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RESUMEN

El traumatismo craneoencefalico (TCE) es un gran problema de salud publica que
necesita ser estudiado, principalmente, debido a las consecuencias que se generan
en los pacientes que sufrieron algun tipo de trauma. Para su estudio, se ha descrito
que el TCE induce dos tipos de dafio: primario y el secundario; y la perpetuacién a
largo plazo de los procesos fisiopatologicos del dafo secundario, tiene

consecuencias deletéreas para la funcion neuronal y la supervivencia neuronal.

En literatura previa, mediante datos conductuales mostramos que existe una
variacion diurna en el dafo ocasionado por un TCE; encontramos una menor
susceptibilidad al dafio en ratas sometidas a un TCE de similar magnitud durante la
noche en comparacion con ratas traumatizadas durante el dia. Sin embargo, aun
necesitamos dilucidar si la variacioén diurna fisiologica en el microambiente cerebral

influye en el dafio instaurado y, si esta acompafiada de efectos neuroprotectores.

En este trabajo, en un modelo de TCE en rata, evaluamos los efectos inducidos por
el trauma en dos puntos de tiempo diferentes del ciclo luz — oscuridad. Valoramos
las respuestas de comportamiento mediante una escala neuroconductual de 21
puntos, la prueba de cilindro y de caminata en barra y encontramos que las ratas
que fueron sometidas al trauma durante las horas de oscuridad presentaron un
mejor comportamiento conductual que las que tuvieron el trauma durante las horas
de luz. Después, evaluamos el dafio histopatolégico en diferentes regiones del
sistema nervioso central mediante tres diferentes tinciones y observamos que las
ratas con un menor dafio morfolégico en la zona perilesional (corteza cerebral), y
en ciertas areas del hipocampo (CA1 y giro dentado) resultaron menos propensas
a sufrir dafios que otras (CA2/3), en ratas que fueron sometidas a la lesion cerebral
durante las horas de oscuridad. Finalmente, al analizar la respuesta de la microglia
y de los astrocitos, encontramos que la microglia mostré diferencias en su

ramificacion en los grupos Sham, pero no en los grupos con TCE, describimos
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diferencias histopatologicas que se asociaron en el hipocampo con una menor
cantidad de IL-13 en los grupos con trauma inducido durante la noche.

Nuestros resultados sugieren que la variacion diurna es un determinante crucial en
el prondstico posterior a un traumatismo craneoencefalico y por lo tanto deberia ser
considerada para futuras investigaciones, en donde se considere el momento del

dia en que ocurre la lesién.
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ABSTRACT

Traumatic brain injury is a great public health problem that needs to be studied,
mainly due to the consequences of patients who suffer some type of trauma. It has
been described that a TBI induces two types of brain damage: primary and
secondary. The long-term perpetuation of the pathophysiological processes of
secondary damage has deleterious consequences for neuronal function, survival

and the organism’s functionality.

Previous literature has described the influence that biological rhythms have on the
occurrence of certain diseases. In fact, previously in our laboratory, using behavioral
data, we found a diurnal variation in the damage caused by TBI with a lower
susceptibility to damage in rats subjected to trauma during the night compared to
rats subjected during the day. However, we still need to elucidate whether the
physiological diurnal variation in the brain microenvironment influences the

established damage and if neuroprotective effects accompany it.

In this work, using a model of traumatic brain injury in a rat, previously established
in our laboratory, we evaluated the effects induced by trauma at two different points
of time of the light—dark cycle. We evaluated behavioral responses using a 21-point
neurobehavioral scale, the cylinder test, and the beam walking test. We found that
rats subjected to trauma during the dark hours had a better behavioral performance
than those injured during the light hours. Then, histopathological damage was
evaluated in different regions of the central nervous system using three different
stains. We observed that rat with less morphological damage in the perilesional zone
(cerebral cortex) and specific areas of the hippocampus (CA1 and dentate gyrus)
were less prone to damage than others (CA2/3) in rats that were subjected to brain
injury during the dark hours. Finally, we analyzed the response of microglia and
astrocytes. We found that microglia showed differences in branching in the Sham

groups but not in the TBI groups. In the hippocampus, we described

13



histopathological differences that were associated with a lower amount of IL-1 in
the rats with TBI induction at night.

Our results suggest that diurnal variation is a crucial determinant in the outcome

after a TBI. The time of day when an injury occurs should be considered for future

research.
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Life s fragile, to be hurt is part of the game.

k%

Thousands of years later, trauma s just as inevitable: coping with this reality is one of our chores.

ek %

But then, injury has also helped to shape life itself, by eliminating the unfit. It has left imprint in our tissues,
even in our cells, i the form of bult-in, life savings reactions, ready to be triggered at an instant’s notice. And
mynriads of wounds have become stepping stones to one of man’s greatest creations — the art of healing.

Guido Majno
The Healing Hand (1975)
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1.  INTRODUCCION

La palabra trauma, de acuerdo con el diccionario de la lengua espafiola, proviene
del griego Tpalua, que significa “herida” (Real Academia Espanola, s. f.-a), por lo
que fraumatismo es “una lesion de los 6rganos o los tejidos por acciones mecanicas
externas”, es decir el resultado de un trauma (Real Academia Espanola, s. f.-b). El
trauma ha sido uno de los mas grandes y complejos problemas al que el ser humano
se ha enfrentado y que lo ha acompafado desde sus mas remaotos origenes en este
planeta (Diaz de Ledn Ponce et al., 2016). De hecho, es tan complejo y multicausal
que en la actualidad la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) lo considera una
epidemia desatendida, principalmente en los paises en desarrollo (OMS | Los
traumatismos, s. f.). Por ejemplo, un estudio reciente del grupo “Global Burden of
Diseases, Injuries, and Risk Factors” (GBD) encontr6 que en 204 paises, los
accidentes de transito (la principal causa de lesiones) ocupaban el séptimo lugar
entre las primeras causas de muerte en todas las edades. Sin embargo, para los
grupos de edad de 10 — 24 y de 25 — 49 afos, estos accidentes de transito desde
1990 y hasta el 2019 ocupan la primera causa de mortalidad (Vos et al., 2020).

En México, durante el afio 2018, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) report6 que las agresiones y accidentes (en los que la principal causa fueron
los accidentes de transito), ocuparon en ambos sexos, el 5° y 7° lugar de las
principales causas de muerte respectivamente; y para los grupos de edad de 15 —
24 y de 25 — 34 afios, las agresiones ocuparon la primera causa y los accidentes la
seguda causa de mortalidad (INEGI, 2019). Finalmente, uno de los principales tipos
de trauma que llegan a presentarse es el traumatismo craneoencefalico (TCE), el
cual no sélo ocasiona el menoscabo de la salud y eventual discapacidad de las
personas, sino que también representa una carga para los sistemas de salud y las
economias debido a la pérdida de productividad y a los altos costos de atencién
(James et al., 2019).
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2. TRAUMATISMO CRANEOENCEFALICO

2.1 Definicién y clasificacion

El TCE se define como toda alteracion de la funcion cerebral u otra evidencia de
patologia cerebral, causada por una fuerza externa (Menon et al., 2010), ademas,
dependiendo de si existe o no fractura del craneo puede ser clasificado clinicamente
como de impacto cerrado (no penetrante) o abierto (penetrante) (Capizzi et al.,
2020). De acuerdo con el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC, por sus siglas en inglés) de Estados Unidos, un TCE puede ser ocasionado
por un impacto directo al craneo, por mecanismo de golpe-contragolpe, o por una
herida penetrante (Ej.: arma de fuego) (Faul et al., 2010).

Por otro lado, también en clinica es muy comun que se clasifique a partir de la
puntuacion obtenida con la Escala de Coma de Glasgow (ECG) que evalua y asigna
un puntaje especifico a tres aspectos, la respuesta ocular (1—4 pts.), la respuesta
verbal (1-5 pts.) y la respuesta motora (1-6 pts.) que sumados resultan en una
calificacion maxima de 15 hasta una minima de 3. De acuerdo con este puntaje y a
otras caracteristicas clinicas, el TCE se puede dividir en leve, moderado y grave
(ver tabla 1) (Pavlovic et al., 2019; Sussman et al., 2018).

Tabla 1. Clasificacion clinica del TCE segun la Escala de Coma de Glasgow (ECG)

Leve Moderado Grave
Estructura cerebral en imagen Normal Normal o anormal  Normal o anormal
Pérdida de conciencia (duracion) 0 — 30 min 30min—24 h >24 h
f:jl:ﬁ;i(i::’:’:]r; del estado mental <24 h >24h > 24 h
Amnesia pos-trauma (duracion) <1dia 1-7 dias > 7 dias
Puntaje en ECG 13-15* 9-12* <9*

Clasificaciéon presentada por el US Department of Veterans Affairs y el US Department of Defense concussion or
mild TBI working group. Un paciente que cumple con los criterios en mas de una categoria se clasifica en el nivel de
gravedad mas alto y los pacientes con hallazgos anormales en TAC y/o MRI atribuidos al TCE se clasifican como de mayor
gravedad. *Mejor puntaje alcanzado en las primeras 24 horas después del trauma.
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2.2 Epidemiologia

ElI TCE constituye uno de los principales problemas de salud publica en nuestro pais
y a nivel mundial. Por ejemplo, en México, el ultimo reporte del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) realizado hace mas de 10 afios, estimé una
tasa de mortalidad por TCE en 38.8 por cada 100 mil habitantes, con una relacion
hombre:mujer de 3:1 y una afectacion mayor en el grupo de 15 a 45 afios, en el cual
la causa mas comun de trauma fueron los accidentes de transito que representaron
aproximadamente un 75% de los casos, afectando mas a los jévenes menores de
25 anos, motociclistas y personas que manejaban en estado de ebriedad (SINAVE,
2008).

