada de taurina a través
del canal de osmolitos aniones organicos sensible a volumen (VSOAC), esto lleva
a la alteracion en la concentracion de Ca?* que estimula la activacion de

mecanismos de dafio celular dependientes de Ca?* (Haskew-Layton et al., 2008).

Los episodios de estrés causan un incremento en la excrecion de taurina
urinaria correlacionado con el aumento en los niveles de 17-hidroxicorticoesteroides
(Barbeau et al., 1975). De hecho, tras un proceso isquémico se ha demostrado que
disminuye drasticamente la concentracion de taurina y otros osmolitos en el cerebro,
lo cual podria estar relacionado con el comienzo del desbalance hidroelectrolitico
causante de edema excitotoxico (Haskew-Layton et al., 2008). Los primeros
trabajos con taurina sugerian que la presencia del grupo sulfuro (SOz’) podria influir
en la disponibilidad de Ca?*, Mg?* y otros metales divalentes actuando como un
agente quelante para contener la movilizacién de éstos (Muramatsu et al., 1978,
Ohkuma et al., 1981). Actualmente se conoce que la taurina tiene accion
osmorreguladora (Trachtman et al., 1990, Schaffer et al., 2000) al mediar las
corrientes de K*, Na* y Ca*? dependientes o no de voltaje (Shustova et al., 1986,
Mozaffari and Schaffer, 2002, Schaffer et al., 2002). La sobreestimulacion

neuronal incrementa la actividad sinaptica dentado-hipocampal, la taurina puede
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ejercer un efecto neuromodulador, por lo que, la taurina ha sido considerada como
una molécula con potencial terapéutico en padecimientos neurologicos (Sturman et
al., 1981, Suarez et al., 2016).
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llustracion 5. Representacién de los mecanismos que induce la taurina para ejercer su efecto neurogénico y
neuromodulador.

Ca*i, calcio intracelular; IGFR, receptor del factor de crecimiento; PI3K, cinasa inositol-3-fosfato; Akt, cinasa de treonina y
serina; mTOR, objetivo bioldgico de la cinasa rapamicina; ERK1/2, cinasa activada por sefiales extracelulares 1y 2; CREB,
proteina de unién al elemento de respuesta sensible para cAMP; NMDAgrzg; subunidad NR2B del receptor NMDA; AMPA,
receptor afin a al acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico; GABAg, subunidad B del receptor afin al GABA; KCC,
cotransportador de potasio/cloruro (K*/CI7); Glicina (1), subunidad 31 del receptor afin a glicina; Zn/GPR39, Receptor 39
acoplado a proteinas G sensible a Zn. Tomado y modificado de Prentice et al., 2017a.

La AP en recién nacidos incrementa los niveles de aspartato, glutamato y
taurina en el liquido cefalorraquideo (Prentice et al., 2017a), causando la
sobreestimulacion de regiones cerebrales con alta densidad de receptores NMDA,
lo que conduce a la extension del dafio cerebral (Gucuyener et al., 1999). Este
mismo fendmeno se ha reportado en estudios in vitro (Prentice et al., 2017b). La
taurina permite la reduccion del volumen de infarto cerebral y atenta la lesion tisular
al aumentar la actividad enzimética de la SOD y la GPx (Zhu et al., 2016) e inhibe
la apoptosis inducida por la isquemia en cardiomiocitos de rata neonatal (Takatani

et al., 2004).
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Papel de la taurina en el metabolismo celular

La taurina se encuentra en alta concentracion en el cerebro del recién nacido
y la obtiene a partir de la leche materna que contiene de 45 a 50 mg/dL (Chesney
et al., 1998). Sin embargo, los neonatos prematuros muestran una reduccion en la
actividad de la B-cistationasa, enzima determinante que cataliza la formacion de
cisteina a partir de la metionina para producir taurina (il. 4) (Stipanuk and Rotter,
1984).

El metabolismo de la taurina puede verse afectado por el Zn. La deficiencia
de Zn conlleva a la alteracion del metabolismo de precursores de la taurina
(metionina, cistationina y cisteina) conduciendo a la disrupcion en la naturaleza
excitatoria/inhibitoria en el cerebro, incluso se observdé un incremento en la
excrecion de taurina a nivel renal en ratas de 1 mes de edad (Wallwork and
Sandstead, 1983). Mientras que se ha demostrado, que la administracion de taurina
reestablece los niveles de este pseudoaminoacido en plasma e hipocampo
(Lallemand and De Witte, 2004).

El metabolismo celular se modifica y la fosforilacion oxidativa es regulada
positivamente tras el nacimiento. La taurina juega un papel clave en el
funcionamiento del metabolismo mitocondrial (Mortensen et al., 2010), contribuye
al desarrollo de la funcién de la cadena respiratoria después del nacimiento
(Shimada-Takaura et al., 2017). Un estudio revel6 que las mitocondrias de
neonatos con deficiencia de taurina muestran una reduccion en el funcionamiento
del complejo | de la CTE (Gibson et al., 2008, Rikimaru et al., 2012). Ademas, la
suplementacion con taurina materna previene parcialmente el dafio oxidativo
inducido por la diabetes tanto en la madre como en embriones (Shivananjappa and
Muralidhara, 2012, Li et al., 2015) y reduce la apoptosis neuronal en ratas fetales
a través de un aumento del indice de Bcl-2/Bax y una disminucién de la expresion

de caspasa-3 (Liu et al., 2012a).
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llustracion 6. Interrelacion entre la ruta te sintesis de la taurinay el ciclo glutamato-glutamina-GABA en el cerebro.

Cys, cisteina; ASC, acido sulfinico cisteina; HyTau, hipotaurina; Tau, taurina; Asp, aspartato; Gin, glutamina; Glu, glutamato;
GABA, acido y-aminobutirico. CDO, cisteina dioxigenasa; CSAD, éacido sulfénico cisteina descarboxilasa; HTD, hipotaurina
deshidrogenasa; GS, glutamato sintetasa; GLS, glutamina sintetasa; GAD, glutamato descarboxilasa.

La enzima glutamato descarboxilasa (GAD) una enzima determinante en la
sintesis de GABA (il. 6, reaccion 2) y acido sulfénico cisteina descarboxilasa (CSAD)
(i.6, reaccion 4) son las enzimas clave produccion de taurina, ambas muestran una
relacién que afecta su sintesis. Las dos enzimas pueden usar como sustratos a L-
cisteina, L-cisteina sulfinato y L-aspartato, lo cual, sugiere una interrelacion entre la
taurinay el ciclo glutamato-glutamina-GABA (Liu et al., 2012b, Suarez et al., 2016)
esencial para modular el balance entre la excitabilidad e inhibiciébn neuronal
(Andersen et al., 2021) (il. 6, reacciones 1, 6-8).

Un estudio realizado en células de hepatoma humano (HepG2) mostré que
la taurina regula negativamente la expresion de la isoenzima 4 de piruvato
deshidrogenasa cinasa (PDK4), afecta la actividad del complejo piruvato
deshidrogenasa incrementando la formacion de acetil-CoA y el metabolismo global
(Park et al., 2006). En cultivo de astrocitos expuestos a un medio hiperosmético (de
cloruro de sodio y rafinosa), la taurina regula positivamente la expresion de la

SLC5A3 (Miembro 3 del acarreador de solutos de la familia 5) y el transportador de
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taurina (TauT) lo que permite la recuperacion del contenido osmolitico intracelular
(il. 7) (Bitoun and Tappaz, 2000).

Papel de la taurina en la actividad antioxidante y antiinflamatoria
ante un proceso de dano celular

El incremento de la concentracion de glucosa esta correlacionado
positivamente con los niveles de productos de glicosilacion relacionados con la
disminucién del crecimiento celular en células mesangiales renales, mientras que
moléculas antioxidantes enddégenas como la vitamina E y la taurina revierten el
efecto antiproliferativo causado por los niveles altos de glucosa (Trachtman et al.,
1994).

Por su parte, la taurina actia como un antioxidante al atenuar el incremento
del estrés oxidativo sistémico inducido por la administracion de un inhibidor no
selectivo de las sintasas del éxido nitrico (NOS). La taurina regula positivamente la
expresion y actividad de la NOS, también reduce la activacion del eje renina-
angiotensina-aldosterona y evita el incremento de citocinas proinflamatorias (Hu et
al., 2009). La taurina ejerce un efecto positivo sobre el tono vascular al influir en la
funcién endotelial (vasoconstriccién o vasodilatacion) (Hu et al., 2009, Satoh and
Kang, 2009). La exposicidon prenatal con taurina tiene efectos positivos a largo plazo

en la presion arterial y funcion renal de los individuos (Menzie et al., 2014).

A nivel periférico, los neutréfilos y los macréfagos representan un reservorio
de taurina que tiene como funcién inducir una respuesta antioxidante y
antinflamatoria a través de la formacion de haloaminas de taurina para evitar la
propagacion del dafio oxidativo (oxidacion del ADN, nitraciébn de proteinas,
peroxidacion de lipidos, etc.) (Marcinkiewicz et al., 2006). Otro estudio indica que
la cloramina taurina (TauCl) (il. 7) estimula el proceso de eferocitosis (engullimiento
fagocitico de neutréfilos apoptéticos por macréfagos) a través Nrf-2 y OH-1 para

atenuar la autofagia (Kim et al., 2015).
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llustracion 7. Representacion de los mecanismos que induce la taurina para ejercer su efecto antioxidante,
antiapoptético y neuromodulador.

TauT, transportador de taurina; O,'", anion superdxido; SOD, superoxido dismutasa; GPX, glutation peroxidasa; MPO,
mieloperoxidasa; HOCI, acido hipocloroso; Na*, sodio cationico; Cl-, ion cloruro; Ca?*, ion calcio; H,O,, peréxido de hidrégeno;
H,0, agua; O,, oxigeno; CHOP, proteina homdloga del factor de transcripcién C/EBP; p-IRE1, cinasa que requiere de inositol
1; PI3R, receptor de insitol-3 fosfato; ATF4, activador del factor de transcripcion 4; ATF6, activador del factor de transcripcion
6; ATF6C, activador del factor de transcripcion 6 C-terminal; elF2, factor de elongacién; Bax, regulador de apoptosis via BCL2
asociado a X; Bak, BCL2 Antagonista/Asesino 1; Cytc, citocromo C, Apaf-1, Factor activador de peptidasa apoptoética 1;
NMDAAWr2z, subunidad NR2B del receptor NMDA; VSOAC, canal de osmolitos aniones organico sensible a volumen. Tomado
y madificado de (Menzie et al., 2014).

Se ha reportado que, tras un evento isquémico el nivel intracelular de taurina
disminuye significativamente (Berthet et al., 2011), esto provoca un desbalance en
la homeostasis del Ca?* intracelular que afecta el funcionamiento mitocondrial (El
Idrissi, 2008). La suplementacién con taurina ha mostrado colaborar en la
regulacion de la dinamica mitocondrial evitando la formacion del apoptosoma (Apaf-
1/caspasa 9) (Takatani et al., 2004), incrementando el indice Bcl-2/Bax (Hayes et
al., 1975, Zhu et al., 2016), previniendo la activacion de caspasas Yy liberacion del
citocromo ¢ (Sun et al., 2011, Zhu et al., 2016) y atenuando la activacion de Bim
(Bcl2 mediador interactivo de la muerte celular) y PUMA (p53 modulador positivo de
la apoptosis); mientras que, en el reticulo endoplasmico, la taurina ayuda a evitar el

incremento de la proteina homoéloga del factor de transcripcion C/EBP (CHOP), la
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Cinasa que requiere inositol 1 (p-IRE1) y el Activador del factor de transcripcién 6
(ATF6) para reducir la autofagia (il. 7) (Pan et al., 2012a, Gharibani et al., 2013,
Menzie et al., 2013).

Con las evidencias antes mencionadas, la taurina puede ser considerada
como un candidato fuerte para utilizarlo en estudios clinicos enfocados en prevenir
el dafo celular (Andersen et al., 2021) en diferentes modelos de dafio (Menzie et
al., 2014).
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PLANTEAMIENTO

La interrupcion del flujo sanguineo causado por el proceso isquémico
provoca la hiperexcitabilidad neuronal selectiva, al mismo tiempo causa la baja
disponibilidad de nutrientes y oxigeno que desencadenan una deplecion energética
conduciendo a la activacién de mecanismos de dafio neuronal en la etapa temprana.
La hipoxia es capaz de activar diferentes mecanismos celulares para evitar el
incremento en la extensién del dafio cerebral y compensar las modificaciones
metabdlicas que se encuentran asociadas a la presencia de secuelas neuroldgicas
en pacientes que sufrieron un episodio de hipoxia durante el embarazo o el
nacimiento. Los tratamientos dirigidos a reducir la propagacion del dafio hipdxico-
isquémico ejercen un efecto terapéutico corto, por lo que las alteraciones motoras
aun contintan presentandose en etapas del desarrollo postnatal. Por lo que se ha
propuesto la busqueda de agentes profilacticos y terapéuticos con poder
antioxidante y antiinflamatorio capaces de inducir un efecto neurorrestaurador para
contrarrestar las secuelas neurolégicas inducidas por la isquemia intrauterina.
Estudios previos nos han permitido considerar la administracion de zinc y taurina,
de forma individual como una estrategia capaz de coadyubar en la neuroproteccion.
Actualmente, existe poca informacion acerca del efecto farmacologico de la
administracion combinada de zinc y taurina. Por lo que, este proyecto fue dirigido a
evaluar el efecto de zinc y la taurina sobre el estrés nitrosativo, la respuesta
antioxidante, la actividad de transaminasas Yy lactato deshidrogenasa, la actividad

motora y la proteccion cerebral tras un evento de isquemia intrauterina.
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JUSTIFICACION

Las secuelas provocadas por la asfixia perinatal representan un problema de
salud publica, ya que merman la calidad de vida de los neonatos que cursaron por
esta patologia. Las estrategias terapéuticas utilizadas para disminuir la gravedad de
las secuelas neurolégicas no cuentan con la suficiente eficacia para generar un
efecto neurorrestaurador a largo plazo. El modelo de isquemia intrauterina (l1U)
incrementa la neuroinflamacién y reduce factores de crecimiento (IGF-1, FGF2 y
BDNF) alterando el desarrollo de la corteza e hipocampo en estadios tempranos a
la concepcion. Algunos reportes muestran que diferentes agentes pueden ayudar a
prevenir la activacion y la propagacion del dafio celular, sin embargo, ninguno de
ellos ha reestablecido la recuperacion neuromotora a largo plazo. En un estudio
previo mostramos que el modelo de 1lU causa un déficit neuromotor evaluado con
una bateria de pruebas y clasificado con la Escala de Jerarquizacion del efecto
protector de estrategias farmacologicas (JEPEF). La administracion de zinc y taurina
ya mostraron tener un efecto neuroprotector, disminuyendo el estrés nitrosativo, la
respuesta inflamatoria y participando en la recuperacion de las habilidades motoras.
Estos resultados sugieren que la administracion de zinc y taurina podrian inducir un
efecto antioxidante y antiinflamatorio que favoreceria la neuroproteccion ante la I1U.
Diferentes estudios han mostrado que el zinc y la taurina pueden ejercer un efecto
en la dinamica metabdlica de diferentes rutas que tienen un papel durante el
desarrollo celular. En este trabajo se centré en la evaluacion del efecto de las
estrategias individuales de zinc profilactico y taurina terapéutica, asi como su
combinacion en procesos como el estrés nitrosativo, la respuesta antioxidante,
actividad metabdlica relacionados con la proteccion cerebral y la neurorrestauracion

tras un proceso hipoxico-isquémico intrauterino.
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HIPOTESIS

La administraciéon de zinc y taurina reduce el estrés nitrosativo, incrementa la
actividad antioxidante, modifica las transaminasas y LDH, y mejora la conducta

motora en un modelo de isquemia intrauterina.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion de zinc y taurina sobre el estrés

nitrosativo, la actividad antioxidante, las transaminasas y LDH, asi como de la

conducta motora en un modelo de isquemia intrauterina.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Evaluar el efecto de la administracion profilactica de zinc y terapéutica de
taurina sobre el dafio morfoldgico a nivel cortico-hipocampal (P1) en ratas

gue fueron sometidas a hipoxia-isquemia intrauterina.

Evaluar el efecto de la administracion profilactica de zinc y terapéutica de
taurina sobre el estrés nitrosativo (P1, P15 y P30) en ratas sometidas a

hipoxia-isquemia intrauterina.

Evaluar el efecto de la administracion profilactica de zinc y terapéutica de
taurina sobre actividad antioxidante (SOD, Cat y GPx) en ratas que fueron

sometidas a hipoxia-isquemia intrauterina (P1, P15y P30).

Evaluar el efecto de la administracion profilactica de zinc y terapéutica de
taurina sobre los niveles de GSH, GSSG y determinar el indice GSSG/GSH

en ratas que fueron sometidas a hipoxia-isquemia intrauterina (P15).

Evaluar el efecto de la administracion profilactica de zinc y terapéutica de
taurina sobre la actividad de las transaminasas (AST y ALT) y LDH en ratas

gue fueron sometidas a hipoxia-isquemia intrauterina (P15).

Evaluar el efecto de la administracion profilactica de zinc y terapéutica de
taurina sobre el comportamiento motor a través de una bateria de pruebas
motoras en las ratas neonato (P5 — P14) e infantiles (P29 y P30) que fueron

sometidas a hipoxia-isquemia intrauterina.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL GENERAL

[ Ratas hembra Sprague-Dawley ]

e Control Zinc Isquemia Intra-
ey Zn 30 ppm uterina (IlU)

ratamiento E1-E16 E17; 10 min

Zn+lU+Taurina
E17-P15
[ Extraccion de cerebros ]
P1 P15 P30
[ Estrés nitrosativo ]—-[ Nitritos y peroxidacién lipidica ]
Actividad antioxidante SOD, GPxy CAT

—

a - Densidad
Analisis histopatolégico ]—-[ Splica ]
- GSH, GSGGy
Estado redox tisular GSSGIGSH

Transaminasas
(ASTy ALT)
y LDH

Metabolismo cerebral

Bateria de
motoras (P5- P14)

Desarrollo motriz

Abreviaturas del protocolo experimental general. E, dia embrionario; Zn, zinc; min, minutos; ppm, partes por millén; P, dia
postnatal; SOD, superéxido dismutasa; GPX, glutation peroxidasa; CAT, catalasa; GSH, glutation reducido; GSSG, glutation

oxidado; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; LDH, lactato deshidrogenasa;

METODOLOGIA

Animales de experimentacion

Fueron utilizadas 48 ratas hembra Sprague-Dawley (peso corporal de 190 a
240 g) obtenidas del bioterio del CINVESTAV y se mantuvieron en habitaciones con
condiciones controladas de temperatura (22 + 3 °C) y ciclos de luz -oscuridad (12 h
—12 h). Los alimentos (dieta de laboratorio para roedores 5008, que contiene 73
ppm de zinc, taurina al 0.02%, metionina al 0.43% y cisteina al 0.35%) y el agua
potable se les proporcioné ad libitum. Todos los procedimientos fueron realizados
bajo la legislacion mexicana actual, NOM-062-ZO0-1999 (SAGARPA), que a su vez

se basa en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. EI Comité
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Institucional de Cuidado y Uso de Animales aprob6é los procedimientos
experimentales con el protocolo nimero 09-102 (CINVESTAV) y 3550 (BUAP).

