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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
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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 ).
Zona de penumbra Uberaciénde o o,
Glutamato Fallo en la
. regulacién
Nicleo de Infarto ibnica

® Ca® ® Ca” Na* |
- w N (/' 1
L ; Jh e
Veee 7 AMPAR Kainato mGIURZ/ 3 L
, Bomba Na*/K* ¢
®Ca ® Ca* 2
N o
Calp'm'm \ CaM / e Nl | Kl 1 Ue
. . a0 Activacién d T AMPC
Acidosis metabdlica P calfkk PISK |
4pi Apoptosis CRLEB Ar \ - Edema
| Reserva energética IF § e
4 ® Cal NF-xB Necrosis
. a L ¢ Kt
Despolarizacion 1Y \ 0O (@]
Extravasacion Celular o Citocinas
Macréfago Baséfilo : Cyt € Quimiocinas
BAX Moléculas de adhesién celular
‘ ’1— i . ‘ |Fosforilacién oxidativa FSEIEs creCImle’nto
Disfuncién ATPasas B LERpERRElCES
5 CREB - .
Linfacito Neutréfito Estrés mitocondrial Factores de transcripcién

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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De manera intravascular hay un incremento en la exposicién de la selectina -P, la
cual se encuentra en el endotelio y en las plaquetas, esta selectina -P actda como

o R o'~ "' n 7  _ > *Tléucocitd, intreménta la’

oclusion intravascular y contribuye al dafio isquémico (De Meyer et al., 2016 ).

La oclusion intravascular genera un incremento en las sefiales de inflamacion, que
inician con la trombina, la cual favo rece la quimiotaxis de monocitos y neutrdfilos,
ademas de activar los componentes C3 y C5 del sistema del complemento (a
activacion de la respuesta humoral ante un dafio isquémico, exacerba el dafio
causado en los pacientes  (Alawieh et al., 2015 ) y la disrupcion de la barrera
endotelial (Amaraetal., 2008 ). La pérdida de la funcién endotelial en conjunto con

la activacion de la proteina C (inhibidor directo de mdltiples factores de
coagulacién), el receptor de la proteina C y la proteina S (cofactor de la proteina

C), forman un complejo anticoagulante y anti inflamatorio (vander Meeretal., 2014 ),
sin embargo, este efecto se ve superado al llevarse a cabo la activacion del
complemento (a través de la trombina) y los monocitos (Anrather and ladecola,

2016).

Las células inflamatorias (monocitos, leucocitos, neutrdéfilos, etc.,) liberan diversos
agentes citotoxicos como son metaloproteinasas de matriz (MMPs), 6xido nitrico

(NO) y ROS, conduciendo a la disrupcion de la matriz extracelular y de la barrera
hematoen cefélica y exacerbando el dafio a las células cerebrales (Danton and
Dietrich, 2003 ). La disrupcion de la barrera hematoencefalica permite la entrada de
sangre y otras sustancias séricas potencialmente neurotéxicas (prostaglandinas,
leucotrienos, factor act ivador de plaquetas (PAF), citocinas y quimiocinas)
(Stanimirovic and Satoh, 2000 ), resultando en extravasacion celular, edema
intersticial y la transformacion de un pr oceso isquémico a uno hemorragico
(transformacion hemorragica en el 8.5% de los pacientes ) (Lindley et al., 2004 )

(Kawabori and Yenari, 2015 ).

En el SNC (Sistema Nervioso Central ), las neuronas, las células gliales (  microglia y

astrocitos) y los elementos vasculares, participan en el proceso de neuroinflamacion,
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a través de la liberacidon de sustancias proinflamatorias y antiinflamatorias como:
citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesion, que estimulan el remodelamiento
neurovascular, la infiltracion celular (Jin etal., 2010 ) e inducen neuro -regeneracion
en la fase tardia de la isq uemia (An et al.,, 2014 ). Pese al dafio que se puede
generar por el proceso inflamatorio se ha demostrado que este es necesario ya

que contribuye de manera positiva en la resolucién del dafio isquémico (Chamorro

and Hallenbeck, 2006 ).

1.6 Microglia
Las células microgliales (macréfagos del cerebro) constituyen del 5 -12% de las

células del SNC (Lawson et al., 1990 ), durante el desarrollo hay una alta tasa de
muerte celular por apoptosis en el SNC neonatal, esto f avorece a la distribucion
diferencial de la microglia, incrementando el reclutamiento de monocitos, este
proceso se mantiene hasta la etapa postnatal, sin embargo, se ha demostrado que

este proceso es independiente de la muerte celular (Eyo et al., 2016 ); en el adulto

la distribucién de la microglia dep  ende del micro ambiente celular.

En condiciones fisiolégicas, la microglia esta involucrada en el desarrollo, la
homeostasis, el envejecimiento y el dafio del SNC, tiene tres funciones esenciales:
una funcién centinela, involucrada en la deteccién de cambios, una funcion de
limpieza que pr omueve el bienestar neuronal y el funcionamiento normal, y una
funcién de defensa necesaria para responder a tales cambios y proporcionar

neuroproteccion (Hickman et al., 2018 ).

Al mediar la defensa del SNC, la microglia se activa ante la presencia de patégenos
infecciosos, proteinas dafiinas como la i -amiloide (A i), agrega dos de "-sinucleina,
huntingtina mutante, priones, SOD oxidada o mutada , mientras que a nivel nuclear
Jmjd3 actia como un regulador clave en la activacion de la microglia (Penas and
Navarro, 2018 , Tao et al., 2019 ) a través de las vias de sefalizacion de TrkA, Akt

y CREB, disminuyendo la marca de metilacion H3K27me3 (Alexaki et al., 2018 ).
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Los marcadores inflamatorios tempranos (IL  -1B, IL-6, IL-8 y TNF -A) (Morioka et al.,
1993) dan paso a la respuesta celular inicial, la cual esta mediada por la activacion

y el reclutamiento de la microglia, su transforma ciébn en células fagociticas que
liberan una variedad de sustancias citotoxicas y/o citoprotectoras (Khoshnam et al.,
2017). Ademés, la programacion de la microglia depende del estado
metabolico /oxidativo de la célula, cuando incrementa el indice h-KG/succinato se
activa el fenotipo M2, mientras que la disminucion del indice induce el fenotipo
proinflamatorio (M1) (Liuetal., 2017a ), por lo que indirectamente, se puede sugerir

que cualquier miembro de las KDM's de la Familiall (dependientes de "-KG) pueden

regular el cambio de fenotipo de la microglia. Otro mecanismo es a través de la
regulacion transcripcional de Statl y Stat3 (Przanowski et al., 2014 ) o la
sobreactivacion de la via de sefializacién Notch 1 paralelamente con NF -‘B (Na et

al., 2017 ); en respuesta a estos estimulos se ha estudiado el papel de la microglia
en diversas enfermedades neurodegenerativas, donde inicia la respuesta
neuroinflamatoria, cuando esta respuesta se exacerba induce neurotoxicidad, la cual

conduce a la neurodegenerac i6n (Hickman et al., 2018 ).

La quimiocina CX3CL1 se encuentra altamente relacionada con el proceso de
activacion y polarizacion de la microglia (Lauro etal., 2019 , Mao et al., 2020 , Guo
et al., 2021 ), CX3CL1 en condiciones fisiolégicas , al interactuar con su receptor
CX3CR1 (Mao et al., 2020 ), promueve que la microglia se encuentre mediando | a
formacién de las redes neurales (Bolos et al., 2018 ), la maduracion de las
conexiones sinapticas (Basilico et al., 2022 ) y la plasticidad neuronal  (Sheridan et
al., 2014). En condiciones de dafio como la isquemia, la liberacion de esta
quimiocina ejerce un efecto protector (Cipriani et al., 2011 ), al disminuir la sintesis
de factores proinflamatorios (Liu et al., 2019 ), induce la actividad antioxidante,
previene la muerte neuronal  (Noda et al., 2011 ) y el déficit neuroldgico; mientras
que a nivel sistémico , regula la activacion de las células inmunoldgicas y promueve

la angiogénesis (Marchica et al., 2019 , Liu et al., 2021 ). Sin embargo, existen

evidencias de que el decremento en las concentraciones de CX3CR1, previene la
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degeneracion a nivel cortical  y disminuye la neurotoxicidad  (Tang et al., 2014 ), lo
cual, resulta contradictorio ya que una disminucion en los niveles del receptor

alteraria el efecto benéfico reportado de esta quimiocina.

Asi, el proceso inflamatorio puede estar regulado positiva 0 negativamente por la
diferente polarizacion de la microglia; el efecto neuroprotector (M2) es ejercido por

la generacion de factores neurotréficos como IGF -1 (Factor de Crecimiento
semejante a Insulina detipo1l ) y BDNF (Factor neurotréfico Derivado del Cerebro ),
este fenotipo expresa marcadores de superficie CD206 (Peng et al., 2017 ), IL-10e
Iba-1 (Liu et al.,, 2016 ); se ha demos trado que el fenotipo M2 tiene un efecto
protector ante la degeneracion, disminuyendo el proceso inflamatorio (Yu et al.,
2019) incrementando la sintesis de CCL22 (recluta linfocitos T reguladores) (Hu et
al., 2012), la muerte neuronal  (Song et al., 2019 ), promueve la recuperaciéon motora
(Kobashi et al., 2020 ), este efecto benéfico puede ser llevado a cabo a través de

un incremento en la fosforilacién de Akt (Serd473) y GSK3 i (Ser9), la activacion y
acumulacién nuclear de Nrf2 y la expresion de enzimas antioxidantes (HO ly
NQO1) (Liaoetal., 2020 ),y promover la supervivencia celular via miR-124 exosomal

y su blanco USP14 (Song et al., 2019 ).

La microglia citotoxica (M1) expresa marcadores como lba -1,CD16 (Liuetal.,2016 ),
MHGC1l, CD86 y CD32 (Peng et al., 2017 ) puede liberar prostanoides, ROS, NO
principalmente por la isoforma inducible (iNOS), citocinas proinflamatorias como

TNF, IL-1i , IL-6, IL-4, que llevan a la induccion de moléculas de adhesion en el
sistema vascular cerebral (Mrak and Griffin, 2005 ), se ha reportado que estos
eventos ocurren dentro de las primeras 24 h del inicio del accidente cerebrovascular
(Kawabori and Yenari, 2015 ). La sobreexpresion de quim iocinas como CCL2 conduce

a la quimiotaxis de leucocitos (Emsley and Tyrrell, 2002 ) como: monocitos (Chen et
al., 2003), linfocitos (Hurn et al., 2007 ) y macrofagos (Terao et al., 2009 ),
exacerbando el dafio neuronal e incrementando el reclutamiento de células
inflamatorias (Chen et al., 2003 ), lo que a su vez aumenta la muerte neuronal

(Fernandes et al ., 2014).
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1.7 Astrocitos
Los astrocitos comprenden aproximadamente la mitad del niUmero total de células

en el SNC completo; tradicionalmente el papel de los astrocitos era de soporte

para las neuronas (Blanco-Suarez et al.,, 2017 ). Actualmente, se conoce que los
astrocitos participan de forma activa en la homeostasis, defensa, nutricién, en el
desarrollo y la plasticidad neuronal (Allen, 2014 ), siendo muy importante s en la

sinapsis tripartita (Perea et al., 2009 ).

Los astrocitos se originan a partir del neuroepitelio durante el desarrollo embrionario

del sistema nervi oso mamifero, una vez que se ha llevado a cabo la mayor parte

de la neurogénesis, las NSC que no proliferaron, empiezan a expresar marcadores

de tipo glial  (Sloan and Barres, 2014 ) para que dé inicio el proceso de gliogénesis,
ademas, se requiere de la presencia de activadores como algunos miembros de la
subfamilia IL-6, la cual incluye al factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor inhibidor

de leucemia (LIF) y cardiotrofina -1 (CT-1) (Rivera et al., 2008 , Byun et al., 2020 ),
los cuales favorecen la hetero -dimerizacién de los receptores LIFRB y gpl30
(Barnabe-Heider et al., 2005 ), a través de la via de sefializacién JAK/STAT (He et
al., 2005 ), las moléculas de sefializacion BMP  (Imura et al., 2008 ) y Notch (Piper et

al., 2010).

En condiciones fisiol6gicas, los astrocitos se encuentran involucrado s en la
regulacién de los incrementos de calcio en el espacio sinaptico, la transmision
sinaptica, mantiene lahomeostasis  del pH, la concentracién iénica; ademas participa

en la transmision sinaptica al liberar gliotransmisores (glutamato, ATP, adenosina,
GABA (Acido gamma -aminobutirico ) y D-Serina), dicho proceso se lleva a cabo en
respuesta a cambios en la actividad sinaptica neuronal (Pereaetal., 2009 , Sofroniew

and Vinters, 2010 ).

