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Resumen

Los accidentes cerebro vasculares representan un grave problema
de salud publica a nivel mundial. Durante el proceso obstructivo hay una
disminucion de oxigeno y glucosa, llevando al dano y muerte neuronal
(dano hipdxico-isquémico), este dano afecta procesos cognitivos vy
motores, el cual puede ser leve o severo de acuerdo al tiempo de
obstruccion. Estudios previos en el laboratorio de investigaciones quimico
clinicas han demostrado que el incremento en la produccidon de oxido
nitrico (NO) y la acumulacion de zinc (Zn) en la corteza temporoparietal e
hipocampo produce dano celular y finalimente muerte por apoptosis y
necrosis en la zona afectada durante el proceso hipdxico-isquémico. Por
ofro lado, se ha demostrado que la administracion subaguda de zinc tiene
un efecto neuroprotector tras un proceso hipdxico-isquémico,
disminuyendo el volumen de infarto, e inhibiendo la activacion de las
caspasas, que promueven la muerte celular por apoptosis y los niveles de
nitritos y lipoperoxidacion, incrementando factores de crecimiento que

ejercen un efecto protector en la célula.

Una forma de corroborar el efecto neuroprotector del zinc es
mediante la evaluacion del aprendizaje y la memoria espacial en roedores
ufilizando el laberinto acudtico de Morris. Para que se lleve a cabo el
aprendizaje y se asegure la memoria se desencadena un mecanismo
denominado potenciacion a largo plazo (LTP), en este mecanismo
participa el Glutamato, el cual desencadena una cascada de
senalizaciobn que promueve un incremento en la plasticidad sindptica

dando como resultado el aprendizaje y la memoria.

Para determinar si la administracion subaguda de zinc de manera

profiléctica ejerce un efecto protector en el aprendizaje y la memoria tras
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un proceso hipdxico-isquémico cerebral se siguid el siguiente protocolo de
trabajo: Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre
180-210g de peso corporal, las cuales se dividieron en 4 grupos
experimentales: 1) Grupo conftrol sin tratamiento, 2) Grupo control con
tratamiento de zinc; administracion subaguda de ZnCl2 a una dosis de
2.5mg/Kg de peso corporal durante 4 dias cada 24 h via intraperitoneal, 3)

Administracion subaguda de zinc mds la OACP durante 10 minutos.

El grupo conftrol sin fratamiento y 1os 2 grupos problema, después de
24 h de la Ultima administracion de zinc u OACP fueron sometidos a
enfrenamiento en el laberinto acudtico de Morris (LAM) durante 5 dias
realizando 4 ensayos por dia y siete dias después del Ultimo dia de
aprendizaje se les evaludé la memoria. Posteriormente, se realizd la
determinacion de los niveles de nitritos y lipoperoxidacion en la corteza

cerebral, después del proceso de aprendizaje y memoria.

Los resultados mostraron que la administracion subaguda de zinc
mantiene el aprendizaje y la memoria en los animales que fueron
sometidos a la OACP disminuyendo el estrés nitrosativo reflejado en los
niveles de nitritos, MDA y 4-HDA. Mientras que en el grupo que recibidé la
sola administracion de zinc se encuentran alterados los niveles de los
metabolitos ya mencionados respecto al grupo control y el grupo que solo
recibio la OACP.
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Marco teorico

Los accidentes cerebro vasculares (ACV) son uno de los principales
problemas que afectan a la poblacion. De acuerdo a datos emitidos por
la Organizacion mundial de la salud (OMS) los ACV son la tercer causa de
muerte a nivel mundial (OMS 2014) y la primer causa de incapacidad
cognitiva y motora en pacientes que sufren un proceso obstructivo en un
31% (INEGI 2009). Para que se desencadene la patfologia obstructiva
intfervienen multiples factores de riesgo, que incrementan la probabilidad
de sufrir un proceso de esta naturaleza, entre los factores de riesgo se

encuentran:

a. Edad: los ACV ocurren en todos los grupos de edad, no obstante, la
probabilidad aumenta a partir de los 55 anos. Las personas mayores
de 65 anos tienen un riesgo siete veces mayor de morir de un ACV.
La poblacién joven no queda exenta de sufrir un ACV, ya que un

28% de los pacientes tienen menos de 65 anos.

b. Género: los hombres tienen un mayor riesgo de sufrir un ACV; sin
embargo, un mayor niUmero de mujeres mueren por esta causa, el
riesgo de sufrir un ACV entre los hombres es 1.25 veces mds alto que
las mujeres, esto de acuerdo a las diferentes actividades y hdbitos
como es la alimentacion, a partir de los 65 anos el riesgo de sufrir un
ACV en muijeres es casi igual al de los hombres. En la poblacion mds

joven los ACV afectan por igual a hombres y a mujeres.

c. Enfermedades y factores de riesgo: diversos estados de salud
incrementan el riesgo de sufrir un ACV, que de forma directa o
indirecta impiden o disminuyen el flujo sanguineo hacia el cerebro.

Entre las principales enfermedades y factores de riesgo que
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desembocan en un ACV estdn la diabetes, hipertension,
ateroesclerosis, arterioesclerosis, estados de trombosis, embarazo,

consumo de drogas.

Los ACV se clasifican de acuerdo a su origen, en isquémico (80% de
recurrencia) y hemorrdgico (15-20% de recurrencia) (Martinez-Vila, y cols
2011).

1. ACV isquémico: se desencadena por la oclusion de una arteriq,
inferrumpiendo y reduciendo de forma repentina el flujo sanguineo,
de acuerdo al tiempo de oclusidon serd el grado de dano que
ocasione el infarto cerebral (NINDS 2000).

La causa mds comun de bloqueo arterial son los codgulos
sanguineos, los cuales pueden ocasionar dos tipos de ACV
(GeoSalud s.f.):

a) ACV embodlico: se produce por un codagulo libre (Embolo) que
se forma en alguna parte del cuerpo (@ menudo se forma en
el corazon), el cual se fraslada a fravés de los vasos sanguineos
y queda atrapado en una arteria cerebral.

b) ACV trombdtico: se produce por la formacion de un codgulo
de sangre en una de las arterias cerebrales que permanece
flo a la pared arterial hasta que aumenta de tamano lo
suficiente para bloquear el flujo de sangre al cerebro.

2. ACV hemorrdgico: se desencadena por la ruptura de un vaso
sanguineo que iriga al cerebro (Neurologia s.f.). La sangre
proveniente del vaso roto, penetra en el tejido cerebral y causa
dano, perturbando no sélo el suministro de sangre sino el equilibrio

quimico que las neuronas requieren para funcionar.
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Figura 1. Clasificacion de los accidentes vasculares cerebrales (AVC) (Tomado de Garcia

Ferndndez y cols 2003)

El radpido restablecimiento del flujo sanguineo es de vital importancia
ya que permite la sobrevivencia de las neuronas que se encuentfran en la
zona de penumbra ocasionada por el evento isquémico (Candelario y cols
2009). El restablecimiento del flujo sanguineo después del proceso
isquémico puede agravar la lesion neuronal a fravés de una mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y un incremento en la

respuesta inflamatoria (Fujimura y cols 1999).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas durante el
evento isquémico afectan principalmente a estructuras proteicas, lipidicas
y nucleares como el DNA. La oxidacion de proteinas afecta su funcion
induciendo un cambio estructural, lo que favorece la formacidén de
agregados proteicos. La oxidacion de lipidos provoca alteracion en la
membrana plasmdatica y de los organelos celulares, como lo son las

mitocondrias y la oxidacion de DNA produce mutaciones que repercutirdn
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en la replicacion celular (Mena Lopez 2009). El dano al DNA en el caso de

las neuronas desencadena mecanismos de muerte celular (apoptosis).

De acuerdo al tiempo que dure el proceso isquémico, el cual puede
ser de unos cuantos segundos hasta varias horas, se desencadenaran
diversos mecanismos de dano que afectaran la integridad celular. Al

conjunto de mecanismos, se les conoce como cascada isquémica (Fig 2.)

Isquemia
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™ Liberacion J- Gradiente
. 0,/glucosa
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I incremento l hay
l l wusa Despolarizacion J ATP
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Edema T ROS CytCy Pro
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trasladan
o Dafio
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oxidativo Citosol
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Figura 2. Diagrama de la cascada isquémica (Modificado de Shuttleworth y Weiss 2011;
Galasso y Dyck 2007)
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Glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema
nervioso central, el principal mediador de la informacidén sensorial,
coordinacion motora, las emociones y la cognicién, incluyendo la
formacion de la memoria y la recuperacion de la misma. En el cerebro,
aproximadamente del 80-90% de las sinapsis son glutamatérgicas, o que
hace al glutamato el neurotransmisor mdas abundante, Ia concentracion
de glutamato se encuentra en las estructuras con alto contenido entre los

10-15 umol por gramo de tejido.

El glutamato se encuentra almacenado en vesiculas sindpticas en
donde la concentraciéon de glutamato se ha estimado que se encuentra
enfre los 60-250 mmol/L. Aproximadamente, el 10% de las vesiculas
sindpticas de terminales glutamatérgicas contfiene a la mayor parte de zinc
en el hipocampo, el cual es liberado junto al glutamato cuando hay un

estimulo danino.
Excitotoxicidad

El glutamato ejerce un poderoso efecto excitador, el cual puede
llegar a ser neurotdxico. Dicho efecto téxico estd relacionado con sus
propiedades como excitador, al cual se le denomina excitotoxicidad

(Figura 3.).

La excitotoxicidad es el proceso patoldgico por el cual las neuronas
son danadas y destruidas por la sobre activacion de receptores del
neurotransmisor excitador a glutamato, como el receptor NMDA (Pandya y
cols 2011).

La sobre activacion de los receptores a glutamato, principalmente

de fipo NMDA, produce una elevacion de Ca?* infracelular que activa los
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mecanismos para la produccion de la lipoperoxidacion (LP) de la
membrana citoplasmdtica, reticulo endopldsmico (RE) y la mitocondria
(Mattson y cols 2000).