El inicio del estado gestacional de las ratas hembra fue precisado por la
presencia de espermatozoides en el frotis de exudados vaginales tefidos con
hematoxilina & eosina observados después de la convivencia con el macho durante

toda la noche anterior a la toma de muestra.

Las ratas que pertenecieron al grupo con el modelo de dafio (IIU), se les
realizé la isquemia transitoria in Gtero se realizo a través de la obliteracion de las
arterias uterinas en el dia embrionario 17 (E17) en ratas hembra Sprague-Dawley
(SD).

Tratamientos

Las ratas prefiadas fueron asignadas en los siguientes grupos (1) Control sin
tratamiento (Control s/t), sin exposicion a tratamientos o cirugia; (2) 11U, el cual fue
expuesto a 10 min de oclusién de las arterias uterinas en el dia E17; (3) zinc (Zn 30
ppm), con una administracion profilactica del dia E1 al dia E16 con una solucion de
sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO, 7H20) a 30 ppm en el agua de beber que
equivale a una concentracion de 12 ppm de zinc atémico reportado en estudios
previos; (4) Zn+lIU, con el tratamiento profilactico de zinc ante la IIU; (5) lU+Tau,
grupo con la administracion terapéutica de taurina a una concentracion de 50 ppm
de taurina en el agua de beber desde el dia E17 al dia postnatal (P15), la
concentracion de taurina dada corresponde a la concentracion de taurina en la leche
materna; y (6) Zn+llU+Tau, combinacion de la administracion profilactica de zinc y

terapéutica de zinc ante la IIU.

Realizacion de la isquemia intrauterina (IIU)

La cirugia fue realizada en ratas prefiadas en el dia E17, y anestesiadas con
ketamina (70 mg/kg) y xilacina (6 mg/kg) bajo condiciones de esterilidad, usando
una campana de flujo laminar tipo A2. Se realiz6 una laparotomia media de 2 cm de
longitud para exponer los cuernos uterinos, posteriormente las arterias uterinas

fueron ocluidas con unas pinzas tipo buldog (Bulldog Clamps) durante 10 min. Los
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cuernos uterinos fueron mantenidos humedos e hidratados con solucion estéril de
buffer de fosfatos (pH 7.4). Al finalizar la oclusion, la reperfusion de las arterias fue
verificada visualmente. Para prevenir infecciones, el Utero fue posicionado en la
cavidad abdominal y lavado con una solucién de penicilina G sodica (150 U/mL),
estreptomicina (100 pug/mL) y anfotericina B (25 pg/mL) disueltas en PBS. La
incision de la pared abdominal fue suturada con nylon 3 (0) y la piel con ceda 3 (0).
Las ratas macho neonatas de cada uno de los grupos fueron distribuidas en tres
puntos de un curso temporal: postnatal 1 (P1); evaluarlas con un bateria de pruebas
motoras dos rangos de edad (P5 - P14 y P29 - P30); en P15y P30 para obtener los

cerebros, las ratas fueron anestesiadas con ketamina (70 mg/kg) y xilacina (6

mg/kg).

Estudio histopatolégico

Las ratas neonatas en la edad P1 fueron utilizadas para la evaluacion del
dafo celular a través de la tincion de Nissl en cortes sagitales de cerebro, estos
fueron fijados mediante perfusion intracardiaca con una soluciébn de
paraformaldehido 4 % disuelta en solucién salina fisioldgica al 0.9%. Los cerebros

obtenidos fueron mantenidos en fijacion a 4 °C.

Procesamiento de tejidos para deshidratacion e inclusion en

parafina
Los cerebros fueron procesados en el equipo de procesamiento de tejido

(Histoquinette Leica, Microsystems, Walldorf, Germany). Las etapas de
procesamiento de los tejidos fueron: fijacion (formaldehido 4 %), deshidratacién
progresiva en alcoholes (80, 96 y 100 %), aclaramiento (xilol absoluto) e inclusion

en parafina a 56 °C.

Procesamiento de los bloques de parafina

Los bloques de parafina fueron utilizados para obtener cortes histolégicos de
3 um de grosor en un micrétomo rotatorio tipo Minot (Leica RM 2135, Nussloch,
Germany). Los cortes histoldégicos se colocaron en portaobjetos previamente

tratados con poli-L-lisina y fijados con calor (56-58 °C).
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Tincion de Nissl

Las preparaciones histoldgicas fueron colocadas en una canastilla de acero
inoxidable para sumergirlas en el siguiente tren de tincion: xilol, deshidratacion
decreciente (alcohol 95 % y alcohol 70 %), enjuague (agua desionizada), tincion con
solucion de violeta de Cresilo 30 min a temperatura ambiente, fueron enjuagadas
(agua destilada), deshidratacién creciente (alcohol 70%, alcohol 95% y alcohol
absoluto), por ultimo, aclaramiento (xilol). Las laminillas fueron sumergidas en xilol
y posteriormente acondicionadas con Resina de Entellan para su observacion al

microscopio.

Procesamiento de las imagenes

Las imagenes de los cortes histoldgicos fueron adquiridas con ayuda de un
microscopio compuesto. Las preparaciones tefiidas de los cerebros de rata P1
fueron procesadas en el software ImageJ (RRID:SCR_003070, National Institute of
Health) y se realiz6 una curva de calibracion tomando como referencia al Kodak No.
3 Calibrated Step Tablet escaneado con Epson Expression 1680 Professional
scanner, para obtener la densidad éptica en la corteza (por capa (Layer): LI, LII, LI,
LIV, LV y LVI) e hipocampo (en regiones (CAl, CA3y GD).

Analisis de datos (Histologia)

Los resultados de la densidad 6ptica (DO) de las cortezas e hipocampos de
las ratas P1 fueron analizadas con la prueba ANOVA de una via, post-hoc Dunnett
para realizar comparaciones multiples respecto al Control s/t y al grupo IlU. Las

*

diferencias estadisticamente significativas presentan un valor P < 0.05; ™ al

compararlas con el grupo control y t respecto al grupo I1U.

Bateria de pruebas motoras
Solo las ratas macho fueron evaluadas cronolégicamente con una bateria de

pruebas motoras descrita a detalle.

Enderezamiento postural (P5)

Los crios fueron colocados sobre sus espaldas en una almohadilla suave y

sujetandolos en una posicion supina por 5 s. Después, fueron liberados y se registro
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el tiempo al que regresan a la posicion prono (latencia de giro) durante un minuto
(il. 8). La prueba se realizo tres veces por individuo, y el valor promedio se uso para
calcular la media + SEM de al menos 5 crios por grupo.

SUPINO PRONO

llustracion 8. Representacion de la prueba de enderezamiento para evaluar el control postural.

Aversion a la altura (P9)

Los crios de edad P9 se colocaron previamente en una superficie elevada
(31 x 24 x 17 cm) para explorar el area durante 30 s. Entonces, la cabeza y las
extremidades anteriores se colocaron en el abismo de la caja, y el tiempo para
retirarse del abismo (latencia de retraccion) fue medido (il. 9). Las pruebas fallidas
se repitieron con otro sujeto. La prueba se realiz6 tres veces por sujeto, y el valor

promedio se utilizd para calcular la media + SEM de al menos minimo 5 crios por

grupo.

llustracién 9. Representacion de la prueba de aversion para evaluar la fuerza y coordinacién para evitar el estimulo
aversivo de la altura.

Fuerza de sujecion (P11)
Las crias de edad P11 fueron pesadas y colocadas sobre una malla
horizontal (16 x 18 cm de largo x 1 mm? de espesor) hasta que las cuatro

extremidades agarraron la malla. Entonces la malla fue girada lentamente de una
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posicidén horizontal a una vertical para desafiar la fuerza gravitatoria. Se midio el
tiempo de caida (latencia de caida) para calcular el impulso colgante (IP)
multiplicando el peso corporal (PC) por la latencia de caida (LC). La prueba se
realiz tres veces por sujeto, y el valor promedio se usé para calcular la media +

SEM de al menos 5 crios por grupo (il. 10).

&
g
»

/2

llustracion 10. Representacién de la prueba de fuerza de sujecion para evaluar la resistencia de las cuatro
extremidades en contra de la fuerza de gravedad.

Geotaxis negativa (P12)

Los crios de edad P12 fueron colocados boca abajo en una superficie de
inclinacidon de 45° y mantenidos durante 5 s. Después de soltarlos, el tiempo para
girar 180° hacia arriba (latencia de giro) se registré durante una prueba de 2 min (il.
11). La prueba se realiz6 tres veces por crio, y el valor promedio se us6 para calcular
la media £+ SEM de al menos 5 individuos por grupo.

7
= (4

¥

llustracion 11. Representacidn de la prueba de geotaxis negativa.

Sujecién con las extremidades delanteras (P13)

Los crios P13 fueron pesados y colgados por las extremidades anteriores en
un alambre que cruza la parte superior de un recipiente de plastico transparente de

3.5 L con una base acolchonada (il. 12). Se midio la latencia de caida para calcular
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el impulso colgante (IP), al multiplicar el peso corporal (PC) por la latencia de caida.
La prueba se realizo tres veces por individuo, y el valor promedio se usé para

calcular la media = SEM de al menos 5 sujetos por grupo (il. 12).

llustracion 12. Representacion de la prueba de sujecién con las extremidades anteriores cuando se sujeta de una
guia metalica para evaluar su resistencia y fuerza.

Sujecion con las extremidades posteriores (P13)

Los crios de edad P13 fueron pesados y colgados por las extremidades
traseras en el borde de un recipiente de vidrio transparente (15 cm x 6 cm) con
paredes con interior liso y una base acolchada (il. 13). La latencia de caida se midi6
para calcular el impulso colgante (IP) multiplicando el peso corporal (PC) por la
latencia de caida. La prueba se realiz6 tres veces por crio, y el valor promedio se

utilizé para calcular la media =+ SEM de al menos 5 sujetos por grupo.

= N

llustracion 13. Representacion de la prueba de sujecion para evaluar la resistencia y fuerza de las extremidades
posteriores.

Angulo de caminata (P14)

Los crios de edad P14 fueron colocados en un campo abierto para su libre
exploracion (il. 14), y el angulo de las dos extremidades traseras fue grabado en

video durante una marcha de 1 min. Este angulo depende de la edad y es Util para
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determinar anomalias en la marcha. El &ngulo de la marcha fue calculado con el
software ImageJ (RRID:SCR__ 003070, Instituto Nacional de Salud), para lo cual se
usaron 5 fotografias seriadas por sujeto durante la caminata. Estos valores se

usaron para calcular la media + SEM de al menos 5 individuos por grupo.

\%\ , e

llustracion 14. Representacién de la prueba de angulo de caminata.

Prueba de la viga (P29)

Los sujetos fueron entrenados durante dos dias consecutivos previos a la
prueba final realizada en el dia P29. Las ratas fueron colocadas en el extremo
inferior de la viga (trabe de 2 cm de ancho y 120 cm de longitud) permitiéndoles la
exploracion libre de la superficie (il. 15), se realizaron tres ensayos por dia de
entrenamiento (P27 y P28). En caso de que el sujeto no llegara al extremo superior
de la viga se le apoy6 para que este completara la prueba de entrenamiento.
Después, a las ratas de edad P29 se les colocd sobre una viga para evaluar la
coordinacion motriz de los sujetos para desplazarse. En este ensayo se evité ayudar
a los sujetos. Cada ensayo de entrenamiento y final tuvo una duracion de 120 s. La
prueba final se realiz6 por triplicado. Se registro el tiempo que utiliza el individuo
para desplazarse desde punto inferior de la viga hasta el superior, el valor promedio
se utilizé para calcular la media + SEM de al menos 5 sujetos por grupo. Este tipo
de prueba ha sido aplicada en diferentes modelos de dafio cerebral para evaluar la
alteracion motriz en modelos animales a los que se les indujo dafio cerebral.
(Deacon, 2013, Hernandez-Baltazar et al., 2013, Soto-Rojas et al., 2020a).
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llustracion 15. Representacion de la prueba de la viga o barra.

Prueba de inversion (P30)

Las crias de edad P30 fueron pesadas y colocadas sobre una malla
horizontal (20 cm x 30 cm de largo x 1 cm? de espesor) elevada a 35 cm con una
zona de caida segura para los sujetos hasta que sujetaran la malla con las cuatro
extremidades y se evaluoé la resistencia de las cuatro extremidades para soportar
Su propio peso, también se registro la latencia de caida. El peso corporal (PC) fue
registrado para calcular el impulso colgante (IP). Se le permitié a cada individuo
sujetarse de la malla por 5 s antes de liberarlo (il. 16). La prueba se realiz6 tres
veces por crio, y el valor promedio se utilizo para calcular la media £+ SEM de al

menos 5 sujetos por grupo.

N\

llustracion 16. Representacién de la prueba de inversioén.

Campo abierto (P30)

La prueba de campo abierto fue realizada con sujetos de edad P30. Los
cuales fueron colocados en una caja (60 x 60 x 60 cm) dividida en nueve cuadrantes.
El ensayo comenzo al colocar al individuo en el cuadrante 1 sin posibilidad de
observar el resto del interior de la caja gracias a una barrera retractil. Cada ensayo
tuvo una duracion de 10 min, en los que fueron contabilizados el nimero de visitas

al cuadrante central (5), la actividad vertical (nUmero de erguidos), la distancia
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recorrida y el nUmero de toques a la pared. La prueba se realiz tres veces por crio,
y el valor promedio se utilizé para calcular la media + SEM de al menos 5 sujetos

por grupo.

ANALISIS DE DATOS

Evaluaciones neuromotoras

Los resultados de las evaluaciones neuromotoras que componen a la bateria
de prueba fueron ajustados respecto al grupo Control y presentados como promedio
+ SEM. Con ayuda del programa Graphpad Prism 7 realizamos la prueba de U de
Mann-Whitney para comparar todos los grupos contra el Control, asi como llevar a
cabo comparaciones internas respecto al grupo IlU (enderezamiento corporal,
aversion, geotaxis negativa, fuerza de sujecion, sujecion con los miembros
anteriores—posteriores y sus respectivos impulsos colgantes (IC), angulo de
caminata, viga, inversion y campo abierto). Las diferencias estadisticamente
significativas presentan un valor ‘P < 0.05 para comparar con respecto al grupo

Control s/t y Trespecto al grupo I1U.

Jerarquizacion del Efecto Protector de Estrategias
Farmacologicas (JEPEF)

Los valores de las pruebas de conducta se expresaron como los valores
JEPEF, que indican la eficacia de un enfoque farmacolégico (registro
#MX2020010357). A la disfuncion motora se le asigno un valor de cero, la
recuperacion fue calificada con un puntaje igual a 1, y la mejora en el
comportamiento motor por encima del Control fue de 2 (Tabla 1). La JEPEF fue
construida con la suma de todos los puntajes de desempefio de cada tratamiento
(Tabla 2).
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Tabla 1. Puntaje de rendimiento para cada tratamiento por sujeto.

Puntaje Rendimiento
0 Menor que el Control
1 Igual que el Control
2 Mayor que el Control

Tabla 2. Puntaje de Jerarquizacién del efecto protector para estrategias
farmacoldgicas (JEPEF).

Puntaje Grado de recuperacion
Oabs Ineficiente
6a<10 Moderado
=10 Eficiente

> 10 Potenciado

Evaluacién bioquimica

La corteza cerebral, el hipocampo (P1 y P15), nacleos subcorticales y tallo
cerebral (P30) (n = 5 individuos en cada grupo) fueron individualmente disectados
y homogeneizados mecéanicamente en PBS 1X. Después, los homogeneizados
fueron centrifugados a 12,500 rpm durante 30 min a 4°C en una microcentrifuga
Z216MK (HERMLE Labortechnik GmbH; Wehingen, Germany). Las alicuotas de los
sobrenadantes se utilizaron para cuantificar nitritos, peroxidacion lipidica, niveles de
GSH y GSSG, y actividades enziméticas de AST, ALT, LDH, SOD, Cat y GPx. Para
normalizar los resultados bioquimicos, se utilizé el contenido de proteinas, el cual
fue cuantificado en los sobrenadantes usando el método de Sedmark y Grosberg

(Anexo).

Cuantificacion de nitritos (NOy)

La produccion de NO fue estimada a través del contenido de nitritos (NO2)
en los sobrenadantes de las muestras utilizando el método de Griess (Chao et al.,
1992). El reactivo de Griess reacciona con oxido nitrico (NO) presente en la muestra
y permite la formacién de una sal de diazonio que fue leida en un espectrofotometro
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NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific; Wilmington, DE, USA) a 540 nm. El
reactivo de Griess fue preparado con volumenes iguales de dihidrocloruro de N-1-
naftiletilendiamino al 0.1 % disuelta en agua destilada y sulfanilamida al 1.32 %
disuelto en &cido acético glacial al 60 %. La concentracién de NO2" se determind
interpolando la densidad Optica de las muestras en una curva estandar de NaNO,

(0.5 a 10 uyg mL?), la cual se determiné paralelamente en cada ensayo.

Cuantificacion de la peroxidacion lipidica (MDA & 4-HDA)

La concentracion de malondialdehido (MDA) y de 4-hidroxialquenal (4-HDA)
fue medida (n = 5) como se describié anteriormente (Gerard-Monnier et al., 1998).
La reaccién colorimétrica se desencadend en 200 pL del sobrenadante después de
la adicion de 650 yL de N-metil-2-fenilindol 10.3 mM diluido en una mezcla de
acetonitrilo: metanol (3:1) y 150 pL de metanosulfénico. La mezcla de reaccién se
agitd y se incubd a una temperatura de 45 °C durante 1 h y luego se centrifugd a
3,000 rpm durante 10 min en microcentrifuga Z216MK (HERMLE Labortechnik
GmbH; Wehingen, Germany), la absorbancia fue cuantificada a 586 nm en un
espectrofotometro (Bio-Rad; Hercules, CA, USA). Los valores de absorbancia se
compararon con una curva patrén de 0.25 a 5 yM de 1,1,3,3-tetrametoxipropano
(stock 10 mM) para calcular el contenido de MDA & 4-HDA en las muestras. Los

valores se expresaron como nM MDA & 4-HDA mg de proteina.