Los astrocitos regulan la formacién y maduracion de sinapsis excitatorias, a través
de las trombospondinas 1y 2 (TSP1 y TSP2) durante la sinaptogénesis y TSP4 en
la etapa adulta, estas son proteinas de origen astrocitico, que se encuentran en la

matriz ex tracelulary se encargan de promover la formacién estructural de la sinapsis
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(Christopherson et al., 2005 ), estas trombospondinas interactdan con neuroliginas,
la subunidad h21-1 de los canales dependientes de voltaje y las integrinas para
inducir el ensamble de las estructuras sinapticas, mientras que la sintesis de
SPARCL1 favorece la formacién de la sinapsis, SPARC tiene un efecto regulador
sobre las sinapsis excitatorias  (Kucukdereli et al., 2011 ). La formacién de sinapsis
inhibitorias se encuentra regulada por el incremento en el nUmero de terminales
presinapticas inhibitorias, la frecuencia de las corrientes postsinpticas inhibitorias
(IPSCs) y la densidad sinéptica del receptor GABA  , (Elmariah et al., 2005 ); asi como
el remodelamiento, causando la eliminacion de aquellas sinapsis que no son
necesarias dentro del circuito neural, el astrocito expresa una plétora de genes que
se encuentran involucrados en la eliminacién y fagocitosis de la sinapsis,
principalmente se encuentran a CRKIl y BAI1, estos se encargan de activar vias
involucradas en el remodelamiento del citoesqueleto; a su vez MERTK interactta
con integrinas hVi 5 para regular a CRKIl y por dltimo RAC1, esta es una via
independiente que se encar ga del reconocimiento y eliminacion de restos celulares

(Sokolowski et al., 2011 , Clarke and Barres, 2013 , Lagos-Cabre et al., 2017 ).

Posterior al dafio isquémico, los astrocitos sufren numerosas alteraciones
patolégicas a lo largo del tiempo, incluido el edema y un incremento en la
sefializacion de Ca #'. Los astrocitos t ambién pueden volverse reactivos después de
la isquemia, modificando su morfologia y aumentando los niveles de expresion de
GFAP (Proteina acida glial fibrilar ). Los astrocitos reactivos eventualmente forman
una cicatriz glial en la penumbra que delimita el nacleo isquémico (infarto) del
tejido sano (Choudhury and Ding, 2016 ). Por mucho tiempo, se ha relacionado la
astrogliosis reactiva con procesos dafiinos, sin embargo, se sabe que, ante un dafio
isquémico, el astrocito capta glutamato, incrementa la produccion de glutation y

con ello disminuye del estrés oxidativo, facilita la reparacio n de la BBB, reduce el
edema vasogénico, restablece la homeostasis i6nica y de fluidos (Sofroniew and

Vinters, 2010 ).
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Ademads, el astrocito secreta factores que ayudan a la neuro -restauracion de la
sinapsis después del dafio. TSP -1y TSP -2 se encuentran sobreexpresadas, en las
neuronas del area peri -infarto (Li and Murphy, 2008 ), lo que conlleva a una
recuperacion gradual de las sinapsis perdidas, durante y después del proceso

isquémico cerebral.
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Imagen 4 Papel de la microglia y los astrocitos en la neuro regulacién .

Iba-1: Molécula adaptadora de union al calcio ionizado 1; CD16, 32, 86, 206: Cluster de diferenciacion

CD16, 32, 86, 206; MCH -1I: Complejo principal de histocompatibilidad Il; CX3CL1: Quimiocina con motivo
C-X3-C ligando 1; CX3CR1: Receptor de la quimiocin a CX3CL1;IL-1i, -4, -6 -8, -10, -13: Interleucina -
-1, -4, -6 -8, -10, -13; TNF-h: Factor de necrosis tumoral -alfa; ROS: Especies Reactivas de Oxigeno;

iNOS: Sintasa del 6xido nitrico inducible; CCL2: Quimiocina con motivo C -C ligando 2; CCL22:
Quimiocina con motivo C -C ligando 22; BDNF: Factor neurotrofico Derivado del Cerebro; IGF -1: Factor
de Crecimiento semejante a Insulina de tipo 1; TGF -i : Factor de Crecimiento Transformante  -beta; ATP:

Adenosin Trifosfato; HO -1: Hemo oxigenasa 1 NQO1: NADPH deshidrog enasa quinona 1.
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1.8 Muerte neuronal
La mitocondria juega un papel importante en la regulacién de los mecanismos de

muerte neuronal (Kroemer and Reed, 2000 ). La apoptosis intrinseca se lleva a cabo

en la mitocondria, esta se encuentra regulada en la membrana mitocondrial, en la

cual se expresan diversas proteinas de la familia Bcl -2 (Adams and Cory, 2007 ) vy
es ejecutada por la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa (MOMP)
(Kalkavan and Green, 2018 ). Algunas de estas proteinas tienen efecto anti -apoptético

(Bcl-2, Bel -xl) y otras pro -apoptotico (Bax, Bad, Bid, Bcl -xs) (Siddiqui et al., 2015 ).

Después del proceso isquémico cerebral, hay un incremento en la sobreexpresion

de c-Jun que favorece la sintesis de proteinas que liberan Bad de sus
secuestradores citoplasmicos y activan otras proteinas pro -apoptéticas como Bid
(Ning and Du, 2015 ). Esto permite su translocacién a la mitocondria para aumentar

su permeabilidad, de modo que el citocromo ¢ (Cyt c) y Apaf -1 se liberan al
citoplasma (Wang, 2001) se unen a la procaspasa 9, formando un complejo
denominado apoptosoma (Hill et al., 2004 ) que permite la activacion de caspasa 9

y la transformacién de procaspasa 3 a caspasa 3 activa (Rodriguez and Lazebnik,
1999). Lacaspasa 3eslaejecutorade laapoptosis, cortaamas de 1000 diferentes
proteinas, induciendo su activacién o degradacion; esto afecta la remodelacion de

la cromatina, activacion/inhibicién de las vias de sefializacién, induce la deformacion

del citoesqueletoy la exposicién de sefales de fagocitosis (Devreotes and Horwitz,

2015).

La disrupcion del complejo Il de la cadena transportadora de electrones y la
produccién de ROS, conduce a la activacion de OMAL, la activacion de esta
proteasa puede iniciar la remodelacion de las crestas mitocondriales e inducir la
liberacion de Cyt C por  escision y activacion de OPA1  (Jiang et al., 2014 ); este
mecanismo se activa en condiciones de deprivacion de oxigeno y glucosa, como la

isquemia cerebral (Baburamani et al., 2015 ).

Las proteinas BH3, son un grupo de proteinas pro -apoptéticas de la familia Bcl -2,

los miembros de este grupo de proteinas son Bim, Bid y Puma (Frickeretal., 2018 ),
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los cuales se unen con una alta afinidad a las proteinas anti apoptéticas Bcl -2,
desplazando a Bax, el cual se activay se traslada hacia la mitocondria, favoreciendo
la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP) y con ello la

activacion de la muerte celular (Doerflinger et al., 2015 , Dai and Lai, 2019 ).

Otro grupo de proteinas pro  -apoptéticas liberadas son AlF, endonuc leasa Gy CAD,
las cuales son liberadas en una etapa tardia que ocurre después de que la célula

ha mandado la sefial de muerte (Nikoletopoulou et al., 2013 ), favoreciendo la
degradacion oligonucleosomal del DNA y a una mayor fragmentacion de la
cromatina. Este tipo de muerte neuronal ocurre principalmente en la zona de
penumbra, y se prolonga hasta dias después de ocurrido el proceso isquémico

cerebral (Wasser, 2013).

1.9 Neuroplasticidad
El proceso de neuroplasticidad  se define como la reorganizacién de la estructura

cerebral (Allen, 2019 ), este se lleva a cabo por la capacidad de las células neurales

de modificarse en respuesta a factores ambientales, experiencias, el envejecimiento

y la neurodegeneracion  (Shaffer, 2016 ). Estos cambios generan un efecto positivo

0 negativo en los circuitos neurales, modificando la longitud dendritica, las
proyecciones axonales y la sinapsis  (Mesulam, 2009 ), alterando los p atrones de
excitabilidad neural y la comunicacién en el sistema nervioso; estas modificaciones
generan un continuo remodelamiento a corto, mediano y largo plazo en cualquier

etapa del desarrollo  (Duffau, 2016 ).

La neuroplasticidad puede generar cambios no perceptibles en el rendimiento
conductual del individuo o favorecer cambios que sean demostrado s solo bajo
condiciones especiales y detectables, mediante pruebas de alto rendimiento, estos
cambios son generados por la adquisicion de sistemas funcionales complementarios

(Chanraud and Sullivan, 2014 ).
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oo ~T 7 7 Y M, 2014 'realiza "una categorizacion al proceso de

neuroplasticidad, dividiéndola en tipo estructural y funcional; la neuroplasticidad
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estructural incluye procesos como plasticidad sinaptica, sinaptogénesis, migracion
neuronal, neurogénesis y el desarrollo de las estructur as cerebrales; mientras que
la neuroplasticidad de tipo funcional se encuentra relacionada con la comunicacion
neurona, dependiendo de dos procesos basicos, el aprendizaje y la memoria
(Demarin, 2014 ); durante los cuales, se producen cambios permanentes en las
relaciones sindpticas entre las neuronas debido a ajus tes estructurales o procesos

bioquimicos intracelulares (Pascual-Leone et al., 2005 ).

La neuroplasticidad se activa en respuesta a tratamientos farmacoldgicos (L -DOPA,
farmacos antiepilépticos, antidepresivos, etc ), enfermedades neurodegenerativas

(Alzheimer, Parkinson, Huntington), epilepsia y accidentes cerebrovasculares REF

En diferentes modelos de dafio traumatico cerebral se ha observado un dafio axonal

difuso, pérdida sinaptica en CA1 con una significativa desafe renciacion (interrupcion
de los impulsos aferentes) en la actividad eléctrica (Gao et al., 2011 ). En ratas
jévenes, se ha demostrado una disminucion en la longitud y la ramificacion
dendritica en CAL en el hemisferio ipsilateral, cuando se compara con respecto al

grupo control y al hemisferio co  ntralateral (Casella et al., 2014 ). Semple en 2017,
demostré que no hay cambios en el arbol dendritico en las neuronas piramidales

de la capa lll en la region ipsilateral al dafio. Sin embargo, hay una dismi nucion
de la estructura dendritica en las neuronas del giro dentado del hipocampo en
machos, mientras que en hembras no se encuentran cambios morfolGgicos en el

grupo con TBI (Dafio traumatico cerebral ), respecto al grupo control (Semple et al.,
2017). Brown en 2008, reporta una disminucion en la densidad de espinas
dendriticas en las neuronas de la corteza motora en la etapa temprana (2 h) y en

la fase aguda (24 h) posteriores al dafio isquémico inducido por fototrombosis
(Brown et al., 2008 ). En un modelo de obliteracion bilateral de la arteria car6tida
comun, se demostrd que la irrupcion del flujo sanguineo no afecta la arborizacion
dendritica, el orden dendritico y la densidad de espinas dendriticas en la region

apical de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza, en la region

ipsilateral al dafio  (Papadopoulos et al., 2006 ).
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Receptor N -metil-D-aspartato; PSD95: Proteina de densidad sinaptica 95; mGIluR2/3/5 : Receptor
metabotrdopico de Glutamato de tipo 2/3 /5 ; Calmodulina; CaMKK: Proteina cinasa 2 dependiente de
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Proteina cinasa B; LTP: Potenciacion a largo plazo; PLC: Fosfolipasa C; IP3: Inosi tol-1,4,5-trisfosfato;
GIn: Glutamina; GABA: Acido gamma -aminobutirico.

1.10 Efecto benéfico del e jercicio
Se ha demostrado que el ejercicio aerdbico tiene un efecto benéfico contra la

neurodegeneracion, mejorando la funcionalidad cerebral, incrementando la actividad

cognitiva y motora  (Pamplona-Santos et al., 2019 ). El efecto benéfico del ejercicio
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se encuentra relacionado con la intensidad y la frecuencia con la que la actividad

se lleva a cabo, de esto también depende los mecanismos de adaptacion celular

gue se desencadenan, incrementar la respuesta antioxidante estimulada por la
biogénesis mitocondrial (Camera et al., 2016 , Kwon et al.,, 2020 ) ejerciendo un

efecto precondicionante (Otsuka et al., 2021 ).