La LP se debe a la formacién de peroxinitritos a través de la reaccion
de oxido nitrico (NO) vy radicales superdoxido (O2), también se genera 4-
hidroxinonenal (4-HNE) que altera la actividad de los transportadores de la
membrana y canales idnicos cuando los lipidos de las membranas son
oxidados (Maftson et al 2000 A). La LP también induce dano a la bomba
ATPasa Na*/K*, a los transportadores de glucosa y de glutamato como
parte del proceso excitotdxico, perturba la homeostasis idnica en el RE y la
mitocondria, comprometiendo el abastecimiento de ATP (Mattson y cols
2000; Mattson y cols 2000).

Por ofra parte, el incremento en la concentracion intracelular de
Ca2+ también desencadena la activacion de vias de senalizacion
infracelular relacionadas con la muerte celular apoptdtica como son la
activacion de diferentes enzimas dependientes de Ca?*, como las

proteasas, nucleasas y fosfolipasas (Mattson y cols 2000).
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Figura 3. Diagrama del mecanismo de excitotoxicidad (Modificado de M.E. Flores-Soto y

cols 2011; Siegel y cols 2006)
Oxido nitrico

El oxido nifrico (NO) es un gas altfamente difusible, el cual fiene
numerosos blancos moleculares. El NO conftrola diversas funciones como la
neurofransmision, el tono vascular y regula la transcripcion de genes
(Forstermann y Sessa 2012), también participa como mediador de la

respuesta inmune (Jiang y cols 2014).

La enzima responsable de la generacion de NO es la sintasa del
oxido nitrico (NOS), de la cual se han descrito tres isoformas codificadas en
genes distintfos: NOS neuronal (nNNOS o fipo |) la cual se encuentra en
tejidos neuronales, la NOS inducible (iINOS o tipo Il) es la isoforma que

puede ser sintetizada después de la induccidn de citocinas pro-
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inflamatorias o endotoxinas y la NOS endotelial (eNOS o tipo lll), siendo esta

isoforma expresada en células endoteliales (Bredt 1999).

NNOS y eNOS se expresan constitutivamente y dependen del
incremento de calcio (Ca?t) y calmodulina para funcionar, mientras que la
actividad de la iINOS es Ca?t independiente, debido a que la calmodulina
se une a calcio en concentraciones de reposo (Calabrese y cols 2007).
Durante la activacion de los receptores de glutamato, principalmente de
tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), el Ca?* se incrementa fransitoriamente en
el citosol y se une a la camodulina para formar y activar a la nNOS

(Knowles y Moncada 1994).

El incremento de NO confribuye a una variedad de patologias
neurodegenerativas tales como la excitotoxicidad después del accidente
cerebrovascular, esclerosis multiple, Alzheimer y Parkinson (Steinert y cols
2010)

La rdpida restauracion del flujo sanguineo después de la isquemia
incrementa el nivel de oxigenacion de los tejidos, pero en ausencia de
NADH da lugar a la produccién de Oz que junto con una sobreproduccion

de NO producen peroxinitritos (ONOO-) (Jiang y cols 2014).

El NO tiene un papel dual después del ACV, por una parte puede
reducir el dano ocasionado, ayudando a reestablecer el flujo sanguineo a
la zona isquémica, aungque también puede ocasionar dano participando
en la formacién de peroxinitrito, al reaccionar el anidn superdxido con el
nitrito (Blanco Alvarez 2013 tesis de maestria). El papel citoprotector del NO
durante la isquemia cerebral promueve la  vasodilatacion,
neuroangiogénesis y la sobrevivencia neuronal, ademds de proteger a las
celular de la apoptosis, a fravés de la regulacion positiva de proteinas

antiapoptdticas Bcl-2 y hemoxigenasa-1, asi como la inhibicion de eventos
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pro-apoptdticos como la liberacion del citocromo C y la inhibicion de la

caspasa-3 (Pfeiffer y cols 1996)

eNQOS interviene rdpidamente después de un proceso de inflamaciéon
aguda, dano en cualquier tejido o cuando se presenta un cambio en el
flujo sanguineo, cambiando la permeabilidad vascular e incrementando el

flujo sanguineo hacia la zona de dano (Cirino y cols 2003).
Zinc

El zinc es uno de los metales mdas importantes del organismo después
del hierro, es esencial como ion catalizador, estructural y regulador en |la
homeostasis, la respuesta inmunoldgica, el estrés oxidativo, la apoptosis y la
proliferacion (Bhatnagar y Taneja 2001; Piechal y cols 2012). El zinc se
encuentra en una gran cantidad de enzimas y proteinas como cofactor.
Tiene valencia de +2, caracteristica que le da la capacidad de no sufrir
procesos de oxido-reduccion que afecten o cambien la funcionalidad de

proteinas o enzimas.

El zinc es un elemento esencial para el crecimiento y el desarrollo, se
encuentra en cantidades relativamente importantes en musculo, donde
llega a constituir el 50-60% de todo el zinc corporal (Figura 4.). También se
encuentra en prostata, retina, pelo y en niveles relativamente elevados en
el tejido 6seo y en el sistema nervioso central (concretamente en las
proximidades del hipocampo) (Lopez de Romana, Castillo y Diazgranados
2010). Por ofra parte, el zinc libre en sangre fiene una funcidon de
mantenimiento y almacenamiento de fdcil acceso por parte del
organismo, estando disponible para su rdpida utilizacion cuando es
necesario, en funcidén de los requerimientos existentes. En esta posicion
sanguineaq, el 80% de encuentra ligado a los hematies, mientras que el 12%,

se localiza en el plasma principalmente unido a la albumina. Un adulto
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posee enfre 2 y 3 gramos de zinc en su organismo, de los cuales
aproximadamente un 0.1% es reemplazado diariamente. En la poblaciéon
normal la ingesta diaria de zinc es del orden de los 12 y 15 mg/dia para
mujeres y hombres respectivamente, requiriendo niveles mds elevados (20-
25 mg/dia) en el caso de mujeres embarazadas o lactantes (Rico Bodes
2011).

El zinc estd asociado con diversas funciones cerebrales como son la
sintesis de DNA y proteinas en periodos criticos del desarrollo cerebral, tiene
funcion de neurotransmisor, factor fransportador de crecimiento/hormona,
segundo mensajero (Yamasaki y cols 2007) y uniendose a receptores como
son NMDA y GABAérgicos (Mafsushita y cols 1996). En cuanto al desarrollo
neurologico, el zinc estd involucrado en el aprendizaje y la memoria y se
sugiere que los receptores a glutamato en el SNC pueden estar

involucrados (Tahmasebi Boroujeni y cols 2009).

El zinc juega un papel importante en el desarrollo embrionario y en el
adulto, involucradndose en la proliferacion de células madre en la zona
subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo, migrando a la capa
de células granulares y diferencidndose a neuronas que son integradas en
el circuito hipocampal, regidon del cerebro que participa en el aprendizaje

y la memoria (Levenson 2006).

Se ha demostrado que la suplementacion de zinc, incrementa la
expresion de factores de crecimiento (Blanco Alvarez 2013 tesis de
maestria), disminuye la muerte celular (Matsushita y cols 1994) e
incrementa la neurogénesis (Levenson y Morris 2011). Mientras que la
deficiencia marginal de zinc es una condicion muy prevalente en
diferentes regiones del mundo (Brown 2003). La causa de esta deficiencia

suele radicar en la pobre ingesta de este micronutriente, pero a veces este
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déficit es resultado de una menor biodisponibilidad del zinc; es decir,

habiendo zinc éste no se absorbe adecuadamente.

La absorcion intestinal de zinc se efectua mediante un mecanismo
de transporte, el cual requiere transporte especializado para su captacion
(Grabrucker y cols 2011), en los que participan los importadores de zinc
(ZIP) (Colvin y cols 2003). Dicha fraccion de absorcidn en ninos se aproxima
a 20% - 25%. Por lo tanto, la cantidad aportada de zinc por ingesta influird
en la saturacion de su proteina de absorcidon (Sandstrom y Cederblad
1980).

La inhibicion de la absorcion de zinc a nivel intestinal constituye la
causa mds probable de déficit marginal de éste elemento. Muchos grupos
de alimentos son fuente relativamente abundante de zinc pero también
contienen inhibidores de su absorcion (Gibson y Ferguson 1998). La
velocidad de absorcidon puede ser incrementada si la suplementacion de
zinc es llevada junto a la vitamina Bé, algunos aminodcidos, como la
histidina y la metionina. Los acidos orgdnicos tienen efectos positivos en la
absorcion de zinc y han sido usados junto a la suplementacion de zinc

(Grabrucker y cols 2011).

Bajo ciertas condiciones tales como en la isquemia, se ha observado
un efecto téxico del zinc, debido a un incremento en la excitabilidad
neuronal, la cual desencadena un proceso excitotdxico; en la
excitotoxicidad se liberan grandes cantfidades de glutamato y zinc de la
vesicula pre-sindptica. La sobrecarga de zinc en la neurona post-sindptica,
resulta en la alteracion de los mecanismos homeostdticos y un incremento

del zinc libre intracelular (Colvin et al 2003).
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Figura 4. Efectos de una intoxicaciéon por zinc contra su deficiencia en el organismo
(Tomado de Plum, Rink y Haase 2010)

En modelos in vifro donde la célula es sometida a condiciones de
privacion de oxigeno y glucosa (OGD) los niveles de zinc libre, mitocondrial
y citosdlico, mostraron que el zinc mitocondrial incrementa de 0.2 pmol/L a
10 pmol/L Th después del dano, mientras que el zinc citosdlico incrementa
gradualmente cerca de 10 veces a las 24 h después del dano (Morris y

Levenson 2013).

