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Exercise performance and zine administration individually yield a protective effect on varous nevrodegenerative models,
including ischemic brain injury. Therefore, this work was aimed at evaluating the combined effect of subacute prophylactic
zine administration and swimming exercise in a transient cerebral ischemia model. The prophylactic zine administration
(2.5 mg/kg of body weight) was provided every 24 h for four days before a 30 min common carotid artery occlusion (CCAD),
and 24 h after reperfusion, the rats were subjected to swimming exercise in the Morrs Water Maze (MWM). Learning was
evaluated daily for five days, and memory on day 12 postreperfusion; anxiety or depression-like behavior was measured by the
elevated plus maze and the motor activity by open-field test. Nitrites, lipid peroxidation, and the activity of superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) were assessed in the temporoparietal cortex and hippocampus. The three nitric oxide
(NO) synthase isoforms, chemokines, and their receptor levels were measured by ELISA. Nissl staining evaluated hippocampus
cytoarchitecture and Iba-1 immunohistochemistry activated the microglia Swimming exercise alone could not prevent
ischemic damage but, combined with prophylactic zine administration, reversed the cognitive deficit, decreased NOS and
chemokine levels, prevented tissue damage, and increased Tha-1 (+) cell number. These results suggest that the subacute
prophylactic zine administration combined with swimming exercise, but not the individual treatment, prevents the ischemic
damage on day 12 postreperfusion in the transient ischemia model.
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Resumen

La Enfermedad Cerebrovascular (ECV) es una de las principales causas de muerte

y discapacidad a nivel mundial, la obstruccion en el flujo sanguineo hacia el tejido
cerebral afecta diversas regiones como el hipocampo y la corteza, generando déficit
cognitivo y motor en pacientes que sufren e ste tipo de patologias.  En nuestro grupo
de trabajo , la administracion profilactica subaguda de zinc ante un dafio isquémico
de 10 min previene el estrés nitrosativo, la muerte neuronal, incrementa la sintesis

de factores de crecimiento e induce la proliferacion celular y mantiene el aprendizaje

y la memoria, mientras que la administracion terapéutica de s elenio incrementa la
actividad antioxidante y regula la activacion de los astrocitos. Sin embargo, se
desconoce el efecto que se genera con la combinacion de estas administraciones

en conjunto con el estimulo del ejercicio de nado enunmodelo deisquemia mayor.
En este trabajo se evalud el efecto de la administracion profilactica de zinc y
terapéutica de selenio ante el dafio isquémico de 30 min en animales con ejercicio

de nado en el Laberinto Acuético de Morris  (LAM), sobre la actividad antioxidante,

la c itoarquitectura, la activacion de los astrocitos y la microg| ia, asi como la
neuroplasticidad en el hipocampo a los 12 dias post reperfusion. Los resultados
muestran que la Obliteracién de la arteria carétida primitiva (OACP) de 30 min,

causa déficit cogni tivo en la prueba de memoria, modifica la actividad de CAT, lo

que nos sugiere la presencia de estrés oxidativo, ademas incrementa la muerte
neuronal en el hipocampo. Los tratamientos individuales de zincy selenio revierten
los parametros afectados por la isquemia, activa n astrocitos y microgl ia, ademas
inducen cambios morfol6gicos -estructurales en los diferentes tipos neuronales del
hipocampo. Por ultimo, el tratamiento combinado de zinc y selenio profilactico -
terapéutico previene el déficit cognitivo y el dafio estructural induce la actividad
antioxidante desde la etapa temprana, y modifica la arborizacion y el orden
dendritico neuronal ante el dafio isquémico en animales con ejercicio. Con lo que
podemos concluir que la administracion combinada de zincy selenio con ejercicio
de nado muestra un mejor e fecto al prevenir el dafio causado por la OACP de 30

min con respecto a las administraciones individuales

Péginal?
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1. Introduccién

1.1 Enfermedad cerebrovascular

El término enfermedad cerebrovascular (ECV) hace referenc  ia a un desequilibrio
entre el aporte y los requerimientos de oxigeno y otros sustratos, cualquier
alteracion, transitoria o permanente, de una o varias areas del encéfalo como
consecuencia de un trastorno en la circulacion cerebral (Mufioz-Collazos, 2001 ). La
ECV es un problema de salud a nivel mundial, ocupando el segundo lugar en
defunciones de acuerdo con estadisticas presentadas por la Organizacion Mundial

de la Salud (OMS) en el afio 2018, se calcula que la ECV en conjunto con las

enfermedades isquémicas del corazén causan 15.2 millones de de funciones al afio
(WHO, 2018).
De acuerdo con lo  reportado por el INEGI en el afio 2016 , Se re gistraron 34,782

defunciones ocasionadas por la enfermedad cerebrovascular, representando la sexta
causa de muerte en México, teniendo una mayor incidencia en adultos mayores a