Un estudio realizado a nivel mundial durante el 2016 determiné una media de
incidencia de 27,082,033 de casos nuevos de TCE (Figura 1A) y una prevalencia
de 55 millones de casos. En relacion al sexo y al grupo etareo, se puede observar
mayoritariamente en hombres y en ellos se observan tres principales picos de
incidencia, entre los 0—10 afios, a los 20-30 afios y después de los 60 afios (Figuras
1B y C). Para nuestro pais, este grupo de investigacion determind una incidencia

de 341 669 nuevos casos y una prevalencia de 658 215 casos (James et al., 2019).

El problema de la gran incidencia y particularmente en estos grupos jovenes son las
consecuencias a largo plazo que genera el TCE. Por ejemplo, una revision
sistematica de 49 estudios concluyd que entre las personas con una “lesién cerebral
adquirida” solo el 40.7% regres6 a su actividad laboral después de un afo y el 40.8%
hasta dos anos después (van Velzen et al., 2009). Por otro lado, un trabajo que
analizo la esperanza de vida de dos cohortes (n = 12,481) de sobrevivientes a TCE’s
de moderados a graves concluy6 que ésta es menor que en la poblacién general y
depende de la edad, el sexo y la gravedad de la discapacidad (J. C. Brooks et al.,
2015). También, se ha reportado que existe una alta probabilidad de que personas
con antecedentes de un TCE, presentan un mayor riesgo de desarrollar
enfermedades neurodegenerativas (Cruz-Haces et al., 2017, p.; Graham & Sharp,

2019). Finalmente, en nuestro pais es poca la informacién que se ha recabado
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respecto a las alteraciones a largo plazo; sin embargo, se ha llegado a calcular en

aproximadamente unos 20 mil casos de discapacitados al afio (Ontiveros et al.,
2014).

A Incidence of Traumatic Brain Injury
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Figura 1. Incidencia anual mundial de TCE por regiones de la OMS; A), e incidencia por
sexo en grupos de edad para TCE leve (B) y moderado y grave (C). Tomado y modificado de:

Dewan et al., 2019 y James et al., 2019.
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2.3 Fisiopatologia

Los mecanismos fisiopatoldgicos que se activan posterior a un TCE son complejos,
tienden a superponerse en el tiempo y la mayoria de ellos se encuentran
estrechamente interconectados a pesar de que la literatura los ha llegado a dividir.
Sin embargo, para su estudio y con base en modelos de isquemia cerebral y debido
entre otras cosas a la gran similitud entre vias que se activan en ambas patologias
(Bramlett & Dietrich, 2004; Leker & Shohami, 2002), se han propuesto dos

principales tipos de dafio, el dafio primario y el dafio secundario.

2.3.1 Dano primario

Es el daino irreversible ocasionado al momento del impacto, es decir por el
intercambio de energia de una fuerza externa con el craneo que pueden producir
deformacion del tejido nervioso y alterar el funcionamiento normal del cerebro
danando neuronas, axones dendritas, glia, vasos sanguineos (Mckee & Daneshvar,
2015) y por lo tanto comprometiendo la integridad y el funcionamiento de la barrera
hematoencefélica (BHE). La magnitud del dafio primario esta determinada por la
naturaleza de la lesion, la intensidad, la direccion y la duracion de las fuerzas
externas que generaran un patrén determinado y una extension del dafio (Maas
et al., 2008) (Figura 2). Se han descrito dos tipos de lesiones primarias: lesiones

focales y difusas.

Lesion focal. Como consecuencia de las laceraciones, las fuerzas de compresion y
conmocién cerebral, el TCE cerrado y el penetrante presentan dafo focal con
evidencia de fractura de craneo y contusion localizada en el nucleo del sitio de la
lesion. El area necrética de las células neuronales y gliales se concentra en el sitio
del golpe con un suministro de sangre comprometido, lo que provoca la aparicién
de hematomas, hemorragias epidurales, subdurales e intracerebrales en las capas
confinadas del cerebro (Ng & Lee, 2019).

Lesion difusa. A diferencia de la lesion focal, el mecanismo principal de la lesion
cerebral difusa son las fuerzas de desaceleracion y aceleracion rapidas, sin contacto
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directo, que causan lesiones por corte y estiramiento en el tejido nervioso. Las
fuertes fuerzas de tension dafian los axones neuronales, los oligodendrocitos y la
vasculatura, lo que provoca edema cerebral y dafo cerebral isquémico. La
caracteristica distintiva de lesion difusa es el dafio extenso de los axones o dafo
axonal difuso (DAD) predominantemente en el tejido subcortical y de la materia
blanca profunda, en el tallo encefalico y el cuerpo calloso, lo que implica un deterioro

del transporte axonal y la degradacion del citoesqueleto axonal (Ng & Lee, 2019).

@ATP ¥UDP
@ 9 ROS @Glutamate
Normal mTBI
Skull
Meningeal
D macrophage . 00
Arachnoid mater Blood vessels <
G v
Subarachnoid Fluid leakage,
© ROS meningeal @ >
O cell death G Neutrophils
0. °
4 ) ? '+ ) ») (¢ ) 9 -, )
») \¥ )\ & NN < — = ° ﬁP
Glial limitans ~ Astrocyte ATPo v @
——— Jellyfish microglia

Microglial process
extension to the glial limitans

Cortical v ’ ‘ >
neuron ) A Necrotic
) %A neuron

: B . ‘7' - . -.I A . Y
A_EL.DA (LAt L m:\\\s Q.g: X

Figura 2. Representacion esquematica de la fisiopatologia del daino primario del TCE.

Comparacion de la anatomia cerebral en las meninges y en la corteza cerebral antes y después
de un TCE focal. (A) Analisis histopatolégico mediante microscopia confical (x20) de la
superficie de la corteza cerebral antes (B) y 8 horas después de un TCE (D). Las células
muertas fueron marcadas de manera transcraneal con yoduro de propidio, los nucleos

celulares son azules. Tomado y modificado de Corps et al., 2015.
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Aunque el DAD se presenta en mas del 70% de los casos de TCE, algunos estudios
han demostrado que la coexistencia de ambos tipos de lesiones primarias es comun

en pacientes que sufrieron un TCE de moderado a grave (Skandsen et al., 2010).

2.3.2 Dano secundario

Este dafio se refiere a todos los mecanismos fisiopatoldgicos moleculares y
celulares retardados y reversibles que pueden evolucionar en cascada y expandirse
a partir del sitio de la lesién primaria. Estos pueden presentarse de horas hasta
anos, lo que resulta en un mayor dafo a la sustancias gris y blanca, y por lo tanto
este tipo de dafio es el principal responsable del desarrollo de diversas alteraciones
neurologicas (Loane & Faden, 2010). A nivel ceular, el dafio secundario esta
mediado por vias que incluyen, pero no se limitan a: 1) crisis metabdlica, 2)
excitotoxicidad, 3) estrés oxidativo y 4) neuroinflamacién (Rosenfeld et al., 2012)

(Figura 3).

Crisis metabdlica. El daio primario se acompafia de procesos de isquemia e hipoxia
y en estas condiciones la produccion de energia se vuelve dependiende de la
glucolisis anaerodbica, proceso de produccion energética poco eficiente que
condiciona la dismunicion de los niveles de ATP durante los primeros minutos pos
trauma (G. A. Brooks & Martin, 2015). Esta dismunicion del ATP altera el transporte
de iones a través de la membrana, principalmente por el fallo de la bomba sodio-
potasio ATPasa, lo que lleva a la acumulacién de Na* intracelular y debido al efecto
osmotico de este ion, edematiza la célula (edema citotdxico). Por otro lado, la
acumulacion de de K* extracelular y disminucion del K* intracelular llevan a un
potencial de membrana en reposo menos negativo, generando su despolarizacion
lo que lleva a la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje e induciendo
la liberacion de neurotransmisores (Cheng et al., 2012).
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Excitotoxicidad. La excitotoxicidad es definida como el proceso en el cual las
neuronas son dafiadas como resultado de la sobre estimulacion de receptores
excitadores como el preferente al N-metil-d-aspartato (NMDA) y al a-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidénico (AMPA), aunque aparentemente en estos
ultimos depende de la edicion post-traduccional del acido ribonucleico mensajero
(ARNm) que el receptor pueda o no ser permeable al Ca?* (Wright & Vissel, 2012).
Estos son canales iénicos activados por ligando que de manera fisiolégica permiten
el flujo de Na*, K* y Ca?* al unirse el glutamato, ocasionando la despolarizacion de
la membrana de las neuronas (Kaur & Sharma, 2018). Derivado de un TCE, la
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Figura 3. Representacion esquematica de la fisiopatologia del dafio secundario del TCE.
La lesion mecanica primaria al SNC puede causar alteracion de la membrana celular, ruptura
vascular y dafio de la barrera hematoencefalica, seguido de reacciones secundarias que
implican desequilibrio idnico, liberaciéon de aminoacidos excitatorios, sobrecarga de Ca®* y
disfuncién mitocondrial, culminando en vias de muerte celular. Tomado y traducido de Rosenfeld
etal., 2012.
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ruptura neuronal y la falla metabdlica generan una inmensa despolarizacion
neuronal lo que incrementa considerablemente los niveles extracelulares de
glutamato, ocasionando un gran influjo de Na* y Ca?* a la célula, lo que finalmente
lleva a la activacion de mecanismos de dafo celular derivados de los niveles
excesivos de Ca?* (Ng & Lee, 2019; Nilsson et al., 1990; Palmer et al., 1993).