La liberacion excesiva de zinc después de un accidente cerebral, se
ha asociado a muerte neuronal y dano, el zinc libre estd secuestrado por
parte de vesiculas sindpticas, posteriormente este zinc es liberado al
espacio sindptico donde se acumula en la neurona postsindptica,

provocando la muerte (Morris y Levenson 2013).
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El zinc ejerce un efecto danino en la célula y causa muerte neuronal,
mediante la ubiquitinacidon de proteinas. Evidencia experimental
demuestra que en cortes cerebrales y homogenizado del hipocampo hay
un incremento en los conjugados de proteinas ubiquinadas, seguido de
muerte neuronal en las regiones cornu ammonis 1 (CAT) y cornu ammonis 3
(CA3) del hipocampo, alrededor de 48h después de un accidente

cerebral (Morris y Levenson 2013).

El zinc a su vez puede jugar un papel neuroprotector en la
excitotoxicidad inducida por el glutamato, activando presindpticamente
canales de K* sensibles a ATP e inhibiendo el transportador 4 de GABA, este
transportador contribuye en la especificidad del canal y participa en
mecanismos reguladores intracelulares. Otra forma en la cual se ha
observado la accién neuroprotectora del zinc ocurre bajo condiciones en
las que las neuronas zincérgicas No se encuentran muy excitadas durante

el estado de dano celular (Takeda y Tamano 2014).

Concentraciones subletales de zinc producen un estimulo
precondicionante que puede activar vias endégenas que limitan o
proporcionan resistencia a un dano letal subsecuente (Kitagawa y cols
1990; Gidday 2006). Los mecanismos que confieren tolerancia neuronal
aun no han sido bien definidos, pero se conoce que los mecanismos de
activacion de factores de muerte celular disparan vias de sobrevivencia
(Gidday 2006). Por ejemplo, la activacion de caspasa-3 (Garnier y cols
2003, McLaughlin y cols 2003, Tanaka y cols 2004, Lee y cols 2008), poly
(ADP-ribosa) polymerasa-1, p38, y protein cinasa C (PKC) (Garnier y cols
2003, Nishimura y cols 2003, Raval y cols 2003, Lee y cols 2008).
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Zinc y la muerte celular

De acuerdo a la concentraciéon en la que se encuentre el zinc, ya
sea en exceso o deficiencia puede actuar como un agente pro-
apoptdtico o anti-apoptdtico. La induccion de la apoptosis se lleva a cabo
cuando el zinc se encuentra en altas concentraciones intracelulares, como
consecuencia de la administracion exdgena de zinc o por liberacion de los
depdsitos de zinc, los cuales activan moléculas pro-apoptdticas como la
P38 y canales de potasio, conduciendo a la muerte celular (Plum, Rink vy
Haase 2010).

Un blanco sensible a la toxicidad por zinc son proteinas de
membrana mitocondrial como son la antfi-apoptdtica Bcl-2 y pro-
apoptdtica Bax, en su papel apoptdtico se ha observado que el zinc
incrementa la  expresion de Bax, disminuyendo a Bcl-2, como
consecuencia, la disipacion del potencial de membrana mitocondrial el
cual conduce a la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria hacia el
citosol, activa a las caspasas que conducen a la muerte celular

apoptdtica.

El zinc tiene dos mecanismos de accidon en su papel como anti-
apoptdtico, en un primer mecanismo el zinc protege a la célula contra el
dano oxidativo, preservando la membrana celular y protegiendo a las
proteinas de la oxidacion de sus grupos sulfihidrilo. El zinc interactia con
diversas moléculas que regulan la apoptosis, es un potente inhibidor de la
caspasa-3, la concentfracion a la que causa inhibicion es de 10 nM. Entre
otras caspasas que son inhibidas por zinc se encuentran la caspasa-6, -7 vy -

8, siendo caspasa-6 la mds sensible de las 3 (Adamo y Oteiza 2010).
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Enmarcando en este apartado el papel dual del zinc en la muerte
celular y como afecta la deficiencia o exceso del metal en diversos

procesos patoldgicos como la isquemia.
Hipocampo

El hipocampo tiene un papel critico en el aprendizaje y la memoria,
estd conformado por las siguientes subestructuras: la region CAS3, CAl vy el
DG (giro dentado). La plasticidad que se lleva a cabo denfro de éste
circuito sindptico es conocido como la base del aprendizaje y la memoria
a través de la potenciaciéon a largo plazo (LTP) (Machado y cols 2008). El
hipocampo ha mostrado tener neuronas zincérgicas (Takeda y cols 1995),
principalmente las fibras musgosas del circuito de CA3. La fincidon con Timm
muestra que el zinc se encuenfra en el giro dentado y en las fibras
musgosas de la CA3 (Kefferman y Li 2008). El circuito glutamatérgico
(zincérgico) juega un papel clave en las estructuras de construccion
cognitivo (Martinez-Guijarro y cols 1991; Nacher y cols 2000). La plasticidad
sindptica como la potenciacion de larga duracion se cree es el
mecanismo celular involucrado en el aprendizaje y memoria (Bliss vy

Collingridge 2013; Takeda y Tamano 2014).

Las neuronas hipocampales se distribuyen en fres subregiones
principales: células granulares en el giro dentado, y neuronas piramidales
en CAl y CAS3. La organizacion funcional estd basada en un circuito
trisindptico en el cual: primeramente las dendritas de las células granulares
del giro dentado reciben aferencias de la corteza entorrinal por medio de
la via perforante; en segundo lugar, las células granulares (fibras musgosas)
envian eferencias a las neuronas piramidales de CAS3; y en tercer lugar, las
neuronas piramidales de CA3 y CA1 proyectan de vuelta hacia la corteza

entorrinal mediante el subiculo (Kempermann 2012) (Figura 5.).
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Figura 5. Estructura del hipocampo y la via que emplea en la LTP (Tomado de Siegel y cols
2006)

Para que se lleve a cabo el aprendizaje y se asegure la memoria se
desencadena un mecanismo denominado potenciacion a largo plazo
(LTP), en este mecanismo participa Glutamato que es liberado de vesiculas
glutamatergicas, promoviendo el flujo masivo de Ca?t a la terminal
postsindptica a fravés del cual se activan diversos mecanismos que
desencadenan cambios a nivel molecular y celular que promueven el
incremento en las sinapsis neuronales, una amplificacion de la senal y un
incremento en la neurogénesis. Estos mecanismos son la base del
aprendizaje y la memoria, se llevan a cabo en el hipocampo
principalmente y se requiere que el estimulo sea continuo para que el

aprendizaje y la memoria se consoliden.
Aprendizaje y memoria espacial

El aprendizaje y la memoria son aspectos cognitivos esenciales para
el desarrollo y sobrevivencia de los seres vivos, estas funciones no son
aisladas la una de la otra, si el proceso de adquisicion se lleva de la forma

adecuada (aprendizaje) se asegura el proceso de almacenamiento y una
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posterior recuperacion de la informacion (memoria) (L. Aguado-Aguilar
2001).

Una forma de clasificar los procesos de aprendizaje y memoria se da
de acuerdo a la forma en la que se adquiere la informacidén del medio que
rodea al sujeto y los recursos que este emplea para desenvolverse en el
entorno. (Carrillo Mora y cols 2009). La memoria se clasifica en sensorial, a
corto plazo y a largo plazo. La sensorial registra lo que sucede en el medio
exterior, sensaciones visuales, olfatorias, el gusto y tacto, son de muy corta
duracion, pero suficiente para ser pasada a la memoria de corto plazo. La
funcidon de la memoria de corto plazo es organizar y analizar la
informacion, la duracidon del recuerdo es muy corto entre 18 y 20 segundos.
Mientras que la memoria de largo plazo tiene los recuerdos de forma
ilimitados, permanece toda la vida y no se pierde (Mc Graw-Hill 2015). En la
memoria de largo plazo podemos encontrar la memoria declarativa (saber
qué, conocimientos de una persona) y procedimental (saber coémo, se

adquiere por condicionamiento o experiencias repetidas).

En el proceso de aprendizaje y memoria espacial hay diversas
estrategias que se relacionan en la consolidacion de dicho proceso, una
de ellas se basa en crear representaciones reales del entorno para localizar
el objetivo con el empleo de un laberinto, a esta estrategia se le denomina
mapa cognitivo (Tolman 1948). La cognicion espacial es obtenida a fraveés
del comportamiento exploratorio, un comportamiento instintivo vy
ampliomente preservado en todas las especies animales incluyendo al
hombre (Thinus-Blanc 1996). La memoria espacial es una funcion
responsable del reconocimiento, codificacion, almacenamiento vy
recuperacion de informacion espacial alrededor de objetos dispuestos o

rutas especificas (Kessels y cols 2001).




Ana Karina Aguilar Peralta Tesis de licenciatura

Zinc en el aprendizaje y la memoria

A lo largo de muchos anos se han realizado diversos estudios en los
cuales se evalua el papel del zinc en el aprendizaje y la memoria, con
diversas variables, como lo son la edad de los animales de
experimentacion, el modelo animal, la via de administracién, la dosis, el

uso de quelantes o estados de deficiencia de zinc.

Un estudio realizado en ratas prenadas a las cuales se les suplemento
con zinc a diferentes concenfraciones durante la gestacion, la lactancia y
el desarrollo de los crios una vez terminado el proceso de enfrenamiento;
mostrdé un mejor resultado en las pruebas de comportamiento en los grupos
que recibieron la suplementacion con zinc respecto al grupo control, el

cual sélo recibié agua (Piechal y cols 2012)

Ofro estudio realizado en ratas macho de 6 semanas de edad, los
cuales recibieron diferentes tratamientos de zinc (dosis suplementada,
adecuada y deficiente) durante 4 semanas, al final de las 4 semanas a los
animales se les realizd un dano traumdatico cerebral. Posteriormente, los
animales fueron sometidos al entrenamiento en el laberinto acudtico de
Morris durante 10 dias. Los resultados demuestran que el grupo que recibid
la dieta suplementada de zinc y el dano tiene un desempeno similar al
grupo control, mientras que los grupos que recibieron una dieta adecuada
y deficiente muestran un incremento en los tiempos de latencia, respecto
al grupo conftrol y al grupo que recibid la dieta suplementada (Cope y cols
2012).