Ensayo para la cuantificacion de la actividad enzimatica de
catalasa (Cat)

La actividad enzimatica de la Cat fue cuantificada en 75 pL del sobrenadante
en una celda de cuarzo en un espectrofotbmetro (Lambda EZ-150; PerkinElmer
Company; Waltham, MA, USA). Después de agregar 330 uL H202 (30 mM) y ajustar
a 1mL con PBS, el cambio de absorbancia del H202 fue monitoreado continuamente
a 240 nm cada 30 s en un espectrofotobmetro (Aebi, 1984). Los resultados de la

actividad enzimatica se reportaron como la U min't mg? de proteina.
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Ensayo para la cuantificacion de la actividad enzimatica de
Superoéxido dismutasa total (SOD)

La actividad enzimética de SOD total en los sobrenadantes fue medida
usando pirogalol como sustrato y registrando su producto de degradacién a 420 nm,
previamente detallado por Gao, 1998. En una celda de cuarzo, se afadieron 100
ML del sobrenadante, complementado con 700 L de solucion buffer de Tris-HCI (pH
8.2) y 50 uL de EDTA. Posteriormente, se anadieron 50 yL de pirogalol, y después
de 10 s de reaccion, se determinaron los cambios de densidad Optica (OD) durante
un minuto a 420 nm en un espectrofotometro (Lambda EZ-150; PerkinElmer
Company; Waltham, MA, USA) (Gao, 1998). Al lograr un cambio de absorbancia de
0.020 = 0.001, la absorbancia fue evaluada continuamente durante dos minutos
mas. Los resultados de la actividad enzimatica se presentaron como U min-t/mg de

proteina usando la siguiente ecuacion:
Actividad enzimatica = (AV AODs * 100AV AODb — 100) = 0.6,

donde AV es el valor promedio, AODs es la diferencia de DO de la muestra, AODb

es la diferencia de DO en blanco de la reaccion, y 0.6 es un factor constante.

El contenido de proteina se midié en los sobrenadantes utilizando el método
de Sedmark y Groosberg. Los resultados de la actividad enzimética se reportaron

en U min"tmg de proteina.

Ensayo para la cuantificacion de la actividad enzimatica de la
Glutation peroxidasa (GPx)

Se utilizdé un kit de Glutatién peroxidasa (Item No. 703102) para medir la
actividad enzimatica de la GPX, siguiendo las instrucciones del fabricante (Cayman
Chemical Company; Ann Arbor, MI, USA). Los tejidos cerebrales después de la
perfusién con PBS, fueron homogeneizados con 200 uL de buffer frio para la GPx
10X (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA5 mMy DTT 1 mM). En una placa de 96 pozos
(Costar®, 96 well, No. Lid, Kennebunk, ME, 04043, USA) los pozos de control

contenian 70 ul de un buffer de ensayo GPx (10X), 50 uL de la mezcla de cosustrato
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y 50 uL de NADPH. Los pozos de control positivo se complementaron con 50 pL de
un buffer de ensayo, 50 pL de una mezcla de cosustrato, 50 uL de NADPH, y 20 pl
de un control GPx diluido. Posteriormente, los pozos de los controles positivos se
leyeron a 340 nm por triplicado, registrando el cambio de absorbancia del NADPH
durante cada minuto durante 5 min. Los pocillos de muestra contenian 70 yL de un
buffer de ensayo, 50 pL de la mezcla de cosustrato, 50 uL de NADPH y 20 pL del
sobrenadante de la muestra. La reaccidn se inicié agregando 20 pL de hidroperdxido
de cumeno a todos los pozos. Finalmente, se registrd la absorbancia a 340 nm cada
minuto durante 5 min, utilizando un lector de microplacas (Bechmark™, Bio-Rad;
Hercules, California 94547, USA). Los resultados de la actividad enziméatica de la

GPx fueron presentados como GPx (NADPH nmol/min-/mL).

Ensayo de glutation total (GSH + GSSG)

La cuantificacion de los niveles de glutation total se realizé en una placa de
96 pozos, como se describe previamente por Rahman et al., 2006. Las muestras
fueron homogeneizadas en una solucidon que contiene una proporcion igual de
Triton-X (0.1%) y de acido 5-sulfosalicilico dihidratado (0.6 %) y centrifugado a 8000
x g durante 10 min a 2 — 4 °C en una microcentrifuga Z216MK (HERMLE
Labortechnik GmbH; Wehingen, Germany) para obtener el sobrenadante. Los
pozos de los blancos, por triplicado, contenian 20 pL de KPE (buffer KoHPO.-
EDTA). El glutation total se cuantificé en 20 pyL de sobrenadantes afiadiendo 60 pL
de 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DNTB) y 60 uL de glutation reductasa. Después
de 30 s de incubacién, 60 uL de B-NADPH fue adicionado para leer inmediatamente
la formacién de &acido 2-nitro-5-tiobenzoico a una longitud de onda ideal a 412 nm
cada 30 s durante 2 min con un lector de microplacas (Bechmark™, Bio-Rad,
Hercules, California 94547, USA). La concentracion total de glutation se determiné
a través de la interpolacion en una curva estandar de glutation (0.4125 — 26.4 nM).
Los resultados fueron expresados como yM mg™ de proteinas totales (Rahman et
al., 2006).
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Ensayo de glutation oxidado (GSSG)

La cuantificacion de GSSG en se realizé en 100 pL de sobrenadantes
agregando 2 uL de 4- vinilpiridina e incubando la mezcla durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 6 uL de trietanolamina a cada
muestra, y la absorbancia se leyé a 412 nm cada 30 s durante 2 min con un lector
de microplacas. La concentracion se calculé mediante interpolacion a partir de una
curva estandar de GSSG que van desde 0.4125 a 26.4nM. La concentracion total
de GSSG se expres6 como UM mg de proteinas totales. La concentracion de GSH
fue la diferencia entre los valores de glutation total (GSH + GSSG) y el glutatién
oxidado (GSSG) (Rahman et al., 2006).

Ensayo para la cuantificacion de la actividad enzimatica de
aspartato aminotransferasa (AST)

La actividad enzimatica de AST se midi6 en 100 yL de sobrenadante
utilizando el kit MIBEIS46-GOT(AST)-LQ, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Anadimos 100 uyL de una mezcla 1:2 de reactivo R1 (Tris, pH 7.8 + lactato
deshidrogenasa (LDH) + malato deshidrogenasa (MDH) + L-aspartato y reactivo R2
(NADH + a-cetoglutarato) a 25 °C. Inmediatamente, el célculo del consumo de
NADH fue monitoreado continuamente a 340 nm por 3 minutos. Los valores de
referencia informados en la hoja de datos son para humanos adultos para AST la
cual varia de 9U/L a 25 °C hasta 38 U/L a 37 °C. Los resultados de la actividad

enzimatica se reportaron como U min-tmg proteina.

Ensayo para la cuantificacion de la actividad enziméatica de alanina
aminotransferasa (ALT)

La actividad enzimatica de ALT se evalué en 100 yL del sobrenadante
utilizando el kit GPT_ALT BEIS36_02-2011 siguiendo las instrucciones del
fabricante. Después de agregar 100 yL de una mezcla 1:2 de reactivo R1 (Tris, pH
7.8 + lactato deshidrogenasa, LDH+ L-alanina) y el reactivo R2 (NADH + a-
cetoglutarato), la absorbancia fue monitoreada continuamente a 340 nm por 3 min

a 25 °C. Valores de referencia informados en la hoja de datos para hombres adultos
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humanos para ALT fueron de 22 U/L a 25 °C hasta 40 U/L a 37 °C. Los resultados

de la actividad enzimatica fueron reportados como U mint mg* de proteina.

Ensayo para la cuantificacion de la actividad enzimética de
lactato deshidrogenasa (LDH)

La actividad enzimatica de la LDH se evalu6é en 100 yL de sobrenadante
usando el kit BEIS16_LDH_02-2015. Después de agregar 100 yL de una mezcla
1:2 del reactivo R1 (imidazol + piruvato) y el reactivo R2 (NADH), la absorbancia se
registr6 a 340 nm durante 3 minutos a 25 °C. Los resultados de la actividad

enzimatica se reportaron como U min't mg? proteina.

Relaciones AST/ALT, LDH/ALT y AST/LDH

El indice de Retis (AST/ALT), es una referencia de prondstico clinico del dafio
tisular (Botros and Sikaris, 2013), y se utilizé para identificar la direccion del
metabolismo del glutamato. La relacion AST/ALT indica si el metabolismo del
glutamato se llevaria a cabo en la mitocondria o el citosol, basado en la reaccion
AST (glutamato + oxaloacetato $ aspartato + a-cetoglutarato). Esta reaccion podria
llevarse a cabo preferentemente en astrocitos participando en la sintesis de GABA
y la degradacion del glutamato (Schousboe et al., 2014). Asi mismo, la relacion
AST/LDH se consideré como un indicador del metabolismo del glutamato-piruvato
suministrado por otras fuentes moleculares (McKenna et al., 1996). Basado en las
reacciones de ALT (alanina + a-cetoglutarato $ piruvato + glutamato) y LDH (lactato
S piruvato), propusimos que la relacion LDH/ALT podria ser un indicador de la
direccién del metabolismo del lactato-piruvato (McKenna et al., 1996). Y la
propuesta de las relaciones LDH/ALT y AST/LDH no tienen antecedentes

reportados en la literatura.

Analisis de datos de cuantificaciones bioquimicas

Todos los valores se expresaron como media + SEM de al menos 5
experimentos independientes. Los resultados de las pruebas bioquimicas se
analizaron con un ANOVA de una via utilizando la prueba post hoc de Dunnett para

comparar todos los grupos con el Control s/t y el grupo IIU. Todos los andlisis
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estadisticos se realizaron con el software Graphpad Prism 7. Se considerd que una

P < 0.05 indicaba diferencia estadisticasignificancia.

RESULTADOS

Estrés nitrosativo en corteza cerebral e hipocampo P1

El modelo de la IIU disminuyd los niveles de nitritos en 59.96 + 6.89 % ("P =
0.0401) en la corteza temporoparietal (Fig. 1A) comparado al Control s/t. La
administracion profilactica de zinc en las ratas sanas (Zn 30 ppm) generé el
incremento de nitritos (68.21 + 23.41 %, ‘P = 0.0363) (Fig. 1A) y de MDA y 4-HDA
(247.14 + 149.22 %, "P = 0.0479) (Fig. 1C) respecto al grupo Control s/t. Los
tratamientos individuales de zinc (Zn+lIU) y taurina (IlU+Tau) no causaron un efecto
en los nitritos (Fig. 1A) y ni en la lipoperoxidacion (Fig. 1C). Solo la administracion
precondicionante de zinc combinada con taurina (Zn+llU+Tau) disminuyé los
niveles de nitritos en 66.57 + 7.13 % (" P = 0.0208) comparado con el grupo Control
s/t (Fig. 1A).
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En el hipocampo, la IlU causo el incremento de nitritos (84.81 + 5.30 %, ™P
= 0.0007) (Fig. 1B) y de MDA & 4-HDA (280.45 + 59.77 %, ‘P = 0.0309) (Fig. 1D)
respecto al grupo Control. La administracion de zinc (Zn 30 ppm) incremento los
niveles de MDA & 4-HDA (277.95 + 106.23 %, "P = 0.0222) (Fig.1D) respecto al
grupo Control. La administracion terapéutica de taurina (llU+Tau) elevo los niveles
de nitritos (108.50 + 23.68 %, “P < 0.0001) (Fig.1B) y de MDA & 4-HDA (277.95 +
106.23 %, ‘P = 0.0222) (Fig.1D) comparado con el grupo Control s/t. La

administracion precondicionante de zinc y terapéutica de taurina (Zn+llU+Tau) evitd

el incremento de nitritos (53.86 + 4.22 %, TTTP = 0.0005) (Fig. 1B) y de MDA & 4-
HDA (58.64 + 7.91 %, TP = 0.0359) (Fig. 1D) inducidos por la IIU.

Actividad antioxidante en corteza cerebral e hipocampo P1

La IlU no modifico en la corteza temporoparietal la actividad enzimética de la
SOD (Fig. 2A) ni de la catalasa (Cat) (Fig. 2C) comparado con el grupo Control.
Ningun tratamiento individual o combinado causo un efecto sobre la actividad
enzimatica de la catalasa comparados con el grupo Control s/t (Fig. 2C). La
administracion terapéutica con taurina individual (IlU+Tau) (416.27 + 56.96 %, TtP
= 0.0033) o combinada con el precondicionamiento de zinc (Zn+llU+Tau) (445.94 +
105.39 %, TP = 0.0019) aumentaron la actividad de la SOD respecto al grupo IlU
(Fig. 2A).

En el hipocampo la [lU no generé efecto significativo sobre la actividad de la
SOD (Fig. 2B), pero si en la actividad de la catalasa (75.65 * 3.47 %, “P = 0.0046)
(Fig. 2D) respecto al grupo Control. El zinc (Zn 30 ppm) causo la reduccién en la
actividad de la catalasa en (59.11 + 5.45 %, "P = 0.0422) respecto al grupo Control
s/t (Fig. 2D). Ninguno de los tratamientos individuales o combinado causo un efecto
sobre la actividad enzimatica de la SOD comparados con el grupo Control s/t (Fig.
2B). La taurina individual (IlU+Tau) redujo la actividad enzimatica de la catalasa en
61.74 + 7.08 % (P = 0.0323), comparado contra el grupo Control (Fig. 2D).
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Figura 2. La suplementacion con zinc y taurina previene el déficit de la respuesta antioxidante causado por la IlU en
el hipocampo de rata de un dia postnatal (P1). Los valores representan el promedio + SEM (n = 6) y fueron analizados
con la prueba ANOVA de una via, post-hoc Dunnett, P < 0.05, * vs Control; T vs 1IU.

Anélisis histopatologico en corteza cerebral de ratas P1

La IlU causo la reduccion de la densidad optica (DO) en las capas LI, LIl y
LIl (45.18 + 4.82 %, P = 0.0031) (Fig. 3A) asi como en las capas LV y LVI (60.66
+ 12.85 %, ‘P = 0.0407) (Fig. 3B) de la corteza cerebral comparado con el grupo
Control s/t. La administracion de zinc (Zn 30 ppm) en ausencia de dafio mantuvo la
DO similar al Control s/t en las capas superiores de la corteza, sin embargo, se
observé la reduccion de la DO en 22.42 + 2.66 % ("P = 0.0060) en las capas LV y
LVI respecto al Control s/t (Fig. 3C).

El precondicionamiento de zinc previno el efecto inducido por la 1lU en las
capas de la corteza cerebral, comparado con el grupo IlU (Fig. 3A, 3B y 3C). El
tratamiento terapéutico de taurina (IlU+Tau) mostro un efecto protector previniendo
el efecto de 11U en las capas LI, LIl y LIl (Fig. 3A) asi como en las capas LV y LVI
(Fig. 3C) comparado con el grupo 11U. Por su parte, el precondicionamiento de zinc
combinado con la taurina mostr6é un efecto positivo al evitar la reduccion de la DO

en todos los estratos corticales (Fig. 3A, 3B y 3C) comparado contra el grupo I1U.
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La 1lU causo la reduccion de la DO en todas las regiones del hipocampo, en
27.35+ 2.43 % ("P = 0.0111) en la regiéon de CA1 (Fig. 4A) en un 22.16 5.28 % (‘P
= 0.017) en la region de CA3 y en 20.79 + 4.05 %, ("P = 0.0185) (Fig. 4B) y en el
giro dentado (GD) (Fig. 4C), respecto al Control s/t. Por su parte, la administracion
control de zinc (Zn+llIU) conservo la DO en las regiones evaluadas.
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Figura 3. La administracion con zinc o taurina previene la reducciéon de la densidad celular en la corteza cerebral de
rata de un dia postnatal (P1). Los valores representan el promedio + SEM (n = 5). La barra de escala representa 100 um.
Los datos fueron analizados con la prueba ANOVA de una via, post-hoc Dunnett. P < 0.05, * vs Control; f vs IIU.

El precondicionamiento de zinc causo la reduccién en la DO en la regién de
CA3 (15.32 + 0.68 %, "P = 0.0017) (Fig. 4B) y de GD (26.19 + 2.78 %, P = 0.0074)
(Fig. 4C) comparado con el grupo Control s/t. El tratamiento terapéutico de taurina
evito el efecto causado por la IIU en todas las regiones del hipocampo, comparado
a la IU (Fig. 4A, 4B y 4C). EIl precondicionamiento de zinc combinado con el
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tratamiento de taurina evito la reduccién de la DO en la regién de CA1(25.18 + 4.92
%, TP = 0.0147) comparado con el grupo 1IU (Fig. 4A) y causo la disminucién de la
DO en la region del GD (25.18 + 4.92 %, ‘P = 0.0147) comparado con el grupo
Control (Fig. 4C).

A CA1

t
0.3
*
011 I I
0.0

Densidad éptica (DO)
=]
N

CA3

g t
9)

Q04

©

%]

"g_ 0.3 * *k

0

T 02

-}

201

Q

[=]

0.0
(o3 GD

_05 T
g

804

© al * &
£

= 0.3
]
T 0.2
=4

2041

@
o

0.0

= Controls/t =3 Zn30ppm E= |lU+Tau
W = Zn+lIU . Zn+llU+Tau

Figura 4. La administracion de taurina evito la pérdida de la densidad celular en hipocampo de rata de un dia
postnatal (P1). Los valores representan el promedio + SEM (n = 5). La barra de escala representa 100 um. Los datos
fueron analizados con la prueba ANOVA de una via, post-hoc Dunnett. P < 0.05, * vs Control; t vs IIU.

Bateria de pruebas motoras (P5 -P14)

La prueba enderezamiento postural realizada en el dia P5 mostré que la IlU
incremento la latencia de enderezamiento en un 82.14 + 44.17 % ("P = 0.0105)
comparado con el grupo Control s/t. La administracion precondicionante de zinc
(Zn+llU) no cambio la latencia de enderezamiento, esto fue prevenido por el
tratamiento de taurina individual (1lU+Tau) en un 40.52 + 6.85 % (*P = 0.0115) o en
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combinacioén con el zinc (Zn+IlU+Tau) por 42.62 + 4.07 % (TP = 0.0311) comparados

con el grupo 11U (Fig. 5A).