Este efecto protector se ha observado en diversos modelos de neurodegeneracion

como Alzheimer (Wu et al.,, 2018 ), atrofia muscular espinal  (Chali et al., 2016 ),
depresion (Marais et al., 2009 ), esclerosis lateral amiotréfica (Just-Borras et al.,
2020) eisquemia (Austin etal., 2014 ). Los mecanismos por los cuales lleva a cabo

este efecto protector en modelos de isquemia son diversos y se encuentran
relacionados al a rea que se encuentra afectada  (Mizutani etal., 2013 , Zhang etal.,
2019), si hay algun tratamiento conjunto con alguna otra m olécula (Mao et al.,
2017) o si el ejercicio se llevo a cabo antes (Vasconcelos et al., 2021 ) o después

de lalesion (Yamaguchi et al., 2021 ).

El ejercicio principalmente induce la sintesis y liberacién de factores de crecimiento
(Just-Borras etal., 2020 ),como BDNF (Leeetal.,2020b ), NGF (Factor de crecimiento
nervioso) (Xing et al.,, 2019 ), y VEGF (Xie et al., 2019 ). Inhibe la muerte celular
(Zhang et al., 2019 ), disminuye la liberacion de marcadores proinflamatorios (Zhu
etal, 2016 , Liuetal,, 2022 ), induce neurogénesis (Zhao etal., 2017 , Chengetal.,
2020), angiogénesis (Tang et al., 2018 ), plasticidad sinaptica (Xie et al.,, 2019 ,
Yamaguchi et al., 2021 ), mejora las habilidades cognitivas  -motoras (Stradecki-Cohan
et al.,, 2017 , Pan et al.,, 2021 ), previene la aparicion de secuelas tardias como
ansiedad (Zhang et al.,, 2017a , Fan et al.,, 2021 ) y depresién (Luo et al., 2019 |,
Setiyowati et al., 2019 ).

Dentro de estos modelos de ejercicio, el nado es uno de los mas utilizados en

animales experimentales, mostrando incluso mejores efectos que el estimulo de
correr (Totouetal.,2018 ). Se hademostrado que someter a animales a un estimulo
moderado (30 min d e nado al dia) genera un efecto benéfico, reduciendo la

intensidad y frecuencia de ataques epilépticos (Aygunetal., 2019 ), el dolor causado
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por el neuroma de Morton (Sun et al., 2019 ), incrementando el ndmero de
interneuronas positivas a calretinina (proteina de uniébn a Ca ) en ratas
parkinsonianas (Boraci et al., 2020 ), e incluso se ha observado que el ejercicio de
nado en hembras prefiadas tiene efectos positivos en las ¢ rias, incrementando la
biogénesis mitocondrial, la defensa antioxidante de tipo enzimatica y no enzimética
(Marcelinoetal., 2013 , Sanchesetal.,2021 ). En machos adultos mejorala memoria
de corto y largo plazo a través de cambios graduales, observandose el mejor
desempefio a los 7 dias después de que se finaliza el entrenamiento, sin observar
cambios en tiempos posteriores  (Alomari et al., 2021 ), disminuye el dafio oxidativo,
incrementa la defensa antioxidante (Nonato et al., 2016 ), la expresion de
neurotr 6finas (Tianetal.,2018 ),ladens idad de sinaptof isina, elmGIuR1, la expresion
y sintesis de CREB, asi como el patron de metilacién sobre la estructura de este

gen (Lietal., 2019 ).

1.11 Neurogénesis
La neurogénesis en el adulto es un proceso que se lleva a cabo principalmente en

la zona subgranular (SGZ) del hipocampo, este proceso esta dado por la adicion

de nuevas neuronas funcionales a la estructura del giro dentado (Toda and Gage,
2018). Se ha demostrado, que la neurogénesis adulta, no solo se lleva a cabo en
modelos animales, sino también en el humano; debido a que el hipocampo es una

de las estructuras altamente relacionadas con el aprendizaje y la memoria, se ha
sugerido que la neurogénesis juega un papel muy importante en la cognicién

(Spalding et al., 2013 ).

La neurogénesis es un mecanismo altamente regulado, por estimulos externos, como
factores ambientales y biolégicos (Mirescu et al.,, 2004 ). El nimero de nuevas
neuronas en el hipocampo adulto es de aproximadamente 700 por dia en el
humano, esta proporcién es menor al nimero de neuronas que componen el giro
dentado, s in embargo, contribuyen de forma sustancial a la plasticidad funcional y

estructural dentro del circuito tri ~ -sinaptico del hipocampo  (Spalding et al., 2013 ).
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La comunicacion dentro del hipocampo se puede dividir en tres fases; en la primera

la informacién surge en la corteza entorrinal y se traslada por la via perforante,

hacia las proyecciones de las células granulares del giro dentado (DG), las cuales
proyectan sus axones hacia las neuronas piramidales de la region CA3. En la
segunda, las neuronas piramidales de CA3 descargan la informacién a las neuronas
piramidales de CAl a través de la via colateral de Schaffer. Por ultimo, las neuronas
piramidales de CAl e nvian proyecciones hacia la corteza entorrinal, regresando la
informacién hacia su lugar de origen (Ribak and Shapiro, 2007 , Druckmann et al.,

2014, Olivares, 2015 ).

Ademas del hipocampo, se han identificado otras regiones cerebrales, en las cuales

se lleva a cabo de forma natural el proceso de neurogénesis; la zona subventricular
(SV2), localizada en la pared lateral del cerebro, almacena a las células madre
neurales (NSC), hasta que estas se convierten en neuroblastos (Tipo A) y migran
hacia el bulbo olfatorio (OB), formando la via migratoria rostral (RMS), aqui también

se encuentran otro tipo de células, las cuales permanecen en el nicho neurogénico,
células madre as trociticas (Tipo B) y las células amplificadoras transitorias (Tipo C)
(Sanai et al., 2004, Bergmann et al., 2015 ). Los neuroblastos que migran hacia el
bulbo olfatorio se diferencian a inter neuronas e integran al circuito neuronal ya
existente, estas nuevas neuronas estan implicadas en la formacién de la memoria
olfatoria, discriminacion de olores y la interaccion social (Ming and Song, 2011 ). La
neurogénesis en el adulto, no solo se restringe aroedores, sino en diversas especies

de mamiferos, incluyendo monos adultos (Kornack and Rakic, 2001 ).

En un inicio la neurogénesis en el estriado se observaba en animales con dafio
isquémico, posteriormente se reportaron nuevas interne uronas CR+ en condiciones
basales y de dafio, estas nuevas neuronas se localizan en el area de asociacion
dorso-medial tipo caudado del cuerpo estriado (Dayer et al., 2005 ). Debido a la
localizacion adyacente de la SVZ con el estriado, se propone que las nuevas
neuronas del estriado derivan de la SVZ, debido a la proximidad entre las regiones

cerebrales. Otra posible explicacién, es un cambio en la programacion neurogénica
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de los astrocit os adyacentes, al disminuir o inactivar la via de sefializacion Notchl,
dan origen a nuevas neuronas, esto ha sido observado en condiciones normales o

ante un dafo isquémico  (Magnusson et al., 2014 ).

La neurogénesis comprende una serie de pasos para dar como resultado una
neurona nueva, maduray fu ncional dentro del circuito neuronal. Todo inicia con la
activacion de las células madre neurales, la proliferacion de los progenitores
neurales amplificantes (ANP), la migracién -diferenciacion de los neuroblastos y la
maduracion de las nuevas neuronas  (Encinas and Sierra, 2012 , Urban and Guillemot,
2014, Goncalves et al., 2016 ). Cada una de estas etapas se encuentra regulada a
diferentes niveles dentro de la célula: membranal (GluR, GABAR, Neurotréfinas y
factores troficos), citosélico (Notch, Wnt, Cdk5, BMP, DISC1y Shh)y  nuclear (CREB,

factores de transcripciony  cambios epigenétic 0s).

1.12 Precondicionamiento
El precondicionamiento isquémico remoto (RIPC), es un mecanismo neuroprotector

intrinseco (Stowe etal., 2011 ), este se lleva a cabo por un breve episodio tra nsitorio
de isquemia/reperfusién, se activan diversos mecanismos celulares que lo vuelven

resistente a un dafio isquémico prolongado posterior (Nyquist and Georgakis, 2019 ).

Se han desarrollado diversos modelos de RIPC, el estimulo inicia por la oclusion

de vasos sanguineos, la deprivacion de oxigeno minutos antes de la isquemia o la
oclusion de arterias en piernas y brazo s, mediante el uso de torniquetes (Nyquist
and Georgakis, 2019 , Sprick etal., 2019 ), anestésicos, hipertermia, depresioén cortical
extendida, toxinas mitocondriales o0 agentes proinflamatorios, como el

lipopolisacarido (LPS) (Gidday, 2006 ).

El precondicionamiento activa mecanismos que se encuentran implicados en la
neuroproteccion, en la fase temprana, hay un incremento moderado en la
produccion de NO (Orio et al., 2007 ), Bcl-2 previene la acumulacion de Bax y
disminuye la muerte celular por apoptosis (Wu et al., 2015 ). El precondicionamiento
hipoxico induce la expresion de HIF -1 que a s u vez favorece la expresion del

transportador de glucosa GLUT1, de VEGF y EPO (Zhuetal., 2014 , Limetal.,2016 );
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y Nrf -2 que, altranslocarse al nacleo, induce la expresion de enzimas antioxidantes
(tiorredoxinas, GSH y NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato )), IL-10
(Piantadosi et al., 2011 ) y BDNF (Sakata et al., 2012 ).

Los suplementos de zinc en modelos sanos han demostrado un efecto de
precondicionante (Kansal et al., 2015 , Rao et al,, 2017 , O'Kane et al.,, 2018 ),
observando un incremento en los niveles de lipoperoxidacién con la sola
administracién de zinc, asi como un increm ento en el nUmero de células picnéticas

en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo (Blanco-Alvarez et al., 2013 ).

1.13 Zinc
Uno de los bioelementos mas importantes para el desarrollo de organismos

unicelulares y pluricelulares, es el zinc (Zn ). A diferencia de otros iones metalicos,
el zinc es esencial durante el desarrollo, favoreciendo la diferenciacion, la
homeostasis, mantiene la estructura y el crecimiento tisular, participa en la sintesis
de DNA, transcripcién de RNA, division y activacion celular (Chasapis et al., 2012 ).
Ademas, el zinc es necesario en el correcto funcionamiento del sistema inmune, la
cicatrizaciéon, el metabolismo de carbohidratos, la accién de la insulina, y la

sensacion en el gusto y el olfato (Rabinovich and Smadi, 2020 ).

La importancia del zinc radica en las interacciones que forma con proteinas y
acidos nucleicos; formando parte estructural de las proteinas, en la actividad
enzimatica, tiene un papel catalitico, como coactivador y, actualmente se conoce
qgue, de los 6 grup os de enzimas (oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas,

isomerasas y ligasas) todas requieren zinc (King, 2011 ).

El cuerpo humano contiene de 2 -3 g de zinc, se encuentra principalmente en
musculo y hueso (90%), el resto se encuentra distribuido en préstata, higado, tracto
gastrointestinal, rifién, piel, pulmon, cerebro, corazén y pancreas (Plumeta I.,2010).
En el SNC, la distribucion de zinc es region dependiente, siendo mas abundante

en: hipocampo, (Pochwatetal.,2015 ), participa en la neurotransmision, se encuentra
almacenado y es liberado desde las vesiculas presinapticas de las neuronas

glutamatérgicas (Oteiza, 2012 ), como lo son las neuronas granulares del DG, las
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neuronas piramidales de CA3 y las neuronas piramidales de CAl (Frederickson et
al., 2000 ). En otras regiones como la amigdala, la corteza y los bulbos olfatorios,

el zinc se encuentra almacenado en las neuronas de la corteza perirrinal se
proyectan ampliamente a través de la neocorteza y la alocorteza (Martel et al.,
2011); en la amigdala el sistema amigdalo -fugal que contienen zinc se proyectan
ampliamente al nucleo del lecho de la estria terminal, la corteza piriforme, el cuerpo

estriado y las cortezas periamigdalas (Christensen and Frederickson, 1998 ); mientras
gue en el cuerpo estriado las fibras corticoestriatales que surgen de las neuronas
piramidales pequefias de las capas Il -IV y la capa profunda VI contienen zinc

(Frederickson et al., 2000 ).

El zinc se encuentra en tres principales formas dentro del organismo, libre, unido

a proteinas o almacenado en vesiculas (Frederickson et al., 2000 , Szewczyk, 2013),
para mantener el balance entre el zinc libre y el compartimentalizado, se necesitan
transportadores de zin  c especificos y no especificos, asi como también por proteinas

de union a zinc  (Pochwat et al., 2015 ). Los reguladores de zinc son los
intercambiadores ZnT, los cuales disminuyen las concentraciones de zinc en el

citosol y regulan el almacenamiento de zinc hacia compartimientos celulares,

organelos y el espacio extracelular; los importadores ZIP, incrementan las
concentraciones de zinc en el citosol, permitiendo el transporte de zinc desde el
espacio extracelular o desde vesiculas intracelulares (Kambe et al., 2015 , Baltaci

and Yuce, 2018 ).