60 afios (Salud, 2018 ). La ECV es una de las principales causas de discapacidad a

nivel mundial, se ha reportado que el 17% de los pacientes con isquemia cerebral
presentan eventos cerebrovasculares recurrentes (Arauz et al., 2018 ). El impacto
econdmico que representa el cuidado de un paciente con ECV en México fue de
aproximadamente 450 mil pesos en el afio 2014 (RamirezAlvarado G, 2016 ), esto
sin contar los gastos extras asociados a la pérdida de la funcionalidad asociada a

la ECV.

Los componentes predisponentes para sufrir ECV son diversos, en la poblacion
mexicana se han reportado 5 determinantes: hipertension arterial sistémica (HAS),
diabetes tipo 2, fibrilacion auricular (FA), tabaquismo y dislipidemia s, siendo a su

vez un factor de riesgo para aterosclerosis (Salud, 2018).

La ECV se clasifica en dos grupos: la de tipo isquémica con una prevalencia de
~87% y la hemorragica con ~13% (Institute, 2019 ). La ECV de tipo isquémica se

desencadena por la oclusiéon de una arteria, interrumpiendo o reduciendo de forma
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repentina el flujo sanguineo, de acuerdo con el tiempo de oclusion sera el grado

de dafio que ocasione el infarto cerebral (NINDS, 2019). La ECV de tipo hemorragica,
se desencadena por la ruptura de uno de los vasos sanguineos que irrigan al
cerebro (System, 2019), la sangre penetra en el tejido cerebral y causa daf 0,
perturbando el suministro de sangre, el equilibrio quimico y afectando la

funcionalidad de las neuronas.

Enfermedad Cerebrovascular (ECV)

Incidencia Causado por la:

2da causa de muerte a nivel mundial Alteracién del flujo sanguineo cerebral

6ta causa de muerte en México T  (FSC) de forma transitoria a permanente
ler causa de discapacidad a nivel
pY

mundial

ECV Hemorragica

ECV Isquémica
“Infarto cerebral’

Oclusién arterial ! Ruptura de los vasos sanguineos

Normal Ateroesclerosis

. . Tipo subaracnoidea, parenquimatosa y
i Complicaciones y secuelas i ventricular 1

Arterioesclerosis  Trombosis : Complicaciones motoras (50-83%)

Q Déficit cognitivo (50%)

: | Complicaciones del habla (23-36%)
Tipo global o focal Convulsiones (10%)

3 Prevalencia de ~87% Dolor neuropético (8%) Prevalencia de ~13%
Trastornos psicolégicos (20%) T

Imagen 1 Generalidades de la Enfermedad Cerebro vascular (ECV)

ECV: Enfermedad Cerebrovascular; FSC: Flujo Sanguineo Cerebral.

1.2 Cascada Isquémica
La reduccién del flujo sanguineo cerebral (FSC) inicia la cascada isquémica; el

déficit de oxigeno incrementa el metabolismo de la glucosa por la via anaerobica,
promoviendo la acidosis metabdlica (Gladden, 2004 ). La acidosis inhibe la
fosforilacion oxidativa  (Hillered etal., 1985 ), contribuye ndo a la deplecién energética
produciendo una disminucion en los niveles de ATP (Adenosin Trifosfato) y fallo en

la bomba ATPasa de Na /K™ y de calcio, conduciendo a la desregulacién de los
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niveles de Na * y Ca?® intracelulares en la neurona  (Woodruff et al., 2011 ); la
despolarizacion de las células afectadas, favorece laliberacion de neurotransmisores
excitadores como el glutamato (Chavez et al., 2009 ), que activa la apertura de
canales de Na * del receptor AMPA  (Acido h-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropion ico) y Ca?" del receptor NMDA (N-metil-D-aspartato ) en la terminal
postsinaptica, asi como de receptores metabotropicos (diacilglicerol, inositol -
trifosfato) que facilitan la liberacion de calcio desde los depésitos intracelulares,
incrementando la concentracion de calcio libre intracelular (Camacho and Massieu,

2006), llegando a concentraciones toxicas y produciendo edema celular o apoptosis.