De acuerdo a la bibliografia hay diversos reportes que relacionan la
suplementacion de zinc como un factor que influye en la LTP, mejorando el

proceso de aprendizaje y memoria en modelos animales.
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Figura 6. Mecanismos de Potenciaciéon a largo plazo (Modificado de Gonzdlez Vazquez

Tesis de Licenciatura 2015)

Laberinto acuatico de Morris

El laberinto acudatico de Morris (LAM) es una prueba desarrollada por
Richard Morris en 1981, posteriormente en 1984 perfecciona la técnica y la
denomina LAM (Morris 1984). Actualmente se ha convertido en una de las
principales pruebas empleadas para evaluar aprendizaje y memoria
espacial en roedores con dano en estructuras relacionadas con la
memoria, y para evaluar la accion de diversos farmacos (Myhrer, 2003).
Este paradigma resulta de especial interés, puesto que no necesita de la
privacion de agua o comida ni de la aplicacién de una descarga eléctrica

para motivar la conducta (Vicens y cols 2003).




Ana Karina Aguilar Peralta Tesis de licenciatura

Consta de una piscina de nado llena de agua opaca con un
didmetro que oscila entre 1.5-2.0 m y una profundidad de 60-80 cm, una
plataforma de escape que se encuentra sumergida a 2 cm del nivel del
agua con un didmetro de 10-15 cm (Figura 7.). Para el proceso de
enfrenamiento se recomiendan de 4-6 ensayos por dia en un periodo de 5
a 10 dias. Cada ensayo debe tardar de 60-180 s, con un intervalo de
tiempo que va de 5 minutos a 2 horas entre cada ensayo, ya que se ha
observado que este intervalo de tiempo mejora significativamente la

capacidad de retencion en los animales (Bolding y Rudy 2006).

s

Norte
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Oeste Este
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Figura 7. Esquema del Laberinto Acudtico de Morris

El propdsito del experimento original realizado por Morris era mostrar
que el aprendizaje espacial no requiere la presencia de pistas locales, 1o
que significa que las ratas pueden aprender a localizar un objeto sin ningun

tipo de senales auditivas, visuales u olfativas (Morris 1981).
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Los roedores emplean fres formas diferentes de localizar la plataforma de

escape:

1) Estrategia prdxica: el animal aprende la secuencia de movimientos
que se necesitan para encontrar la plataforma de escape.

2) Estrategia taxica: el animal usa pistas o senales visuales proximas
para encontrar la plataforma de escape.

3) Estrategia espacial: el animal encuentra la plataforma usando
informacion acerca de la localizacion espacial de la plataforma de
acuerdo a la configuracion espacial de senales visuales distales
(Carrillo Mora y cols 2009).

Posteriormente se emplearon ratas con dano hipocampal total y
animales sin dano, todos ellos fueron sometidos al LAM. Los resultados
mostraron un cambio en la trayectoria formada por el animal, respecto al
grupo conftrol, concluyendo que el hipocampo es una de las estructuras

relacionadas con la navegacion espacial (Morris y cols 1982).
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Justificacion

Las enfermedades cerebrovasculares son una de las principales
causas de incapacidad y muerte en la poblacion econdmicamente activa
a nivel mundial, son ocasionados por la irrupcion del flujo sanguineo de
alguna arteria que irriga el cerebro, a consecuencia de esto se ha
observado dano en diferentes regiones cerebrales como la corteza
cerebral temporoparietal e hipocampo, el cual se lleva a cabo a fravés
del desencadenamiento de una cascada de eventos que involucran al
estrés oxidativo, nitrosativo y la respuesta inmunoldgica, como principales
causantes de muerte celular por apoptosis y necrosis. De acuerdo al nivel
de dano y muerte neuronal que haya en las regiones afectadas, serd el
deterioro de los aspectos cognitivos y motores, que en ciertas ocasiones
puede llegar a ser irreversible. Estudios han demostrado que existe una
relacion estrecha entre el oxido nitrico y el zinc, teniendo efectos
protectores y citotdxicos afectando los aspectos cognitivos del individuo,
como son el aprendizaje y la memoria. El dxido nitrico libera el zinc de las
metaloproteinas y causa la despolarizaciéon de las neuronas liberando el
zinc contenido en las vesiculas sindpticas. El zinc estabiliza el dimero de las
sintfasas del oxido nitrico constitutivas (NNOS y eNQOS) y previene la

expresion de la NOS inducible.

En el LIQC se ha demostrado que la administracion subaguda de
zinc tiene un efecto protector, disminuyendo el estrés nitrosativo y la
muerte celular posterior a un proceso hipdxico isquémico cerebral en un
modelo de rata. Por lo que, una manera de corroborar si la administracion
subaguda de zinc disminuye el dano celular y previene la muerte neuronal,
es evaluando el aprendizaje y la memoria en la rata después de un evento

hipoxico-isquémico cerebral.
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Hipotesis

La administracion subaguda de zinc previene el dano en el aprendizaje y
la memoria, a través de la disminucion del estrés nitrosativo tras un proceso

hipoxico-isquémico cerebral en rata.
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Objetivos

General
Evaluar el efecto de la administracion subaguda de zinc sobre el dano en
el aprendizaje y la memoria, a tfravés de la disminucion del estrés nitrosativo

tras un proceso hipodxico-isquémico cerebral en rata.

Especificos
1. Determinar si la administracion subaguda de zinc previene el estrés
nitrosativo durante el aprendizaje y la memoria tras un proceso
hipdxico-isquémico cerebral en rata.
2. Evaluar si la administracion subaguda de zinc mejora el aprendizaje y

la memoria tras un proceso hipdxico-isquémico cerebral en rata.
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Diseno de la investigacion

Tipo de estudio

Investigacion aplicada, longitudinal y observacional.
Definicion del universo

Ratas macho cepa Wistar obtenidas del bioterio del CINVESTAV.
Tipo de muestreo

Aleatorio. Todos los elementos de la poblacion tienen Ia misma

posibilidad de ser escogidos.
Tamano de la muestra

Para cada grupo se tendrd una n=5 ratas evaluando las muestras por

triplicado.
Diseno y tipo de muestreo

Probabilistico. Todos los elementos de la poblacion tienen la misma

posibilidad de ser escogidos.
Criterios de seleccion de las unidades de muestreo
Criterios de inclusion

Ratas de la cepa Wistar
Ratas machos
Peso de 190-230g
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Criterios de exclusion

Ratas de otra cepa
Ratas hembra
Ratas enfermas o con algun dano diferente al dano hipdxico-

isquémico
Criterios de eliminacion

Ratas que muestren un cuadro clinico de enfermedad o algun dano

no asociado con el proceso hipdxico-isquémico cerebral.
Definicion del grupo control

Ratas Wistar con proceso de aprendizaje y memoria, sin

administracion de ZnCl2 y con ausencia de dano.
Definicion de las variables y escalas de medicion

Variable independiente: entrenamiento, tiempo y dosis.
Variable dependiente: Tiempos de latencia y determinaciones

bioquimicas (Proteinas totales, nitritos, MDA y 4-HDA vy Zinc).
Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas

Los valores son la media + SEM de determinaciones realizadas por
triplicado. Las pruebas estadisticas fueron de fipo paramétrico y no
paramétrico, los datos de ftipo paramétrico fueron analizados con una
ANOVA seguida con una post-prueba Dunnet, que compara los grupos
experimentales contra el control, y una t de Student no apareada que
compara dos grupos experimentales en un tiempo determinado. Los datos
de tipo no paramétrico fueron analizados por un Kruskal-Wallis seguido de

una post-prueba de comparacion multiple de Dunn’s y por una U de
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Mann-Whitney seguido de una post-prueba de comparaciéon mdultiple de

Dunn’s.
Aspectos bioéticos

Todos los procedimientos siguieron las normas de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana "Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio” de México y aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales. Todos los esfuerzos fueron realizados para

minimizar el sufrimiento de los animales.
Riesgos de la investigacion

No existen riesgos en esta investigacion.
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Diagrama de trabajo
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Figura 8. Diagrama de trabajo Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso
entfre 180-210g de peso corporal, las cuales se dividieron en 4 grupos experimentales: un
grupo control sin tratamiento con una n=5 el cual solo se utilizd para obtener el cerebro vy
realizar las determinaciones bioguimicas en condiciones basales, un grupo que se sometid
a aprendizaje y memoria (n=10), el grupo al cual se le realizd isquemia (n=10), dos grupos
a los cuales se les administré ZnCl2 (n=10 cada grupo) a una dosis de 2.5mg/Kg de peso
corporal durante 4 dias cada 24h via intraperitoneal, a un grupo se le realizé la OACP

durante 10 minutos.

Los 3 grupos fueron sometidos a entrenamiento en el laberinto acudtico de Morris durante
5 dias realizando 4 ensayos por dia, se sacrificaron 5 ratas de cada grupo para la
obtencidén del cerebro, a los animales restantes se les evalud la memoria 7 dias después
del Ultimo dia de aprendizaje, una vez obtenidas todas las muestras se realizaron las

determinaciones bioquimicas de la corteza temporoparietal.
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Metodologia

1)

2)

3)

Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 180-
210g, provenientes del bioterio del CINVESTAV, los animales se
mantuvieron bajo condiciones confroladas, con ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas y temperatura de 22°C, con acceso de agua

y alimento ad libitum.
Administracion de ZnCl.