Ante el proceso isquémico, | a administracién de zinc  tiene un efecto dual, ya que
puede disminuir o exacerbar el dafio dependiendo de la concentracién, el momento

de lalesiony el tiempo de oclusion, por tal motivo se ha estudiado su participacion

en el proceso hipoxico -isquémico. Dentro de las primeras evidencias del zinc como

un biometal altamente relacionado el dafio isquémico , Se reportd que hay una
alteracion en los niveles de este y otro metales a nivel sistémico y en el tejido

afectado (Boscolo and Carmignani, 1986 , Oster et al., 1989 ), regula la actividad
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neuronal (Koh et al., 1996 , Jalali-Yazdi et al., 2018) y previene la muerte celular

(Matsushita et al., 1996 , Ye etal., 2014 ).

Actualmente se ha demostrado que el principal efecto de zinc es como antioxidante

y antiinflamatorio ante el dafio isquémico, modula ndo laformacion de ROS al inhibir

al NMDAR mediante su unién a la subunidad GIuN -2A (Andersonetal., 2015 , Jalali-
Yazdi et al., 2018 ), disminuye la reactividad del anion superoxido ya que forma

parte estructural de la superéxido dismutasa citosélica (SOD1) (Jarosz etal., 2017 ),
el zinc tiene un efecto regulador sobre Nrf2, el cual regula la transcripcion de GSH,

SOD, GSTyHO -1 (Zhao etal., 2011 , Geetal., 2021 ), induce la expresion de BDNF
(Travagliaand La Mendola, 2017 ), ademas de potenc iarlavia de sefializacion BDNF -
TrkB por activacion de MMPs dependientes de zinc, que convierten el pro -BDNF a
BDNF maduro (Huang et al., 2008 ), inhibe la via de sefializacion NF  -*B a través de
IKK  (von Bulow et al., 2007 ), la proteina A20 impide laa  ctivacion de IKK i (Zhan
et al., 2016 ) y Zip8 impide la formacion del complejo IKK (GalvezPeralta et al.,
2014), ademas, incrementa la densidad de células proliferantes (Gower-Winter et al.,

2013, Cope et al., 2016 ).

Al evaluar el efecto de zinc sobre la conducta o las habilidades motoras, se ha
demostrado que previene la  pérdida de memoria (Ueba et al., 2018 ), la aparicion
de conductas de tipo ansiedad y depresion (Carter et al., 2011 , Cope et al., 2011 ,
Cope et al., 2012 ) en mo delos animales, mejora la marcha, disminuye el dolor e

incrementa la actividad motriz  (Cole et al., 2001, Cope etal., 2012 , Lietal.,, 2017 ).

En el modelo de OACP de 10 min, la administracion profilactica subaguda de zinc
mostré un efecto neuroprotector, disminuyendo el estrés nitrosativo y la muerte
celular (Blanco-Alvarezetal.,2013 ), incrementalos niveles de quimiocinas y factores
de crecimiento y favorece el aprendizaje y memoria en el laberinto acuético de
Morris (Blanco-Alvarez et al., 2015 ), mientras que la administracion cronica de zinc
induce neuroinflamacion  (Tomas-Sanchez et al., 2016 ), cuando se realiza una

administracién combinada de zinc profilactico y selenio terapéutico se ejerce un
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efecto neu roprotector y antioxidante ante el dafio hipdxico isquémico cerebral

(Tomas-Sanchez et al., 2018 ).
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Imagen 6 Mecanismos en los que se encuentra relacionado el zinc (Revision bibliografica)

Zn?*: Zinc; Zip: Transportador de Zinc 1; ZnT1, 3: Transportador de Zinc 1, 3; MT3: Metalotioneina 3;

Glu: Glutamato; Ca %*: Calcio; BDNF: Factor Neurotréfico derivado del cerebro; MMP: Metaloproteinasa

de matriz;, NMDAR: Receptor N-metil-D-aspartato; GPR39: Receptor acoplado a proteinas G 39; TrkB:
Receptor de tropomiosina relacionado a la cinasa B ; RAS: Proteina de sefializacién mitogénica; MEK:
MAP cinasa; ERK: Cinasa regulada por sefiales extracelulares ; PI3K: Fosfoinositol 3 -cinasa; CREB:
Proteina de unién al  elemento de respuesta de AMPc 1; AKT: Proteina cinasa B; MTF1: Factor de
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transcripcion de respuesta a metales 1; Sod® Gen de superdxido dismutasa; Gpx Gen de glutation
peroxidasa.

1.14 Selenio
El selenio es un elemento traza esencial, importante en multiples funciones

biologicas incluyendo el metabolismo de hormonas tiroideas (Schomburg and Kohrle,
2008), el sistema de defensa antioxidante (Brigelius-Flohe and Maiorino, 2013 ), el
sistema inmunoldgico adaptativo, asi como en la prevencién de ciertos tipos de

cancer (Roman et al., 2014 ), la reproduccién masculina, la funcion muscular, el
sistema cardiovascular y el sistema nervioso central (Rayman, 2012, Avery and
Hoffmann, 2018 ). En condiciones fisioldgicas, el selenio se almacena principalmente

en rifion, higado, bazo, pancreas, corazon, cerebro, pulmén, hueso y musculo

esquelético (Carlo, 2016 ).

El efecto de selenio se lleva a cabo a través de diferentes selenoproteinas
(Benstoem et al., 2015 ), incorporado en un anélogo de la cisteina (Imagen 7), la
selenocisteina estructuralmente se forma por la sustitucion del atomo de azufre por

uno de selenio y funcionalmente confiere el incremento de la actividad enziméatica
antioxidante (Labunskyy et al., 2014 ); hasta el momento se conoce por completo la
funcion de 25 selenoproteinas en el humano (Tabla 1) , mi entras que en los roedores
se han identificado 24  (Guillin et al., 2019 ). Las enzimas dependientes del selenio
participan en una amplia gama de funciones bioldgicas, como: respuesta
antioxidante, regulacion de la respuesta inflamatoria, proliferacion y diferenciacion

de varias células inmunitarias  (Khoso et al., 2015 ).

A pesar de ser un elemento esencial, no fue hasta 1957, que se determiné la
importancia de la suplementacion de selenio, la cual en bajas dosis previene la

muerte celular por apoptosis de los hepatocitos de rata (Schwarz et al., 1959 |,
Wrobel et al., 2016 ). Ademas, la suplementacion de selenio incrementa la actividad

y sobre expresién de las selenoproteinas, pero no todas las selenoproteinas se ven

afectadas de la misma forma (Davis et al., 2012 ), los niveles de mMRNA de diversas
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selenoproteinas como DIO1 y SelP se mantienen constantes ante situaciones
deficientes de selenio, sin embargo, |  os niveles de expresion de Gpx1 disminuyen
(Schomburg and Schweizer, 2009 ), la deficiencia de selenio  incrementaria el dafio

causado por el estrés enddgeno o exdgeno Yy retrasar la recuperacion funcional

posterior a un dafio isquémico cerebral REF
Inorganico Selenio Organico
Selenato Selenocisteina
Selenito \ / Selenometionina
Seleniuro
Excrecion Sintesis
Pulmén Rifidn Selenocisteina
Dimetil selenol Trimetil selenonio J,
Selenoproteinas
L. Actividad 1 \
Metionina antioxidante
SelP DIO 1-3
Homocisteina —————— GPx 1 Trx 1-3
1 Transporte y
A almacenamiento de
Cisteina Selenio
1 Biogénesis mitocondrial
L. Antiinflamatorio
Glutation

Imagen 7 Metabolismo de Selenio

SelP: Selenoproteina P; ROS; Especies reactivas de oxigeno; GPx: Glutation peroxidasa; DIO 1 -3:
Yodotironina desiodinasa 1 -3; Trx 1 -3: Tiorredoxina reductasa 1  -3.

Diversos estudios han demostrado el efecto protector de selenio, la adicién de
selenito de s odio de manera /n vitro incrementa la tasa de viabilidad celular (Uguz
et al., 2009 ), disminuye la produccién de ROS (Zhou et al., 2009 ), la expresion de
las Caspasas 3y 9, lo cual estaria relacionado con la disminucion de la muerte

celular (Rusetskaya et al., 2019 ). La coadministracion de eritropoyetina y selenito

de sodio disminuye la lipoperoxidacion a nivel sérico y tisular, ademas incrementa

la actividad de SODy GPx  (Ardalanetal.,2013 , Liuetal., 2015a ), esto esindicativo
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del efecto protector de selenio combinado con otros agentes protectores. El
pretratamiento con selenito de sodio disminuye la lipoperoxidacion y el nimero de
células (+) a TUNEL, mientras que el post tratamiento induce la actividad
antioxidante total de la SOD y de GSH (Yazici et al., 2015 ). El selenio también se
encuentra involucrado en la modulaciéon de diversas vias de sefializacion MAPK,

TLR2, PI3Ky NF-‘B (Wang et al., 2018 , Rusetskaya et al., 2019 ).
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Imagen 8 Mecanismos en los que se encuentra relacionado Selenio (Revision bibliografica)

Se: Selenio; ApoER2: A polipoproteina E receptora 2 ; GPx: Glutation peroxidasa; Trx: Tiorredoxina
reductasa; SelP: Selenoproteina P; H ,0,: Peréxido de hidrogeno; O : Anidn su peréxido; iNOS: Sintasa
del 6xido nitrico inducible; NO: Oxido nitrico; O 2. Oxigeno; ONOO - Peroxinitrito; SOD: Superéxido
Dismutasa; CAT: Catalasa; GPx: Glutation Peroxidasa; GSH: Glutation reducido; GSSG: Glutation oxidado;
PI3K: Fosfoinositol 3 -cinasa; AKT: Proteina cinasa B; FOXO: Factores de transcripcién de la caja
forkhead .

Tabla 1 Selenoproteinas
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Yodotironina
desyodasa 1

Yodotironina
desyodasa 2

Yodotironina
desyodasa 3

Glutation
peroxidasa
celular

Glutation
peroxidasa
gastrointestinal

Glutation
peroxidasa
mitocondrial

Tesis de Doctorado

Lleva a cabo la  desiodinacion de
T4 (3,5,3',5' -tetraiodotironina) a T3
(3,5,3'-triiodotironina) y convierte
T3aT2 (3,3 -diiodotironina).
Incrementa los niveles de T3 en
plasma a partir de T4 obtenida

de higado y rifion.

Lleva a cabo la desiodinacién de
T4aT3.

Incrementa los niveles de T3 en

el cerebro en desarrollo.

Lleva a cabo la desiodinacion de
T4 a RT3 (3,3',5' -triiodotironina) y
de T3aT2.

Regula y previene la exposicion
temprana del feto a las hormonas
tiroideas maternas durante la
gestacion.

Biomarcador diagnostico y de
pronéstico de diversos tipos de
cancer (mama, renal y leucemia)
Participa en la defensa

antioxidante de e ritrocitos
(oxidacién de la Hgb) y plaguetas
(metabolismo del acido
araquidonico).

Previene procesos inflamatorios
intestinales como ileocaolitis.
Relacionada con el desarrollo de
cancer esofagico vy cervical.
Ejerce un efecto protector ante la
ingesta de hidroperéxidos
organicos (Perez etal., 2017 ).
Enzima antioxidante esencial que
reduceelH ,0, ylos hidroperéxidos
de fosfolipidos de las membranas
y las lipoproteinas

Previene la ferroptosis.

Participa en el metabolismo del
acido araquidon ico en las
plaguetas.

2022

(Sutherland et al.,
2001, Cheng et
al., 2019, Wei et
al., 2020)

(Esworthy et al.,
2005, Leietal.,
2016, Wang et
al., 2019)

(Sutherland et al.,
2001, Yang et
al., 2014)
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Cataliza la reduccibn de H ,0,,
peréxidos lipidicos e
hidroperéxidos organicos .

Protege la membrana espermética
y el DNA del dafio oxidativo y
promueve la supervivencia.

Actividad antioxidante contra las
ROS y citocinas producidas a
partir de la liberaciéon de acidos
biliares, ademas de prevenir la
ruptura de la dsDNA (DNA de
doble cadena) en las células
esofagicas.

Promueve la migracion y la
invasion mediante la regulacion
de las caracteristicas epiteliales
en el cancer de pulmon de
células no pequefias. Regula la
muerte celular por apoptosis y la
autofagia a través de las vias
IRE1/INK.

Promueve la proliferacion e
invasion de células tumorales.
Relacionada con la activacion de
células inmunes.