Durante el proceso isquémico, la disrupcion del FSC altera la homeostasis celular,
induciendo muerte inmediata por necrosis en el nicleo de infarto, por la entrada
masiva de calcio y agua al interior celular (Xing et al., 2012 ); mientras que la
activacion de mecanismos prolongados como la excitotoxicidad, incrementa el estrés
oxidativo, modifica la liberacién de glutamato (Chavez et al., 2009 ), el perfil de
expresion de proteinas (proteasas, lipasas y nucleasas), la dindmica del
citoesqueleto, propicia la neuroinflamacion a través de la activacion de los astrocitos

y la microglia (Graeber and Streit, 2010 ), activando mecanismos de muerte celular
por apoptosis; en conjunto es  tos mecanismos de dafio celular afectan funciones
cognitivas y motoras  (Liu et al., 2017b , Umarova et al., 2019 ), asi como la

neuroplasticidad y neurogénesis  (Farokhi-Sisakht et al., 2019 ).

En condiciones de hipoxia, hay un incremento en la actividad de los factores
inducibles a hipoxia 1 (HIF -1) (Wang and Semenza, 1993b , a) y 2 (Blancher et al.,
2000, Hehlgans et al., 2001 ), los cuales actian como reguladores transcripcionales
modificando la expresion y actividad de las desmetilasas de lisina en histonas de
tipo prolil -hidroxilasas (PHD), alterando las marcas epigenéticas que regulan la
compactacion descompactacion de la cro matina y la expresion de genes
relacionados con la angiogénesis (VEGF) (Factor de crecimiento vascular endotelial )

y la vasodilatacion (iNOS)  (Sintasa del 6xido nitrico inducible ) (Xia et al., 2009 ).
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El incremento en la expresibn de KDM3A (Desmetilasas de lisina en histonas) ,
KDM4B, KDM4C y KDM6B, mejora la transcripcion génica desmetilando los sitios
H3K9 y H3K27 (marcas epigenéticas represivas). Ademas, induce la expresion de
KDM2B y KDM5B, los cuales reprimen la transcripcion a través de la desmetilaciéon

en los sitios H3K4me2,3 (marcas de activacion) (Salminen etal., 2016 ). Ademas, la
union de la KDM3A a HIF -1h induce cambios en la conformacion de la cromatina

en el locus SLC2A (GLUT3) bajo condiciones de hipoxia, esto sugiere que la KDM3A
afecta la estructura de la cromatina para facilitar la transcripcién en procesos
hipoxicos (Mimura et al., 2012 ). El mecanismo por el cual el HIF -1a puede regular
la expresion de KDM3A (JMJD1A) y KDM4B (JMJD2B) es al unirse en la region del
promotor, especificamente en las regiones intronicas de ambos genes (Beyer et al.,

2008, Pollard et al., 2008 ).

Mientras que, en condiciones de hipoxia  severa, las células que sobreexpresan
KDMS3A (JMJD1A) incrementan las marcas de trimetilacion en la H3K9, contrario a

lo que pasa con las células que sobreexpresan a la KDM4B (JMJD2B) (Beyer et al.,
2008). La marca H3K27me3, estd altamente relacionada al silenciamiento
transcripcional, en secuencias promotoras activadas y reprimidas por el proceso
hipéxico. Mientras que la marca H3K4me3, esta implicada en la activacion

transcripcional (Johnson et al., 2008 ).