La prueba de aversion a la altura en el P9 mostro que la 1lU incrementé la
latencia de retirada por 81.48 + 33.84 % (P = 0.0023) comparado con el grupo
Control s/t. La administracion profilactica de zinc redujo la latencia de retirada en
42.85 + 6.54 % (P = 0.0091) para retirase de la zona de peligro comparado con el
Control. Todos los tratamientos previnieron por completo el incremento inducido por

la 11U en la latencia de retirada (Fig. 5B).
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Figura 5. El efecto de la administracion de precondicionamiento de zinc y el tratamiento terapéutico con taurina en
alteraciones en el enderezamiento de la superficie, aversion a la altura, fuerza de agarre e impulso colgante
inducidas por laisquemia intrauterina. Los valores son el promedio + SEM (n =5 a 8). *P < 0.05. Kruskal-Wallis de
comparaciones multiples y post hoc de Dunn versus el Control s/t. + comparado con el [IlU analizado por la prueba U de
Mann-Whitney. s: segundo; s*g: segundo X gramos.

La prueba de fuerza de sujecion realizada en el P11 de los sujetos del grupo
IIU muestran una disminucién en la latencia de caida del 30.25 + 8.89 % ('P =
0.0113) comparado con el Control s/t. Todos los tratamientos previnieron el efecto
inducido por la 1lU comparado con el grupo Control s/t. De hecho, se observé el
incremento en la latencia de caida en 62.46 + 16.64 % (*P = 0.026) en el grupo
Zn+lU, de 101.89 + 12.82 % (TP <0.0001) en el grupo IlU+Tau y de 136.60 + 9.08
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% (TP <0.0001) en el grupo Zn+lIU+Tau, comparados con el grupo IIU. En el grupo
Zn fue observado el incremento significativo en la latencia de caida (33.18 + 10.72
%, ‘P = 0.0023) (Fig. 5C).

En la prueba de impulso colgante del dia P11 se muestra que la 1lU también
disminuy0 la resistencia de las cuatro extremidades en 33.2 + 8.06% (*P = 0.0172)
comparada con el Control. No se encontraron diferencias estadisticas en los grupos
Zn 'y Zn+llU, ambos comparados con el grupo Control s/t e IIU. El tratamiento de
taurina individual o combinado con zinc previeron eficazmente el efecto de la IIU y
adicionalmente se observo el incremento del impulso colgante comparado con el
grupo Control en 46.12 + 13.12 % (*P = 0.0169) en el grupo llU+Tau y en 58.55 +
8.9 % (*+P = 0.0004) en el grupo Zn+llU+Tau (Fig. 5D).

La prueba de suspensiéon de las extremidades anteriores realizada en las
ratas de edad P13 mostré que la 11U disminuy0 la latencia de caida en 35.32 £ 9.52
% (*P = 0.0062) en comparacion con el grupo Control s/t. El tratamiento con el
precondicionamiento de zinc prolongo la latencia de caida (62.36 + 19.26 %, *P =
0.0214) en comparacion con el Control s/t y previno por completo el efecto inducido
por la 1lU. La taurina sola o combinada con zinc impidio el efecto de la [IlU y ademés
aumento la latencia caida en 37.42 £ 8.0 % (**P = 0.0026; llU+Tau) y 77.5 + 12.17
% (**P = 0.0001; Zn+llU+Tau) en comparacion con el grupo Control s/t. En
comparacion con el grupo llU, el aumento de la latencia de caida fue de 78.13 +
14.06 % (TtP = 0.0037) en el grupo Zn+llU, 112.48 + 12.4 % (Ttt1P = 0.0001) en el
grupo llU+Tau, y 174.42 + 18.81% (T1*P < 0.0001) en el grupo Zn+lUI+Tau (Fig.
6A).

La prueba de impulso colgante de suspension de los miembros anteriores
mostrd un patron similar a la latencia de caida en todos los grupos. La disminucion
del impulso colgante en el grupo 11U fue de 37.88 = 10.2 % (**P = 0.0075). Los otros
grupos mostraron un aumento en el impulso colgante que fue de 36.88 + 12.20 %
(*P =0.0214) en el grupo Zn, de 45.62 + 16.30 % (*P = 0.0426), en el grupo [lU+Tau
y de 59.03 = 15.42 % (*»*P = 0.0003) en el grupo Zn+llU+Tau comparados con el
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grupo Control s/t. Una vez mas, la administracién precondicionante de zinc impidi6

la disminucién inducida por 11U en el impulso colgante (Fig. 6B).
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La prueba de suspension de las extremidades inferiores de los individuos P13
mostré que IlU también disminuyé la latencia de caida en 37.56 + 6.9 % (P =
0.0036) en comparacion con el grupo Control s/t. El grupo de zinc no modifico
significativamente la latencia de caida. En comparacion con el grupo de U, los
tratamientos de taurina sola (56.25 + 10.35 %, TP = 0.0023) o combinado con la
administracion precondicionante de zinc (97.57 + 29.44 %, TP = 0.0072) impidiendo
la disminucidn en la latencia de caida inducida por 11U (Fig. 6C).

La prueba del impulso colgante evaluado por la suspensién de las
extremidades traseras mostr6 un patron similar a la latencia de caida. La
disminucién del impulso colgante en el grupo IlU fue de 46.34 £ 5.7 % (**P = 0.0059).
Este efecto se logré evitar en los grupos Zn+llU (84.51 + 23.7 %, TP = 0:0165),
llU+Tau (81.22 + 19.23 %, TP = 0.0011) y Zn+llU+Tau (151 + 26.54 %, t11p =
0.0012) comparados con el grupo IlU. Ademas, la taurina combinada con zinc
también aumento6 el impulso colgante en 34.66 + 14.23 % (*P = 0.0053) sobre el

grupo Control s/t (Fig. 6D).

La prueba de geotaxis negativa mostro diferencias en la latencia de giro entre
los grupos en el dia P12. La IlU aumento la latencia de giro en 108.23 + 29.24 %
(*P = 0.026) en comparacion con el grupo Control s/t. Todos los tratamientos
previnieron eficazmente el efecto inducido por la [IU (Fig. 6E).

La prueba de angulo de las extremidades traseras en P14 mostré que [IU
aumento el angulo de marcha en 35.04 = 4.07 % (*+P = 0.0001) en comparacion
con el grupo Control s/t. Todos los tratamientos impidieron por completo el efecto
inducido por IIU en el &ngulo de la marcha. Mientras que no hubo efectos causados

por la administracion de zinc de precondicionamiento (Fig. 6F).

El analisis JEPEF mostré fielmente la eficacia de los tratamientos en la
prevencion y mejora de la discapacidad motora inducida por la [lU (Tabla 3). El
grupo [lU mostré una puntuacion igual a 0, mientras que todos los tratamientos
tuvieron una puntuacién total igual a 10, lo que indica prevencion de la discapacidad
motora. Mientras que, puntuaciones superiores a 10 indicaron la capacidad de
mejorar el rendimiento motor. En consecuencia, se otorgé una puntuacion igual 10
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para la administracion precondicionante de zinc, demostrando que este tratamiento
impidio el deterioro motor inducido por la [IU. Por su parte, la puntuacion mas alta
se le otorgo al tratamiento individual de taurina (14) o a la combinacion de taurina
con zinc (15). Por lo tanto, el mejor tratamiento fue la combinacién del
precondicionamiento de zinc con taurina terapéutica porque muestra una mejor la
capacidad en la recuperacion motora respecto a los otros tratamientos. La
administracion precondicionante de zinc mejora la capacidad motora de los sujetos
sanos (Tabla 3).

Tabla 3. Jerarquizacion del efecto protector de estrategias farmacoldgicas
(JEPEF) en larecuperacién motora.

Edad Prueba U Zn Zn+luU lU+Tau  Zn+llU+Tau
P)
5 Enderezamiento 0 1 1 1 1
corporal
9 Aversion a la altura 0 2 1 1 1
11 Fuerza de sujecion 0 2 1 2 2
11 Impulso colgante 0 2 1 2 2
12 Geotaxis negativa 0 1 1 1 1
13 Suspension de los 0 2 1 2 2
miembros superiores
13 Impulso colgante 0 2 1 2 2
13 Suspension de los 0 1 1 1 1
miembros inferiores
13 Impulso colgante 0 1 1 1 2
14 Angulo de los miembros 0 1 1 1 1
inferiores
Total 0 14 10 14 15

Estrés nitrosativo en corteza temporoparietal e hipocampo P15

Nuestros resultados mostraron que la 1lU cred un entorno prooxidante en la
corteza temporoparietal. En consecuencia, la 1lU incremento los niveles de nitritos
en 67.78 £ 10.03 % ("P = 0.0021) (Fig. 7A) y de MDA & 4-HDA en 247.28 + 97.84
% ("P = 0.0066) (Fig. 7C) en comparaciéon con el grupo Control. Todos los
tratamientos previnieron el aumento en los niveles de nitritos (Fig. 7A) y MDA & 4-
HDA (Fig. 7C) inducidos por la 11U.
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En el hipocampo, la llU aumenté los niveles de nitritos en 39.34 + 9.12 % ("P
= 0.0048) (Fig. 7B) y niveles de MDA & 4-HDA en 177.13 + 55.73 % (P = 0.0106)
en comparacion con el grupo Control s/t (Fig. 7D). Todos los tratamientos impidieron
el efecto inducido por 11U sobre los nitritos (Fig. 7B) y los niveles de MDA & 4-HDA
(Fig. 7D). A excepcion del grupo Zn+llU+Tau en el que se observo el incremento de

nitritos en 109.67 £ 17.48 % (" P = 0.0001) comparado con el grupo Control s/t (Fig.
7B).
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Figura 7. La suplementacién de zinc solo o en combinacién con taurina disminuyé el estrés nitrosativo inducido
por laisquemia intrauterina en el dia P15. Los valores representan el promedio + SEM (n = 5). *P < 0.05 en comparacion
con el grupo Control s/t; P < 0.05 en comparacion con el grupo [lU. ANOVA de una via, post hoc de Dunnett.

Actividad antioxidante en corteza temporoparietal e hipocampo

P15
En la corteza temporoparietal, la IIU redujo la actividad de SOD en 88.19 +

5.65 % (*»*P = 0.0032) (Fig. 8A). La administracién precondicionante de zinc no
modificé este efecto. En cambio, la taurina sola o combinada con zinc impidi6 el
efecto de la IlU y aumento la actividad SOD en comparacion con el grupo Control
s/t. El aumento fue de 1438.6 + 233.32 % (TtP = 0.0001) en el grupo IlU+Tau y de
2324.93 + 204.63 % (TTtP = 0.0001) en el grupo Zn+llU+Tau comparados con el
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grupo Control s/t. El grupo de zinc no mostré diferencia estadistica en comparacion

con el Control grupo s/t (Fig. 8A).

La llU también redujo la actividad CAT en 65.61 + 6.8 % (***P = 0.0006). Sélo
la administracién precondicionante de zinc combinado con el tratamiento con taurina

impidio la disminucion de la actividad CAT inducida por la lIU (Fig. 8C).

En el hipocampo, la IlU disminuyé la actividad de SOD (Fig. 8B) por 86.20 +
2.72 % (=P < 0.0001) y la actividad de la Cat (Fig. 8D) por 56.67 + 8 % (***P =
0.0004). Todos los tratamientos no lograron modificar la disminucién inducida por
[IU en las actividades de la SOD y la CAT (Fig. 8B y 8D). El precondicionamiento
de la administracion de zinc disminuyo la actividad de CAT en 34.65 + 6.8 % (*P =

0.032) comparado con el Control (Fig. 8D).
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Figura 8. El efecto de la administracion precondicionante de zinc y el tratamiento terapéutico con taurina en la
actividad antioxidante inducida por la isquemia intrauterina en el dia P15. Los valores representan el promedio + SEM
(n =5). *P < 0.05 comparado con el Control s/t; T comparado con el grupo [IlU. ANOVA de una via y post hoc de Dunnett.

En la corteza temporoparietal, la [1U disminuy6 la actividad de la GPx (28.96

+3.2 %; *P = 0.0287, Fig. 9A) y los niveles de GSH (98.23 + 0.52 %, *+P < 0.0001,
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Fig. 9C) y aumento los niveles de GSSG (102.35 = 5.91 %, **P = 0.008, Fig. 9E) y
el indice GSSG/GSH (Fig. 9G) en comparacion con el grupo Control s/t.
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Figura 9. La administracién precondicionante de zinc y el tratamiento terapéutico con taurina aumentaron
la capacidad antioxidante del sistema glutation-GPx en la isquemia intrauterina en el dia P15. Los valores
representan el promedio + SEM (n = 5). *P < 0.05 comparado con el Control s/t; ¥ comparado con el grupo 1IlU. ANOVA de
una via, post hoc de Dunnett.

Todos los tratamientos individuales o combinados impidieron por completo
los efectos de la IlU sobre la actividad de GPx y los niveles de GSSG vy el
GSSG/GSH proporcion (Fig. 9A, 9E y 9G), ademas se observd un efecto parcial
sobre los niveles de GSH (Fig. 9C). En comparacién con el grupo IlU, el aumento
en los niveles de GSH fue de 123.45 + 13.57 % (TP = 0.0379) en el grupo Zn+lIU,
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de 260.26 + 32.13 % (TP < 0.0001) en el grupo llU+Tau, y de 252.59 * 53.27 %
(ft*P = 0.0001) en el grupo Zn+IlU+Tau (Fig. 9C).

En el hipocampo, la IIU redujo la actividad de GPx en 43.89 + 2.65 % (P =
0.0004, Fig. 9B) junto con los niveles de GSH (92.39 + 1.06 %, ***P < 0.0001, Fig.
9D), pero aumentd los niveles de GSSG (511.01 £ 86.99 %, **P < 0:0001, Fig. 9F)
en comparacion con el Control s/t. Una vez mas, todos los tratamientos individuales
o combinados impidieron el efecto de la 1lU en la actividad de la GPx y los niveles
de GSSG (Fig. 9B y 9F). Solo la administracion de Zn evité una disminucién del
nivel de GSH (Fig. 9D) y un aumento de la relacion GSSH/GSH (Fig. 9H). Este
ultimo efecto fue sélo parcial en los tratamientos con taurina individual (88.70 %) o

combinada con el zinc (80.1 %) comparado con el Control s/t (Fig. 9H).

Enzimas del metabolismo energético en corteza temporoparietal e
hipocampo P15

En la corteza temporoparietal, la [IU disminuy6 la actividad basal de AST en
30.77 £ 9.4 % (*P = 0.0124) (Fig. 10A) y aumento la actividad basal de la ALT por
19.85 + 6.57 % (*P = 0.0251) (Fig. 10C). EIl precondicionamiento con la
administracion de zinc solo impidi6 el efecto de la 1lU sobre la actividad de ALT,
mientras que el tratamiento con taurina bloqueo6 el efecto inducido por la IIU tanto
en AST como en ALT (Fig. 10A y 10C) y caus6 una disminucion adicional en la
actividad de ALT por 25.93 = 4.33 % (**P = 0.0029) comparado con el grupo Control
s/t. Sin embargo, la administracion combinada de zinc y de taurina no cambio el
efecto de la 11U sobre la AST, pero blogueo el efecto sobre la actividad de ALT (Fig.
10A y 10C). La actividad basal de LDH no se vio afectada por la IlU y los
tratamientos, aunque se encontré que disminuyé en un 40.23 + 2.75 % (P =
0.0001) en el grupo Zn+llU+Tau (Fig. 10E). El precondicionamiento de la
administracion de zinc no modificé la actividad basal de las tres enzimas estudiadas
(Fig. 10A, 10C vy 10E).

En comparacion con el grupo Control s/t, la 1lU disminuy6 los tres indices
estudiados: es decir, AST/ALT (Fig. 10B) por 40.17 £ 10.27 % (*P = 0.0021),

63



Efecto de zinc y taurina sobre el estrés nitrosativo, actividad antioxidante, transaminasas y LDH, y conducta motora en un
modelo de isquemia intrauterina

Doctorado en Ciencias Quimicas
LDH/ALT (20.40 + 3.85 %, **P = 0.0042, Fig. 10D) y AST/LDH (20.40 + 3.85 %, **P
= 0.0011, Fig. 10F). Solo la administracion de taurina evitd significativamente el
efecto inducido por la 11U en todos los indices (Fig. 10B, 10D y 10F) y produjo un
aumento adicional del indice AST/ALT (64.04 + 16.38 %, *+P = 0.0003, Fig. 10B),
el indice LDH/ALT en 28.34 + 10.24 % (*P = 0.0133, Fig. 10D) y el indice AST/LDH
en 29.29 + 14.14 % (*P = 0.0376, Fig. 10F) comparados con el grupo Control s/t.
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Figura 10. La suplementaciéon combinada de zinc y taurina recupera el efecto inducido por isquemia intrauterina
sobre el metabolismo celular en la corteza temporoparietal en el dia P15. Los valores representan el promedio + SEM
(n =5). *P < 0.05 comparado con el Control s/t; ¥ comparado con [lU. ANOVA de una via post-hoc de Dunnett.

En el hipocampo, la 11U disminuy0 la actividad de AST (Fig. 11A) en 47.03 =
4.76 % (**P = 0.0002) y la actividad de la LDH en 43.58 + 4.10 % (P = 0.0001)

(Fig. 11E), pero no afecto a la actividad de la ALT (Fig. 11C). Todos los tratamientos
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fallaron en prevenir el efecto de la IlU sobre la actividad de la AST y la ALT. La llU
también disminuyé el indice AST/ALT en 34.48 + 5.84 % (*P = 0.0412) (Fig. 11B) y
el indice LDH/ALT en 35.02 + 7.45 % (*P = 0.0204, Fig. 11D), pero no modifico el
indice AST/LDH en comparacién con Control s/t (Fig. 11F).
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Figura 11. La suplementacién combinada de zinc y taurina recupera el efecto inducido por isquemia intrauterina
sobre el metabolismo celular en el hipocampo en el dia P15. Los valores representan el promedio + SEM (n = 5). *P <
0.05 comparado con el Control s/t; + comparado con 1lU. ANOVA de una via post-hoc de Dunnett.

La administracién precondicionante de zinc impidio significativamente el
efecto de la llU solo en el indice AST/LDH, que aumento adicionalmente en un 90.47
+ 43.41 % (*P = 0.0409) en comparacion con el Control s/t (Fig. 11F). Del mismo
modo, la administracion terapéutica de taurina blogued la disminucién inducida por
la 11U en el indice AST/ALT (Fig. 11B) e incremento el indice AST/LDH en 82.51 +
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13.76 % (TP = 0.0498) (Fig. 11F). Ningln tratamiento individual (zinc o taurina) evitd
el efecto 1lU en el indice LDH/ALT (Fig. 11D). Sin embargo, la administracion
combinada de zinc y taurina previno el efecto de la 1lU sobre los indices AST/ALT
(Fig. 11B) y LDH/ALT (Fig. 11D).