Estrés oxidativo. Es descrito como el desbalance entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno y la capacidad del organismo de neutralizarlos a través de los
mecanismos antioxidantes. El dafio por excitotoxicidad y la deplecién de
antioxidantes enddgenos provocan una excesiva cantidad de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y nitrdgeno (ERN) que son los responsables de la oxidacién de
proteinas, dano al acido desoxirribonucleico (ADN), peroxidacién vascular y celular
(ej., peroxidacion lipidica de la membrana) y la inhibicion de la cadena de transporte
de electrones mitocondrial (Cornelius et al., 2013; Kaur & Sharma, 2018). Estos
mecanismos son capaces de desencadenar procesos inflamatorios, muerte celular

instantanea y procesos iniciales o tardios de apoptosis.

Neuroinflamacion. La respuesta inmune que se caracteriza por activarse en el
sistema nervioso central (SNC) posterior a un TCE es considerada como de tipo
estéril, ya que posterior al trauma se liberan los denominados patrones moleculares
asociados a dafno (DAMP’s por sus siglas en inglés) los cuales son detectados
inicalmente por las células del sistema inmune innato como la microglia (Corps
etal.,, 2015). Esto continla con una cascada inflamatoria, primeramente de
senalizacion local que incluye a neuronas, astrocitos y que posteriormente se vuelve
sistémica al reclutar células del sistema inmune periférico como neurtroéfilos,
macréfagos perivasculares, etc., y eventualmente linfocitos T y B (Jassam et al.,
2017).

2.3.3 Respuestas celulares al TCE
Astrocitos. Estas células tradicionalmente han sido consideradas como de soporte

a las neuronas debido a que de forma fisiologica, les proveen nutrientes, remueven
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productos finales del metabolismo al ser el puente entre los vasos sanguineos y las
neuronas, promueven la homeostasis de diferentes iones como el K*, el Cl- o el
Ca?*, y finalmente, a través de sus prolongaciones astrocitarias forman parte de la
BHE (Abbott etal.,, 2006; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Asimismo, son
responsables de expresar una gran variedad de receptores tanto de citocinas como
de reconocimiento de patrones (PRR’s) que al ser expuestos a estimulos
inflamatorios son capaces de regular a la alza una gran cantidad de citocinas,
quimiocinas y diversos factores tanto pro como antiinflamatorios (Sofroniew, 2014),
generando un estado que se define como “reactividad astrocitica” o “astrogliosis”
(Escartin et al., 2021).

Como respuesta ante un dafo, los astrocitos responden presentando cambios en
su morfologia, un aumento en la expresién de proteinas de filamentos intermedios,
proteina acida fibrilar glial (GFAP), nestina y vimentina, un aumento de la
proliferacion y secrecion de mediadores inflamatorios y de factores de crecimiento
(Karve etal.,, 2016). Estos astrocitos reactivos, adquieren una morfologia
hipertréfica, que implica la extension de sus procesos y aumento de sus somas
celulares (Sofroniew & Vinters, 2010). En el TCE, estas respuestas astrocitarias se
activan a la par de los procesos de dafio secundario, por ejemplo, ante el aumento
de la excitotoxicidad, los astrocitos adquieren un papel importante en la recaptura
del glutamato, previniendo su acumulacién excesiva en el espacio sinaptico (Y.
Chen & Swanson, 2003).

Otra caracteristica de la astrogliosis es la formacion de la “cicatriz glial”, que actua
como una barrera fisica, al estar constituida en gran parte por astrocitos reactivos y
proliferativos, junto con microglia, células endoteliales, fibroblastos y matriz
extracelular. Es conocido que en respuesta al dafio o inflamacién del tejido nervioso,
los astrocitos forman bordes cicatriciales que rodean y encapsulan el tejido dafiado
e inflamado del tejido nervioso adyacente potencialmente viable (Burda et al., 2016;
Karve et al., 2016; Susarla et al., 2014).
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Desde una perspectiva muy general, la funcidén de la respuesta astrocitaria al dafio
ha sido definida tanto en el contexto de la neurodegeneracion (dafio) como de la
neuroproteccion (reparacion) (Karve et al., 2016). Esto, debido a que los astrocitos
reactivos al producir citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias, metaloproteinasas
que degradan la matriz extracelular, ocasionan una mayor disrupcion de la BHE,
contribuyen a la muerte celular, a la pérdida del tejido neuronal, y a anormalidades
estructurales y metabdlicas que en ultima instancia conducen a la disfuncidn
neurolégica (Carpentier et al., 2005; H. J. Kim etal.,, 2005). Sin embargo, los
astrocitos también son capaces de producir diversos factores para promover la
reparacion posterior a un dafio en el SNC por un TCE, como son procesos de
neurogénesis, sinaptogénesis, plasticidad sinaptica y reparacién de la BHE (J. Kim
et al., 2010; Madathil et al., 2013; Zhou et al., 2020).

Aunque controversial, se sabe que estas respuestas son completamente
necesarias, como quedé demostrado en un estudio de un modelo de TCE moderado
en ratones en los que la completa elimiacién de astrocitos reactivos proliferativos
dié como resultado una mayor inflamacion y degeneracioén neuronal, confirmando el

papel esencial de éstos en la preservacion del tejido nervioso (Myer, 2006).

Microglia. Son las células fagociticas mononucleares residentes del SNC vy
representan de un 5-20% del total de la poblacién glial (Lawson et al., 1990). Su
densidad varia dependiendo de las diferentes regiones cerebrales, por ejemplo, en
el cuerpo calloso llega a ser un 5%, pero en la sustancia nigra llegan a tener una
densidad de hasta el 12% (Lawson et al., 1990; Savchenko et al., 2000; Tremblay
etal., 2011).

Aunque fue considerada por mucho tiempo como una célula con una actividad
“estatica” dentro de la fisiologia normal del SNC, hoy se sabe que tiene un papel
esencial en el desarrollo y madurez del cerebro a través de la denominada “poda
sinaptica” y de la produccion de factores neurotroficos (Kierdorf & Prinz, 2017; Wu
et al., 2015). Por otro lado, diversos trabajos han documentado que para mantener
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la homeostasis del SNC, la microglia regula las sinapsis dependiendo de la actividad
neuronal a través de la interaccion simultanea con las neuronas y los astrocitos
(Kettenmann et al., 2013; Tremblay et al., 2011). Finalmente, la microglia presenta
una funcion altamente dinamica al sensar continuamente su microambiente
mediante la expresibn de una gran cantidad de receptores membranales
(Nimmerjahn et al., 2005). Esto le permite detectar activamente cualquier DAMP
proveniente principalmente de las neuronas, por lo que es la responsable de iniciar
la respuesta inmune innata, por ejemplo, por enfermedades neurodegenerativas o
por dafos agudos directos, como el evento vascular cerebral (EVC) o el TCE (Brown
& Neher, 2014; Butovsky et al., 2017; Wolf et al., 2017).

El analisis de la respuesta de la microglia en el TCE es extenso y complejo, pero
puede resumirse en que toda vez que la microglia detecta un estimulo de dafio, ésta
responde sintetizando un amplio espectro de quimiocinas y citocinas pro y anti-
inflamatorias, entre otros mediadores de la inflamacion, asi como mediante la
expresion de una amplia gama de marcadores de superficie (Figura 4) (Franco &
Fernandez-Suarez, 2015).