Su deficiencia estd  asociada con
déficit cognitivo.

Ejerce un efecto antioxidante y
antitumoral.

Relacionado con la activacion de
Nrf2 y STAT3 .

Regula el balance redox con accion
de tipo tiorredoxina.

Se encuentra relacionada con
supresion de la senescencia
celular.

2022

(Nirgude and
Choudhary, 2021

(Chabory et al.,
2009, Barranco
etal., 2016 ,
Vilagran et al.,
2016)

(Peng et al.,
2012, Peng et al.,
2014)

(Zhang et al.,
2020, Yinetal.,
2022)

(Lee etal., 2017 ,

Shi et al., 2019 ,
Lee etal,, 2020a,
Chen et al.,

2021)

(Ismail et al.,
2019, Jietal,,
2019, Bai et al.,

2020, Chen et
al., 2020, Kim et
al., 2020, Cao et
al., 2021)
(Novoselov et al.,
2007, Mendelev
et al., 2009 ,
Mendelev et al.,
2011, Wu et al.,
2014)
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Selenoproteina
I

Selenoproteina
K

Selenoproteina
M

Selenoproteina
N

Selenoproteina
@]
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Previene la muerte celular y

favorece la biogénesis

mitocondrial.

Selocaliza en el ndcleo, citoplasma

y en el reticulo endoplasmico.
Participa en la sintesis de
fosfatidiletanolamina (PE) y alguno s
otros derivados como plasmanil -y
plasmenil-PE, por lo que se
encuentra asociada a procesos de
mielinizacion.

Regula el estrés oxidativo a nivel
del reticulo endopldsmico vy regula
los niveles de Ca ** através de la
palmitoilacion de los IP3R
(Receptor del Inositol -1,4,5-
trisfosfato ).

Inhibe la adhesién y migracion
celular.

Se encuentra relacionada con la
disminucion en la agregacion de la
proteina amiloide -i .

Promueve la proliferacion de
células de carcinoma a través de
las vias de sefializacion
PIBK/AKT/mTOR.

Mantenimiento del sistema
antioxidante (degradacion de

H,O,) e inmunoldgico (neutrofilos

y linfocitos).

Se encuentra en la membrana del
reticulo endoplasmico y participa
en la homeostasis de Ca 2, la
regulacion de los receptores de
rianodina y el desarrollo del
musculo esquelético.

Altamente expresado en el periodo

embrionario (Castets et al., 2012 ) .

Cataliza la AMPilacion de los
residuos de Ser, Thry Tyr de las
proteinas.

Relacionada con el equilibrio redox
a nivel mitocondrial.

2022

(Varlamova et al.,
2017, Horibata et
al., 2018)

(Du et al., 2010 |,
Ben et al., 2015 ,
Fredericks and

Hoffmann, 2015 )

(Hwang et al.,
2008, Chen et
al., 2013, Du et
al., 2013, Garcia-
Triana et al.,
2016, Jiang et
al., 2019)

(Jurynec et al.,
2008, Arbogast
etal., 2009 ,
Castets et al.,
2012)

(Hanet al.,
2014a, Fichman
et al., 2018 ,
Sreelatha et al.,
2018)
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SelP

SelS

SelT

SelV

Selw
SEPHS1
SEPHS2
TrxR1

TrxR2

TrxR3

Selenoproteina
P

Selenoproteina
S

Selenoproteina
T

Selenoproteina
V

Selenoproteina
W
Selenofosfato
sintetasa 1y
2
Tiorredoxina
reductasa 1
Tiorredoxina
reductasa 2
Tiorredoxina
reductasa 3

Tesis de Doctorado

Involucrada en el sistema de
desintoxicacion de ROS en los
cloroplastos.

Participa en el transporte de
selenio, hacia el plasma y el SNC.
Asociada con diversas patologias
como Alzheim er, hepatocarcinoma,
higado graso no alcohdlico, infarto
al miocardio, entre otras.
Recientemente asociada con
COVID19 como un posible
biomarcador .

Regula la adipogénesis a través de

la via de sefalizacion IRE1 h-XBP1.

Ejerce un efecto protector en
pacientes con diabetes al disminuir
las secuelas macrovasculares ante
la muerte celular por apoptosis a
través de las vias de sefalizacion
PKG 11I/JINK/Bcl -2.

Relacionada con el metabolismo de
la glucosa y lipoproteinas.

Tiene actividad oxidorreductasa,
previene el dafio oxidativo y la
apoptosis en las neuronas
dopaminérgicas y las nefronas.
Altamente involucrada en la
espermatogénesis en la pubertad.
Posee actividad de tipo glutation
peroxidasay
tiorredoxinareductasa.

Actividad antioxidante dependiente
de glutation .

Sintesis de Selenofosfato a partir
de Seleniuroy ATP.

Enzimas con actividad Tiorredoxina,

glutarredoxina y glutation
reductasa, previenen la formacion

de especies de ROS a nivel

mitocondrial y la apoptosis.

2022
(Burk and Hill,
2015, Solovyev
etal, 2018 ,

Schomburg et al.,
2019, Buttner et
al., 2020, Polyzos
et al., 2020 ,
Solovyev, 2020 ,
Wang et al.,
2020, Heller et
al., 2021)
(Yuetal., 2016 ,
Ye etal,, 2018 ,
Yuetal.,, 2018 ,
Men et al., 2020 ,
Hunter et al.,
2021)

(Boukhzar et al.,
2016, Huang et
al., 2020)

(vVarlamova and
Novoselov, 2012 ,
Varlamova et al.,
2015)

(Yao etal., 2013 )

(Prasad et al.,
2014, Moradi et
al., 2018 , Meng
et al., 2020 ,
Joardar et al.,
2021)
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Participan en  procesos de
proliferacion celular y en la
maduracion de los
espermatozoides.

1.15 Zinc y Selenio en la neuroplasticidad
Se ha reportado que las lesiones cerebrales agudas, como lo es la isqu émica,

desencadenan fendmenos de diasquisis, este es un fendmeno fisioldgico que genera

una pérdida repentina y reversible de conexiones anatdmicas, afectando funciones

que se encuentran relacionadas al area lesionada (Fontetal., 2010 ). El proceso de
regeneracion esta dado por cambios a largo plazo, se basan en la activacion de
sinapsis silenciadas, en la regeneracién axonal, en la forma, nimero y el tipo de

sinapsis (Calabresietal., 2003 ) y contodo esto restaurar la funcionalidad neuronal.

El proceso isquémico altera las redes neurales existentes, las cuales deben ser
reparadas para restablecer la funcionalidad, se ha demostrado que los mecanismos

de reparacion se ven alterados ante el dafio isquémico, debido a un incremento

en la produccion de inhibidores de la regeneracién neural, el crecimiento y la
plasticidad; dicho s componentes estdn asociados a la mielina (Nogo Ay
glicoproteinas asociadas a la mielina) y moléculas guia (efrinas y semaforinas) (Alia
etal., 2017 ). Ademas, se hareportado un incremento de marcadores de crecimiento
axonal como, GAP43, CAP23 y ¢ -Jun (Carmichael et al., 2005 ), esto podria
compensar en efecto inhibitorio que se produce ante el dafio isquémico. Sin
embargo, esto no siempre es asi, ya que se ha demostrado que no se logra la
recuperacion completa del sistema nervioso central persistiendo el dafio axonal,
reduccion del arbol dendritico, pérdid  a sinaptica y la desaferenciacion (Gao et al.,

2011, Casella et al., 2014 ).

El proceso de neuroplasticidad es regulado a diferentes niveles, desde la membrana
hasta el nivel epigenético, generando una via de activacion que realiza cambios a

largo plazo. El zinc se encuentra involucrado a diferentes niveles en esta via. Se
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ha demostrado que la adecuada ingesta de zinc en la dieta ayuda a mantener
procesos y actividades neuronales, ya que una deficiencia en la ingesta de zinc se
encuentra relacionada a enfermedades como la depresion y la esquizofrenia, en las

cuales hay una alteraciéon en la morfologia neuronal (Silva-Gomez et al., 2003 ,
Vazquez-Roque et al., 2012 ); la ingesta de zinc mejora el estado de &nimo en
pacientes con depresion res istente a tratamiento y en los pacientes control (Siwek
etal., 2009 ). A nivel membranal, el zinc puede actuar como un neuromodulador del
receptor NMDA, al interaccionar con las subunidades NR1/NR2B y de esta forma
disminuir la activacion del receptor; se ha de mostrado que la administracién de

zinc en ratones disminuye el nimero de receptores NMDA (Szewczyk et al., 2010).

Entre los principales factores troficos que son necesarios para que se lleve a cabo

el proceso de neuroplasticidad se encuentra el BDNF, la expresion de este puede

estar siendo regulada por zinc, el cual al interaccionar con el receptor GPR39,
estimula via s de sefializacién como PKA, PKC, CAMK y MAPK  (Wang et al., 2013
Khan, 2016 ) estas vias convergen en lafosforilacion y activacion de CREB un factor

de transcripcion ya descrito para BDNF (Hashimoto et al., 2004 ).
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2. Justificacion

La enfermedad cerebrovascular (ECV) ocupa el tercer lugar en mortalidad y el
primer lugar en discapacidad a nivel mundial, la mayoria de los pacientes presentan
sindrome metabdlico, diabetes, hipertension, trombosis y aterosclerosis. El cono cer
el efecto de zinc y selenio sobre los mecanismos de dafio causados por la
obliteracién de la arteria carétida primitiva (OACP), nos permitird conocer como
llevan a cabo su efecto neuroprotector. El grupo de trabajo ha estudiado diferentes
modelos de sev eridad del proceso hipdéxico -isquémico y diferentes estrategias que
nos permitan dar a conocer, si el zinc y el selenio de forma individual o combinada
ejercen un efecto neuroprotector potenciado, sobre el estrés nitrosativo, la actividad
antioxidante. Adem as, de reportar la accion de zinc y selenio sobre la remodelacion
neuronal, ya que actualmente no existen reportes a cerca de ello, por lo que en

este trabajo evaluaremos la morfologia neuronal y la densidad dendritica por la

tincion de Golgi -Cox.
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3. Hipotesis

La administracion profilactica de zinc y terapéutica de selenio en conjunto con el
aprendizaje -memoria modifican la actividad antioxidante, la activaciéon glial y la

morfologia neuronal inducida por un modelo de infarto cerebral severo.

4. Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion profilactica de zinc y terapéutica de
selenio en conjunto con el aprendizaje  -memoria sobre la actividad antioxidante,
la activacion glial y la morfologia neuronal inducida por un modelo de infarto

cerebral severo.

4.1 Objetivos especificos

1. Evaluar efecto de la administracion profilactica de zinc y terapéutica de
selenio sobre la actividad enzimética de SOD, CAT y GPx en corteza e
hipocampo.

2. Evaluar el efecto del aprendizaje y memoria sobre la activaci 6n de la
microglia y los astrocitos en hipocampo.

3. Evaluar el efecto de la administracién profilactica de zinc y terapéutica de
selenio sobre la activacion de la microglia y los astrocitos en hipocampo en
ratas con aprendizaje y memoria.

4. Evaluar el efecto d el aprendizaje y memoria sobre la neuroplasticidad en
hipocampo.

5. Evaluar el efecto de la administracion profilactica de zinc y terapéutica de
selenio sobre la neuroplasticidad en hipocampo en ratas con aprendizaje y

memoria.

Pégin55



Ana Aguilar Tesis de Doctorado 2022

5. Diagrama experimental

Ratas macho Wistar

(180-240g)

Grupos experimentales:

Cronograma: Aprendizaje (LAM) Memoria (LAM)
OACP | l
(30min) |
mmmmmmm
)
Administracion de zinc (2.5mg/kg) Adm|n|straC|on de Se (6ug/kg)

Funcion Estrés

i . . Neuroplasticidad
Cognitiva nitrosativo

Memoria NO, SOD, CAT, GSH, i IHC
Conducta MDA & 4-HDA GSSG y GPx (Iba-1y GFAP)

Golgi Cox

3 h, 24 hy 12 d post reperfusién 12 d post reperfusién 12 d post reperfusion
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6. Metodologia
6.1 Animales
Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 180 -240 g,
provenientes del bioterio del CINVESTAV, los animales se mantuvieron bajo
condiciones controladas, con ciclos de luz -oscuridad de 12 horas y temperatura de
22 °C, con acceso de agua y alimento ad libitum . Se siguieron todos los protocolos
para el uso y manejo de animales de laboratorio de acuerdo con la NOM -062-
Z0O0-1999, el Protocolo para el uso de Animales (UPEAL) del Cinvestav y el

j— ’ — — > — > ’ — J—

‘ - v ' TR TERNN - ~ s ~ ¢ ¢ ~ O X ¥ y - s ¢ w7 . - I—I

6.2 Grupos experimentales

Los animales de experimentacién fueron divididos al azar en diferentes grupos de
acuerdo con el tratamiento: 1) Control sin tratamiento (C sit) , 2) Isquemia por
OACP de 30 min (Isq), 3) Control con administracién de selenio (C se) (6 >g/kg
via i.p. cada 24 horas), 4) Control con administracion subaguda de zinc (Czn) (2.5
mg/Kg via i.p. cada 24 horas durante 4 dias), 5) Isquemia mas terapéutica con

selenio (Isg + S e), 6) Administracién subaguda de zinc més isquemia (Zn +1sq) vy
7) Administracion de zinc mas isquemia mas terapéutica con selenio (Zn + Isq +
Se). Estos grupos seran utilizados para realizar pruebas cognitivas (aprendizaje y
memoria), evaluar, actividad antioxidante (SOD, CAT, GSSG, GSH y GPx), cito
arquitectura (Nissl), activacion celular (GFAP e Iba  -1) y neuroplasticidad (tincion de

Golgi Cox).