La administracion de cloruro de zinc (ZnCls) se realizd durante 4 dias
cada 24 horas a una dosis de 2.5mg/kg de peso corporal por via
infraperitoneal. El ZnCly se encuentré a una concentracion de
sSmg/ml de agua destilada, todos los procedimientos se realizaron en
concordancia con las normas del uso y manejo de animales de

experimentacion.
Obliteracion de la arteria carétida primitiva (OACP)

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral a una dosis de
350 mg/kg por via intraperitoneal, se les colocd de frente en una
camilla, con una cdnula en la boca que les permiti® una mejor
respiracion, se rasurd el cuello y limpidé con benzal. Se realizd una
pequena incision, se disectaron los musculos que cubren la arteria
carétida primitiva izquierda, separando el nervio vago. Se colocd
una pinza de presion para arterias (buldog), para bloquear el flujo
sanguineo hacia el cerebro durante 10 minutos, una vez transcurrido

el tiempo se retird la pinza y se restablecio la reperfusion sanguinea.
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4)

Se suturd y se mantuvo a la rata en recuperacion, hasta su completa

incorporacion.
Laberinto acudtico de Morris (Water Maze)

El laberinto acudtico de Morris consta de una tina circular (piscina de
nado) de un didmetro que va entre los 120-200 cm y una altura de
56-75 cm, la plataforma de escape mide 10 cm de didmetro. La tina
se llend con agua (19-22°C), tomando como referencia la
plataforma, un centimetro arriba de esta, el agua se opacd con
didéxido de ftitanio, para asegurar que las ratas no vieran la
plataforma de escape. La piscina de nado se encuentra dividida en
4 cuadrantes Norte (N), Sur (S), Este (E) y Oeste (O), mientras que en
las paredes internas de la tina se colocan dos dibujos, los cuales

sirven de orientacion y ubicacion de la plataforma.

Se redlizaron 4 ensayos por dia, uno en cada cuadrante, las ratas
tenian 60 segundos (s) para enconfrar la plataforma (tiempo de
latencia), una vez que la encontraron y se ubicaron en ellg, se les
dejo sobre la plataforma 30 s, posteriormente fueron retiradas de la
plataforma y se esperaron 30 segundos para iniciar el ensayo en el
siguiente cuadrante, siguiendo el orden de N, O, Sy E durante 5 dias

consecutivos (Figura 8.).

Siete dias después del Ultimo ensayo de aprendizaje se evalud la
memoria, para esto se realizd un solo ensayo durante 60 s desde el
cuadrante mds lejano a la posicion de la plataforma, contabilizando
el nUmero de veces que la rata pasd por el sitio donde se
encontraba la plataforma de escape, asi como el segundo en el

que lo realizé.
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5)

6)

7)

Extraccion de cerebros

Las ratas fueron sacrificadas por dislocacion cervical de acuerdo al
grupo perteneciente (aprendizaje o memoria en el laberinto

acudtico de Morris).

Los cerebros se disectaron en sus diferentes estructuras (tallo,
cerebelo, nUcleos, corteza cerebral derecha e izquierda), la corteza
a su vez se disectd para obtener la fraccidn temporoparietal, todas
las muestras se almacenaron en tfubos Eppendorf y en

ultracongelaciéon a temperatura de -70°C.
Procesamiento de las muestras

Para procesar las muestras, estas fueron descongeladas,
posteriormente se adiciond 1 mL de PBS 1X (solucion buffer de
fosfatos), primero 500 pyL y con ayuda de un homogeneizador
eléctrico se homogenizo el tejido durante 1 minuto o hasta que no se
observardn partes del tejido, agregando los 500 pL restantes,
posteriormente se centrifugaron a 12500 rom a 4°C durante 30
minutos. Una vez hecho esto se procedid a separar el sobrenadante
del botdn en ofro tubo Eppendorf, cuidando de no tocar el
sobrenadante para evitar calentarlo. Los sobrenadantes se

almacenaron a 4°C hasta las determinaciones.
Determinaciones Bioquimicas
Cuantificacion de proteinas totales (Sedmak y Grossberg1977)

El anidn del colorante Coomassie reacciona electrostdticamente
con el grupo NHz* de las proteinas, la unidon del anién a la proteina

causa un cambio en la absorcidon del colorante de 465-620nm. Las
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proteinas totales fueron cuantificadas por el método de Sedmak vy
Grossberg. Las proteinas se cuantificaron en 1ulL del sobrenadante
contenido en 499uL de agua y 500uL del reactivo de color (azul de
Coomassie 0.06). EI producto de reaccion fue leido en un
espectrofotbmetro  (Biorad Smartspect 3000) a 620nm. La
concenfracion de proteinas fue determinada interpolando la
densidad optica de las muestras en la curva estdndar de albUmina
de suero bovino (1-10 ug), la cual fue determinada paralelamente

en cada ensayo.

e Cuantificaciéon de nitritos por el Método de Griess (Chao y cols 1992;
Griess 1879)

Este método se basa en la reaccion del analito en medio dcido para
formar una sal de diazonio que acoplada a aminas aromdaticas
produce un colorante azo (Diazotizacion de Griess). Esta reaccion de

color es monitoreada faciimente por medio de espectrofotometria.

La produccidon de oxido nitrico fue estimada a través del contenido
del i6n nitrito (NO2) en los sobrenadantes de cerebro ufilizando el
meétodo de Griess. El reactivo de Griess se compone de volumenes
iguales de dihidrocloruro de n-1naftiletilendiamino al 0.1% disuelto en
agua destilada y sulfanilamida al 1.32% disuelto en dcido acético
glacial al 60%. La reaccion fue leida en un espectrofotometro (Biorad
SmartSpect 3000) a 540 nm. La concentracion de (NO2) se determind
interpolando la densidad optica de las muestras en una curva
estdndar de NaNO; (0.5 a 10 puM), la cual se determind

paralelomente en cada ensayo.




Ana Karina Aguilar Peralta Tesis de licenciatura

Cuantificacion de malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-
HDA) (Gerard-Monnier y cols 1998)

Los niveles de MDA y 4-HDA se cuantificaron por el método de
Gerard-Monnier. Este ensayo se basa en la reaccion entre N-metil-2-
fenilindol con MDA y los 4-HDA a 45°C, una molécula de MDA o de 4-
HDA reaccionan con dos moléculas de N-metfil-2-fenilindol
proporcionando un cromoéforo estable que absorbe a 586 nm. El
empleo de esta longitud de onda y de la temperatura de
incubacion (45°C) minimiza las interferencias presentes en ofros
métodos para determinar aldehidos derivados del proceso de

peroxidacion lipidica.

Para cuantificar lipoperoxidacion en las muestras se tomaron 100ulL
del sobrenadante del cerebro, se le adicionaron 650 pyL de la
solucion 1 (compuesta de N-metil-2-fenilindol a una concentraciéon
de 10.3 Mm en acetonitrilo y metanol), 100 uL de agua destilada, 150
uL de dacido metanosulfénico, las muestras se homogenizaron y se
incubaron por una hora a 45°C en bano maria, después de la
incubacioén se centrifugaron a 3000 rpm, por 15 minutos y se leyo el
sobrenadante en un espectrofotometro (Biorad SmartSpect 3000) a
586 nm. La concenfracion de MDA y 4-HDA fue determinada
interpolando la densidad Optica de las muestras en la curva patrén
de MDA, 1,1,3,3-tetrametoxipropano (0.5 a 5 uM), la cual fue

determinada paralelamente en cada ensayo.
Determinacion de Zinc (Johnson y cols 1977)

Los niveles de zinc fueron cuantificados por el método de Johnson.
Este ensayo se basa primero en la utilizacidn de una concentracion

Sptima de clorhidrato de guanidina para causar la liberacion de zinc
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de las proteinas, seguido de la formaciéon de un enmascaramiento a
través del complejo del zinc liberado con el cianuro. El complejo de
cianuro-zinc es desenmascarado con hidrato de cloral, seguido de
una reaccion colorimétrica entre el zinc y el 4-(2-pyridylazo)
resorcinol. Este complejo con zinc tiene una absorcidon maxima a 497
nm. Para cuantificar zinc en las muestras se tomaron 100 yL de
sobrenadante de la muestra, mas 100 yL de agua desionizada, 1T ml
de guanidina, 100 yL de pyridylazo resorcinol, 50 uL de hidrato de
cloral, una vez que se colocaron lo reactivos se mezclaron y se
esperd 5 minutos. Posteriormente, se leyd la muestra a 497 nm en el

espectrofotdmetro.
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Control de calidad

El control de calidad metodologico y experimental se llevd a cabo
mediante monitoreos previos a la realizacion de cada una de las partes
gue componen el experimento, para lo cual se verificd que ninguna de las
variables como el horario de evaluacion, la temperatura, el nivel y la
opacidad del agua durante la evaluacion del LAM. Las muestras fueron
extraidas lo mas rdpido posible, colocadas en PBS frio y almacenadas a -
70°C hasta el momento de su uso. Con ayuda de las curvas de calibracion
de las cuales se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.999,
asegurando con esto la lineadlidad de los datos de cada una de las
muestras, la exactitud y precision del pipeteo. Se aseguré que todos los
reactivos a emplear se encontraran en O6ptimos valores de pH,
concentracién de acuerdo a lo requerido para cada reactivo, para lo
cual los reactivos fueron preparados un dia antes de la realizacion del
experimento, asi como asegurar que todo el material a emplear durante el
experimento se encontrard perfectamente limpio vy liore de contaminantes
qgue pudieran interferir en la determinacion de los metabolitos de interés.
Para la determinacion de cada metabolito se siguieron pasos metddicos y
de esta forma asegurar que todas las muestras se manejaran de la misma
forma, las muestras fueron preparadas por triplicado y de esta manera
disminuir el error en cada muestra, disminuyendo las alteraciones que
pudieron haber en las muestras al momento de la obtencidon de los

resultados.
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Medidas de seguridad

En la realizacion de este trabajo se llevaron a cabo todas las medidas de
seguridad establecidas por el Laboratorio de Investigaciones Quimico
Clinicas (LIQC).