De hecho, inicialmente para su estudio y dependiendo de la expresion de un cierto
perfil de activacion, la microglia se habia dividido en el perfil M1 (activacién clasica),
principalmente pro-inflamatorio con produccion de citocinas como interleucina (IL)
18 (IL-1B), IL-6, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), ERO, metaloproteinasas,
oxido nitrico (ON), expresion de receptores de superficie como CD16, CD32 y en
general se describia como un perfil que conducia al dafio neuronal y a la disfuncion
cerebral (Jassam et al., 2017; Lyu et al., 2020). Por otro lado, el perfil M2 (activaciéon
alterna), se caracterizaba por eliminar los debris celulares a través de la fagocitosis,
liberar factores neurotroficos y resolver la inflamacion, por lo que se le describia
como un perfil benéfico para la funcion cerebral (Lyu et al., 2020) y se subdividia en
M2a, M2b y M2c con un papel principalmente anti-inflamatorio (Franco &
Fernandez-Suarez, 2015; Orihuela et al., 2016). Sin embargo, cabe resaltar que en
la actualidad, esta clasificacion M1/M2 se reconoce cada vez mas como una
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simplificacion excesiva (Lyu et al.,

2020) debido a que no refleja la verdadera

diversidad de funciones de esta célula, sobretodo en enfermedades complejas

como el TCE. De hecho, la microglia dentro del mismo tejido cerebral lesionado
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Figura 4. Funciones de la microglia después de una lesion cerebral. La microglia se activa
rdpidamente cuando el microambiente cambia después de una lesion cerebral y desempefa
diversas funciones en la reparacion del cerebro. Una vez activada, puede fagocitar proteinas mal
plegadas y eliminar restos celulares y células apoptéticas mediante la activacion de receptores
de membrana especificos. La microglia anti-inflamatoria secreta citocinas/quimiocinas
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neurogeénesis, angiogénesis y regeneracion de axones. Ademas, los procesos microgliales hacen
contacto directo con las sinapsis neuronales y pueden modular rapidamente la neuroplasticidad

y la funcién neuronal. Abreviaciones: Arg1, arginasa 1; BDNF, factor neurotréfico derivado de cerebro; NPC, células

precursoras neuronales; TLR, receptores tipoo toll; TREM, receptor expresado en células mieloides; TAM, Tyro3, Axl y
Mer; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; PDGF-BB, factor de crecimiento derivado de plaquetas. Tomado,

modificado y traducido de Lyu et al., 2020.
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puede existir en diferentes estados funcionales definidos por la expresion de
adherencia, maduracion, efectores y moléculas quimioatrayentes, entre otros
(Jassam et al., 2017; Ransohoff, 2016).

Toda vez que el cerebro sufre una lesion, la microglia realiza una rapida activacion
y un cambio fenotipico caracteristico, ejerciendo una funcién, al igual que el
astrocito, como “arma de doble filo” en el dafio cerebral y los procesos de reparacion
(Simon et al., 2017). Las diferencias de edad y sexo influyen significativamente en
la funcidn de la microglia tanto en condiciones fisiologicas como patoldgicas, y una
variedad de moduladores tienen la capacidad de regular la polarizacion del fenotipo

de la microglia.

Dentro de estos cambios fenotipicos, una de las caracteristicas mas destacables de
la microglia en comparacién con los macrofagos residentes de otros érganos, es su
morfologia. Histéricamente, era descrita como una célula “ramificada” con soma
pequefio y presencia de finos procesos celulares o ramificaciones. Esta tipica
apariencia se habia asociado a un estado de reposo. Por otro lado, procesos
patolégicos como infeccidn, trauma, isquemia, enfermedades neurodegenerativas,
o alteracion de la actividad neuronal, es decir cualquier perturbacion o pérdida de la
homeostasis cerebral que indica un peligro real o potencial para el SNC, puede
provocar cambios rapidos y profundos en la forma celular microglial, expresion
génica y en el comportamiento funcional que se define habitualmente como
microglia activada; fenotipicamente la complejidad de los procesos celulares se
reduce y la microglia adquiere una apariencia descrita generalmente como

“ameboide” (Kettenmann et al., 2011).

2.4 Neuroproteccion

La complejidad de la fisiopatologia del TCE ha generado que sea muy dificil
encontrar un tratamiento unico y especifico, sin embargo, todos los esfuerzos
terapéuticos estan enfocados a la preservacion del tejido nervioso después del

trauma. A esto se le ha denominado como “neuroproteccion” la cual podemos definir
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como “el empleo de cualquier modalidad terapéutica que previene, retarda,
recupera y posiblemente regenere el sistema nervioso, sus células, su estructura y
su funcion” (Vajda, 2002; Estrada-Rojo et al., 2012). De acuerdo con esta definicién
podriamos considerar que tanto el uso de farmacos, como el empleo de estrategias
terapéuticas aplicadas (exdégenas) a un paciente con TCE serian un tipo de
neuroproteccion; de hecho esta bien establecido experimentalmente que una
variedad de manipulaciones no farmacoldgicas pueden proporcionar
neuroproteccion, como el ejercicio, la restriccion calorica y ciertos tipos de actividad
mental o enriquecimiento ambiental (Faden & Stoica, 2007).

Diversos autores han considerado que al mismo tiempo que se generan estos
mecanismos de dafio, el propio organismo activa procesos que intentan mantener
la integridad y funcionalidad del cerebro, y se ha propuesto que diversos estimulos
no farmacoldgicos, como el ejercicio (Chin et al., 2015) o la restriccion caldrica (Y.
Liu etal., 2017) funcionan como estresores ambientales que activan factores
neuroprotectores dentro del organismo (como el BDNF o proteinas de shock
térmico) (Faden & Stoica, 2007) y por lo tanto estos procesos también pueden ser
considerados como mecanismos de neuroproteccion “endogenos” (Dirnagl et al.,
2003; Jain, 2019; Leker & Shohami, 2002).

2.5 Neuroproteccion endégena

Podriamos definir a este tipo de neuroproteccién como la serie de mecanismos
celulares y moleculares que se activan de forma enddgena posterior a una lesion
del tejido nervioso como el TCE y que tienen como finalidad contrarrestar los

eventos nocivos que conducen a la muerte neuronal (Rodriguez et al., 2021).

Dentro de esta serie de mecanismos, las células que tienen un papel esencial en la
activacion de estos procesos de neuroproteccion son los astrocitos y la microgia, al
ser los encargadaos de activar procesos que intentan contrarresar las vias
fisiopatoldgicas como el dafio por excitotoxicidad. Por ejemplo, los astrocitos al
intentar recapturar el exceso de glutamato (Karve et al., 2016) o la microglia al
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sintetizar citocinas y quimiocinas anti-inflamatorias ante el aumento en el
microambiente de estimulacion pro-inflamatoria (Loane & Kumar, 2016). De manera
interesante, en nuestro laboratorio, hemos encontrado que la neuroproteccion
endogena en la respuesta al TCE presenta una variacion diurna (Morales-Gomez,
2013; Estrada-Rojo et al., 2018).

3. VARIACION DIURNA

3.1 Ritmos biolégicos y variaciéon diurna

Los ritmos biologicos son propiedades esenciales de casi todos los organismos,
desde las bacterias y hongos, hasta las plantas y los animales (Bhadra et al., 2017).
Estos ritmos son considerados como el resultado de la presion evolutiva y la
seleccion natural que permite a los organismos predecir, preparar y adaptarse a los
cambios ambientales a través de sincronizadores (conocidos como zeitgebers), que
son percibidos por el organismo y que posteriormente generan una respuesta
fisiologica a través de la alteracion de los niveles hormonales, la temperatura

corporal, el metabolismo e inclusive modificacion de procesos cognitivos.

En este sentido los zeitgebers pueden ser la ingesta de comida (Sahar & Sassone-
Corsi, 2012), cambios en la temperatura ambiental (Refinetti, 2015) o en la actividad
fisica (Lewis et al., 2018); sin embargo, el mas importante y mejor estudiado es el
ciclo luz—oscuridad, el cual es detectado por una serie de estructuras
jerarquicamente organizadas en el hipotalamo y que son las responsables de
generar el ritmo circadiano en el organismo (Terzibasi-Tozzini et al., 2017), es decir,

es generado por un oscilador circadiano endégeno (~24 h).

Por otro lado, la variacion diurna o ritmo diurno es descriptivo; se refiere a un patron
observado con una duracion de 24 horas. Este patron puede ser causado por un
marcapasos circadiano endégeno y/o por otros eventos dentro del dia de 24 h, como
patrones de suefo-vigilia, actividad, comidas, contactos sociales, cambios
posturales o exposicion a la luz (Klerman, 2005).
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3.2 Variacion diurna de las enfermedades

Algunos estudios han demostrado que la variacién diurna normal puede contribuir
al desarrollo de la fisiopatologia de una enfermedad y por lo tanto a su presentacion
clinica. Por ejemplo, mientras que un infarto agudo al miocardio puede ser
ocasionado por la pérdida del flujo sanguineo a una porcién especifica del musculo
estriado cardiaco, la variacion diurna en factores que determinan el flujo sanguineo
o la coagulacién podrian modular la hora del dia en que ocurre un infarto (Culié,
2014; Scheer & Shea, 2014).

Algunos estudios con datos epidemioldgicos han demostrado que los eventos
relacionados con enfermedades cardiovasculares, como arritmias (Hayter et al.,
2021), el infarto agudo al miocardio (IAM), muerte cardiaca subita y EVC (Raj et al.,
2015; Thosar et al., 2018) son mas comunes de presentarse durante la mafana.

3.3 Variacion diurna del daifho secundario

Relacionado al inicio de la presentacion de un evento patologico, se puede
mencionar que también la magnitud del dafio que éste pueda ocasionar va a
presentar una variacion diurna. Por ejemplo, un estudio en ratas demostro que la
magnitud del dafo inducido por una lesion isquémica, medida a través del volumen
total del cerebro infartado, fue tres veces mayor en ratas con lesion durante la noche
en comparacion con ratas lesionadas durante el dia (Vinall et al., 2000). Contrario a
esto, otro estudio pero realizado en ratones, demostré que la susceptibilidad a un
EVC isquémico, medido a través del volumen del infarto, grado de edema cerebral,
puntaje neuroldgico y supervivencia neuronal mayor fue encontrado en ratones con
el EVC inducido durante la noche (Beker et al., 2018).