6.3 Administracion profilactica subaguda de zinc
Los animales de experimentacién fueron administrados por via intraperitoneal con
solucion madre de ZnCl . (5 mg/mL) a dosis de 2.5 mg/kg de peso, cada 24 horas

durante 4 dias consecutivos  (Matsushita et al., 1996 , Blanco-Alvarez et al., 2015 ).

6.4 Administracion terapéutica de Selenio
La administracion de Selenio se realiz6 una hora antes de la OACP y se continud

hasta el dia del sacrificio; la solucién de Na,SeO; (6 >g/mL) fue administrada por
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via intraperitoneal a una dosis de 6 >g/kg de peso cada 24 h (Tomas-Sanchez et

al., 2018).

6.5 Obliteracion de la arteria carétida primitiva (OACP)

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina/xilacina a una
concentracion de 100 mg/mL de ketamina y de 100 mg/mL de xilacina, de esta
solucion se administraron 0.2 mL/Kg (i.p.), se les colocd en una camilla, se rasurd

el cuello y se limpié con benzal al 2%. Se realiz6 una incision de 2 cm, se
disectaron los musculos que cubren la arteria caroétida primitivaizqu ierda, separando
el nervio vago. Se colocé una pinza arterial (buldog), para bloquear el flujo
sanguineo cerebral ( FSQ durante 30 minutos, una vez transcurrido el tiempo, se
retird la pinza y se restableci6 el flujo sanguineo. Se suturo la herida quirargi cay
posteriormente la rata se mantuvo bajo estrecha vigilancia, hasta su completa

recuperacion.

6.6 Ensayo para la cuantificacion de la actividad enziméatica de la enzima superdxido
dismutasa (Gao, 1998)

Cuantificamos la actividad enzimatica de la Superoxi do dismutasa total (tSOD). Se
ha reportado que a pH basico (8.2), el pyrogallol sufre autooxidacién e incrementa

la propagacién de radicales favoreciendo el incremento de su autooxidacion, dicha
reaccion es detectada a 420 nm. En la mezcla de reaccion util izamos buffer TRIS -
HCI (0.05 My pH 8.2), una solucion de pyrogallol (7.37 mM), también una solucion

de &cido tetraaminoacético disédico (60 mM). Para evitar el incremento de la
reaccion colocamos el sobrenadante de las muestras y para inhibir la autooxida cion
del pyrogallol. Registramos el cambio de absorbancia durante dos minutos con un
espectrofotometro Lambda EZ -150, PerkinElImer Company. Los resultados obtenidos

fueron reportados como U/min de proteina.

6.7 Ensayo para la cuantificacion de la actividad enzimatica de Catalasa (Aebi,
1984)
Realizamos la cuantificacion de la actividad enzimatica de la catalasa en

homogenizado de corteza e hipocampo. Utilizamos 75 >l de homogenizado (corteza
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e hipocampo), agregamos 330  >L de perdxido de hidr  6geno (30 mM)y completamos
el volumen a un mililitro de reaccion final con buffer de fosfatos pH 7.4. Llevamos

a cabo el registro del cambio de absorbancia en la reaccion por la descomposicién

del perdxido de hidr 6geno durante 90 s a 240 nm en un espectro Lambda EZ -150,
Perkin EImer Company. Los resultados de la actividad enzimatica fueron reportados

como U/mg proteina.

6.8 Ensayo para la cuantificacion de la actividad enzimatica de la Glutation
peroxidasa (GPXx)

La corteza temporoparietal y el hipocampo fueron homogeneiza doscon 200 >L de
soluciéon tampon para muestra GPx 10X (Tris -HCI 50 mM, pH 7,5, EDTA5 mMy
DTT 1 mM). Para el ensayo , utilizamos 3 controles de ensayo en los cuales
colocamos 70 >l de un buffer de ensayo GPx (10X), 50 > de la mezcla de
cosustratoy 50 >L de NADPH. Para los controles positivos de GPx depositamos 50
>L de un buffer de ensayo, 50 >L de una mezcla de cosustrato, 50 > de NADPH,
y 20 >l de un control GPx diluido. Para nuestras muestras utilizamos 70 >L de un
buffer de ensayo, 50 >L de la mezcla de cosustrato, 50 >L de NADPH, 20 >L de
sobrenadante y 20 >L de hidroper éxidode cumeno , como catalizador de lareaccion

Se registr 6 la absorbancia a 340 nm cada minuto durante 5 min , utili zando el
nanodrop 2000 ( Thermo Fisher Scientific , MA, USA). Los resultados de la actividad

enzimatica (degradacion de H ,0,) fueron presentados como GPx (NADPH nmol/min

Y/mL).
6.9 Ensayo para la cuantificacion de Glutation total (GGSG y GSH) (Rahman et al.,
2006)
Las muestras se homogenizaron en una solucién que contiene Triton -X al 0,1 %

(n.° de catdlogo 9002 -93-1 o X100; Sigma -Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y acido

5-sulfosalicilico dihidrato al 0,6 % (catalogo # 247006; Sigma -Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.) en proporciones iguales y centrifugaron a 8000 x g durante 10 min a
2Y4 °C.
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Para llevar a cabo la cuantificacion de Glutation, se depositaron 20 >L de
sobrenadante en una placa de 96 pozos, se agregaron 60 >L de DNTB (5,5 Njlitiobis
(2-nitrobenzoico), catalogo # D8113; Sigma  -Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.)y 60 >L
de glutatién red uctasa (catalogo # G3664; Sigma  -Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.),
se incubo durante 30 s a T.A. y se agregaron 60 >| de i -NADPH (catélogo n.°
N1630; Sigma -Aldrich) se leyé inmediatamente la formacion de &cido 2 -nitro -5-
tiobenzoico a 412 nm cada 30 s durant e 2 min usando un lector de microplacas

'sT 7" 7t “Rad, Hefculés, California 94547, EE. UU.).

Como blancos, se utilizaron tres pozos que contenian 20 >l de KPE (tampén K .HPO:
EDTA, n.° de catdlogo E9884; Sigma -Aldrich). La concentracion total de gluta  tién se
determiné por interpolacion a partir de una curva estandar de glutation (26,4 Y

0,4125 nM; n° de catdlogo PHR1359; Sigma -Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.).

6.10 Laberinto acuético de Morris

A los grupos experimentales se les evalud el proceso de aprendizaje y memoria de
referencia espacial en el laberinto acuatico de Morris (LAM) un dia después del
proceso isquémico cerebral. EI LAM consta de una tina circular (piscina de nado)

de un diametro de 200 cm y una altura de 75 cm, la plataforma de escap e mide
10 cm de didmetro. La tina se llené con agua (19 -22 °C), tomando como referencia
la plataforma, un centimetro arriba de esta. La piscina de nado se encuentra
dividida en 4 cuadrantes Norte (N), Sur (S), Este (E) y Oeste (O), en las paredes
internas de la tina se colocan dos dibujos, los cuales sirven de orientacion y

ubicacion de la plataforma.

Se realizaron 4 ensayos por dia, uno en cada cuadrante, las ratas tuvieron 60
segundos (s) para encontrar la plataforma (tiempo de latencia), una vez que la
encontraron y se ubicaron en ella, se les dejo sobre la plataforma 30 s,
posteriormente fueron retiradas de la plataforma y se esperaron 30 minutos para
iniciar el ensayo en el siguiente cuadrante, siguiendo el orden de N, O, Sy E

durante 5 dias consecutiv  0s.
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La memoria se evalu6 siete dias después del Gltimo dia de ensayo de aprendizaje,
para esto se realiz6 un solo ensayo durante 60 s desde el cuadrante méas lejano

a la posicién de la plataforma, contabilizando el nUmero de veces que la rata
pasaba por el sitio donde se encontraba la plataforma de escape, asi como el

segundo en el que lo realiza y el tiempo que permanece en el cuadrante.

6.11 Nissl

Los cortes de 40 >m de grosor fueron colocados en portaobjetos gelatinizados,
posteriormente, fueron lavados  con agua destilada y tefiidos con solucion de violeta

de cresilo (Merck KGaA; San Luis, Misuri, EUA) al 0.1% en solucion de 4cido acético

al 0.25% durante 30 min. Posteriormente, los cortes fueron deshidratados en
concentraciones crecientes de etanol, aclar  ados con xileno (Hycel; CDMX, México)
y se utilizé resina de Entellan (Merck KGaA; Darmstadt, Alemania), como medio de

montaje.

6.12 Inmunohistoquimica

El cerebro de cada uno de los grupos fue crio -protegido con sacarosa al 30% y

se realizaron cortes sagi tales de 40 >m equidistantes 1:6, fueron lavados con TBS -
1X y pre -incubando con solucibn de H .0, al 3% por 30 min, para bloquear
peroxidasas enddgenas. Después de retirar el exceso de H .0O. con lavados de TBS -
1X, las rebanadas fueron bloqueadas con TBS ++d urante 30 mina TA, se incubaron
con el anticuerpo primario anti -GFAP y anti-lba-1 toda la noche a 4°C.
Posteriormente, usando el método del sistema ABC peroxidasa (el anticuerpo
secundario conjugado con biotina y 3,3" diaminobenzidina (DAB) como revelador ).
Las células GFAP+ e Iba -1+ fueron digitalizadas con un objetivo 10X para su

posterior andlisis.

6.13 Tincién de Golgi Cox

Los animales fueron anestesiados y posteriormente sometidos a perfusion cardiaca
con solucion Hartman por 15 minutos. Los cerebros fueron colocados en la solucién
de impregnacion reposando por 45 dias, posteriormente, los cerebros fueron

colocados en soluc i6n de sacarosa al 30 % por 7 dias. El cerebro fue colocado
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en la platina del vibratomo (MA752; Campden Instrument, Leicester, United Kingdom)

con orientacion coronal y se sumergié en solucion de sacarosa al 6% hasta cubrirlo
completamente, los cortes fuer on de un grosor de 200 um, que se colocaron en
portaobjetos gelatinizados al 4 %. Las laminillas fueron colocadas en una camara
huimeda (con agua destilada) en oscuridad maximo un 1 dia antes del revelado. El
revelado se realiz6 usando fijador kodak al 50 % , se deshidrat6 el tejido con
concentraciones crecientes de etanol, 50 %, 70 %, 95 %, alcohol absoluto y xilol;

por ultimo, se cubrieron los tejidos con resina sintética y se almacenaron de 3 -4

dias en oscuridad (Vazquez-Roque et al., 2012 , Aguilar-Hernandez et al., 2020 ).

6.14 Andlisis de Sholl

El andlisis fue realizado en neuronas granulares del giro dentado y piramidales de
las regiones CAl y CA3 del hipocampo dorsal, la seleccién consistié en incluir
neuronas completamente impregnadas, sin truncamiento aparente del eje dendritico.
El arbol den dritico se generd por reconstrucciones secuenciales bidimensionales
para cada neurona a través de la observacién en el microscopio (DMLS Leica
Microscope). Los trazados dendriticos se cuantificaron mediante analisis de Sholl;
elcual serealizaconunacet  atotransparente con anillos concéntricos equidistantes
(10 >m) se centrd sobre los trazados de los arboles dendriticos, y se utilizé el
namero de intersecciones de anillos para estimar la arborizacién dendritica, el orden

y la longitud dendritica total. P ara calcular la densidad de espinas, se trazé la
parte distal de la dendrita (al menos 30 >m de longitud), se calculé la longitud
exacta del segmento dendritico y se contd el nimero de espinas a lo largo de la

longitud (para obtener el # de espinas / 10 >m).