Bateria de pruebas motoras (P29 y P30)

La prueba de la viga (P29) mostré que la IIU caus6 una alteracién motora que
provoco el incremento de la latencia de llegada al extremo superior del az en 517.22
+59.77 % (P = 0.001) (Fig. 12A), el nimero de claudicaciones en 137.5 + 14.23 %
(P = 0.0286) (Fig. 12B) y de retornos al inicio del az en 326.37 + 49.46 % ("P =
0.0026) (Fig. 12C) comparado con el Control s/t. El precondicionamiento de zinc
(Zn+lIU) previno en 68.01 + 18.46 % (TP = 0.0395) el incremento en el nimero de
retornos al inicio de la viga causado por la lU (Fig. 12C). La taurina (IlU+Tau)
retorn6 completamente a los niveles basales en la prueba de la viga (Fig. 12A, 12B
y 12C). El precondicionamiento de zinc combinado con la taurina (Zn+llU+Tau)
disminuyé la latencia de llegada por 77.92 + 6.39 % (TtP = 0.0089) (Fig. 12A) vy el
nimero de retornos (68.01 + 20.41 %, TP = 0.0395) comparado con el grupo IIU
(Fig. 12C).

La prueba de inversion en P30 mostré que la 1lU causé la reduccion en la
latencia de sujecion (47.45 + 8.34 %, P = 0.0066) (Fig. 13A) y el impulso colgante
59.60 + 5.57 %, ‘P = 0.0179) (Fig. 13B), comparado con el grupo Control s/t. Todos
los tratamientos evitaron el dafio motor inducido por la 11U sobre la resistencia de
las extremidades (Fig. 13A y 13B).
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Figura 12. El efecto de la administraciéon de precondicionamiento de zinc y el tratamiento terapéutico con taurina en
las alteraciones motoras inducidas por laisquemia intrauterina evaluadas con la prueba de la viga (P29). Los valores
son el promedio + SEM (n=5a 7). *P < 0.05. Kruskal-Wallis de comparaciones mdltiples y post hoc de Dunn versus el
Control s/t. ¥ comparado con el IIU analizado por la prueba U de Mann-Whitney.

La prueba de campo abierto en P30 mostro que la IlU caus6 una alteracion
en la actividad motora y reactividad emocional al disminuir el namero de visitas al
centro (41.66 + 4.81 %, 'P = 0.0138) (Fig. 14A), la actividad vertical (57.07 + 1.68
%, P =0.0086) (Fig. 14B), la distancia recorrida total (34.47 + 5.38 %, "P = 0.0074)
(Fig. 14C) e increment6 el nimero de toques a la pared (66.09 + 14.20 %, P =
0.0188) (Fig. 14D) comparado con el grupo Control s/t. El zinc precondicionante
(Zn+11U) no fue capaz de prevenir totalmente el efecto de la IIU debido a que redujo
los erguidos (44.23 + 7.33 %, ‘P = 0.0116) (Fig. 14B) comparado al Control s/t; sin
embargo, evitd en un 48.14 + 4.27 % (P = 0.0158) los toques a la pared comparado
con el grupo IlU (Fig. 14D). La taurina individual (IlU+Tau) logré prevenir el
desorden en la actividad motora inducido por la IlU (Fig. 14A, 14B y 14D). La
combinacion del zinc precondicionante y la taurina terapéutica (Zn+llU+Tau) pudo
evitar el dafio causado por la IlU sobre actividad motora reflejado en el incremento
en el nimero de visitas al centro (166.66 + 50.39 %, TP = 0.0169) (Fig. 14A) y la
distancia recorrida (59.24 + 4.59 %, TP = 0.0071) (Fig. 14D).
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Figura 13. El efecto de la administraciéon de precondicionamiento de zinc y el tratamiento terapéutico con taurina en
laresistencia de las extremidades inducidas por la isquemia intrauterina en el dia P30. Los valores son el promedio +
SEM (n=5a7). *P <0.05. Kruskal-Wallis de comparaciones miiltiples y post hoc de Dunn versus el Control s/t. T
comparado con el IIU analizado por la prueba U de Mann-Whitney.

Los resultados obtenidos en el curso temporal hasta el dia P29 y P30 y el
andlisis JEPEF muestran que los tratamientos continlan ejerciendo un efecto
neuroprotector al prevenir la discapacidad motora causada por la 11U. El grupo 11U
mostroé un puntaje igual a 0 y todos los tratamientos tuvieron un puntaje mayor o
igual a 8, lo que sugiere un efecto neurorrestaurador. Por lo tanto, el tratamiento
precondicionante de zinc (Zn+lIU) logro evitar el deterioro de la actividad motora.
Los tratamientos de taurina individual (IlU+Tau) (9) o combinado con el

precondicionamiento de zinc (Zn+llU+Tau) (9) tuvieron el puntaje mas alto, ambos
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grupos mostraron una mejoria motora global. Mientras que la administracion de zinc

conserva el desempefio motor en los sujetos sanos (Tabla 4).
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Figura 14. El efecto de la administracién de precondicionamiento de zinc y el tratamiento terapéutico con taurina en
las alteraciones motoras inducidas por laisquemia intrauterina (P30). Los valores son el promedio + SEM (n =5). *P <
0.05. Kruskal-Wallis de comparaciones multiples y post hoc de Dunn versus el Control s/t. T comparado con el 11U
analizado por la prueba U de Mann-Whitney.

Tabla 4. Jerarquizacién del efecto protector de estrategias farmacoldgicas
(JEPEF) en larecuperacion motora.

Edad Prueba 110] Zn Zn+lU IHU+Tau Zn+llU+Tau
(P)

Escalamiento 0 1 1 1 1
Claudicaciones 0 1 1 1 1

29 Retornos 0 1 1 1 1
Fuera de agarre 0 1 1 1 1

Impulso colgante 0 1 1 1 1
Conducta de riesgo 0 1 1 1 1
Erguidos 0 1 0 1 1

30 Actividad motora 0 1 1 1 1
Exploracion 0 1 1 1 1

Total 0 9 8 9 9
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Estrés nitrosativo en corteza cerebral, nucleos subcorticales y tallo
cerebral P30

Los resultados muestran que el modelo de dafio intrauterino causé el
incremento (65.14 + 21.53 %, "P = 0.0458) de los niveles de nitritos en la corteza
temporoparietal (Fig. 15A) y la reducciéon de MDA y 4-HDA (64.91 + 10.57 %, P =
0.0256) respecto al Control s/t (Fig. 15D). El precondicionamiento con zinc en los
individuos sanos (Zn 30 ppm) disminuy6 en 48.06 + 10.22 % (‘P = 0.026) los nitritos
respecto al grupo Control s/t (Fig. 15A). Los tratamientos precondicionantes
individual del zinc (Zn+lIU) o combinado con la taurina (Zn+llU+Tau) previnieron el
incremento de los niveles de nitritos en 40.84 + 7.56 % (TP = 0.0398) y 47.41 + 7.63
% (TP = 0.0138), respectivamente comparados con el grupo llU (Fig. 15A). Sin
embargo, en los tratamientos individuales de precondicionamiento con zinc (Zn+lI1U)
y terapéutico de taurina (IlU+Tau) mostraron el incremento en los niveles de MDA y

4-HDA, comparados con el grupo 11U (Fig. 15D).

En los nucleos subcorticales, la IlU aument6 los nitritos (43.83 + 4.55 %, “P
=0.0038) (Fig. 15B) y produjo la reduccion de los niveles de MDA & 4-HDA (57.94
+ 3.41 %, “P =0.0011) comparado con el Control s/t (Fig. 15E). El
precondicionamiento del zinc (Zn+11U) mantuvo el incremento de los nitritos (34.29
+ 4.82 %, "P = 0.0495) respecto al Control s/t (Fig. 15B), también se observd un
incremento en los niveles de la lipoperoxidacion de 42.70 + 21.33 % (tP = 0.0385)
comparado con el grupo IlU (Fig. 15E). El tratamiento terapéutico de taurina
individual (IlU+Tau) evité el efecto inducido por la IlU sobre los nitritos en 33.58 +
6.11 % (TP = 0.0002) (Fig. 15B) y aumento los niveles de MDA & 4-HDA (73.27 +
6.55 %, TP = 0.0004) comparado con el grupo IlU (Fig. 15E). Mientras que la
combinacion del precondicionamiento de zinc y la taurina terapéutica (Zn+l1U+Tau)
bloqued el incremento de los nitritos inducido por la 1IU (Fig. 15B) y produjo la
reduccion de los niveles de MDA y 4-HDA (39.30 + 15.53 %, ‘P = 0.0399) respecto
al grupo Control s/t (Fig. 15E).
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Figura 15. La suplementaciéon combinada de zinc y taurina recupera el efecto inducido por isquemia intrauterina
sobre el estrés nitrosativo en corteza temporoparietal, nlcleos subcorticales y tallo cerebral en el dia P30. Los
valores representan el promedio + SEM (n = 5). *P < 0.05 comparado con el Control s/t; tcomparado con 1IlU. ANOVA de
una via post-hoc de Dunnett.

En el tallo cerebral, la 11U provocé la reduccién de nitritos (40.78 + 8.06 %, P
= 0.0208) (Fig. 15C) y de la lipoperoxidacion (40.60 + 8.67 %, ‘P = 0.016) (Fig. 15F)
respecto al Control s/t. Todos los tratamientos lograron mantener disminuidos los
niveles de nitritos respecto al Control s/t (Fig. 15C). Mientras que comparado con el
grupo 11U, el tratamiento de taurina individual (IlU+Tau) evitd el aumento de nitritos
(Fig. 15C) y de MDA & 4-HDA (Fig. 15F). El tratamiento combinado de zinc y taurina
(Zn+llU+Tau) incremento los niveles de MDA & 4-HDA comparado con el grupo 11U
(Fig. 15F).

Actividad antioxidante en corteza temporoparietal, nucleos
subcorticales y tallo cerebral P30

La IlU provocd un déficit en la actividad antioxidante en la corteza
temporoparietal (Fig. 16A, D y G). El tratamiento control de zinc (Zn 30 ppm) no
mostré alteraciones en la actividad de la SOD y GPx respecto al Control s/t, pero
disminuyd la actividad de la catalasa en un 61.53 + 8.85 % ("P = 0.0381) (Fig. 16D).

El precondicionamiento de zinc (Zn+ll1U) previno el déficit en la actividad de la SOD

71



Efecto de zinc y taurina sobre el estrés nitrosativo, actividad antioxidante, transaminasas y LDH, y conducta motora en un
modelo de isquemia intrauterina
Doctorado en Ciencias Quimicas

ante el efecto causado por la IlU (Fig. 16A), pero mantuvo la disminucién en la
actividad de la GPx 60.21 + 8.69 % (™P = 0.0005) comparada con el grupo Control
(Fig. 16G). La taurina (IlU+Tau) redujo la actividad de la SOD en 44.10 + 2.19 %
("P =0.0053) (Fig. 16A), ademas previno el déficit sobre la catalasa causado por la
IIU incrementando la actividad en un 268.38 + 67 % (TP = 0.0034) (Fig. 16D) y la
actividad de la GPx en 56.35 + 12.93 % (TP = 0.026) (Fig. 16G). El tratamiento del
precondicionamiento de zinc y la taurina (Zn+llU+Tau) causaron la reduccion en la
actividad enzimatica de la SOD por 45.32 + 5.36 % ("P = 0.0069) (Fig. 16A) y la
GPx por 50.40 + 4.10 % (P = 0.0031) (Fig. 16G) comparado con el grupo Control
s/t, pero incrementd la actividad de la GPx en 61.77 + 13.38 % (P = 0.0192) con
respecto a la llU (Fig. 16G).

En los nucleos subcorticales, la 1lU causé la disminucion en la actividad
enzimatica de la catalasa (50.24 + 11.86 %, "P = 0.0322) (Fig. 16E) y la GPx (60.61
+3.11 %, ™P = 0.0004) (Fig. 16H) respecto al grupo Control. La actividad de la GPx
se redujo tanto en el grupo control de zinc (Zn 30 ppm) en 47.28 + 5.07 % ("P =
0.0036) como en el grupo Zn+llU en 54.12 + 4.49 % (™P = 0.001) comparado al
Control s/t (Fig. 16H). La taurina terapéutica previno el déficit antioxidante causado
por la IlU en la SOD (26.88 + 6.56 %, TP = 0.0422) (Fig. 16B), catalasa (936.02 +
197.31 %, TP = 0.0003) (Fig. 16E) y GPx (21.62 + 7.46 %, TP = 0.0031) (Fig.
16H). Mientras que la combinacién del precondicionamiento de zinc y la taurina
terapéutica recupero la actividad de la GPx por 110.78 + 20.07 %, TP <0.0001)
comparado con la lU (Fig. 16H).

En el tallo cerebral, la [IU causé un déficit en la actividad antioxidante (Fig.
16C, F e l). El tratamiento con el precondicionamiento de zinc disminuyo la actividad
de la catalasa por 70.75 + 8.40 % (P = 0.0027) (Fig. 16F) y la GPx en 65.79 + 5.64
% ("P = 0.0159) (Fig. 16l) respecto al Control s/t. La taurina no modificé el efecto
inducido por la 1lU sobre la actividad de la SOD (Fig. 16C), también disminuyo la
actividad de la catalasa (92.23 + 1.51, ™P = 0.0002) (Fig. 16F) comparado con el
grupo Control s/t, pero restauro los niveles de la actividad de la GPx (Fig. 16l). El

tratamiento combinado del zinc y la taurina causo la reduccion en la actividad de la

72



Efecto de zinc y taurina sobre el estrés nitrosativo, actividad antioxidante, transaminasas y LDH, y conducta motora en un

modelo de isquemia intrauterina
Doctorado en Ciencias Quimicas

SOD en 49.96 + 7.23 % ("P = 0.0003) (Fig. 16C) y de la catalasa en 69.56 + 5.14
% ("P =0.0032) respecto al grupo Control s/t, (Fig. 16F), pero previno la disminucién
de la actividad de la GPx inducida por la [IlU incrementando en 258.38 + 61.26 %
(T*P <0.0001) (Fig. 16I).
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Figura 16. El efecto de la administracién precondicionante de zinc y el tratamiento terapéutico con taurina en la
disminucion de la actividad antioxidante inducida por la isquemia intrauterina en el dia P30. Los valores representan
el promedio + SEM (n = 5). *P < 0.05 comparado con el Control s/t; fcomparado con el grupo 1lU. ANOVA de una via y post

hoc de Dunnett.

DISCUSION DE RESULTADOS

La IlU causo6 un incremento progresivo del estrés nitrosativo en la corteza
cerebral e hipocampo, asociado con un decremento de la actividad antioxidante y
un incremento del ambiente oxidante hasta el dia P15, promoviendo la pérdida
progresiva del contenido celular, causando una alteracion en la actividad motriz que
permanece hasta el dia P30. Los tratamientos previnieron el estrés nitrosativo, la
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perdida de la densidad celular, restaurando parcialmente la actividad antioxidante,
y mejorando el ambiente reductor en P15, lo que conduce a la recuperacion de la

actividad motriz en el dia P30.

La IlU aumentd el estrés nitrosativo en el hipocampo en el dia P1. Sin
embargo, causo la reduccion de la densidad celular en las capas LI, LIl y LIII, LV y
LVI. Mientras que, en el hipocampo el modelo de la 1lU causé el incremento del
estrés nitrosativo aunado a la reduccion de la actividad de la catalasa y de la
densidad celular en el hipocampo, también observamos que la corteza y el

hipocampo tienen una respuesta celular diferencial frente al dafo intrauterino

El cerebro inmaduro es considerablemente susceptible a episodios de
hipoxia. La isquemia causa una regulacion positiva de la actividad enzimatica y la
transcripcion de las tres isoformas de las sintasas del 6xido nitrico (nNOS, iINOS y
eNOS) en la corteza cerebral, incrementando el estrés nitrosativo en la fase aguda
post-1lU (Gonzalez-Barrios et al., 2002). El estrés nitrosativo promueve un
consumo de las enzimas antioxidantes, por lo que, la activacion de los sistemas
antioxidantes depende de la regién cerebral dafiada. La IIU disminuy0 la actividad
de la catalasa lo que conduce al incremento del dafio oxidativo (Armogida et al.,
2011), siendo incapaz de controlar el estrés oxidativo inducido por el H20:2
(Vainshtein et al., 1981, Rong et al., 1999), sin lograr evitar la disfuncién de la
barrera hematoencefalica (Buard et al., 1992), esto se puede deber a que el
hipocampo cuenta con mecanismos antioxidantes no enzimaticos de mayor

eficiencia como el glutation, el a-tocoferol y el acido ascorbico (Makar et al., 1994).

La IlU provoca una deficiencia antioxidante que promueve el incremento del
dafio tisular, disrumpiendo la dindmica de la migracion tangencial y radial de
neuroblastos en el hipocampo (Zechel et al., 2005, Stevens et al., 2013, Vasilev
et al., 2016), conduciendo a la incorrecta conexién de redes neuronales entre la
corteza cerebral e hipocampo (DeFelipe and Farinas, 1992), ademas de producir
anormalidades estructurales (Golan et al., 2009, Vasilev et al., 2016) que conllevan
a un déficit motor y cognitivo a largo plazo (Cai et al., 1998) que se ve reflejado en
los estudios conductuales a lo largo del primer mes de vida.
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La suplementacién individual de zinc o ante la IlU tuvieron un efecto
dependiente de la region cerebral, asi como del tipo de estrategia. La administracion
de zinc en las ratas sanas no mostré cambios en la actividad antioxidante ni dafio
celular. Sin embargo, ante dafio isquémico, el zinc previno el incremento del estrés
nitrosativo en ambas regiones, manteniendo la actividad de la SOD o catalasa a
niveles basales, sin cambios en la citoarquitectura en la corteza cerebral, pero no
asi en el hipocampo, donde, el zinc no fue capaz de evitar el dafio celular inducido

por la 1lU en el dia P1.