En relacion al dafio secundario ocasionado por un TCE, se ha encontrado que
algunas vias fisiopatologicas presentan un patron de variacion circadiana. Por
ejemplo, en nuestro laboratorio hemos reportado que la expresion del receptor de

NMDA que juega un papel esencial en el dafio por excitotoxicidad, varia a lo largo
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del dia en corteza cerebral de rata, tanto en grupos controles como en aquellos a
los que se les indujo un TCE, siendo esta expresion menor durante las horas de
oscuridad y mayor en las horas de luz. Esto correlaciona directamente con la
gravedad del dano posterior al TCE (Estrada-Rojo et al., 2018).

En otro estudio, también, encontramos variaciones diurnas en la expresion del
receptor a canabinoides CB1 en corteza cerebral de rata; sin embargo, ésta no
parece correlacionarse con el dafio ocasionado por un TCE (Martinez-Vargas et al.,
2013; Morales-Gomez, 2013). Por otro lado, diversos trabajos han revisado y
resaltado las variaciones que el sistema redox del organismo presenta a lo largo del
dia (O'Neill & Feeney, 2014; Wilking etal., 2013) y la importancia del estrés
oxidativo posterior a un TCE (Hiebert et al., 2015).

Finalmente, la inflamacion es un proceso que se ha descrito como fuertemente
influenciado por sefiales diurnas, tanto en condiciones fisioldégicas, como en
respuesta a desafios inflamatorios. Es probable que su regulacién esté optimizada
para proporcionar proteccién en momentos especificos dependiendo de la hora del
dia (Scheiermann et al., 2018). Particularmente en el SNC, un estudio reciente
demostré que la microglia aislada de hipocampo de rata durante la fase de luz,
presento una mayor transcripcion de citocinas pro-inflamatorias en comparacion con
la que fue aislada durante la fase nocturna. También encontraron que la respuesta
inflamatoria posterior a la aplicacion periférica de lipopolisacarido se relacioné

directamente con esta variacion diurna (Fonken et al., 2015).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Experimentos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio en ratas sometidas a
un modelo de TCE en diferentes horas del dia, mostraron un mejor desempefio en
una sola prueba conductual de los sujetos experimentales traumatizados durante la

noche en comparacion con los traumatizados durante el dia.

Este mejor desempeiio cuando el TCE se induce durante la fase nocturna del ciclo
luz—oscuridad, pudiera relacionarse con una mejor preservacion del tejido nervioso
en la zona perilesional al trauma y en una menor extensién del dafio secundario.
Esto también puede asociarse a la variacion diurna de la respuesta inmune que ya
ha sido descrita en otros 6rganos, pero aun falta informacion en el SNC. Por esto,
las células de la microglia y los astrocitos pudieran jugar un papel esencial en la

diferencia en esta respuesta al trauma.

Hasta el momento no existe evidencia de que la variacion diurna pudiera ejercer
una diferencia en la activacion de la respuesta inmune en SNC, lo que a su vez
pudiera asociarse a una menor extension del dafio secundario y esto asociarse con
una mayor neuroproteccion posterior a un TCE durante la fase nocturna del ciclo luz

— oscuridad.

5. HIPOTESIS

Si la relacion dafo/neuroproteccion posterior a un TCE presenta variaciones
diurnas, con una tendencia a la neuroproteccion durante la fase de oscuridad,
entonces las ratas sometidas a un modelo de TCE durante la fase de oscuridad
presentaran un mejor desempefo en pruebas conductuales motoras, una mejor
preservacion histopatoldgica y una menor activacién de la microglia en SNC que

durante la fase de luz.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la variacion diurna en la respuesta conductual motora al TCE se asocia a
una mayor neuroproteccion durante la fase de oscuridad, describiendo y analizando
el dafo celular mediante histopatologia de corteza cerebral e hipocampo, y
mediante la descripcion de la respuesta morfolégica de la microglia.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

En ratas sometidas a un modelo de TCE en dos diferentes horas del ciclo luz

oscuridad [Dia = 13 h; Noche = 01 h], a las 24 y 72 h posteriores al trauma:

1. Evaluar la respuesta conductual motora a través de la aplicacion de
diferentes pruebas neuroconductuales.

2. Describir y analizar el dafio morfolégico en la zona perilesional al dafo
primario del TCE (corteza motora) y en la zona de dafo secundario
(hipocampo) en el lado ipsilateral al trauma.

3. Describir y analizar la respuesta morfoléogica de la microglia y de los
astrocitos en la zona perilesional al dafno primario del TCE (corteza motora).
y en la zona de dafo secundario (hipocampo) en el lado ipsilateral al trauma.

4. Cuantificacion de citocinas proinflamatorias en la zona de dafio secundario
(hipocampo), del lado ipsilateral al trauma.

5. Asociar los hallazgos morfologicos e histopatologicos en corteza motora e
hipocampo, con las pruebas conductuales y la cuantificaciéon de citocinas

proinflamatorias.

35



7. METODOLOGIA

7.1 Sujetos experimentales

En todos los experimentos se utilizaron ratas macho Wistar de 250-300 g
provenientes de la Unidad de Bioterio de la Facultad de Medicina, Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). Los sujetos experimentales fueron alojados
en cajas individuales con alimento y agua ad libitum a una temperatura ambiente de
21+ 2 °C. Se les dio por lo menos 15 dias de ambientacion a las condiciones del
bioterio antes de comenzar los experimentos. Todas las ratas se mantuvieron en un
ciclo de luz-oscuridad 12:12 con luces encendidas a las 08:00 o a las 20:00 h. Las
mediciones de los parametros generales de salud (ingesta de comida y peso
corporal) se realizaron diariamente a la misma hora (12:00 h) antes y después del
TCE. Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo con las
recomendaciones del Comité de Etica y del Comité Interno para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la UNAM
(proyecto: 018/2016; aprobado el 05 de abril del 2016, con adenda el 09 de junio de
2020) y de acuerdo a las regulaciones establecidas por la Norma Oficial Mexicana
(NOM 062-Z00-1999) para las “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

7.2 Diseno experimental

Los sujetos experimentales fueron divididos en dos grupos, al que le denominamos
“‘de Dia” y el grupo denominado “de Noche”. Los experimentos en el grupo de Dia
fueron realizados durante las horas de luz y el TCE fue inducido a las 13:00 h (5 h
después de encender las luces); los experimentos en el grupo de Noche fueron
realizados durante las horas de oscuridad y el TCE fue inducido a las 01:00 h (5 h
después de apagar las luces). Cabe destacar que en el grupo de Noche, tanto el
TCE como las pruebas conductuales fueron realizados en un cuarto oscuro con luz
roja menor a 10 Ix para evitar alteraciones en el ciclo suefio — vigilia (Zhang et al.
2016). Para las pruebas conductuales, las ratas fueron estudiadas 24 y 72 h
posteriores a la induccién del trauma. En ambos grupos de Dia y de Noche, las ratas
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fueron subdivididas en subgrupos Sham (n=10) y TCE (n=10). El subgrupo Sham
fue disefiado para solo recibir anestesia (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama del disefio experimental empleado.

7.3 Modelo de TCE

Los animales fueron sometidos a un TCE, utilizando un modelo tipo “Closed Head
Injury” reportado previamente por nuestro laboratorio (Figura 6) (Estrada-Rojo
etal.,, 2018; Martinez-Vargas etal.,, 2012, 2014). Primeramente las ratas se
anestesiaron dentro de una camara de acrilico (disefiada ex profeso) para anestesia
con gas (25 cm x 11 cm x 10 cm). La concentracion de isoflurano (Sofloran®Vet,
PiSA Agropecuaria, Hgo., México) durante el periodo de induccion fueron de 4.0%
suplementado con Oa. A la pérdida del reflejo de enderezamiento y una disminucién
de la frecuencia respiratoria menor a 50 por minuto, las ratas fueron retiradas de la
camara y se les colocd un cono nasal conectado al mismo suministro de isoflurano
adaptado a un aparato estereotaxico. La concentracion de isoflurano fue reducida a
3.0% para mantener la profundidad anestésica de tolerancia quirurgica. Después,
las cabezas de las ratas fueron desinfectadas con clorexidina y se realizd una
incision en la linea media para exposicion del craneo. Posteriormente, se localizo el
area del trauma con el estereotaxico (Figura 6 E y F) en las coordenadas P=-2y
L = 1.4 (corteza motora primaria [M1], de acuerdo con el “Atlas de Paxinos y Watson
para coordenadas estereotaxicas en cerebro de rata”). Finalmente, la rata se
trasladé al “aparato inductor de trauma” con las mismas condiciones de anestesia.
El TCE se indujo mediante un sistema construido en acero inoxidable y con disefio

sanitario que se opera como un estereotaxico, lo que permite fijar el punto de
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contacto con el craneo de manera precisa (Figura 6G). El contacto se hace por
medio de un piston neumatico, el cual se encuentra conectado a un manémetro y
un compresor que controlan la fuerza con la que el piston impacta el craneo (40
libras/(pulgada)? de presion y 6 mm de profundidad). Después de la induccién del
TCE, se retird el suministro de isoflurano y la rata fue colocada en reclinacion dorsal

en su caja y regresada al bioterio una vez recuperado el reflejo de enderezamiento.
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Figura 6. Modelo de TCE utilizado en el laboratorio. El modelo de caida de peso induce un TCE
en un sélo lado del craneo expuesto. Este modelo se asocia principalmente con una lesion difusa.
(A) Caracteristicas descritas para la induccion del TCE: exposicion de craneo (B), fijacion de la
cabeza (C) y punta roma y rigida de impacto (D). Fotografias representativas de los sujetos
experimentales posicionados en el aparato estereotaxico (E), localizacion del sitio del TCE (F) e
imagen de nuestro dispositivo inductor del trauma (G). Figuras A — D tomadas, traducidas y modificadas
de Bodnar et al.,, 2019. Fotografias D — G, Laboratorio de Neuroendocriologia, cortesia de Alejandro