6.15 Analisis estadistico

Los valores son la media + error estandar de la media (SEM). La diferencia de
latencia de escape se analiz6 con ANOVA de dos vias y pruebas de comparaciones
multiples post hoc de Bonferroni, mientras que la latencia de escape en la prueba
de memoria se ana liz6 con Kruskal -Wallis y post hoc de Dunn. Se utiliz6 ANOVA

de una via y post hoc de Dunnett para analizar los resultados bioquimicos, la
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densidad optica de la tincion de Nissl y el nUmero de células Iba -1 positivas en
las areas del hipocampo. Todos los a  ndlisis estadisticos se realizaron con el
software Prism (GraphPad Prism; San Diego, CA, EE. UU.; RRID: SCR_0158070). Los
valores experimentales se compararon con sus respectivos grupos Control sin

tratamiento (*), LAM ( v~ . I x P <0,0b fue signific ativo.
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7. Resultados
El modelo de OACP de 30 min causa estrés nitrosativo al incrementar los

niveles de nitritos y MDA & 4  -HDA en la corteza temporoparietal en la fase
temprana al dafio (3 y 24 h post reperfusion). En el grupo isquemia
disminuyen los niveles de nitritos (38.2 £ 16.9%, P = 0.0109), estadisminu cion
se mantiene con la administracién de zinc (3 h: 62.5 + 2.78%, P = 0.0002)
y la combinacion con selenio (3 h: 39.2 + 2.62%, P = 0.0091; 24 h: 35.5
2.93%, P = 0.0284). Con la OACP de 30 min incrementa la lipoperoxidacion

(214 £134%, P = 0.0110), efecto que no es revertido con la sola
administracion profilactica de zinc (514 + 48%, P = 0.0001) 0 en combinacion
con la administracién terapéutica de selenio (148 = 22%, P = 0.0007).
Mientras que en el hipocampo no se observan diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de nitritos y MDA & 4 -HDA en los tiempos de
estudio propuestos. Por lo que, nuestro siguiente objetivo fue determinar la

actividad antioxidant e en la fase temprana al dafio.

Laactividad de SOD, CAT, GSSG y GSH (moléculas con capacidad de oxidarse

y reducirse por accion de la GPx); fue analizada en los grupos control como
en los experimentales después de la OACP de 30 min. En la corteza
temporopa rietal; la actividad enzimética de la SOD total (Fig. 1a) muestraun
decremento a las 3 h en los grupos C Zn(53.65+5.17%, P = 0.0001)y Se
(48.68 £11.52%, P = 0.0003), cuando se compara respecto al grupo Control

sin tratamiento. El grupo OACP de 30 min no modificé los niveles de SOD.

La administracion combinada de zinc y selenio disminuye la actividad de

SOD cuando se compara con el control sin tratamiento (31.56 * 6. 74%, P
= 0.0025) y al grupo OACP (33.27 + 6.57%, P = 0.0289). A las 24 h post
reperfusion, la administracion profilactica subaguda de zinc (CZn) incrementa

la actividad de SOD cuando se compara con el Cs/lt (64.53+17.78%, P =
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0.0037) y al grupo Isquemia (55.19 + 16.77%, P = 0.0342); la actividad
enzimatica de CAT no mostr6 cambios a las 3 y 24 h en ninguno de los

grupos experimentales (Fig. 1b).

En el hipocampo los niveles de SOD (Fig. 1c¢) no se ven modificados a las

3 h en ningdn grupo experimental, mientras que a las 24 h hay una
disminucién en el grupo que recibe la administracion profilactica subaguda

de zincdel 51.49 £ 4.47% ( P = 0.0478) comparado con el grupo control sin
tratamiento . Mientras que los resultados no muestran cambios
estadisticamente significativos a las 3 y 24 h en la actividad enziméatica de

CAT (Fig. 1d).
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Fig. 1 Efecto de la administracién profilactica subaguda de zinc y terapéutica de selenio en
un proceso isquémico cerebral de 30 minutos en la actividad enzimatica de CAT y SOD.
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Cada barra representa la media + SEM (n=3). * Analizado con ANOVA de 1 via para datos
no paramétricos, comparando todos los grupos respecto al grupo C s/t. + Analizado con
ANOVA de 1 via para datos no paramétricos, comparado todos los grupos respecto al
grupo isquemia. P < 0.05.

Al determinar los valores de GSH, GSSG y el indice GSS G/ GSH en la corteza
temporoparietal, observamos que |  os niveles de GSSG (Fig. 2a), no muestran
cambios estadisticamente significativos a las 3 h en ninguno de los grupos
experimentales. Mientras que, todos los grupos experimentales a las 24 h
disminuyen los niveles GSSG en la corteza temporoparietal al comparar con

el grupo Control sin tratamiento. Los niveles de GSH disminuyeron a las 3

h con los tratamientos de zinc y se lenio en ausencia de dafio  (Fig. 2b). En
presencia del dafio isquémico, la administracion profilactica de zinc sola o

en combinacion con selenio incrementa los niveles de GSH a las 24 h post
reperfusion cuando se compara con el grupo control sin tratamiento y al
grupo OACP. Al evaluar el indice GSSG/GSH  (Fig. 2c¢), los resultados indican
gue la administracion de selenio a las 3 h en ausencia de dafio incrementa,

el ambiente oxidante comparado con el grupo control sin tratamiento.
Mientras, todos los grupos expe rimentales a las 24 h disminuyen el indice
GSSG/GSH, mostrando un ambiente antioxidante en la corteza
temporoparietal cuando se compara con el grupo control sin tratamiento

(Tabla 2).
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Fig. 2 Efecto de la administracién profildctica subaguda de zinc y terapéutica de selenio
ante un proceso isquémico cerebral de 30 minutos en los niveles de GSSG, GSH y el indice
GSSG/GSH.

Cada barra representa la media + SEM (n=3). * Analizado con ANOVA de 1 via para datos
no paramétricos, comparando todos los grupos respecto al grupo C s/t. + Analizado con
ANOVA de 1 via para datos no paramétricos, comparado todos los grupos respecto al
grupo isquemia. P < 0.05.
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Tabla 2 Estadistica de las determinaciones en la Corteza temporoparietal

GSSG GSH GSSG/GSH
3h 24h 3h 24h 3h 24h

CZn96h N.S. -60.21+11.92% | -35.74+6.70% N.S. N.S. -59.07 £ 10.35%
CSe N.S. -7895+591%  -43.82+5.20% N.S. 60.02 +16.60% | -70.45%8.21%

Isq N.S. -90.27 + 7.65% N.S. N.S. N.S. -86.57 + 10.69%

Isq + Se N.S. -74.0+ 8.71% N.S. N.S. N.S. -75.79+ 8.07%
In +1Isq N.S. -72.57 + 7.90% N.S. 55.03 +14.82% N.S. -82.83 +4.59%
Zn +Isq + Se N.S. -83.10+ 6.29% N.S. 58.84 +13.16% N.S. -90.21+3.32%

Los valores de porcentajes son la media £+ SEM cuando se compara con el control sin

tratamiento.

Mientras que, en hipocampo los niveles de GSSG (Fig. 2d), disminuyeron a
las 3 h en los grupos que recibieron la administracion de zinc y selenio en
ausencia de dafo, asi como la administracion de cada elemento ante el

dafio isquémico cerebral, cuando se compara con el grupo control sin
tratamiento. Ademas, los niveles de GSSG a las 2 4 h en todos los grupos
experimentales disminuyeron (Tabla 2). No hubo cambios estadisticamente
significativos en los niveles de GSH (Fig. 2e) en ninguno de los tiempos
evaluados. Mientras, que todos los tratamientos experimentales en presencia

0 ausencia del dafio isquémico disminuyen el indice GSSG/GSH (Fig. 2f), lo

gue nos sugiere un balance redox hacia el ambiente antioxidante alas 3y

24 h de evaluacion  (Tabla 3).
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Tabla 3 Estadistica de las determinaciones en el Hipocampo

GSSG GSH GSSG/GSH
3h 24h 3h 24h 3h 24h

CZn96h -41.39+2.70 -53.11+ 4.63% N.S. N.S. -39.40+5.10% @ -39.05%5.59%
CSe -52.76+1.24 -39.96 + 6.05% N.S. N.S. -45.47+1.83%  -27.55+2.43%

Isq N.S. -57.78+ 2.18% N.S. N.S. N.S. -43.32+3.92%

Isq + Se -45.44+ 6.13 -57.31+ 2.05% N.S. N.S. -42.86+2.96% @ -48.38+3.26%
Zn+1sq -37.33+4.66 -55.45+5.12% N.S. N.S. -32.81+9.71%  -47.29%6.56%
Zn +Isq + Se N.S. -59.15+ 4.54% N.S. N.S. -24.22+6.06%  -60.37 £ 6.58%

Los valores de porcentajes son la media £+ SEM cuando se compara con el control sin
tratamiento.

Al cuantificar los niveles de actividad enzimética de GPx (Fig. 3) alas 24 h
post tratamiento y post reperfusion en la corteza temporoparietal (Fig.3a)
observamos un incremento en el grupo isquémico (112.62 + 41.4; P =0.0027)
cuando comparamos respectoa | grupo C s/t, mientras que la administracién
profilactica subaguda de zinc disminuye la actividad (39.29 * 4.69; P =
0.0298) respecto al grupo Isq. En el hipocampo (Fig.3b) el grupo Zn + Isq
incrementa la actividad enziméatica respecto al grupo C s/t (133. 1+16.17;

P =0.0077) e Isq (188.64 + 20.03; P = 0.0023).
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Fig. 3 Efecto de la administracién profilactica subaguda de zinc y terapéutica de selenio
ante un proceso isquémico cerebral de 30 minutos en la actividad enziméatica de GPx en la
corteza temporoparietal e hipocampo a las 24 h post reperfusién.

Cada barra representa la media + SEM (n=4). * Analizado con ANOVA de 1 via para datos

no paramétricos, comparando todos los grupos respecto al grupo C s/t. + Analizado con
ANOVA de 1 via para datos no paramétricos, comparado todos los grupos respecto al

grupo isquemia. P < 0.05.

Los procesos funcio nales-cognitivos en el modelo isquémico y tratamientos

de zinc y selenio fueron evaluados por el aprendizaje y la memoria en el

LAM (Fig. 4). La administracion subaguda de zinc en ausencia de dafio no
modifica el proceso de aprendizaje respecto al grupo control (Fig. 4a); la
administracion de selenio en ausencia de dafio incrementa el tiempo de
llegada a la plataforma de escape en los ultimos do s dias de entrenamiento
en un 51.9 + 16.03% ( P = 0.0342) y 9091 + 19.37% ( P = 0.0018),
respectivamente (Fig. 4b), al comparar el grupo isquémico respecto al grupo
control se observa un incremento significativo al quinto dia de entrenamiento

enun 554 +2 7.09% (P = 0.0407) (Fig. 4c); cuando se administra selenio
de forma terapéutica ante el dafio isquémico cerebral se observa un

incremento de 38.19 + 12.03% ( P = 0.0476) en la latencia de llegada a la
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plataforma de escape en el cuarto dia de aprendizaje (Fig. 4d); la curva de
aprendizaje se ve modificada con la administracion profilactica subaguda de

zinc al disminuir el tiempo de llegada a la plataforma de escape al tercer

(32.38 £ 9.46%, P = 0.0261)y quinto (52.38 + 10.21%, P = 0.0099) dia de
aprendizaje, cuando se compara respecto al grupo isquémico (Fig. 4e);
finalmente, la administracion combinada profilactica de zinc y terapéutica de

selenio disminuye el tiempo de llegada a la plataforma el tercer dia de
aprendizaje en un 304 £ 9. 17% (P = 0.0335), esto respecto al grupo
isquémico (Fig. 4f).

Aprendizaje (LA M)

Fig. 4 Efecto de la administracién de zinc, selenio y la OACP de 30 min sobre el
aprendizaje en el LAM.
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Se muestran las curvas de aprendizaje para cada grupo experimental, cada punto representa

cada dia de la evaluacion, en cada dia de evaluacién se realizaron 4 ensayos por animal

de experimentacion. Cada punto de la grafica representa la media + SEM (n=12). . Analizado
con ANOVA de 1 via para datos no paramétricos, comparando todos los grupos respecto

al grupo control ApMem. + Analizado con ANOVA de 1 via para datos no paramétricos,
comparado todos los grupos respecto al grupo isquemia. P <0.05.