Recursos humanos

En este trabajo se formd un alumno capaz de responder a las demandas

del sector salud y de investigacion.
Recursos materiales

El Bioterio del CINVESTAV- IPN aportd los animales de experimentacion, el
Laboratorio de Neurofarmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas
aportd el Laberinto Acudtico de Morris (LAM) y el LIQC de la misma
facultad aportd los equipos y reactivos para las determinaciones

bioguimicas empleadas para la realizacion de este frabajo.
Recursos financieros

Este proyecto es financiado por los proyectos de investigacion de la

Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado de la BUAP.
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Resultados

Para evaluar el efecto de la administracion subaguda de ZnCls
(2.5mg/kg de peso cada 24h durante 4 dias) sobre el aprendizaje y la
memoria tras un proceso hipoxico-isquémico cerebral en rata, los animales
fueron sometidos a entrenamiento en el laberinto acudtico de Morris,
obteniendo los siguientes resultados:

Los resultados de la figura 9. muestran el desempeno de los animales
de experimentacion en el laberinto acudtico de Morris para los grupos:
Conftrol Aprendizaje/Memoria, el grupo al que sdlo se le realizd la isquemia,
los grupos que recibieron la administracion subaguda de ZnCl2 y el grupo al
cual se le readlizd la obliteracidn de la arteria cardtida primitiva vy
posteriormente fueron sometidos al enfrenamiento. En la grafica se observa
que no hay diferencias significativas en el tiempo de latencia para
encontrar la plataforma de escape, durante todos los dias de
entrenamiento para cada grupo. Mientras que en la evaluacion de la
memoria se encuentran diferencias significativas para el grupo de isquemia

respecto al grupo conftrol.
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Laberinto acuatico de morris
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Figura 9. Evaluacién del aprendizaje y la memoria en el laberinto acudtico de Morris para
los 4 grupos: Control Aprendizaje/Memoria, isquemia, administracion subaguda de ZnCl2 y
administraciéon subaguda de ZnCl: + obliteracion de la arteria carétida primitiva. Analizado
por una prueba para datos no paramétricos, U de Mann-Whitney test, con una P > 0.05
comparando a los grupos experimentales contra el grupo control. Cada punto representa

el promedio de 10 ratas por grupo en cada dia del entrenamiento.

Los resultados de la figura 10. muestran el desempeno de los
animales de experimentacion en el laberinto acudtico de Morris para los
grupos: Control Aprendizaje/Memoria y el grupo al que sélo se le realizd la
isquemia, en la grdfica se observa que no hay diferencias significativas en
el tiempo de latencia para encontrar la plataforma de escape, durante
todos los dias de entrenamiento para cada grupo. En la evaluacion de la
memoria 7 dias depues de la evaluacion del aprendizaje, se observa un
incremento en el tiempo de latencia para ubicar la zona donde se
encontfraba la plataforma el cual tiene diferencias significativas respecto al

grupo control con un incremento del 2753 + 139%.
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Figura 10. Evaluacion del aprendizaje y la memoria en el laberinto acudtico de Morris para
los grupos: Control Aprendizaje/Memoria e isquemia. *Analizado por una prueba para
datos no paramétricos, U Mann-Whitney test, con una P < 0.05 comparando al grupo
experimental contra el grupo control. Cada punto representa el promedio de 10 ratas por

grupo en cada dia del entrenamiento.

Los resultados de la figura 11. muestran el desempeno de los
animales de experimentacion en el laberinto acudtico de Morris para los
grupos: Control Aprendizaje/Memoria y el grupo que solo recibid la
administracion subaguda de ZnCly, en la grdfica se observa que no hay
diferencias significativas en el tiempo de latencia para encontrar la
plataforma de escape, hasta el dia 5 en el cual se observa un incremento
en el tiempo de latencia al encontfrar la plataforma en el grupo que
recibio solamente la administraciéon de ZnCl», el cual no es significativo. En
la evaluacidon de la memoria 7 dias despues de la evaluacion del
aprendizaje, se observa que no hay diferencias significativas en elos
tiempos de latencia para ubicar la zona donde se enconfraba la

plataforma de escape.
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Figura 11. Evaluacion del aprendizaje y la memoria en el laberinto acuatico de Morris para
los grupos: Control Aprendizaje/Memoria y administracion de ZnCl.. Analizado por una
prueba para datos no paramétricos, U Mann-Whitney test, con una P < 0.05 comparando
al grupo experimental contra el grupo control. Cada punto representa el promedio de 10

ratas por grupo en cada dia del entfrenamiento.

Los resultados de la figura 12. muestran el desempeno de los
animales de experimentacion en el laberinto acudtico de Morris para los
grupos: Isquemia y el grupo que recibid la administracion subaguda de
InCly y posteriormente se le realizd la OACP, en la grdfica se observa que
hay una tendencia a incrementar los tiempos de latencia para encontrar
la plataforma en el grupo Zn 96h Isquemia, la cual no es estadisticamente
significativa. En la evaluacion de la memoria 7 dias despues de la
evaluacion del aprendizaje, se observa que hay un buen proceso de
recuperacion de la informacién en el grupo Zn 96h Isquemia, a diferencia
del grupo isquemico en el cual se observa un incremento en los tiempos de
latencia para ubicar la zona en la que se encontraba la plataforma,

aunqgue la diferencia no sea estadisticamente significativa.
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Figura 12. Evaluacion del aprendizaje y la memoria en el laberinto acuatico de Morris para
los grupos: Isquemia y administracion de InCl. + obliteracion de la arteria carétida
primitiva. Analizado por una prueba para datos no paramétricos, U Mann-Whitney test,
con una P < 0.05 comparando al grupo experimental contra el grupo control. Cada punto

representa el promedio de 10 ratas por grupo en cada dia del entfrenamiento.

Los resultados de la figura 13. muestran el desempeno de los
animales de experimentacion en el laberinto acudtico de Morris para los
grupos: Administracion subaguda de ZnCl2 y administracion subaguda de
InCl2 y OACP, en la grdafica se observa que no hay diferencias significativas
en los tiempos de latencia durante el proceso de aprendizaje. En la
evaluacion de la memoria 7 dias despues de la evaluacion del
aprendizaje, se observa que no hay diferencias significativas en el proceso
de recuperacion de la informacion al ubicar la zona en la que se

enconfraba la plataforma de escape, para ambos grupos.
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Figura 13. Evaluacion del aprendizaje y la memoria en el laberinto acuatico de Morris para
los grupos: Administracion de ZnCl: y administracion de ZnCl: + obliteracion de la arteria
cardtida primitiva. Analizado por una prueba para datos no paramétricos, U Mann-
Whitney test, con una P < 0.05 comparando al grupo experimental contra el grupo control.
Cada punto representa el promedio de 10 ratas por grupo en cada dia del

entrenamiento.

Los resultados de la figura 14. muestran el desempeno de los
animales de experimentacion en el laberinto acudtico de Morris en el
ultimo ensayo de cada dia para todos los grupos: Control
Aprendizaje/Memoria, el grupo al que sdélo se le realizd la isquemia, los
grupos que recibieron la administracion subaguda de ZnCl; y el grupo al
cual se le readlizd la obliteracidn de la arteria cardtida primitiva vy
posteriormente fueron sometidos al entrenamiento. a) se observa una
tendencia a la disminucion de las latencias de escape conforme la
evaluacion avanza respecto al dia 1 en el grupo Control Ap/Mem. b) se
observa una uniformidad en las latencias de escape a lo largo de la
evaluacion de aprendizaje respecto al dia 1, mientras que en la memoria

se observa un incremento en el tiempo de escape en el grupo Isquemia c)
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se observa una uniformidad en las latencias de escape a lo largo de la
evaluacion de aprendizaje respecto al dia 1 en el grupo Zn 96h Ap/Mem.
d) se muestra una tendencia a disminuir la latencia de escape pero solo en

el dia 2 el cual es estadisticamente significativo respecto al dia 1.
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Figura 14. Tiempo de latencia del Gltimo ensayo en cada dia de la evaluacion de aprendizaje,
asi como la latencia para localizar el cuadrante SE (cuadrante donde se encontraba la
plataforma de escape) en la evaluacién de la memoria (un ensayo 7 dias del Gltimo dia de
aprendizaje). * Analizado por ANOVA de una via para datos no paramétricos, Kruskal-Wallis test
y un post-test Dunns con una P 0.01- 0.05 comparando todos los datos. Las barras muestran el
promedio + SEM de 5 ratas.

Los resultados de la figura 15. muestran el desempeno de los
animales de experimentacion en el laberinto acudtico de Morris en la
evaluacion de la memoria 7 dias después del Ultimo ensayo de aprendizaje
para los grupos: Control Aprendizaje/Memoria, el grupo al que sélo se le

realizd la isquemia, los grupos que recibieron Ia administracion subaguda
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de ZnCly y el grupo al cual se le realizd la obliteracion de la arteria cardtida
primitiva y posteriormente fueron sometidos al entrenamiento. a) se
muestra la latencia de los roedores en cada grupo para encontrar el
cuadrante donde se encontraba la plataforma (SE). Se encuentra que hay
diferencias entre los grupos experimentales isquemia respecto al control
con un incremento del 2753 + 139%. b) se muestra el promedio de veces
correctas que el roedor paso por el cuadrante donde se encontraba la
plataforma. En el cual no se observan diferencias enfre los grupos

experimentales.
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Figura 15. Evaluacion de la memoria 7 dias después del Gltimo ensayo de aprendizaje en
el que se registra la latencia de llegada y el nUmero de aciertos al cuadrante donde se
encontraba la plataforma de escape. *Analizado por una prueba para datos no
paramétricos, U Mann-Whitney test, con una P < 0.05 comparando al grupo experimental
contra el grupo control. Cada punto representa el promedio de 10 ratas por grupo en

cada dia del entrenamiento.