Hernandez.
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7.4 Evaluacién de la conducta motora

Con el proposito de evaluar nuestro primer objetivo particular y evaluar las
repercusiones del TCE en la conducta motora dependiendo de la hora en que se
indujera el trauma, utilizamos tres pruebas conductuales: una escala

neuroconductual, la prueba de cilindro y la prueba de caminata en barra.

7.4.1 Escala neuroconductual

El déficit motor posterior al TCE fue medido utilizando una escala neurologica y de
comportamiento de 21-puntos previamente descrita (Hunter etal., 2000). Su
aplicacion se realizo 24 h previas al TCE con el fin de obtener el puntaje basal, y 24
0 72 h posteriores al trauma una hora antes de su eutanasia. La prueba evalua los
siguientes parametros, colocacion de patas (4 puntos), reflejos correctos (1),
equilibrio en barra horizontal (3), plataforma inclinada (3), rotacién (2),
alcanzamiento visual de patas delanteras (2), reflejo contralateral (2), motilidad (2)
y condiciones generales (2). El maximo puntaje en ratas sanas esta estandarizado
en 21 pts., y la descripcidon para el puntaje de cada parametro se encuentra en la
Tabla 2. Aunque esta escala fue estandarizada inicialmente para evaluar el efecto
de un modelo de isquemia cerebral, se ha reportado que vias fisiopatologicas
similares estan presentes en ambas formas de dafio cerebral (Leker & Shohami,
2002). Ademas, en trabajos previos de nuestro laboratorio hemos utilizado esta
escala para la valoraciéon del dafio neurologico después del TCE (Estrada-Rojo
et al., 2018; Martinez-Vargas et al., 2012, 2014).

Tabla 2. Descripcion de los parametros de la escala neuroconductual de 21 ptos.

Parametro Puntaje maximo

1. Colocacion de la pata

El animal se coloca sobre el borde de un banco, cada pata la coloca cruzada sobre dicho
borde del banco. Sa jala una de las extremidades y cada que coloca correctamente la 4
pata sobre el borde es 1 punto.

1 pto. - Por cada pata

2. Reflejos correctos 1
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El animal se coloca en posicion supina sobre la palma de la mano, si el animal regresa

espontaneamente a su posicién correcta se le da 1 punto.

3. Prueba de la barra horizontal

Las patas delanteras del animal se colocan sobre una barra, se espera que el animal se
suba a la barra o se cuelgue por 3 segundos:

3 pts. — Si sube ambas extremidades posteriores a la barra

2 pts. — Si sube una sola extremidad posterior a la barra

1 pto. — Si el animal solo se cuelga (minimo 3 segundos)

0 pts. — Si el animal se cae

4. Plataforma inclinada

Se coloca al animal con la cabeza hacia abajo sobre una plataforma inclinada 45°:
3 pts. — Si el animal se rota maximo en 15 seg.

2 pts. — Si le toma rotarse entre 15 y 30 seg.

1 pto. — Si le toma rotarse mas de 30 seg.

0 pts. — Si el animal se cae o permanece con la cabeza hacia abajo

5. Rotacion

El animal se sostiene de la base de la cola y rota en direccion de las manecillas del reloj,
cuando se gira en sentido contrario el animal debe rotar contralateralmente a la direccion
que se le rotd

1 pto. — Por cada lado que rote al contrario

6. Alcanzamiento visual de las patas delanteras
Capacidad del animal para alcanzar un borde con las patas delanteras cuando se
sostiene ligeramente del torso o de la cola

1 pto. — Por cada colocacion exitosa de las patas delanteras sobre el borde

7. Circulacion
1 pto. — No gira en circulos

0 ptos. — Gira en circulos

8. Reflejo contralateraal
1 pto. — Sin reflejo

0 ptos. — Con reflejo

9. Motilidad
2 pts. — Motilidad normal
1 pto. — Balanceo y no fijo

0 pts. — Inmovil

10. Condiciones generales
2 pts. — Normal (buena condicion de pelaje, alerta)
1 pto. — Desalifiado (pelaje sucio, postura encorvada y agresivo)

0 pts. — Delgado, débil y poco tono muscular
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7.4.2 Prueba de cilindro

La recuperacioén funcional generalmente se evalua con pruebas de comportamiento
que miden los déficits funcionales; en este caso, medimos las habilidades motoras
asociadas con el dafo a regiones cerebrales especificas. Varias pruebas de control
motor demuestran la presencia de dafo cerebral, ya sea debido a trauma o
isquemia, en el area sensori-motora de la corteza. La prueba de cilindro es
ampliamente utilizada en ratas y permite la evaluacion de los déficits funcionales en
la actividad de las extremidades anteriores (Livingston-Thomas & Tasker, 2013;
Magno et al., 2019; Roome & Vanderluit, 2015). Para medir la actividad motora
espontanea y la asimetria de las extremidades después del TCE, utilizamos esta
prueba de cilindro como se describié anteriormente (Rodgers etal., 2014). La
evaluacion se realiz6é 24 h antes del TCE para obtener la puntuacion basal, y 24 h
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Figura 7. Prueba de cilindro. Esquema de la prueba de cilindro en la cual se utiliza un
cilindro de acrilico de 15 cm de diametro x 40 cm de alto (A). Fotografias de la prueba
en rata Wistar (B-D). Imagen A tomada, modificada y traducida de Magno et al., 2019; imagen
B, tomada de Livingston-Thomas & Tasker, 2013.
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0 72 h después del trauma, una hora antes de la eutanasia. Se utilizé un cilindro de
acrilico de 15 cm de diametro y una altura de 40 cm. Las ratas se colocaron dentro
del cilindro y se registré durante 2 minutos el numero de veces que la rata coloco la

pata izquierda, la pata derecha, o ambas, en la pared del cilindro (Figura 7).

7.4.3 Prueba de caminata en barra

Con el proposito de evaluar el déficit en la coordinacion y principalmente en la
actividad motora fina en las ratas del grupo de Dia y de Noche y sus respectivos
subgrupos, Sham y TCE se les aplico la prueba de caminata en barra. Esta prueba
la realizamos mediante técnicas adaptadas de trabajos publicados previamente
(Chen et al., 2017; Hausser et al., 2018; Piot-Grosjean et al., 2001), a continuacién
realizamos una breve descripcion. Se utilizé una barra de madera cuadrada de 100
x 2 cm elevada a 40 cm del piso de la mesa mediante soportes también de madera.
En un extremo se ubicé una “caja negra de meta” o caja de escape de 12 x 15 x 26
cm, con una abertura de entrada de 7 x 9 cm (Figura 8). Las ratas se colocaron en
el extremo libre y se entrenaron para atravesar la barra y entrar en el extremo con
la caja de escape durante 4 dias seguidos previos a la lesion. Al finalizar el
entrenamiento se tom6é como basal la medicion de 24 h antes del TCE y se

realizaron tres mediciones 1 h previa a la eutanizacidén a las 24 h y 72 h después

A B

Figura 8. Prueba de caminata en barra. Esquema de la prueba de barra en la cual se coloca
a la rata en el extremo libre y se le entrena para que llegue hasta la caja de escape (A).
Fotografia de la prueba de barra en el extremo con la caja de escape y que fue usada en

nuestro laboratorio (B). Imagen A tomada y modificada de Hausser et al., 2018.
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del trauma. En estas mediciones, el observador registro el tiempo que le tomo al
animal cruzar con las patas delanteras la caja negra de escape y la cantidad de
errores cometidos (como exceder el tiempo maximo de la prueba [60 s], o caerse
de la barra). La rata se colocd en la barra por tres intentos y se utilizaron las
puntuaciones medias diarias para el analisis estadistico.

7.5 Evaluacién histopatolégica y morfolégica

Con el fin de cubrir nuestro segundo objetivo y determinar el dafio tisular y evaluar
la morfologia de las células en respuesta al TCE, el cerebro de las ratas se procesé
mediante fijacion, se obtuvieron cortes a los que se les realizaron tres diferentes
tinciones en donde se evaluo el grado de daio a partir de una clasificacién del dafo
neuronal (Tabla 3). Por otro lado, considerando que la funcion de la microglia y su
funcién inmune estan fuertemente ligados, consideramos que una mayor
ramificacion y una mayor extension se relacionan con una menor activacion, por lo
que una menor ramificacion y una menor extension sin indicativos de una mayor

activacion (Fernandez-Arjona et al., 2017).