Otros reguladores clave del proceso hipdxico isquémico con los RNAs (Acido
Ribonucleico) no codificantes, de estos se destaca el papel crucial de los miRNAs
(Dharap et al., 2009 ), estos se encuentran afectados a nivel central y periférico,

como el miRNA -98, -126-3py -126-5p disminuyendo la disrupcién de la BBB (Barrera
Hematoencefélica) (Bernsteinetal., 2020 , Panetal., 2020 ), el miRNA-1224 modifica
la activacion de las célu  las NK (Natural Killer) (Kong etal., 2020 , Fengetal., 2021 ),
mientras que los mMiIRNA -26ay -27binducen la angiogénesis (Liang et al., 2018 , Du
etal., 2019 , Yuan et al., 2019 ), el mMiRNA-424-5p previene la muerte celular  (Xiang
et al., 2020 , Cai et al.,, 2021 ), el miRNA -223 induce la activacion de sistemas

antioxidantes (Jiang et al., 2015 ) y la liberacién de factores de crecimiento (Wang
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etal., 2014 , Zhou etal., 2021 ), los miRNA195y -4443 regulan la activacion celular
(Han et al., 2018 , Li et al.,, 2020 , Mao et al., 2020 ), por ultimo el miRNA -124, se

encuentra involucrado en la formacion de la cicatriz glial (Li etal., 2021 ).
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Imagen 2 Cascada Isquémica

Glu: Glutamato; Ca 2*: Calcio; Na *: Sodio; K *: Potasio; VCCG: Canales de Calcio dependientes de Voltaje;
AMPAR: Receptor Acido h-amino-3-hidroxi-5-metilo -4-isoxazolpropi 6nico; NMDAR: Receptor N -metil-D-
aspartato; mGIuR2/3: Receptor metabotrépico de Glutamato de tipo 2/3; AIF: Factor Inductor de
Apoptosis; BAX: Proteina X asociada a Bcl  -2; Cyt C: Citocromo C; CaM: Calmodulina; CaMKK: Proteina

cinasa 2 dependiente de calcio/calmodulina; PI3K: Fosfoinositol 3 -cinasa; AC: Adenilato Ciclasa; PKA:
Proteina cinasa A; AMPc: monofosfato de adenosina ciclico; CREB: Proteina de unién al elemento de
respuesta de AMPc 1; AKT: Proteina cinasa B; ERK: Cinasa regulada por sefiales extracelulares; NF -“B:

Factor Nuclear potenciador d e las cadenas ligeras Kappa de las células B activadas.

1.3 Estrés oxidativo
El incremento del estrés oxidativo durante la fase post isquémica proviene de

diversas fuentes, las no -enzimaticas para la formacién de ROS (Especies Reactivas
de Oxigeno ) que es a través de la hemoglobina y la mioglobina, las cuales pueden
liberarse en el liquido extracelular después del trauma (Tejero et al., 2019 ). Sin
embargo, la mayor produccion de ROS proviene de la conversién enzimética de
oxigeno molecular, al ser reducido a anion superoxido, el cual es altamente reactivo,

difusible y de vida media muy corta, durante la cual puede reaccionar con los
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lipidos de lamembranay causar lipoperoxidacion (LPO) (Granger and Kvietys, 2015 ).
La LPO oxida acidos grasos poliinsaturados (PUFA), &cidos grasos de cadena larga
con mas de un doble enlace, incluidos los acidos: linoleico (LA), araquidénico (AA)

y docosahexaenoico (Higdon et al., 2012 ), estos se descomponen en  aldehidos de

cadena corta, los cuales se clasifican principalmente en tres familias: 2 -alquenales,
4-hidroxi-2-alquenales y cetoaldehidos. Los derivados de los 4 -hidroxi-2-alquenal,
son el4 -hidroxi-2-nonenal (HNE), es un aldehido importante que se produc e durante

la peroxidacién de . 6-PUFA, como LA y AA. Por altimo, el malon ildialdehido (MDA)
es conocido como el aldehido especifico de peroxidacién de lipidos mas abundante,
gue son muy reactivos interaccionando con las proteinas, el DN A (Acido
desoxirribonucleico ) y los fosfolipidos, alterando las interacciones lipido -lipido, la
permeabilidad de la membrana, los gradientes iénicos, la fluidez y permeabilidad

de la membrana (Catala and Diaz, 2016 ).

El peréxido de hidrégeno (H ,0,) es un agente oxidante, pero no esencialmente
reactivo, debido a que es altamente lipofilico y difunde rapidamente a través de

las membranas y de esta forma puede alcanzar componentes celulares distantes
desde su sitio de sintesis, también puede reaccionar con e | anién superéxido, para
generar el radical hidroxilo (Sies, 2017, Tejero et al., 2019 ). El radical hidroxilo es
considerado una de las especies oxidantes mas dafiinas por su alta reactividad,

tiene un tiempo de vida media corta y suele generar su efecto dafino ce rca del
sitio de donde es generado, la formacién del radical hidroxilo puede lograrse por

la reacciéon de Fentony Haber  -Weiss, la cual consiste en la reaccion entre el anion
superoéxido y el peréxido de hidrégeno, en presencia de metales (Raedschelders et

al., 2012, Tejero et al., 2019 ).