Los resultados de la figura 16. muestran los niveles de nitritos
determinados en la corteza temporoparietal izquierda de los grupos:
Control Aprendizaje/Memoria, el grupo al que sdlo se le realizd la isquemia,
los grupos que recibieron la administracion subaguda de ZnCl, y el grupo all
cual se le readlizd la obliteracidon de la arteria cardtida primitiva vy
posteriormente fueron sometidos al entrenamiento. a) se muestran los

niveles de nitritos normalizados contra el control sin tratamiento en las
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muestras de los grupos que fueron sometidos a aprendizaje, en los cuales
no se observan diferencias significativas. b) se muestran los niveles de
nitritos normalizados en las muestras de los grupos que fueron sometidos a
aprendizaje y memoria, en los cuales no se observan diferencias
significativas entre el grupo Zn 96h respecto al grupo control, se observan
cambios significativos del grupo Zn 96h isq respecto al grupo control con
una disminucion del 59.5 + 8.3%, se observan cambios significativos del
grupo Zn 96h isq respecto al grupo Zn 96h con una disminucion de 64.4
9.4%.
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Figura 14. Determinacién de nitritos por el método de Griess. Analizado por ANOVA de una
via para datos paramétricos y un post-test Dunnet con una P > 0.05 comparando todos los
grupos. ¢+ Analizado por ANOVA de una via para datos paramétricos y un post-test
Dunnet con una P 0.001- 0.01 comparando todos los grupos. Las barras muestran el

promedio = SEM.

Los resultados de la figura 17. muestran los niveles de MDA y 4-HDA
determinados en la corteza temporoparietal izquierda de los grupos:
Conftrol Aprendizaje/Memoria, los grupos que recibieron la administracion
subaguda de ZnCly y el grupo al cual se le realizé la obliteracion de la
arteria  cardtida primitiva  y posteriormente fueron sometidos al
enfrenamiento. a) se muestran los niveles de MDA y 4-HDA normalizados
contra el conftrol sin fratamiento en las muestras de los grupos que fueron

sometidos a aprendizaje, en el cual se observan diferencias significativas
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del grupo Zn 96h isq respecto al grupo Isquemia con una disminucion del
50.2 + 32.6%. b) se muestran los niveles de MDA y 4-HDA normalizados en las
muestras de los grupos que fueron sometidos a aprendizaje y memoria, en
el cual se observan cambios significativos en el grupo isquemia respecto al
grupo control con un incremento del 71.4 + 5.5 %, de igual manera hay
diferencias del grupo Zn 96h respecto al grupo control con un incremento
del 37.8 + 5.5%, se encuentran diferencias en el grupo Zn Isq respecto al
contfrol con una disminucion de 20.36 + 5.5%, cuando se readliza la
comparacién entfre los grupos que recibieron la isquemia se observan
diferencias significativas del grupo Zn 96h Isq respecto al grupo Isquemia
con una disminucion del 51 = 9.4% y finalmente se observan diferencias
significativas del grupo Zn 96h Isq respecto al grupo Zn 96h con una
disminucion del 17.48 + 13.6%.
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Figura 17. Determinacién de MDA y 4-HDA por el método de Gerard Monier. Analizado por
ANOVA de una via para datos paramétricos y un post-test Dunnet con una P>0.05
comparando todos los grupos. * Anadlizado por ANOVA de una via para datos
paramétricos y un post-test Dunnet con una P 0.01- 0.05 comparando todos los grupos.
e+ ¢ Analizado por ANOVA de una via para datos paramétricos y un post-test Dunnet con

una P 0.001- 0.01 comparando todos los grupos. Las barras muestran el promedio + SEM.

Los resultados de la figura 18. muestran los niveles de Zn?*
determinados en la corteza temporoparietal izquierda de los grupos:
Conftrol Aprendizaje/Memoria, los grupos que recibieron la administracion

subaguda de ZnCly y el grupo al cual se le realizé la obliteracion de la
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arteria  cardtida primitiva  y posteriormente fueron sometidos al
entfrenamiento. a) se muestran los niveles de Zn?* normalizados contra el
conftrol sin tratamiento en las muestras de los grupos que fueron sometidos
a aprendizaje, en los cuales se observan diferencias entre el grupo Zn 96h
respecto al grupo control con un incremento de 59.8 + 13.7%, en el grupo
de In 96h se encuentran diferencias significativas respecto al grupo
isquemia con un incremento de 78.2 + 15.3% y se encuentran diferencias
del grupo Zn 96h Isq respecto al grupo Zn 96h con una disminucion del 63.3
*+ 17%. b) se muestran los niveles de Zn?* normalizados contra el control sin
tratamiento en las muestras de los grupos que fueron sometidos a
aprendizaje y memoria, en los cuales se observan diferencias entre el
grupo Zn 96h respecto al grupo confrol con un incremento de 214.1 *
15.6%, en el grupo de Zn 96h se encuenfran diferencias significativas
respecto al grupo isquemia con un incremento de 162 + 7.1% y se
encuentran diferencias del grupo Zn 96h Isq respecto al grupo Zn 96h con

una disminucion de 115 + 60.3%.
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Figura 18. Determinacion de Zn2* por el método de Johnson. ¢ Analizado por ANOVA de
una via para datos paramétricos y un post-test Dunnet con una P 0.01-0.05 comparando
todos los grupos. ¢+ Analizado por ANOVA de una via para datos paramétricos y un post-
test Dunnet con una P 0.001- 0.01 comparando todos los grupos. e Analizado por
ANOVA de una via para datos paramétricos y un post-test Dunnet con una P <

0.001comparando todos los grupos. Las barras muestran el promedio + SEM.
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Discusion de resultados

Los resultados de este frabajo muestran que la administracion
subaguda de zinc previene la pérdida de la memoria y estrés nitrosativo
causada por la OACP, como se observa en el grupo que recibid sélo la
isguemia. En las cuantificaciones de los metabolitos se encontrdé que la
administracion subaguda de zinc causd la acumulacidon del metal en la
corteza temporoparietal en ratas que sélo fueron tratadas con zinc, en el

tiempo en el que se realizd prueba final de aprendizaje y la memoria.

El aprendizaje y la memoria son aspectos cognitivos estudiados a o
largo de muchos en los cuadles se encuenfran involucrados diversos
mecanismos, los cuales estdn regulados desde distintos puntos e influyen
diversas moléculas las cuales son esenciales para que se lleve a cabo. El
zinc es un metal involucrado en el aprendizaje y la memoria, diversos
estudios han relacionado la deficiencia de zinc con dificultad en el
proceso de adquisicidon y recuperacion de informacion cuando el animall

de experimentacion es sometido a una tarea (Piechal y cols 2011).

En el grupo control se observd que conforme avanza el
entrenamiento los animales cambian la ruta de llegada hacia la
plataforma de escape, o que se ve reflejado en la disminucion en los
tiempos de latencia, dicho de otra forma el aprendizaje se logra por la
experiencia y se perfecciona con la prdactica (Oyuela, y cols 2004). En
cuanto a la memoria se obtuvieron valores muy parecidos a los registrados
el Ultimo dia del enfrenamiento, Io que nos da un indicio de que los
animales guardaron, recuerdan y estdn recuperando la informacion que se

les presentd durante el enfrenamiento (Stuchlik 2014).
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En el grupo al cual se le readlizd la isquemia y posteriormente fue
sometido al enfrenamiento, no se observan cambios significativos en los
tiempos de latencia registrados respecto al grupo control, lo cual podria
ser debido a que en una fase temprana posterior al dano isquémico el
sistema no se ve alterado, mientras que en la fase tardia al tiempo en que
se realiza la evaluacion de la memoria hay un incrementd en los tiempos
de latencia, lo cual nos da un indicativo de dano en la fase tardia posterior
al proceso isquémico, el cual impide una correcta recuperacion de la

informacion.

En el grupo que recibid sélo la administracion de zinc, no se observan
variaciones en el periodo del entrenamiento y en la evaluacion de la
memoria, el comportamiento del grupo es muy similar al obtenido por el
grupo control, en diversos estudios se ha demostrado que una larga
exposicion al zinc o en altas concentraciones causa muerte celular y
puede causar un déficit en el aprendizaje y la memoria (Moazedi,
Valizadeh y Parham 2008; Grabrucker y cols 2011).

La administracion subaguda de zinc mostrd tener un efecto protector
sobre el aprendizaje y la memoria, en un modelo de tfrauma, donde la
suplementacion de zinc en la dieta o por via parental redujo la depresion
asociada a un dano cerebral fraumdatico y mejord la funcidn cognitiva,
especialmente el aprendizaje y memoria. Sin embargo, en este estudio
observamos que la administracion subaguda de zinc causd un incremento
de zinc, con un ligero decremento de lipoperoxidacidn en comparacion
con el grupo isquémico, pero mayor cuando se compara cuando se
realizd la isquemia, esto pudiera ser debido a que la excesiva liberacidon de
zinc libre, parficularmente en el hipocampo, 1o que se ha asociado con
dano celular. Por lo que, la administracion de zinc debe ser considerado

para no rebasar la concentracién de zinc [Morris v Levenson 2013]. Sin
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embargo, el zinc ha mostrado tener un efecto precondicionante como lo
hace en un precondicionamiento isquémico, causando una resistencia y
tolerancia para responder ante un dano mayor [Aras 2011; Thompson
2012]. Ademas, la suplementacion de zinc resultd en un desarrollo motor en
infantes [Bhatnagar y Taneja 2001]. Este efecto ocurre a través de la
inducciéon mediada de ERK o p38 MAPK de HSP70 que juega un papel
importante  al  inhibir la  activacion  caspasa-3  durante el

precondicionamiento de zinc [Lee y cols 2015].