7.5.1 Procesamiento del tejido y tinciones

Los animales de los grupos de Dia y de Noche (n = 4) fueron sometidos a eutanasia
con una sobredosis de pentobarbital sédico (Pisabental®, 50 mg/kg ip., PiSA
Agropecuaria, Hgo., México) 24 h o 72 h después de la induccion del TCE y
perfundidos via cardiaca con buffer de fosfato de sodio y posteriormente con
paraformaldehido al 4% (Gage et al., 2012). Los cerebros fueron removidos previa
diseccion de craneo y meninges e inmediatamente postfijados por al menos 24 h.
Después, los cerebros fueron enjuagados con agua, deshidratados por inmersion
en grados ascendentes de alcohol, aclarados en xilol y montados en parafina con
orientacion adecuada para la obtencion de tres series de cortes sagitales de 4-um
de grosor de la linea media hacia el lado izquierdo del cerebro (zona del TCE). Las
muestras histologicas fueron tefiidas con las técnicas de hematoxilina y eosina

(HyE), Kltver—Barrera y Nissl (violeta de cresilo) para el analisis de cambios
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histopatologicos generales del tejido, mielina y valorar la morfologia neuronal,

respectivamente.

7.5.2 Inmunohistoquimica

Las muestras histologicas de los subgrupos Sham y TCE tanto del grupo de Dia
como de Noche fueron procesadas y analizadas a las 24 y 72 h después del TCE
para observar astrocitos mediante GFAP+ y microglia con |Iba-1+. Los cortes en
blanco fueron procesados como a continuacién de describe: una vez rehidratados,
los cortes fueron sumergidos en un vaso de Coplin con buffer de citrato de sodio pH
7.4, para hacer la recuperacion antigénica dentro de una olla de presion eléctrica
calentada a 120 °C y en horno de microondas. Después de 5 min, la presion fue
liberada, fue extraido el vaso de Coplin y después de llegar a la temperatura
ambiente (TA) los cortes fueron lavados con agua destilada (AD).

El bloqueo de la peroxidasa enddgena se obtuvo sumergiendo los cortes en una
solucion de 5 mL de H202 al 3% en 20 mL de AD durante 20 min a TA. Después de
lavarlos con AD durante un min, los cortes fueron tratados con leche en polvo
deslactosada al 4% diluida en Tris-HCI con Tritén X-100 al 0.01% a 37°C durante 1
h para el bloqueo de proteinas inespecificas. Inmediatamente después, se escurrid
la solucion de bloqueo y sin lavado previo, los cortes fueron incubados durante 40
min a TA con un anticuerpo policlonal anti-GFAP (1:100; CM065C, Biocare Medical)
y anti-lba1 (1:100; CP290A, Biocare Medical) en Tris-HCI /ASB al 0.1%. Luego de
tres lavados con Tris-HCI 1x durante 4 min.

Posteriormente los cortes fueron cubiertos con un anticuerpo secundario (Goat anti-
rabbit IgG) acoplado a peroxidasa de rabano, diluido 1:100 en Tris-HCI con ASB al
0.1% y Tritdon X-100 al 0.01%, durante 15 min a TA. Luego de 5 lavados con Tris-
HCI, el revelado de la unién del anticuerpo secundario se realizé con la mezcla de
5 mg de 3,3-Diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich®) en 10 mL de Tris-HCI con 3
gotas de H20: al 3% (3 gotas de H202 puro en 7 gotas de AD), aplicada sobre los

cortes durante 3 min, a TA. La reaccion enzimatica cromogena se controlé6 mediante
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observacién directa al microscopio y se detuvo con lavados en AD. Finalmente, se
realizé la contratinciéon con Hematoxilina de Harris durante 15 s, se vird con Li2CO3
(carbonato de litio) al 5% por 10 bafos se realizd deshidratacion y las preparaciones

se montaron con resina sintética.

7.5.3 Adquisicion de imagenes

Los cambios histopatologicos fueron analizados en cuatro diferentes regiones
cerebrales — tres areas del hipocampo (CA1, CA2/3 y giro dentado [GD]) y la corteza
cerebral perilesional (Cx), un area adyacente al sitio del trauma determinada con un
campo de separacion de 40x (121.83 ym) a la zona de dafo primario. Obtuvimos
un total de 50 campos con el objetivo de 40x con un area previamente calculada por
campo de 19,700 ym?. Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio CX31
Olympus equipado con una camara digital y analizadas con el software Infinity
Analyze® v 6.3.0.

7.5.4 Descripcion y analisis histopatologico

Histopatologia general. Se realiz6 el conteo celular para determinar el dafio en todos
los campos de la Cx perilesional al trauma en el tejido tefiido con HyE. El analisis
de las imagenes se enfoco en determinar la presencia de neuronas normales (NN),
neuronas con cambios (NC) y neuronas en degeneracion (ND) con los criterios
establecidos en la Tabla 3. También, los cambios en la reactividad astrocitaria
fueron considerados, basados en el tamafio celular, en el nucleo y el aspecto de la
cromatina (Garman, 2011).

Por otro lado, la vasculatura fue observada directamente y se comparé el tamafio
del lumen vascular de los grupos con TCE con el del subgrupo Sham. Se calcul6 un
promedio de los conteos realizados por tres diferentes observadores
experimentados cegados. Para las tres subregiones de hipocampo (CA1, CA2/CA3
y GD) se calcul6 el porcentaje de ND respecto al numero total de neuronas por
campo para observar la respuesta del tejido al dafio secundario. Finalmente, el
conteo en cada una de las subregiones fue promediado.
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Tabla 3. Criterios para el conteo celular basados en la morfologia neuronal.

NN

¢ Nducleo grande con
cromatina abierta y un
nucleolo prominente

e Cuerpos celulares con
abundante citoplasma,
sustancia Nissl variable
(reticulo endoplasmico
rugoso)

e Forma y tamafio del cuerpo

celular sin cambios

NC

Nucleo colapsado, oscuro y
nucleolo mal definido
Disminucion del tamafio
neuronal (encogido o
contraido)

Cuerpos de inclusién basofilos
en el pericarion

El citoplasma aparece
condensado y se tifie de forma

oscura (neuronas oscuras)

ND*

Contraccion del cuerpo celular
Pérdida de sustancia Nissl.
Nucleo pequefio / encogido,
tefido oscuro (picnoético) que
podria sufrir fragmentacion
(cariorrexis)

Ruptura de la membrana
celular

Intensa tincion eosinofilica del

citoplasma

*Se considero este nombre y estas caracteristicas neuromorfoldgicas con base en un trabajo previamente publicado,
en el que se relaciona la aparicion de caracteristicas eosinofilicas con degeneracion neuronal (Garman, 2011).

Sustancia blanca. Con el fin de determinar la integridad de la sustancia blanca (SB),
en los cortes histologicos tefiidos con la técnica de Kluver—Barrera, evaluamos en
las regiones del cuerpo calloso (CC) y giro del cingulo (GC) en fotomicrografias a
40x, utilizando una escala de cuatro puntos previamente descrita: normal (grado 0),
desorden de las fibras nerviosas (grado 1), formacion de vacuolas (grado 2), y
desaparicion de las fibras mielinizadas (grado 3) (Q. Liu et al., 2013; Miyamoto et al.,
2004; Wakita etal., 1999). Se asignaron puntuaciones numéricas a cada
fotomicrografia y se promediaron los valores y finalmente se calcularon las

puntuaciones medias para cada raton.

7.5.5 Analisis de inmunohistoquimica

Se realizd un analisis de las fotomicrografias de las muestras de cerebro marcadas
mediante inmunohistoquimica con los anticuerpos Iba-1+ y GFAP+ a través del
software FIJI (v.2.0.0)! y con el plugin Analyze Skeleton? con el fin de analizar la

longitud de la ramifacion y la ramificacion de la microglia. La descripcion de los

! https://imagej.net/Fiji
2 https://imagej.net/AnalyzeSkeleton
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pasos realizados para el andlisis de las imagenes se muestra en la Tabla 4 (Young
& Morrison, 2018).

Tabla 4. Protocolo aplicado para el analisis de las fotomicrografias con Iba-1*

1.