La memori a de largo plazo se evalué siete dias después de haber finalizado

la etapa de aprendizaje  (Fig. 5a), los grupos control con zinc y de selenio

no mostraron diferencias significativas en el primer registro de ingreso en la

zona donde se encontraba la plataforma; la OACP de 30 minutos causo un
incremento del 103.44 + 17.81% ( P = 0.0001) en el tiempo de lleg ada al
cuadrante SE a los 12 dias posteriores al dafio, mostrando un dafio en la
recuperacion. La pérdida de la memoria causada por OACP fue revertida con

los tratamientos, disminuyendo un 39.02 + 14.36% ( P = 0.014) con la
administracion terapéutica de selen io, 60.07 + 4.85% ( P = 0.0001) con la
profilactica de zinc y 47.49 = 8.07% ( P = 0.0001) con la combinacién de
ambas revierte el déficit causado por el dafio isquémico. La OACP disminuy6
44.16 + 8.84% ( P = 0.0249) el numero de veces que los animales de
experimentacion pasan por la zona donde se encontraba la plataforma al

comparar respecto al control. La administracion profilactica de zinc

incrementa el nimero de visitas al cuadrante SE en un 114.88 + 17.8% ( P

= 0.0001) al grupo isquemia, (Fig. 5b).
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Fig. 5 Efecto de la administracién de zinc, selenio y la OACP de 30 min sobre la memoria
de largo plazo en el LAM.

a) Latencia a la zona donde se encontraba la plataforma de escape. b) NUmero de veces

que cruza por el cuadrante donde se encontraba la plataforma. Cada barra representa la

media + SEM (n=12). . Analizado con ANOVA de 1 via para datos no paramétricos,
comparando todos los grupos respecto al grupo control ApMem. P <0.05. + Analizado con
ANOVA de 1 via para datos no paramétricos, comparado todos los grupos respecto al

grupo isquemia.

Para evaluar el efecto de nuestros tratamientos ante el dafio isquémico en
combinacion con ejercicio de nado en los niveles de MDA & 4 -HDA en la
corteza temporoparietal en animales con aprendizaje y memoria a los 12

dias post reperfusion (Datos no mostrados), hay un incremento significativo
en los grupos control ApMem (1 118.2+67% , P = <0.0001),C Zn (591.3 +
120%, P = 0.0025), Isquemia (643.2 £ 40% , P = 0.0022) y Zn + Isq (560.3
+108% , P =0.0038), respecto al grupo C s/t; mientras que en hipocampo
no se encuentran cambios. Al cuantificar los niveles de nitritos (NO 2) NO se
observan cambios estadisticamente significativos en ninguna de las regiones
evaluadas. La OACP transitoria de 30 min en animales con aprendizaje y

memoria en el LAM no genera cambios estadisticamente significativos en los
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niveles de SOD , mientras g ue incrementa la actividad de CAT (Fig. 6) enla
corteza temporoparietal (242 + 17.8%, P = 0.0354) (Fig. 6a y b) y en el
hipocampo (Fig. 6¢c y d) a los 12 dias post reperfusion. Ademas, la
administracion profilactica de zinc y la administracion terapéutica de selenio

no modifican la actividad enzimatica de la SOD total (Fig. 6a y c). Al
cuantificar la actividad de la CAT, observamos que la administracion
profilactica de zinc sola (77.15+6.6% , P = 0.0204) o en combinacion con
selenio (74.49 +11.8% , P = 0.0439) disminuye la actividad enziméatica en la
corteza temporoparietal cuando se compara respecto al grupo que recibio

la OACP de 30 min  (Fig. 6b). En hipocampo no se observan cambios
estadisticamente significativos en la actividad de SOD y CAT en ningun grupo

experimental (Fig. 6c y d).
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Fig. 6 Efecto de la administracién de zinc, selenio y la OACP de 30 min sobre la actividad
enzimatica de la SOD y Catalasa a los 12 dias post reperfusién.

Cada barra representa la media + SEM (n=3). * Analizado con ANOVA de 1 via para datos

no parameétricos, comparando todos los grupos respecto al control. P < 0.05. + Analizado
con ANOVA de 1 via para datos no paramétricos, comparado todos los grupos respecto al
grupo isquemia.

Para evaluar la citoarquitectura de la corteza temporoparietal e hipocampo
utilizamos la tincién de Nissl y un analisis densitométrico por pixeles . La
corteza temporoparietal (Fig. 7) fue dividid a de acuerdo a la distribucion de

las capas corticales neuronales, al comparar al grupo que se le realiz6 a

OACP de 30 min no se obtuvieron diferencias respecto al control sin
tratamiento; en el grupo que recibié la administracion terapéutica de selenio
frente ala OACP se observa unincremento del 85.13 + 19.24% ( P=0.0032)

de la densidad de pixeles en la region comprendida entre LI, LIl & LIII; en
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LIV y LV, mientras que no se encuentran cambios estadisticamente
significativos en ningun grupo experimental; ademas en el grupo que recibid
la administracion profilactica de zinc se encontrd un incremento del 41.26 +

3.52% ( P = 0.0381) en LVI.

En el giro dentado del hipocampo (Fig. 8) la OACP de 30 min disminuye el
namero de pixeles ( 27.66 + 4.9%, P = 0.0027), efecto que se mantiene con

la administracién profilactica de zinc y terapéutica de selenio ( 31.52 + 5.2%,
P = 0.0008) cuando se compara respecto al grupo control ApMem, la
administracion profilactica de zinc la incrementa ( 41.21 £ 10.9%, P = 0.0013)
cuando se compara respecto al grupo isquemia. Este mismo comportamiento
se observa en la region CA3, por ultimo, que en la region CAl los

tratamientos no modifican  la cito arquitectura .
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Fig. 7 Tincién de Nissl en la corteza temporoparietal a los 12 dias post reperfusion de la OACP.
Los cerebros de las ratas fueron fijados y cortados en criostato de forma sagital en rebanadas de 50 >m, tomando un corte cada 300 >m
del hemisferio ipsilateral completo. Los valores son la media + SEM, n=3. * P O 0.05, analizado con ANOVA de 1v iay posthoc Dunnett vs

C s/t . Labarra corresponde a2 40 >m.
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Al realizar la inmunohistoquimica contra la proteina acida glial fibrilar (GFAP)

(Fig. 9 y 10 ), un marcador especifico de astrocitos, en el subiculum se
encontré una disminucidn del 24.22 + 4.49% ( P = 00131) en la
inmunorreactividad con la administracion profilactica de zinc ante el dafio
isquémico cerebral (Fig. 10). En el giro dentado del hipocampo, observamos
unincrementoenla inmunorreactividad en los grupos que recibieron la sola
administracion terapéutica de selenio (24.97 + 2.54%, P = 0004) y la
administracion profilactica de zinc (25.11 + 2.98%, P = 0.004), cuando se
compara respecto al grupo isquémico (Fig. 10). En el stratum lacunosum
moleculare (SLM) se observa un incremento del 29.18 + 4.50% ( P = 0.0001)
de la reactividad a GFAP en el grupo Isqg+Se, esto respecto al grupo que

recibio la OACP (Fig. 10).
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Fig. 9 La administraciéon profilactica de zinc o terapéutica de selenio incrementa la
inmunorreactividad a GFAP en giro dentado a los 12 dias post reperfusién de la OACP.

Los cerebros de las ratas fueron fijados y cortados en criostato de forma sagital en
rebanadas de 40 >m, tomando un corte cada 300 >m del hemisferio ipsilateral completo.
Los valores son lamedia + SEM, n=3. P O 0.05, analizado con ANOVA de 1v  iay posthoc
Dunnett. Las imagenes fueron adquiridas a 20X. La barra correspondea 100 >m
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Fig. 10 La administracién terapéutica de selenio causé un incremento en la
inmunorreactividad para GFAP en el stratum lacunosum moleculare a los 12 dias post
reperfusién de la OACP.

Los cerebros de las ratas fueron fijados y cortados en criostato de forma sagital en
rebanadas de 40 >m, tomando un corte cada 300 >m del hemisferio ipsilateral completo.
Los valores son la media + SEM, n=3. + P O 0.05, analizado con ANOVAde 1v  iay posthoc
Dunnett vs Isq. Las imagenes fueron adquiridas a 20X. La barra correspondea 100 >.m.

Al evaluar el efecto de nuestros tratamientos ante el dafio isquémico en
combinacion ejercicio de nado sobre la inmunorreactividad a lba -1 en el
hipocampo, observamos que esta marca se encuentra en DG, CA3 y CAl

(Imagen 9). Al analizar las amplificaciones 0  bservamos que | a OACP a los
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12 dias post reperfusion no genera cambios en la inmunorreactividad contra
Iba-1 en hipocampo (Fig. 11y 12 ) cuando se compara respecto al grupo
control sin tratamiento. Al comparar los grupos experimentales respecto al

grupo isquémico, se observa que la sola administracion terapéutica de selenio

ante el dafio isquémico incrementa la inmunorreactividad en GD (77.01 +
1.42%, P = 0.0001), CAl (54.73 + 5.03%, P = 0.0001)y CA3 (138.09 +
3.71%, P = 0.0001); la administracion profilactica subaguda de zinc
incrementa la reactividad a Iba -1 en las tres regiones del hipocampo en GD
(25.64 £4.19%, P = 0.0003),CAl(27.18+£3.8%, P = 0.0116)y CA3(125.06
+ 1.92%, P = 0.0001); por ultimo, la administracion combinada de ambos
agentes, incrementa la reactividad en GD (59.43 + 3.43%, P = 0.0001)y en
CA3 (123.5£4.45%, P = 0.0001).

Pégin82



Ana Aguilar Tesis de Doctorado 2022

Control s/t Ap/Mem

T =
’ o e
/ 7
7, o
200 pm ¢ 200 pm * \\\ 2
e
B0 e, Sl ~ 200 pm e

200 pm 200 pm
Zn + Isq Zn + Isq + Se
- }: ; 5

200 pm ; S iaiisad®  200:m
Imagen 9 Efecto de los tratamientos de zinc y selenio en la activacién de la microglia en
el hipocampo a los 12 d post reperfusion

Las imagenes fueron adquiridasa  20X. La barra corresponde a 200 >m.
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Fig. 11 Los tratamientos de selenio y/o zinc promueven la inmunorreactividad alba-1en el
hipocampo a los 12 dias post reperfusion de la OACP.

Los cerebros de las ratas fueron fijados y cortados en criostato de forma sagital en
rebanadas de 40 >m, tomando un corte cada 300 >m del hemisferio ipsilateral completo.
Las iméagenes fueron adquiridas a6  0X. La barra corresponde a 200 >m. Los valores son la
media + SEM, n=3. P O 0.05, analizado con ANOVA de 1v iay posthoc Dunnett. La barra
corresponde a 100 >m.
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Fig. 12 Los tratamientos de selenio y/o zinc promueven la inmunorreactividad alba-1en

el hipocampo a los 12 dias post reperfusion de la OACP.

Los cerebros de las ratas fueron fijados y cortados en criostato de forma sagital en
rebanadas de 40 >m, tomando un cor te cada 300 >m del hemisferio ipsilateral completo.
Las imagenes fueron adquiridasa 6 O0X. Labarra correspondea 200 >m. Los valores son la
media + SEM, n=3. + P O 0.05, analizado con ANOVA de 1 v  iay posthoc Dunnett vs Isq
La barra correspondea 100 >m.
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Para conocer el efecto del proceso isquémico de 30 minutos por OACP a
los 12 dias post reperfusidon, sobre la neuroplasticidad en el hipocampo

dorsal, realizamos un andlisis morfolégico empleando la técnica de Golgi -

Cox; la cual nos permite evaluar la arborizacién dendritica, un parametro
gue nos indica la forma en la que se encuentra dispues ta la neurona en el
espacio.

Bl aprendizaje y la memoria en el LAM no causo cambio s en la morfologia

de las neuronas granulares del DG (Fig. 13), y de las piramidales de CA 3
(Fig. 14) y CA1 (Fig. 15), en arborizacion, orden y longitud dendritic  os. H
analisis estadistico de la interaccion por ANOVA de dos vias indica que se
encontré diferencias estadisticamente significativas  en el nUmero de orden
de arborizacion, y orden dendritico en las tres regiones del hipocampo
(estadistica descritaen la Tabla  4), indicando que existe un a de distribucién

similar de tipo Gaussiano.

Tabla 4 Analisis estadistico de los grupos C s/ty ApMem.

Arborizacion Orden dendritico

Interaccion No.de Tratamiento| Interaccion No.de Tratamiento
orden orden

DG 0.5308 <0.0001 | 0.7133 0.9815 <0.0001 | 0.7159

CAl  0.9994 <0.0001  0.7998 0.8879 <0.0001  0.4134

CA3 | 0.9995 <0.0001 | 0.8878 0.5880 <0.0001 | 0.8815
ANOVA de 2 v iasy posthoc Tukey vs C s/t
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Fig. 13 Efecto del Aprendizaje y memoria en el Laberinto Acuético de Morris sobre la morfologia de las neuronas
dentado del hipocampo.

Los valores son la media + SEM, n=5. P O 0.05, analizado con ANOVA de 2v ias y posthoc Tukey vs C

slt.
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