En cuanto a los metabolitos estudiados, se observa que hay una
disminucion en los niveles de nitritos en los grupos de aprendizaje y
memoria, que recibieron Ila administracion subaguda de ZInCly vy
posteriormente la OACP, se ha demostrado que el zinc tiene un efecto
inhibidor sobre Ia expresidon de INOS a fravés de la inhibicion de A20 que
inhibe IKKB, y asi la activacion de NFkB (Cortese-Krotft y cols 2014), siendo
iINOS asociado al dano neuronal después de una hipoxia [Li y cols 2004].
Oftros estudios han mostrado que la suplementacion de la combinacion de
nutrientes tales como metionina, taurina, zinc, acido ascoérbico y glicina
disminuyen la latencia de escape, incrementando la actividad de SOD,
NOS y los niveles de NO en el hipocampo [Fan y cols 2009]. Por ofro lado, el
zinc estabiliza a la nNOS [Hemmens y cols 2000], que ha sido implicada en
la modulacion de las funciones fisioldgicas tales como aprendizaje, y la
memoria [Piechal y cols 2011; Bhatnagar y Taneja 2001; Joshi y cols 2012],
también estd involucrado en un gran nUmero de enfermedades [Zhou y
Zhu 2009]. El 6xido nitrico derivado de la nNOS estd asociado con la
plasticidad neuronal cuando se somete a roedores en un medio ambiente

enriquecido, mejorando el aprendizaje y memoria.

La administracion subaguda de zinc ha mostrado que disminuye la

lipoperoxidacion causada por la OACP (Blanco-Alvarez y cols 2013), como
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ha sido sugerido en este trabagjo, el efecto protector de la administracion
de zinc ocurre al disminuir el estrés nitrosativo y la muerte celular,
previniendo asi la pérdida de la memoria.

Se encontré un incremento en la acumulacion de zinc en la corteza
cerebral en el grupo que sélo recibid la administracion de ZnCly, respecto a
los demdas grupos. Diversos estudios relacionan al zinc en el proceso de
aprendizaje y memoria, en los que su deficiencia o exceso provoca cierto
déficit cognitivo (Yang y cols 2013). Sin embargo, cuando la
suplementaciéon del metal es a una dosis adecuada se mejoran los
procesos de consolidacion de la informacion (aprendizaje) y la
recuperacion de la misma (memoria). Se sugiere que el zinc participa en el
mecanismo de LTP (Siegel y cols 2006; Takeda y Tamano 2014; Sensi y cols
2011), en la neurogenesis a través de la regulacion del ciclo celular
(Levenson y Morris 2011), incrementando la expresion de factores de
crecimiento (Adamo y Oteiza 2010; Blanco Alvarez 2013 tesis de maestria) y
disminuyendo la muerte celular (Adamo y Oteiza 2010; Matsushita y cols
1996).
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Conclusion

La administracion subaguda de zinc previene la pérdida de la
memoria causado por un evento hipdxico-isquémico cerebral, a fravés de

la disminucion del estrés nitrosativo.
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Perspectivas

e Readlizar el entrenamiento en el laberinto acudtico de Morris por un
periodo de tiempo mas prolongado.

e Redlizar las determinaciones de los metabolitos en fiempos
intermedios del entrenamiento, para evaluar cémo cambian a lo
largo del proceso de aprendizaje y en la memoria.

e Readlizar cortes histoldgicos del hipocampo y observar si hay cambios
en la arquitectura celular a lo largo del proceso de aprendizaje y en
la memoria.

e Redlizar la cuantificacién de otros metales y determinar el efecto
que el zinc tiene sobre ellos.

e Redlizar la cuantificacidon de otros marcadores de dano y de
neuroproteccion en el cerebro que se encuentren relacionados al

proceso Isquémico cerebral y al efecto protector del zinc.
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Apéndice

Técnica Cuantificacion de proteinas por el método de Coomassie:

Reactivo de Coomassie

e Preparar 210 mL de solucidn de acido perclorico del 70% al 3%

Pesar 0.12 g de Coomassie blue G-250, disolver a agitacion

constante en la solucidon de dcido perclorico al 3%

e Filtrar la solucion.

e leer en el espectro a 465 nm utilizando como blanco un poco de
solucién de dcido percldérica al 3%, ajustando una absorbencia de
1.3 a 1.5 (agregando mdas solucién de acido perclorico al 3% o mdas
de Coomassie blue G-250)

e El reactivo de Coomassie se debe mantener protegido de la luz,

colocdndolo en un frasco dmbar.

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

se mide en el espectrofotdmetro a 620nm

i H20 Destilada | Coomassie Blue G-
[] UM Stock Albumina pl

pL 250uL
Blanco 0 500 500
1.0 1.0 499 500
25 2.5 497.5 500
5.0 5.0 495 500
10.0 10.0 490 500

*una vez que se ha agregado el reactivo de Coomassie la reaccion es
estable por 15 minutos, por lo que es recomendable que las muestras sean

leidas lo mds pronto posible.
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Mvuestras:
o 498uL de agua destilada
o 2uL de muestra

o 500uL de reactivo de Coomassie

Técnica de Método de Griess:
Stock de nitritos
1. Solucién TmM de nitrito de sodio (NaNO>)
En un eppendorf pesar 0.069g de NaNO2 diluirlos en TmL de agua
destilada, mezclar perfectamente.
2. Solucién TuM de nitrito de sodio (NaNO>)
En un eppendorf colocar 999uL de agua destilada, con una micro
pipeta medir TyL de la solucidbn TmMM de NaNO2 y mezclar
perfectamente.
Reactivo de Griess (Solucién A + Solucién B)
e Solucién A
Pesar 1.32g de sulfanilamida
Medir 60mL de acido acético glacial
Medir 39mL de agua destilada
Mezclar perfectamente, almacenar en un frasco color dmbar y
almacenar a 4°C.
Volumen final: 100mL
e SoluciénB
Pesar 0.1g de N-1-naftil-etilendiamina
Medir 100mL de agua destilada
Mezclar perfectamente, almacenar en un frasco color dmbar vy
almacenar a 4°C.

Volumen final: 100mL
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*Las soluciones se mezclan en el momento en que se readlizaran las
determinaciones, evitando que el Reactivo de Griess enfre en contacto
con laluz.

*El reactivo de Griess se prepara en proporcion 1:1 de solucion A y de

solucioén B.

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

se mide en el espectrofotdmetro a 540nm.

Curva de calibracion

(] uM Stock H20 Destilada | Reac. Griess | H20 Destilada
NaNO2 L ML ML ML
Blanco 0 100 100 800
1.0 1.0 99 100 800
25 2.5 97.5 100 800
5.0 5.0 95 100 800
10.0 10.0 90 100 800

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

encuentren sucios.

Muestras:
o 100uL de muestra
o 100uL de Reactivo de Griess
o 800uL de agua destilada

Técnica de Gerard Monnier:
Stock de 1,1,3,3-tetrametoxipropano

1. Solucién 10uM de 1,1,3,3-tetrametoxipropano
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2,

En un eppendorf disolver 1.65uL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano en
ImL de agua destilada, mezclar perfectamente.

Solucién 0.1uM de 1,1,3,3-tetrametoxipropano

En un tubo falcén diluir la solucidn 10uM  de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano tomando 50uL y llevarlo a un volumen de 5mL,

mezclar perfectamente.

Solucién de N-metil-2-fenil-indol (Solucién 1)

Pesar 38mg de N-metil-2-fenil-indol.

Disolver el N-metfil-2-fenil-indol en 18mL de acetonitriio, mezclar
perfectamente.

Al momento de emplear la solucion debe adicionarse é6mL de

metanol, alcanzdndose un volumen final de 24mL.

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

se cierran los tubos con un poco de parafim, incubar a 45°C durante una

hora, en caso de que los tubos tengan mucho sobrenadante se centrifuga

15 minutos a 3000rpm y se mide en el espectrofotdbmetro a 586nm.

] Stock de 1,1,3,3- Ac.

Solucion | 3 H20
[1uM tetrametoxipropano | Metanosulfonico
ML Destilada pL

ML ML
Blanco 650 0 150 200
0.5 650 5 150 195
1.0 650 10 150 190
25 650 25 150 175
5.0 650 50 150 150
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Muestra:
o 650 uL de solucion |
o 200 uL de muestra

o 150 yL de dc. Metanosulféonico

Técnica de Jonhson:

e Stock de Zinc: Disolver 1g de o6xido de zinc en ImL de agua
desionizada, a partir de esta solucidon preparar varias diluciones hasta

obtener una solucién a una concentracion de 0.1 ug/mlL.

e Guanidina 6M: Disolver 6M de guanidina en 1L de TRIZMA BASE 0.2M,

el cual contiene 0.15% de NaCN y 0.35% de dcido ascorbico.

e 4-(2-pyridylazo) resorcinol: Disolver 1g de 4-(2-pyridylazo) resorcinol
en un litro de agua desionizada. Proteger de la luz y mantener

almacenado en refrigeracion.

e Hidrato de cloral: Disolver 600g de hidrato de cloral en un litfro de

agua desionizada.
*Todos los reactivos se preparan con agua desionizada.
*Preparar la guanidina éM en el mismo dia de la determinacion.
* Utilizar tubos que hayan sido desionizados.

Una vez que se colocaron todos los reactivos y se agitaron, se espera 5
min. Leyendo posteriormente la curva de calibracion a 497nm en el

espectrofotébmetro. La cual se realiza de la siguiente manera:
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[1Mg H20 Stock de | Guanidina | Pyridylazo | Hidrato de
Desionizada Zinc uL 6M pL resorcinol cloral yL
ML ML
Blanco 200.0 0 1000 100 50
0.5 199.5 0.5 1000 100 50
1.0 199.0 1.0 1000 100 50
25 197.5 2.5 1000 100 50
5.0 195.0 5.0 1000 100 50
10.0 190.0 10.0 1000 100 50
Muestra:

o 100 pL de agua desionizada

o 100 uL de muestra

o 1000 yL de guanidina é6M

o 100 uL de pyridylazo resorcinol

o 50 uL de hidrato de cloral