La administracion profilactica de zinc durante la gestacidbn mostré tener un
efecto positivo en el desarrollo cerebral durante la gestacién. Se ha reportado que
el zinc es un bioelemento fundamental en el desarrollo celular, mantiene la
proliferacion de células madre neurales (NPC) a través de la activacion de la via de
sefializacion de ERK1/2 (Han et al., 2015b, Adamo et al., 2019) y su maduracién
a neuronas glutamatérgicas en la corteza cerebral (Levenson and Morris, 2011).
Ademas, el Zn es capaz de inducir un efecto precondicionante que puede estar
acompafado por el incremento del estrés oxidativo, causando un dafio subletal en
diferentes tipos celulares (Lee et al., 2015, O'Kane et al., 2018, Pereraet al., 2021),
el cual juega un papel clave en la proliferacién, diferenciacién y maduracién en una
gran variedad de células a través de la activacion de vias de sefializaciéon (c-Jun o
MAPKp38) en el desarrollo del SNC (Coyoy et al., 2013), por lo que, la actividad
antioxidante (SOD vy catalasa) es finamente regulada para no descompensar el
desarrollo tisular dependiente del estado redox (Mavelli et al., 1982). Se ha
reportado que el Zn ejerce un efecto antioxidante diferencial entre regiones
cerebrales (Doering et al., 2010, Cope et al., 2012), debido a que el hipocampo es
una regién rica en neuronas glutamatérgicas que contienen zinc, lo que la hace
altamente susceptible al dafio hipoxico-isquémico (Chen et al., 2019), produciendo
una acumulacién de Zn debido a la regulacion negativa del transportador ZnT1 y
CaMll (Ni et al., 2009) en las fibras musgosas, incrementando la excitabilidad de
las neuronas glutamatérgicas, favoreciendo el dafio por excitotoxicidad (Elsas et

al., 2009) y promoviendo un déficit antioxidante (Ben Mimouna et al., 2018).
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La administracion de taurina individual no previno el incremento del estrés
nitrosativo, y disminuyo la actividad de la catalasa, pero fue capaz de bloquear el
dafio tisular en el hipocampo. En la corteza temporoparietal, la taurina increment6
la actividad de la SOD, lo cual podria relacionarse con la prevencién del dafio tisular
en la corteza cerebral, permitiendo ejercer un efecto citoprotector. La estrategia del
precondicionamiento de zinc combinada con el tratamiento terapéutico de taurina
previenen el incremento del estrés nitrosativo y favorece el incremento de la
actividad de SOD total en corteza e hipocampo, evitando la reduccion de la densidad

celular inducida por la l1U.

Se ha reportado que la taurina regula la actividad y la expresion de la NOS
en un modelo de hipertension inducido por el alto consumo de cloruro de sodio y
previene el incremento del estrés oxidativo (Hu et al., 2009), sugiriendo que el NO
derivado de laeNOS (Gregosiewicz, 1978, Cai et al., 1998, Shu et al., 2015) podria
ayudar a promover participar en procesos fisiolégicos como la neurogénesis
(Moreno-Lopez et al., 2004).

El incremento en la actividad de la SOD en la corteza cerebral inducido por
la administracion de taurina, podria estar relacionado con la viabilidad celular a
traves de la activacion de la via de sefalizacion inducida por el factor de crecimiento
derivado de la glia (GDNF) en la corteza cerebral y nichos neurogénicos (zonas
subventricular y subgranular) (Liu et al., 2013), reduciendo la apoptosis via caspasa
3 (Liu et al., 2012a, Liu et al., 2013). Ademas, la taurina tiene un papel importante
en la neurogénesis durante el desarrollo embrionario al modular la via de
sefializacion de Wnt, evitando el desarrollo de defectos del tubo neural (NTD)
(Zhang et al., 2017).

El efecto precondicionante del zinc individual (Maret, 2017)no es capaz de
reducir el estrés nitrosativo, por lo que, se requiere el efecto sumatorio de la
administracion de taurina para contrarrestar el dafio celular. Existen reportes
demuestran el efecto de la administracion de un complejo taurina-zinc al inducir el
incremento en la expresién de la proteina de choque térmico 70 (HSP70) (Yu et al.,
2015), un factor fuertemente relacionado con la proteccion celular ante el dafio
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isquémico para la prevencién de la muerte celular (Giffard and Yenari, 2004),

favoreciendo la recuperacion motora.

El tratamiento mas eficaz en la prevencion de discapacidades neuromotoras
causadas por la IlU en P15 fue analizado a través de la escala JEPEF, siendo el
tratamiento con taurina individual o combinado con la administracién profilactica de
zinc que mostraron un mejor efecto preventivo que el zinc individual ante la 11U,
recuperando el reflejo de enderezamiento postural (P5) y aversion a la altura (P9).
También incrementaron la fuerza muscular de las cuatro extremidades, como lo
revelan las pruebas de fuerza de agarre (P11), impulso colgante (P11) y la fuerza
de resistencia a la suspension (P13). Es mas, mejoraron la coordinacion motora y
la marcha, como lo demuestran las pruebas de la geotaxis negativa (P12) y el
angulo de las extremidades traseras durante la marcha (P14). Estas mejoras en el
rendimiento motor fueron asociadas con las mejoras bioquimicas en la corteza
cerebral e hipocampo en P15, es decir, la recuperacion del metabolismo energético
(actividad enzimatica de AST y ALT), mejorando la actividad antioxidante (SOD, Cat,

GPx y GSH) y la disminucion de la peroxidacion lipidica.

La recuperacion de los reflejos primarios en P5 provocados por tratamiento
con taurina individual o combinado con la administracion profilactica de zinc sugiere
gue estos tratamientos previnieron el dafio celular causado por la 1lU en el giro
dorsal de ratas neonatas, como se ha encontrado en otros modelos de obstruccion
(Ten et al., 2003, Teo et al., 2017). La estabilidad de la marcha, el mantenimiento
del equilibrio y la coordinacion fueron resultado del aumento en el tono muscular, la
fuerza de agarre y una reduccién del angulo en las extremidades posteriores, lo que
sugiere una ganancia celular que se extiende a las regiones del cerebro
involucradas en el control motor (Feather-Schussler and Ferguson, 2016). Estos
resultados en conjunto indican que los tratamientos previnieron la reduccion de la
densidad celular causada por el estrés oxidativo en las estructuras corticales,

taldmicas y vestibulares (Zafeiriou, 2004).

El JEPEF mostré que la administracion de zinc durante el periodo gestacional

mejord el rendimiento motor en ratas recién nacidas sanas (puntuacién de 14) y

77



Efecto de zinc y taurina sobre el estrés nitrosativo, actividad antioxidante, transaminasas y LDH, y conducta motora en un
modelo de isquemia intrauterina
Doctorado en Ciencias Quimicas

aguellas sometidas a IlU (puntuacién de 10). Esta mejora podria resultar del impacto
positivo del zinc sobre la neurogénesis embrionaria (Han et al., 2015b, Li et al.,
2018, Adamo et al., 2019) y en el desarrollo correcto del SNC en roedores jovenes
(Han et al., 2015b, Adamo et al., 2019) y humanos (Castillo-Duran et al., 2001,
Pfaender et al., 2016). La suplementacion oral de zinc ha mostrado reducir la
mortalidad de la sepsis neonatal y mejorar el desarrollo mental (Banupriya et al.,
2018), mientras que la deficiencia de zinc afecta el desarrollo cognitivo y el
comportamiento emocional al reducir la sobreactividad neuronal (Black, 1998,
Bhatnagar and Taneja, 2001, Christian et al., 2010). En contraste, otros autores
han reportado que los suplementos de zinc en nifios mejoran su desarrollo motor y
mental (Gogia and Sachdev, 2012). Sin embargo, el zinc combinado con el hierro
promueve el desarrollo motor y el comportamiento exploratorio en los infantes
(Black et al., 2004). Las proteinas con estructura de dedos de zinc podrian ejercer
un efecto celular positivo al mediar la proteccion inducida por zinc contra el dafio
isquémico en diferentes niveles. Por ejemplo, ZNF667 o Mipul regulan
negativamente la expresion génica de Bax (Wang et al., 2010, Wang et al., 2013,
Han et al., 2015a) activada por mediadores inflamatorios (Yuan et al., 2013) y
estrés oxidativo (Yuan et al., 2013, Qu et al., 2014). A través de este mecanismo,
el zinc inhibe la expresion de Bax (Wang et al., 2013) y Fas (Yuan et al., 2013),
evitando asi la apoptosis. Se ha demostrado que el factor de transcripcion con dedo
de zinc Egr-1 (ZENK) disminuye el proceso inflamatorio que regula la sefalizacién
JAK-STAT dependiente de IL-6 (Billah et al., 2019), mientras que ZFP580 modula
la sefalizacion rio abajo de ERK1/2 con funciones antiapoptéticas en células
miocérdicas (Meng et al., 2014). Ademas, el Zn regula mecanismos epigenéticos
actuando como cofactor de la histona desacetilasa (HDAC) (Silva et al., 2003).

El andlisis JEPEF también mostré que la taurina, individual (puntuacién de
14) o combinada con zinc (puntuacién de 15), tuvo mejor efecto sobre los eventos
conductuales que la administracion exclusiva de zinc, posiblemente activando
mecanismos protectores adicionales. Se ha demostrado que la taurina participa en
la diferenciacion de las células precursoras de oligodendrocitos (OPC) para producir

mielina (Beyer et al., 2018) y promueve la produccion de diferentes metabolitos de
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glutamato y cisteina (Shimada-Takaura et al., 2017) para la produccién de GSH en
la mitocondria (Lu, 2009). La taurina actia como agonista de los receptores GABA
y puede modular la actividad electrofisiolégica (Kilb and Fukuda, 2017) para
proteger contra la lesion muscular inducida por el ejercicio (Dawson et al., 2002,
McLeay et al., 2017).

La suplementacion con taurina en ratas prefiadas no se ha usado como
control debido a que esta suplementacion causa hiperexcitabilidad y alteraciones en
el comportamiento motor en los recién nacidos (Santora et al., 2013) y
adolescentes (Vargas-Castro et al.,, 2022) modificando la neurotransmision
GABAérgica (L'Amoreaux et al., 2010) y glutamatérgica (Chan et al., 2014), ambas
fundamentales para el neurodesarrollo (Fernandez-Montoya et al., 2017, Kilb and
Fukuda, 2017). La taurina previene el deterioro cognitivo relacionado con la edad,
por lo que el efecto nocivo de la taurina no se presenta en ratas seniles al intervenir
sobre la neurotransmision GABAérgica (El Idrissi, 2008), inhibiendo la
excitotoxicidad del glutamato (Prentice et al., 2017b) y disminuyendo el estrés

nitrosativo (Samdani et al., 1997, Gonzalez-Barrios et al., 2002).

La IlU mantuvo el incremento del estrés nitrosativo y la reduccién de la
respuesta antioxidante en el dia P15, como un resultado tipico en la encefalopatia
hipdxico-isquémica (EHI). En consecuencia, nuestros resultados muestran que la
[IU increment6 el estrés nitrosativo (NO,”, MDA & 4-HDA) en la corteza
temporoparietal (P15). El aumento de NO,~ podria resultar de la actividad de las
sintasas del oxido nitrico (NO) endotelial (eNOS) y neuronal (NNOS) estimuladas
por la [IU en la corteza cerebral a las 24 h post-reperfusion (Samdani et al., 1997,
Gonzalez-Barrios et al., 2002), y un incremento en la actividad inducible de iINOS
entre P8 y P14 (Cai et al., 1998). También el microambiente oxidativo resulté en la
reduccion de la actividad antioxidante de SOD, Cat, GPx y en los niveles de GSH,
asi como el incremento en los niveles de GSSG en P15, como ha sido reportado
previamente en otros modelos de asfixia perinatal (Khan and Black, 2003, Lespay-
Rebolledo et al., 2018). Del mismo modo, el deterioro de la actividad enziméatica de

GPx perdura hasta 22 dias después de la IlU, lo que confirma que el cerebro
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inmaduro tiene una actividad de GPx limitada, por lo que, es mas susceptible al
dafio oxidativo (Sheldon et al., 2004) que se ve reflejado en un incremento de la

peroxidacion lipidica sostenida que encontramos en P15.

La administracién profilactica de zinc (12 ppm) en P15, mostré niveles
basales del estrés nitrosativo, peroxidacion lipidica y no modificé la respuesta
antioxidante en cerebros sanos en P15. Sin embargo, la actividad de CAT
disminuy0, posiblemente por un mecanismo postranscripcional que implica la
fosforilacion deficiente de ERK1/2 (Patrushev et al., 2012). Ademas, los niveles de
GSH disminuyeron sin modificar la relacion GSSG/GSH en el grupo Zn 30 ppm, lo
gue sugiere que esta disminucion puede ser debida a la inhibicién inducida por zinc
de la enzima glutatién reductasa (GR) como ocurre en los astrocitos (Bishop et al.,
2007).

A la vez, la administracion profilactica de zinc mantiene su efecto
neuroprotector después de la IlU. Esta prevencion resulta de la capacidad
antioxidante del zinc al actuar como cofactor de SOD (Cu-Zn) (Fullerton et al.,
1998), componente estructural de las metalotioneinas, regular la expresion de CAT
y GPx o como inhibidor de NADPH oxidasa y los receptores NMDA (Jarosz et al.,
2017, Marreiro et al., 2017) a partir de los cuales se puede evitar la excitotoxicidad
y prevenir el estrés oxidativo relacionado con la isquemia/reperfusion (Marreiro et
al., 2017).

Los grupos Zn y Zn+llU muestran un aumento en los niveles de GSH, ya que
el zinc induce el incremento de la expresion de la glutamil-cisteina ligasa para la
sintesis de GSH (Marreiro et al., 2017), lo que podria ayudar a explicar el aumento
de la actividad de GPx tanto en la corteza temporoparietal como en el hipocampo
en el P15. Ademas, nuestros resultados muestran una disminucion en el indice
GSSG/GSH en ambas regiones cerebrales después de la administracion profilactica
de zinc en la IlU, lo que refleja un microambiente reductor y colabora en la
prevencion de la peroxidacion lipidica inducida por IlU y una mejora de la capacidad
motora en ratas jovenes después de la IlU. La falta de un efecto del zinc sobre las
actividades de SOD y Cat, apoyan la idea de que GPx juega un papel mas critico
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gue la SOD en la defensa contra el estrés oxidativo al dia P15 (Fullerton et al.,
1998, Sheldon et al., 2008, Li et al., 2013).

En la corteza temporoparietal, la taurina (50 ppm) bloqued el estrés
nitrosativo inducido por 1lU al aumentar las actividades de SOD y GPx, de acuerdo
con reportes previos de una lesion hipoxico-isquémica cerebral en ratas de 7 dias
(Zhu et al., 2016). Ademas, la taurina individual o combinada con zinc también
promovié un microambiente antioxidante al aumentar la actividad de GPx y
reduciendo el indice GSSG/GSH. Sin embargo, la combinacion de zinc y taurina
mostré un efecto sinérgico solo sobre la actividad de SOD en la corteza
temporoparietal, aunque fue el tratamiento mas efectivo para mejorar el desempefio
motor. Ademas, la accién antioxidante de la taurina puede resultar de su
biotransformacion en cloramina-taurina (haloamina de taurina) a través de
microglia/macréfago, lo que puede ayudar a disminuir la neuroinflamacion, la
autofagia, el estrés del reticulo endoplasmatico y la apoptosis a través del factor
Nrf2 (Kim et al., 2015) en un proceso hipoxico-isquémico (Prentice et al., 2017a).
Adicionalmente, se ha reportado que el zinc y la cloramina-taurina inhiben la
produccion de NO en células microgliales activadas en ratas adultas sometidas a
isquemia cerebral (Serban et al., 2003). La accién antioxidante de la taurina
también puede verse potenciada por la liberacion endégena de taurina estimulada
por el NO (Saransaari and Oja, 2003), que podria ayudar a explicar el aumento de
NO vy la reducciéon de peroxidos lipidicos en el hipocampo en el grupo Zn+llU+Tau.
La taurina también puede actuar a través de mecanismos antioxidantes
independientes de enzimas en el hipocampo, donde desempefia un papel
nutricional primordial en el crecimiento, la diferenciacion y el desarrollo de las
células neuronales. Ademas, la taurina juega un papel crucial en la sintesis de
proteinas y, en la mitocondria, mejora la actividad de la cadena de transporte de
electrones (ETC) y la bioenergética neuronal, evitando asi el exceso de ERO (Niu
et al., 2018). A nivel celular, la taurina regula principalmente el volumen celular
como factor osmorregulador, atenta las sefales eléctricas e hiperpolariza las
neuronas a través de la modulacion de tres receptores blanco: GABA, glicina y
NMDA (Kilb and Fukuda, 2017, Oja and Saransaari, 2017).
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La combinacion de la administracion precondicionante de zinc con el
tratamiento de taurina proporciond la mejor neuroproteccion debido a que se
recuperd la actividad motora (el puntaje JEPEF mas alto), disminuy6 el estrés
nitrosativo, previno la peroxidacién lipidica y mejord la respuesta antioxidante.
Nuestros resultados concuerdan con el efecto reportado de la taurina en la
proteccion contra las lesiones gastricas inducidas por etanol al potenciar la actividad
antioxidante, la produccién endégena de PGE2 y atenuar la produccion de NO (Yu
et al.,, 2015). Sin embargo, se necesitan mas experimentos para identificar el
mecanismo molecular que sustenta el efecto neuroprotector de la administracion

profilactica de zinc y el tratamiento terapéutico con taurina en la 11U.

La actividad de AST y ALT puede ser utilizada como biomarcador del
metabolismo energético en el cerebro en condiciones fisiolégicas e incluso
patolégicas. Se conoce que la IlU reduce el metabolismo energético en el cerebro,
alterando el metabolismo de la glucosa como fuente de energia, modificando el
metabolismo mitocondrial del piruvato en el ciclo de Krebs y aumentando el lactato
a través de la actividad de la LDH (Dienel, 2017, 2019). Las neuronas afectadas
requieren la produccion de lactato por los astrocitos para mantener los niveles de
piruvato y la energia neuronal. Para compensar los déficits del metabolismo
energético inducidos por la IlU, las transaminasas (ALT y AST) aumentan los niveles
de glutamato y a-cetoglutarato (Netopilova et al., 2001). Por lo tanto, una
perturbacion en la actividad de ALT y AST altera el metabolismo de glutamato-
glutamina y, en consecuencia, altera la sintesis de GABA en los astrocitos, que es
fundamental para el control de las habilidades motoras y el aprendizaje en el
desarrollo posnatal (Yellen, 2018, Diaz-Garcia and Yellen, 2019). Ademas, la ALT
juega un papel esencial en el desarrollo porque participa en el metabolismo del
aspartato y el glutamato, crucial en la maduracion de las estructuras glutamatérgicas
en la segunda semana posnatal (Benuck et al., 1971, Benuck and Lajtha, 1975,
Sanderson and Murphy, 1981). Los indices de estas enzimas indican la direccién
del flujo metabdlico; el incremento del indice AST/LDH sugiere la generacion de
glutamato, mientras que la reduccion de este reflejaria la produccion de lactato. El

aumento del indice LDH/ALT sugiere acumulacion de lactato, mientras que su
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disminucién indicaria una alta produccion de piruvato. El incremento del indice
AST/ALT también sugiere produccion de glutamato, mientras que su disminucién

indicaria la preferencia por la produccion de piruvato.