El 6xido nitrico (NO) ejerce su efecto patoldgico al reaccionar con oxigeno, el anion

superoéxido o centros de metales de transicion (Pacheretal., 2007 ). Estasreacciones
desencadenan reacciones nitrosativas adicionales (reaccion de NO ) induciendo
modificaciones postraduccionales de proteinas  (Stamler et al., 1992 ), al reaccionar

con los grupos tioles de las cisteinas (Nitrosilacion) (Martinez-Ruiz et al., 2013 ). Por
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otra parte , el NO al reaccionar con el anion superdxido forma anidén peroxinitrito

(ONOO), una molécula con alto potencial toxico a altas concentraciones (Calabrese
et al.,, 2009 ), mientr as que, a bajas concentraciones, el ONOO * actlla como una
molécula de sefializacion, en las vias de ERK y factor nuclear kappa B (NFB)

(Liaudet et al., 2009 ).

En el nucleo, e | estrés oxidativo induce dafio al DNA, promoviendo la relajacién de

la cromatina y, por lo tanto, una reduccion global de la heterocromatina en las
neuronas (Frost et al., 2014 ). Ademas, de modificar la estructura de las histonas,
las cuale s son glutationiladas, lo que afecta su plegamiento y estabilidad, asi como
su capacidad para ser modificadas postraduccionalmente, lo que repercute en la
expresion génica, la estabilidad del genoma y la replicacién (Kreuz and Fischle,

2016).

1.4 Defensa antioxidante
Para contrarrestar el dafio ocasionado por el estrés oxidativo, se lleva a cabo la

activacion de los sistemas antioxidantes endd6genos de tipo no -enzimatico y
enzimatico; los cuales ayudan a la desintoxicacion del microambiente celular,
contrarrestando lare actividad de las principales ROS  (Ahmadinejad et al., 2017 ). El
sistema enzimético antioxidante esta regulado por la accion de la catalasa (CAT),
cataliza la conversion de H ,0, en agua y oxigeno (Chelikani et al., 2004 ), la
superoéxido dismutasa (SOD), cataliza la ruptura del anidn superéxido en oxigeno y

H,O, (Nordberg and Arner, 2001 , Sies, 2017) y el sistema glutation; el cual esta
formado por tres enzimas, la glutatién reduc tasa, glutation transferasa y glutation
peroxidasa; asi como moléculas de glutation oxidado (GSSG) y glutation reducido
(GSH), contribuyendo en la ruptura delH  ,0, e hidroperéxidos (Rodriguez-Rodriguez
etal., 2014 ). El sistema glutation se encuentra menos activo en neuronas, mientras

gue en los astrocitos se encuentra altamente expresado y de esta forma puede

proteger a la neurona del dafio oxidativo (Davis and Pennypacker, 2017 ).
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Imagen 3 Estrés oxidativo/nitrosativo y actividad antioxidante

Ca®": Calcio; Na+: Sodio; K *: Potasio; VCCG: Canales de Calcio dependientes de Voltaje; NMDAR:
Receptor N -metil-D-aspartato; mGluR: Receptor metabotrépico de Glutamato; NADPHox: NADPH oxidasa;
H.O,: Peroxido de hidrogeno; HO - Radical hidroxilo; O ,: Anién superéxido; NOS: Sintasa d el 6xido
nitrico; NO: Oxido nitrico; O »: Oxigeno; NO ": Nitrito; NO 5™ Nitrato; ONOO : Peroxinitrito; SOD: Superdxido
Dismutasa; CAT: Catalasa; GPx: Glutation Peroxidasa; GSH: Glutatién reducido; GSSG: Glutatién oxidado.

1.5 Proceso Inflamatorio
Ante el dafio isquémico, la cascada inflamatoria inicia inmediatamente después de

la oclusion de algun vaso sanguineo (ladecola and Anrather,2011 ) y como resultado
de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la presencia de células
necroticas, las moléculas liberadas del co ntenido celular actian como patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPs) y factores proinflamatorios tempranos

(ladecola and Anrather, 2011 ).
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