Los resultados de los indices de actividad metabdlica sugieren que la corteza
cerebral depende de la produccion de piruvato y lactato, ambos relacionados con la
proliferacion celular y la astrogliosis reactiva en respuesta al dafio cerebral inducido
por la U (Benuck et al., 1971, Benuck and Lajtha, 1975). Nuestros resultados
también muestran que la suplementacion profilactica de zinc en ratas prefiadas
sanas no modifico el metabolismo fisiologico en la corteza temporoparietal y el
hipocampo. Por el contrario, restauré la actividad enziméatica en esas regiones en el
modelo de 1IU. Posterior a la 1lU, el tratamiento con taurina promovio el flujo
metabolico de glutamato y lactato, lo que sugiere que la taurina favorece la
maduracion de la corteza cerebral a través del ciclo glutamato-glutamina-GABA
(Bonavita et al., 1964, Peng et al., 1991, McKenna et al., 1994, Waagepetersen
et al., 1998, McKenna et al., 2000, Hertz, 2013). El consumo de glutamato favorece
la sintesis de GABA y conduce a la prevencion de la neurodegeneracion inducida
por excitotoxicidad, lo que acelera la recuperacion neuromotora después de la llU y
mejora la cognicién (Peng et al., 1991, McKenna et al., 1994, Ruban et al., 2015,
Kobayashi and Tohda, 2017). Ademas, el lactato producido a partir de glucosa en
los astrocitos es transferible a las neuronas que posteriormente lo oxidan en piruvato
para asegurar un aporte energético adecuado (Werner and Sicard, 1987,
Magistretti and Allaman, 2018, Margineanu et al., 2018, Tauffenberger et al.,
2019). Con base en esta idea, sugerimos que la combinacion de zinc y taurina
(Zn+llU+Tau) aumenta el flujo metabdlico de lactato y piruvato entre los astrocitos
y las neuronas para modular la excitabilidad, la neuroplasticidad, la consolidacion
de la memoria y la actividad motora (Werner and Sicard, 1987, Krutetskaia et al.,
1998, Ostapiv et al., 2015, Magistretti and Allaman, 2018, Margineanu et al.,
2018, Tauffenberger et al., 2019).

En el hipocampo, los resultados sugieren que la IlU favorece el metabolismo

del piruvato en P15, lo que indica una recuperacion metabdlica mitocondrial (Pan et
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al., 2012b) insuficiente para restaurar el sistema antioxidante y la capacidad motora.
La administracion profilactica de zinc no recupero la actividad enzimatica de AST y
LDH, pero favoreci6 el flujo metabdlico de glutamato y piruvato. La taurina recuperé
las actividades de AST y ALT y promovio un flujo citosélico de piruvato y glutamato,
vinculado a procesos de maduracién neuronal y transmisidn sinaptica en neuronas
de novo (Spasov et al., 1977, Rothe and Wolf, 1984, Schmidt and Wolf, 1986) en
las capas dendriticas como las colaterales de Schaffer, el estrato oriens y radiatum
(Schmidt and Wolf, 1987). Asimismo, la administracion combinada de zinc y taurina
restaurd la relacion enzimética a los niveles del grupo control, sugiriendo que el
establecimiento de la regulacion fisioldgica de lactato y glutamato en astrocitos y
neuronas (McKenna, 2013) disminuye la excitotoxicidad causada por la llU (Pan et
al., 2012a, Gharibani et al., 2013, Menzie et al., 2013).

Diferentes reportes han evaluado la gravedad de las secuelas neuroldgicas
tempranas de estimulos nocivos en roedores inmaduros, entre ellos se encuentran
la excitotoxicidad inducida por kainato (Johnston, 2005), el pinzamiento total de las
arterias ovaricas (Gunn et al., 1992), intoxicacion con etanol durante la gestacion
(Abel et al., 1983) o la oclusion de la arteria cerebral (Zhu et al., 2016), los cuales
demuestran su letalidad sobre el desarrollo del sistema nervioso central, sin llegar

a evaluar su efecto a largo plazo.

La interrupcion de la oxigenacion en la asfixia perinatal o la encefalopatia
hipoxico-isquémica tienen repercusiones en el comportamiento de la vida
adolescente (Gadian et al., 2000, Maneru et al., 2001, van Handel et al., 2007),
afectando severamente el control motor-postural y emocional en este tipo de
pacientes (Mota-Rojas et al., 2022). EI monitoreo neuromotor (Perez et al., 2013)
a lo largo de la vida después de la IlU, ayuda en el disefio de estrategias que
mejoren la eficacia de la intervencion y tratamiento del dafio cerebral en estos
sujetos (Anderson and Burnett, 2017, Trivedi et al., 2017). La excitotoxicidad
desencadenada por la asfixia compromete la integridad de las redes neuronales
(Zafeiriou, 2004) entre diferentes regiones cerebrales involucradas en la ejecucion

de una amplia variedad de tareas (Lanciego et al., 2012) encargadas de modular
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procesos como la reactividad emocional, el tono muscular y control motor
(Takakusaki, 2017).

Los resultados de las pruebas motoras muestran que los sujetos con 11U
presentan una alteracion neuromotora (puntaje JEPEF 0) reflejando, en la
incoordinacion (P29) y agotamiento en las extremidades (P30), disminuyendo la
reactividad emocional y la actividad motora en campo abierto (P30). La oxigenacién
deficiente causada por la reduccién del aporte sanguineo en la etapa fetal
incrementd las claudicaciones y disminuy6 el nimero de intentos durante el ascenso
en la prueba de la viga, esto podria relacionarse con la perturbacién de la marcha
evaluada con la prueba del angulo de la caminata (P14) causando la fatiga de las
extremidades pues los sujetos no fueron capaces de resistir su peso corporal frente

a la fuerza gravitatoria en la prueba de inversion (P30).

Ademas, la IlU redujo la actividad motora y reactividad emocional en la
prueba de campo abierto (P30). El dafio en la interconexion entre la corteza, nucleos
subcorticales y tallo cerebral afecta el control postural, la coordinacién de la marcha
y se encarga de la regulacién del tono muscular. Por una parte, la comunicacién
corteza-nucleos subcorticales afecta la postura del individuo, mientras que la
corteza y el tallo cerebral controlan los movimientos voluntarios en el gateo o la
marcha (Takakusaki, 2017). Se ha reportado que los infantes que sufrieron un
proceso obstructivo a nivel cerebral durante la concepcion presentan lesiones
cerebrales que se extienden a regiones relacionadas con el habla (Shapiro et al.,

2017), aprendizaje y habilidades motoras (Trivedi et al., 2017).

La IIU incrementd los nitritos en la corteza temporoparietal y los nucleos
subcorticales, no asi en el tallo cerebral. Ademas, observamos la disminucion de la
peroxidacion lipidica (MDA & 4-HDA) y un déficit de la actividad antioxidante (SOD,
Cat y GPx) en las tres regiones. Estos resultados sugieren que el incremento de
nitritos podria estar encargado del dafio oxidativo al interrumpir la comunicacién
entre ambas regiones, esto podria ser responsables por la presencia del déficit
antioxidante afectando la neuroquimica entre ambas regiones. La reduccion de

nitritos y la lipoperoxidacion presente en el tallo cerebral sugiere un deterioro tisular
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establecido por la baja actividad antioxidante que conduciria a una disfuncion
neurologica que podemos observar la descoordinacion en la marcha, flacidez en las

extremidades e hipoactividad.

El incremento de la produccién de NO en la corteza cerebral y los ndcleos
subcorticales nos permite sugerir que el dafio intrauterino interrumpe la
comunicacién entre ambas regiones. Primero sobre la propiocepcion (Redgrave et
al., 2010) y posteriormente, en el procesamiento e integracion de la informacién
(Takakusaki, 2017), para regular la destreza motora a través de circuitos
neuronales entre la corteza y el tallo cerebrales (May, 2006, Lanciego et al., 2012).
La sobreestimulacion de las neuronas glutamatérgicas de la capa V en la corteza
cerebral y las neuronas nitrérgicas en el estriado (Lanciego et al., 2012) podrian
contribuir a la sobreproduccion de NO y su posterior acumulaciéon. A su vez, los
nucleos subcorticales presentan una alta actividad oxidativa debido a la sintesis de
catecolaminas, en gran medida encargadas de la neuroquimica en todo el cerebro
(Kamal and Lappin, 2022).

La IlU causa incoordinacion y baja reactividad emocional, sugiere dafio en
los nucleos subcorticales, afectando el circuito nervioso entre la corteza o tallo
cerebral. La neurodegeneracion en enfermedades como Alzheimer o Parkinson
causa la baja produccion de neurotransmisores relacionada con déficit
neuromotores (Sulzer et al., 2016), debido a procesos neuroinflamatorios como se
ha visto en la degeneracion dopaminérgica que se extiende a regiones subcorticales
alterando la dindmica de la caminata en roedores (Soto-Rojas et al., 2020b). Los
procesos de H-I en el cerebro inmaduro tienen consecuencias devastadoras al
provocar la aparicion de secuelas neurolégicas a mediano (Torres-Merino et al.,
2019) y largo plazo (Muntsant et al., 2019). Los pacientes que sobreviven a un
evento isquémico cerebral presentan una lesibn en la materia blanca,
estrechamente relacionada con discinesias (de Laat et al., 2011, Jones et al.,

2016) y déficit somatosensorial (Kessner et al., 2019).

Por otro lado, el tallo cerebral esta relacionado con el control del tono
muscular postural (Takakusaki, 2017). Ademas, es una region rica en mielina (Ford
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et al., 2015), esto la convierte en una region altamente susceptible al estrés
oxidativo (O'Sullivan et al., 2017, Shapiro et al., 2017, Trivedi et al., 2017) que
podria derivar en desmielinizacién (Collste and Bergman, 1976, Muntsant et al.,
2019). El incremento del estrés oxidativo es un factor desencadenante del dafio
celular (Blanco-Alvarez et al., 2013) que permite la deplecién de la capacidad
antioxidante en sujetos adultos (Tomas-Sanchez et al., 2018) e infantes (Khan and
Black, 2003) que muestran un pobre desempefio psicomotor y cognitivo (Huang et
al., 2009, Anderson and Burnett, 2017, Trivedi et al., 2017), debido a que el tallo
cerebral recibe terminaciones aferentes y eferentes para mantener el control motor
(Takakusaki, 2017). En la fase tardia de la IlU se muestra un decremento del estrés
nitrosativo y antioxidante asociado al dafio motor, que se mantiene a edades

infantiles.

La administracion con zinc en las ratas sanas mostré un desempefio motor
normal a los dias P29 y P30 (JEPEF igual a 9), asi como en el desarrollo motor, la
resistencia en las extremidades y mejorarmiento del comportamiento exploratorio,
sin modificar los parametros bioquimicos evaluados (NOz, MDA & 4-HDA) o la
actividad antioxidante (SOD, Cat y GPx) en el dia P30.

El zinc es un bioelemento fundamental para el desarrollo celular del sistema
nervioso central (Nakashima and Dyck, 2009, Sensi et al., 2009). El zinc tiene una
actividad neuromoduladora al actuar sobre los receptores NMDAnNr2a (Paoletti et
al., 1997); (Krall et al., 2021) y GABAAa (Ben-Ari and Cherubini, 1991, Buhl et al.,
1996), debido a esto, se ha propuesto que el zinc juega un papel importante en la
regulacion neuronal (Krall et al., 2021), tales como las neuronas glutamatérgicas
de la corteza cerebral y la amigdala que son ricas en zinc (Rockland, 2014, Vogler
et al., 2020), debido a que la deficiencia de zinc esta asociada a la disminucién en
el volumen de regiones subcorticales, lo que reduce la respuesta somatosensorial
(Schoen et al., 2019).

La déficit de zinc en la dieta parece no tener efecto sobre el desarrollo y
funcion del tallo cerebral (Wensink et al., 1989). Sin embargo, el zinc es capaz de

inducir el incremento en la expresion del receptor a glicina (GlyR), modulando la
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actividad inhibitoria del tallo cerebral y la médula espinal, ya que la deficiencia de
zinc produce cambios estructurales del receptor a Gly, un reemplazo de la
subunidad a1 por a2 contribuye a la disfuncion celular que deriva en un estado
patolégico, presente en infantes, caracterizado por temblor, retraso en el
enderezamiento postural, marcha anormal y reflejo de sobresalto (Hirzel et al.,
2006). Mientras que la suplementacién con zinc en sujetos sanos es capaz de
inducir el incremento en los niveles de IGF-1 (Adriani and Wirjatmadi, 2014,
Rocha et al., 2015) y IGFBP3 (Rocha et al., 2015) que esta intimamente
relacionado con la activacion de vias de sefializacion involucradas con el desarrollo

y buen funcionamiento celular.

El tratamiento con el precondicionamiento de zinc (Zn+lIU) previno el déficit
motor inducido por la 11U en los dias P29 y P30 (JEPEF igual a 8), mostrando una
mejora en la capacidad para realizar las pruebas motoras, asi como la recuperacion
de la reactividad emocional. Se ha reportado que el zinc induce un efecto ansiolitico
y antidepresivo utilizado en el tratamiento del desorden de depresion mayor, debido
a que incrementa la efectividad de inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (SSRI) (Ranjbar et al., 2013). El zinc es capaz de modular la actividad
de neuronas glutamatérgicas, GABAgérgicas y glicinérgicas en la corteza cerebral,
la amigdala y la médula espinal (Nowak et al., 2003, Poleszak et al., 2008), a través
de regular la sintesis de glutamato y GABA (Bailey et al., 2011) o al interactuar con
la subunidad NR2A del receptor NMDA (Vergnano et al., 2014, Anderson et al.,
2015), AMPA (Blakemore and Trombley, 2019), receptor a GABAA (Wang et al.,
2001) y glicina (Hirzel et al., 2006, Trombley et al., 2011). Otro efecto benéfico del
zinc como antidepresivo es a través del incremento de los niveles de BDNF en la
corteza cerebral, lo cual conduce a la recuperacion estructural de regiones como el

hipocampo o la corteza cerebral (Franco et al., 2008)(Nowak, et al. 2003).

El precondicionamiento de zinc durante el periodo fetal mantuvo los niveles
basales de NO en el dia P30 en la corteza cerebral, nlcleos subcorticales, aunque

se encontraron niveles altos de NO en el tallo cerebral, esto no causé un incremento
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de peroxidacion lipidica, manteniendo la actividad antioxidante de la catalasa y la
SOD.

La SOD representa un sistema antioxidante valioso en la defensa contra el
estrés oxidativo (Faraci and Didion, 2004), juega un papel clave en el
mantenimiento de uniones celulares (Shuvaev et al., 2007, Fukai and Ushio-
Fukai, 2011), por lo que, la deficiencia del gen Sod (Cu-Zn) conduce al incremento
del dafo tisular en las extremidades inferiores y deterioro neurofuncional en ratones
(Groleau et al., 2010). El tratamiento con proteinas con dedos de zinc evita el
desarrollo de la distrofia muscular de Duchenne y produce la recuperacion funcional
de las extremidades (Ousterout et al., 2015), preservando la actividad neuronal en
los nucleos subcorticales y en el tallo cerebral (Wensink et al., 1989, Nowak et al.,
2003, Poleszak et al., 2008), evitando el deterioro celular para mantener la
comunicacién entre ambas regiones, reflejando la recuperacion del desempefio

motor de los individuos respecto al grupo I1U.

La actividad de la catalasa o GPx no fue modificada por la administracion de
zinc en la etapa embrionaria, debido a que su efecto se pudo observar en la etapa
temprana del desarrollo (P1 y P15), evitando el dafio inducido por la IlU sobre la
actividad antioxidante y el metabolismo, permitiendo recuperar la capacidad

neuromotora.

La suplementacion terapéutica con taurina individual o combinada con el zinc
tuvieron un efecto en el restablecimiento de la conducta motora y emocional,
observado en el puntaje JEPEF igual 9 en ambos grupos al P30. A nivel conductual,
en los dos grupos (IlU+Tau y Zn+llU+Tau), el zinc y la taurina tuvieron un efecto
protector, debido a que previnieron la incoordinacion en la marcha, incrementaron
la resistencia de las extremidades y normalizaron la reactividad emocional inducidas
por la 1lU, debido a su efecto antioxidante en la corteza y los nucleos subcorticales,
manteniendo la peroxidacion lipidica en los niveles basales. La taurina detuvo
significativamente el estrés nitrosativo en el tallo cerebral asociado con una
recuperacion en la actividad de la SOD y catalasa en la corteza y nucleos
subcorticales; y de la GPx en las tres regiones.
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La administracion crénica de taurina ha ejercido un efecto antioxidante en la
médula espinal, nucleos subcorticales y corteza cerebral en un modelo
hipomielinizante-desmielinizante, evitando la progresion de la hipomielinizacion y
mejorando el comportamiento motor (Vargas-Castro et al., 2022). Por otro lado, la
taurina ejerce un efecto antiinflamatorio en la distrofia muscular (Terrill et al., 2016)
e isquemia muscular, al inhibir la actividad del factor transcripcional NF-kB y
mieloperoxidasa, esto conduce a la recuperacion de la fuerza contractil y la

capacidad de sujecion en las extremidades (Nanobashvili et al., 2003).

La taurina es un poderoso neuromodulador (Santora et al., 2013, Rotondo
et al., 2019) y ansiolitico (El Idrissi et al., 2009), participa en la neurogénesis y la
maduracién de redes neuronales en la corteza cerebral e hipocampo al regular la
actividad de los receptores NMDAnr2s (Chan et al., 2015) y GABAgs (Kilb and
Fukuda, 2017). En los nudcleos subcorticales, la taurina muestra alta afinidad por los
receptores GABAa Yy glicina (Song et al., 2012). Mientras que, en el estriado la
taurina es capaz de participar en el transporte y reciclaje de dopamina evitando
desregulaciones en el metabolismo de dopamina derivadas por la degeneracion
neuronal (Chen et al., 2018). En el tallo cerebral, la taurina puede brindar proteccion
contra la hiperexcitabilidad neuronal a través de la modulacién de los receptores
NMDANr28 Y AMPA (Fletcher et al., 2018) en los oligodendrocitos y con ello evitar
el deterioro de la mielinizacion (Fulmer et al., 2014) inducida por la excitotoxicidad
por glutamato en neuronas noradrenérgicas (Hou et al., 2021). Esta region tiene
una poblacion considerable de neuronas con alta sensibilidad a GABA vy glicina
(Nowak et al., 2003, Poleszak et al., 2008) que estan encargadas del control motor,
por lo que, no podria descartarse el efecto de la taurina sobre la funcionalidad del
tallo cerebral. Adicionalmente, la reduccion en la materia gris es un factor clave para
gue se presenten secuelas neuroldgicas a corto y largo plazo. Estos estudios
sugirieren que la taurina tiene un papel importante en la coordinacion motora y
postural, pero se necesitan estudios que permitan evaluar el efecto de la taurina
sobre cambios estructurales que ayuden a explicar el efecto protector a través de la

modulacion neuroquimica (Singleton et al., 2014) al mes de edad (P30).
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CONCLUSION

En resumen, nuestros resultados demuestran que la IlU genera alteraciones
estructurales en corteza e hipocampo en P1. Ambas regiones cerebrales se vieron
afectadas por el agotamiento de los sistemas antioxidantes y enzimas metabdlicas,
lo que promovio el incremento del estrés oxidativo y la presencia de secuelas
motoras severas resultantes de las alteraciones bioquimicas en el cerebro hasta

P15. Mas tarde, el incremento de nitritos en la corteza temporoparietal y en los
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ndcleos subcorticales, sumado a la reduccion en la actividad de la SOD, Cat y GPx

causado por la IlU estarian asociados al déficit motor presente en P29 y P30.

La administracion profilactica de zinc y el tratamiento con taurina individuales
o combinado evitan el incremento del dafio tisular en corteza e hipocampo (P1), lo
gue posteriormente se refleja en la disminucion del estrés nitrosativo y la
discapacidad motriz (P5-P14). Sin embargo, estos tratamientos ejercieron un efecto
dependiente de la regidén sobre el metabolismo energético, piruvato-lactato, y los
ciclos glutamato-glutamina-GABA (P15) y sobre el estrés nitrosativo actuando como
un mecanismo compensatorio del dafio isquémico (P30). La escala JEPEF mostré
gue la administracién profilactica de zinc es eficaz contra la [IU, pero la
administracion de taurina individual o combinado con zinc proporciond un mejor
efecto neuroprotector (P15) que se mantiene hasta P30. La combinacién de zinc y
taurina mejora la actividad motora y protege la corteza temporoparietal y el
hipocampo de los flujos metabdlicos de lactato y piruvato, como se indica por
nuestros resultados en P15. Por lo tanto, los tratamientos a base de taurina o

combinacion con zinc pueden usarse para prevenir el dafio neuromotor en la 11U.

PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de la administracién crénica de taurina:

1. Los niveles de zinc (ZnT) y taurina (TauT), asi como proteinas asociadas a su
movilizacion en el cerebro.

2. Los niveles de Glu, GIn, GABA (HPLC) relacionados con su metabolismo o
marcadores de maduracion neuronal.

3. Los niveles de Pyr y Lac (HPLC) y con ello el indice Pyr/Lac

(aerobiosis/anaerobiosis).
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Los niveles de NAD* y NADH (espectrofotometria) y el indice NAD*/NADH.
La morfologia celular (Nissl, TTC y NBT) y la inmunoreactividad (GFAP, lbal,
CD206) en el cerebro de ratas P30.

6. El aprendizaje y memoria (LAM y NORT) en ratas P30, P45y P60.
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ANEXO

Cuantificaciéon de proteinas totales (PT)

Reactivo de Coomassie

Preparar 210 mL de solucién de acido perclérico al 3 % (la concentracion inicial del

ac. perclorico es 70 %)

Pesar 0.12 g de Coomassie blue G-250, disolver en agitacién constante en la

solucién de &cido perclérico 3 %
Filtrar la solucion

Leer en el espectrofotometro a 465 nm utilizando como blanco de lectura un mL de
solucion de acido perclorico 3 %, ajustar la absorbancia entre el rango de 1.3 — 1.5

(agregando mas solucion de acido perclérico 3 % o agitar/filtrar)

El reactivo de Coomassie se debe mantener protegido de la luz colocandolo en un

frasco ambar

Stock de Albumina

Pesar 1 mg de albimina y disolver en 1 mL de agua destilada

Curva de calibracion

Para realizar la cuantificacion de PT se debe realizar una cuerva de calibracién a 620 nm.

Concentracion (M) Albumina (uL) dH-0O (uL) Coomassie (uL)
Blanco 0 500 500
1.0 1 499 500
2.5 2.5 497.5 500
5.0 5 495 500
10.0 10 490 500
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Cuantificacion de nitritos (Método de Griess)

Stock de nitritos
e Pesar 0.069 g de nitritos de sodio y disolver en 1 mL de agua destilada y mezclar
perfectamente

e En un tubo adicional colocar 1 uL del Stock de nitritos y diluir en 999 uL de agua

destilada y mezclar con agitacion

Reactivo de Griess
Solucién A

e Pesar 1.3 g de sulfanilamida

¢ Medir 60 mL de &cido acético glacial

¢ Medir 39 mL de agua destilada

e Mezclar perfectamente y almacenar en un frasco ambar a 4 °C

Solucion B

e Pesar 0.1 g de N-naftil-etilendiamina
e Medir 100 mL de agua destilada
e Mezclar perfectamente y almacenar a 4 °C en un frasco &mbar

Las soluciones (A 'y B) se mezclan en el momento que realicen las determinaciones evitando

que el reactivo de Griess entre en contacto con la luz.
El reactivo de Griess se prepara en una proporcion 1:1.

Para realizar las cuantificaciones se debe llevar a cabo una curva de calibracién y leer a
540 nm.
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Concentracion (uM)  Nitrito de sodio (uL) dH20 (uL) Reactivo de Griess
(ML)
Blanco 0 900 100
1.0 1 899 100
2.5 2.5 897.5 100
5.0 5 895 100
10.0 10 890 100
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Cuantificacion de malonildialdehido y 4-hidroxialquenales (MDA &
4-HDA) (Método de Gerard-Monier)

Solucion |

e Pesar 38 mg de N-metil-2-fenil-indol
e Disolver en 18 mL de acetonitrilo y mezclar perfectamente
e Completar hasta un volumen de 24 mL con 6 mL de etanol

Solucion Il
Stock de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (10 uM)

Disolver 1.65 pL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano en 1 mL de agua destilada

Stock de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (0.1 uM)
Diluir 50 pL del Stock (10 uM) en 50 mL de agua destilada

Para realizar las cuantificaciones, se debe realizar una curva de calibracion.

Los tubos se incuban a 45 °C durante una hora, en caso de que los tubos presenten mucho
sobrenadante, se requerird un ciclo de centrifugacién a 12 500 rpm por 15 min. Las

reacciones se leen a 586 nm.

Concentracion  Solucion Il (uL)  Solucién | dH20 (uL) Acido
(uM) (uL) metanosulfénico

(ML)

Blanco 0 650 200 150

0.5 5 650 195 150

1.0 10 650 190 150

25 25 650 175 150

5.0 50 650 150 150

10.0 100 650 100 150
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Cuantificacion de la actividad enzimatica de catalasa

Solucion buffer de fosfatos (50 mM)
e Pesar0.816 g de KH2PO,4

e Pesar 0.696 g de K;HPO,
¢ Disolver perfectamente ambas sales en 200 mL de agua destilada

Solucion de perdxido de hidrogeno (30 mM)

e Disolver 50 g de peroxido de hidrogeno 30 % en 50 mL de agua destilada

La actividad enzimatica CAT es cuantificada en 75 uL del sobrenadante en
una celda de cuarzo en un espectrofotbmetro (Aebi, 1984). Después de agregar
330 pL H202 (30 mM) y ajustar a 1mL con buffer de fosfatos, el cambio de
absorbancia de H202 fue monitoreada continuamente a 240nm cada 30 s con un
espectrofotometro. Los resultados de la actividad enzimatica se reportan como la U

min-t/mg de proteina.
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Cuantificacion de la actividad enzimatica de superoxido dismutasa
(SOD)

Solucion de TRIS
e Pesar1l.21 gde TRIS

¢ Disolver en 50 mL de agua destilada

Solucién de HCI

e Tomar 0.23 mL de acido clorhidrico concentrado
e Disolver en 21.9 mL de agua destilada

Buffer de TRIS-HCI

e Mezclar las soluciones de TRIS y HCI
e Aforar a 200 mL
e Ajustar el pH de la solucién a 8.2

Solucion de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

e Pesar 223.3 mg de &cido etilendiaminotetraacético disédico
¢ Disolver perfectamente en 10 mL de agua destilada

Solucion de Pirogallol

e Pesar 18.6 mg de pirogalol
e Disolver perfectamente en 20 mL de agua destilada
e Proteger la solucion en un frasco ambar

La actividad enzimatica de SOD total de muestras se mide usando pirogalol como
sustrato y registrando su producto de degradacién a 420 nm (Gao, 1998). En una celda de
cuarzo, se afiaden 100 yL de muestras y complementado con 700 uL de un buffer de Tris-
HCI solucion, pH 8,2 y 50uL de EDTA. Posteriormente, se anade 50uL de pirogalol, y
después de 10 s de reaccion, los cambios de densidad éptica (OD) se determinan durante
un minuto a 420nm con un espectrofotdmetro. Al lograr un cambio de absorbancia de 0.020

+ 0.001, la absorbancia es evaluada continuamente durante dos minutos mas. Los
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resultados de la actividad enzimética se portan como U min*/mg de proteina usando la

siguiente ecuacion:
Actividad enzimatica = (AV AODs * 100AV AODb - 100) X 0.6,

donde AV es el valor promedio, AODs es la diferencia de DO de la muestra, AODbis la

diferencia de DO en blanco de la reaccion, y 0.6 es el factor constante.
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Cuantificaciéon del glutatién total (GSH + GSSG)

Buffer de fosfato de postasio (0.1 M) con EDTA disddico (5mM), pH = 7.5. Buffer KPE
Solucién A

e Pesar 6.5 g de KH,PO4
e Disolver perfectamente en 500 mL de agua destilada
e Almacenara4 °C

Solucion B
e Pesargde K;HPO40 11.4 g de K;HPO4 3H20
e Disolver perfectamente en 500 mL de agua destilada
e Almacenar a 4°C

Buffer 0.1 M de fosfatos (KPE)
e Mezclar 16 mL de Solucién Ay 84 mL de Solucién B

e AjustarelpHa7.5
e Agregar 0.327 g de EDTA disédico

Buffer de extraccion 0.1 %Triton X-100y 0.6 % de ac. Sulfosalicilico en KPE
e Tomar 20 pL de Tritén X-100

e Pesar 120 mg de ac sulfosalicilico
e Disolver el Tritdén y el &cido sulfosaicilico en 20 mL de KPE

e Mantener en hielo. El ac sulfosalicilico inhibe la actividad de la yGT y previene
la perdida de GSH.

Solucion de DNTB en KPE
e Pesar 2 mg de 2-nitro-5-tiobenzoico (DNTB)

e Disolver perfectamente en 3 mL de KPE
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El volumen de este reactivo puede ser ajustado de acuerdo con las necesidades. Preparar
al momento de su uso en un tubo oscuro o cubrir con aluminio. Exponer a la luz

conduce al incrementar su oxidacion y por lo tanto a la intensidad de la solucion.

Solucion de B-NADPH en KPE

e Pesar 2 mg de dinucleo6tido fosfato de dihidronicotinamida-adenina (3-NADPH)
e Disolver perfectamente en 3 mL de KPE

El volumen de este reactivo puede ser ajustado de acuerdo con las necesidades. Preparar

al momento de su uso en un tubo oscuro o cubrir con aluminio.

Solucién de Glutation Reductasa (GR) en KPE
e Tomar 40 pL de glutation reductasa (GR) (250 U/mL)

e Disolver en 3 mL de KPE

El volumen de este reactivo puede ser ajustado de acuerdo con las necesidades.

Preparar al momento de su uso en un tubo oscuro o cubrir con aluminio.

Para cuantificar el glutation total, los tejidos deben ser homogenizados en una solucién de

Tritdn-X y acido sulfosalicilico al 0.6%.

Centrifugar el tejido homogenizado a 8000 g por 10 min a 2-4 °C
Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo

Medicién del Glutation total (GSH + GSSG)

1. Mantener las muestras y estandares en hielo y cubiertos durante todo el

procedimiento.

2. Agregar 20 uL de KPE en el pozo 1A (blanco) y 20 yL de cada uno de los
estandares en los pozos B-H de la columna 1 , adicionar 20 uL de la muestra
en los pozos A-H en las columnas 2y 3 . No llenar la placa completa, ya que se

requiere tiempo de consumo y el ensayo es cinético.

3. Mezclar con volumenes iguales de las soluciones DTNB y GR, agregar 120 L en

cada uno de los pozos.
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ETAPA CRITICA: los reactivos deben ser recién preparados. El DTNB se puede
reducir al contacto con la luz lo que lleva a incrementar la intensidad de su color (el
color amarillo es obtenido al final de lareaccion). Siempre hay que mantener un tubo
gue contenga una mezcla de DTNB-GR, también debe estar cubierto con aluminio y

evitar la exposicion con la luz.

4. Permitir que se lleve a cabo la conversion de GSSG a GSH por 30 s, entonces
agregar 60 uL de B-NADPH . El tubo de B-NADPH, debe de mantenerse en

un recipiente cubierto con aluminio para protegerlo de la luz.

5. Inmediatamente leer la absorbancia a 412 nm en el lector de placa y tomar la
mediciéon cada 30 s por 2 min (5 lecturas en total desde 120 s). Repetir para cada

muestra.

6. Calcularlatasa de formacién del &cido 2-nitro-5-tiobenzoico (cambio en absorbancia

min1).

7. Determinar la concentracion de GSH total actual en las muestras por la regresion

lineal para calcular los valores obtenidos de la curva estandar.

8. Expresar la concentracion total de GSH como uM o nM mg* de proteinas totales.
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Cuantificacion del glutation oxidado (GSSG)

Solucién estandar de 2-vinilpiridina

Diluir 1:10 con KPE

Almacenar en hielo. Preparar en campana de extraccion

Solucion de trietanolamina

Diluir 1:6 con KPE

Almacenar en hielo

Ensayo en microplaca de 96 pozos parala evaluacion de GSSG

1.

Adicionar 100 uL de sobrenadante tratado con acido sulfosalicilico en un tubo de
1.5 mL. Posteriormente agregar 2 uL de 2-vinilpiridina y mezclar bien para
derivatizar el GSH.

Permitir que la reaccion se llevar a cabo por 1 h a temperatura ambiente en campana
de extraccion.

La 2-vinilpiridina debe ser agregada lo mas rapido posible, porque la oxidacion de

GSH a GSSG in vitro ocurre rapidamente en tejido dafiado.

Agregar 6 pL trietanolamina al costado del tubo y mezcle vigorosamente. El pH final

debe estar entre 6 — 7.
Permitir neutralizacién por 10 min. El pH alcalino favorece la formacién del GSSG.

Evaluar las muestras derivatizadas por el método descrito en el Paso 2A, ya sea en
una placa de 96 pozos o espectrofotométricamente a 412 nm. El estandar de GSSG
(que contiene 2-vinilpiridina y trietanolamina) y las muestras blanco que contiene

solo 2-vinilpiridina y trietanolamina deben ser también leidas (Bco).
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Curva estandar de GSH

1.

Preparar una solucién stock de GSH por la disolucién de 1 mg de GSH en 1 mL de

KPE. Alicuotar y almacenar a -20° C (se puede conservar por varias semanas)

Diluir el stock 1:100 con KPE para hacer la solucién de trabajo de 10 ug/mL

Diluir 800 uL de la solucion de trabajo con 200 uL de KPE para obtener la

concentracién estandar superior 264 nM/mL y posteriormente hacer un par de

diluciones seriadas para una serie de estandares:

GSH Diluyente (KPE) Concentracién
10 uM

200 800 26.4 nM
500 500 13.2 nM
500 500 6.6 nM
500 500 3.3nM
500 500 1.65nM
500 500 0.825 nM
500 500 0.4125 nM
500 500 0.206 nM
500 500 0.103 nM
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Curva estandar de GSSG

1. Preparar una solucién stock de GSSG

e Pesar 2.01 mg GSSG

e Disolver perfectamente en 1 mL KPE

2. Diluir el stock 1:200 con KPE para hacer la solucién de trabajo de 10 ug/mL

3. Diluir 800 pL de la solucién de trabajo con 200 uL de KPE para hacer llegar a una
concentracion de 26.4 nM y hacer un par de diluciones seriadas para tener un
rango de concentraciones estandar de 26.4 nM — 0.103 nM como se describe para
el estandar de GSH.

GSSG Diluyente Concentracion
(KPE)
10 uM
200 800 26.4 nM
500 500 13.2nM
500 500 6.6 nM
500 500 3.3nM
500 500 1.65nM
500 500 0.825 nM
500 500 0.4125 nM
500 500 0.206 nM
500 500 0.103 nM

4. Usar 0.615 - 1.65 nM GSH/GSSG para construir la curva de calibracion. El rango
de concentraciones se puede modificar para ajustar las concentraciones de

GSH/GSSG en muestras con la curva de calibracion.
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Tincion de Nissl
1.- Montar los cortes de 40 pum en solucion PO4 0.1 M sobre portaobjetos gelatinizados y

dejar secar toda la noche
2.- Colocar las laminillas en una canastilla y lavar como sigue:

A. Xilol5min__

B. EtOH 95 % 3 min (0 15 bafios)

C. EtOH 70 % 3 min (0 15 bafios)

D. Agua desionizada 3 min (o 15 bafios)
E. Cresilvioleta30 mina TA___

F. Agua destilada 3 min (0 15 bafios)

G. EtOH 70% 3 min (o 15 bafios)____
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H. EtOH 95% 2 min (o 10 bafios)
I. EtOH absoluto (de 1 -10 bafios dependiendo si se esta lavando la tincién)
J. Xilol5min __
K. Xilol5min___
3.- Montar con Resina de Entellan y dejar secar un dia

Notas:

e Para las diluciones de los alcoholes partir de Et-OH absoluto; recordar que se trata
de una reaccion exotérmica y no se afora, se mide el alcohol y el agua por

separado.
e Preparar el cresil violeta con las siguientes indicaciones:
Pesar 0.1 g de violeta de cresilo por cada 100 mL de agua desionizada
Disolver a 60° hasta la completa disolucién del violeta de cresilo
Agregar 0.25 mL de &cido acético glacial por cada 100 mL vy filtrar

Antes de cada uso la solucién se deberé filtrar, esto va a ocasionar que cuando la
solucién sea reutilizada se debera de dejar mas tiempo el paso E o bien utilizar

temperatura 37 °C.
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