En el software FIJI se procedié a aplicar un filtro gaussiano para correccion del sombreado y suavizado de la
imagen [Process | FFT | Bandpass Filter; filter up to 3 pixels, down to 40, no stripe supression].
Posteriormente se procedié a convertir la imagen a escala de grises (8-bit) [Image | Type | 8-bit]
Se realiz6 el ajuste del brillo y contraste en caso de que la imagen fuera débil o los procesos de la microglia no
fueran visibles [Adjust | Brightness/Contrast].
Se aplicd una mascara de enfoque [Process | Filters | Unsharp Mask] y posteriormente se removio la “sal y
pimienta” o granulado generado al aplicar la mascara [Process | Noise | Despeckle].
Se procedié a convertir la imagen en un formato binario (es decir, se estratificd la imagen en caracteristicas de
interés vs el fondo) [Image | Adjust | Threshold]. A la imagen resultante se la aplicaron las funciones de:
a. ‘“Despeckle” para eliminar el ruido de un solo pixel restante [Process | Noise | Despeckle].
b. “Close-" es un plugin que conecta dos pixeles oscuros si estan separados por hsata dos pixeles
[Process | Binary | Close-].
c. “Remove outliers” que reemplaza un pixel atipico brillante u oscuro por los pixeles medianos en el
area circundante si se desvia por mas de un determinadao valor (el umbral) [Process | Noise |
Remove outliers; pixel radius: 2, threshold: 50].
d. Seguardé la imgen para futura referencia.
Se realizé la “eskeletonizacion” de la imagen [Process | Binary | Skeletonize].
Finalmente analizamos la imagen “eskeletonizada” mediante el plugin AnalyzeSkeleton(2D/3D) y se copiaron los
datos resultantes de Results y Branch information a una base de datos de Excel [Analize | Skeleton | Analyze

Skeleton].

Proceso obtenido y modificado de: Young & Morrison, 2018

Figura 9. Imagenes de la secuecia de pasos del protocolo aplicado a las fotomicrografias con

Iba-1*. Fotomicrografia original (A); después de aplicarle un filtro gaussiano (B); conversion a escala

de grises [8-bit] (C); ajuste del brillo y contrste (D); mascara de enfoque y remocion de “sal y pimienta”
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(E); conversién a formato binario [Threshold] con aplicacion de funciones despecke, close- y remove

outliers (F); imagen “eskeletonizada” (G) y andlisis mediante el plugin AnalyzeSkeleton(2D/3D) (H).

En la Figura 9 se pueden observar los pasos detallados de la Tabla 4, a partir de
los cuales se obtuvieron las imagenes “eskeletonizadas” de las fotomicrografias con

inmunomaracaje para lba-1*.

7.6 Obtencion de muestras y ELISA

Previa administracion de una sobredosis con pentobarbital sédico (Pisabental®, 50
mg/kg i.p., PiSA Agropecuaria, Hgo., México) 24 6 72 h después de la induccion del
TCE se realizo la eutanasia, se aislo el cerebro y se realizé la diseccion del
hipocampo ipsilateral al TCE. Todo el hipocampo fue sonicado en un buffer de Tris-
HCI, con un coctel de inhibidores de proteasas (aprotinina (3 mg/ml), DTT (1M) y
PMSF (13.9 mg/ml)). Las muestras fueron almacenadas en alicuotas de 500 pl a —
80 °C hasta la medicion. Se determind por duplicado, con un limte de deteccion de
5pg/mL, la cantidad de IL-1p mediante kit de ELISA de acuerdo a las instrucciones

del fabricante (E-EL-R0012; Elabscience Biotechnology Inc.).

7.7 Anadlisis estadistico

Los resultados fueron reportados como valores medios + errores estandar de la
media (SEM, por sus siglas en inglés). El analisis estadistico fue realizado utilizando
en el Software GraphPad Prism version 8.4.2 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA). A menos que se indique lo contrario, los datos cumplen con los supuestos
de varianzas iguales. La significancia estadistica se evalu6é con un analisis de
varianza (ANOVA de 2 vias) y las correcciones de comparaciones multiples de
Tukey para la ingesta de alimento, peso corporal, prueba de cilindro y el recuento
neuronal; para la escala neuroconductual y los errores en la prueba de caminata en
barra se uso la prueba de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney como post hoc. Las

diferencias se consideraron significativas con una p < 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1. Diferencias en la ingesta de comida de la rata dependiendo de la hora a la
que se indujo el TCE

B

Ingesta de comida A Ingesta de comida en TCE (g)
; © 20
-O- Sham-Dia \; % O Dia
304 _ —
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Figura 10. La hora del dia en que se induce el TCE determina la respuesta en la ingesta
de comida de la rata. Efecto de inducir el TCE en dos diferentes puntos de tiempo, en el dia
(simbolos blancos) y en la noche (simbolos negros), sobre la ingesta de alimentos (A) y la
diferencia (A) en la ingesta de comida en los grupos de TCE (B) (n = 5 cada subgrupo). Los
datos se expresan como media + SEM. Prueba de ANOVA de dos vias y prueba de Tukey
como post hoc. * p < 0.05 entre los grupos TCE y Sham; & p < 0.05 entre los grupos de Dia y
Noche; ® p < 0.05 entre basal (-24 h) y 24 h después del TCE; * p < 0.0001 entre 24 hy 48 h
después del TCE.

La ingesta de comida (Figura 10A) mostro diferencias en los grupos de Dia (13:00)
y Noche (01:00) a las 24, 48 y 72 h después del TCE al compararlos cada uno con
su ingesta basal (Faes = 59.05, p < 0.0001); sin embargo, aunque en ambos se
observd una tendencia al incrementar la ingesta a las 24 y 48 h postrauma,
solamente el grupo con induccion de TCE en la noche mostré un aumento que se
volvié no significativo al compararlo con su respectivo grupo Sham (p = 0.38) a las
72 h después del TCE. Por otro lado, encontramos diferencias estadisticamente
significativas al comparar el grupo de Dia con el grupo de Noche (F316 = 73.73, p <
0.0001), teniendo una mayor disminucion el grupo de Dia a las 24 h (p < 0.0001),
48 h (p <0.0001)y 72 h (p < 0.0001) posteriores al trauma.
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Respecto a la A en la ingesta de comida para los grupos con solo el TCE (Figura
10B), observamos una gran influencia del tiempo posterior al trauma, al encontrar
una mayor diferencia a las 24 h después del trauma (F332 = 130.8, p < 0.0001); sin
embargo, esta diferencia no se observo a las 48 h después del trauma, siendo ésta
estadisticamente significativa respecto a las 24 h previas (p < 0.0001). De forma
interesante, esta diferencia ya no se encontré al comparar el grupo de 48 h vs 72 h
posteriores al TCE, ni en el grupo de Dia (p = 0.9947), ni en el grupo de Noche (p =
0.9961).

Finalmente, aunque nuestro analisis estadistico determiné que también existia
influencia de los grupos de Dia y de Noche (F132 = 9.261, p < 0.0001), el analisis
post-hoc no arrojé diferencias entre los grupos de Dia y Noche en los puntos -24 h
(p>0.999),24 h (p =0.070),48 h (p=0.763) y 72 h (p = 0.743) después del TCE.

8.2. Variaciones en el peso corporal de la rata dependiendo de la hora a la que

se indujo el TCE
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Figura 11. La hora del dia en que se induce el TCE determina la respuesta en el peso
corporal de la rata. Efecto de inducir el TCE en dos diferentes puntos del ciclo luz-oscuridad, en
el dia (simbolos blancos) y en la noche (simbolos negros), sobre el peso corporal (A) y el A del
peso corporal en los grupos de TCE (B) (n = 5 cada subgrupo). Los datos se expresan como
media + SEM. Prueba de ANOVA de dos vias y prueba de Tukey como post hoc. * p < 0.05 entre
los grupos TCE y Sham; & p < 0.05 entre los grupos de dia y noche; * p < 0.05 entre basal (-24
h) y 24 h después del TCE; * p < 0.0001 entre 24 h y 48 h después del TCE.
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Un comportamiento similar a la ingesta de comida se observo en el peso corporal
(Figura11A) y en el A del peso de las ratas (Figura 11B). Encontramos diferencias
en los grupos de Dia (13:00) y Noche (01:00) al compararlos cada uno con su peso
corporal basal (Fses = 53.07, p < 0.0001). Por su parte, la comparacion entre el
grupo de Dia 'y Noche (F316 = 44.69, p < 0.0001) mostré que el peso corporal de las
ratas traumatizadas durante el dia presentd una mayor disminucion a las 24 h
postrauma (p < 0.0001), lo cual se mantuvo a las 48 h (p < 0.0001) y 72 h (p <
0.0001) después del trauma. Aunque en ambos grupos, tanto de Dia como de
Noche, se observa una tendencia al aumento de peso, al analizar el A del peso
corporal solo en los grupos con TCE (Figura 10B), observamos una mayor
diferencia tanto de Dia como de Noche a las 24 h después del trauma (F332 = 125.4,
p < 0.0001; p < 0.0001), la cual presenta una recuperacion a las 48 h después del
TCE, tanto para el grupo de Dia (p < 0.0001) como para el grupo de Noche (p <
0.0001), diferencia que se mantuvo a las 72 h después del TCE y ya no resulté
diferente significativamente respecto a las 48 h previas, tanto para el grupo de Dia
(p =0.1763) como para el grupo de Noche (p = 0.8530).

Finalmente, la comparacion entre el grupo de Dia y Noche (F1,32 = 17.95, p = 0.0002)
mostro una diferencia significativa, presentando a las 24 h después del TCE una
menor diferencia de peso el grupo de Noche respecto al grupo de Dia (p = 0.0010).

8.3. Diferencias en las pruebas de conducta motora dependiendo de la

hora de induccion del TCE.

Con el propésito de evaluar diferentes aspectos motores aplicamos la escala
neuroconductual (de 21 pts.) (Figura 12) en la que se observé una disminucién en
el puntaje en el grupo con TCE de Dia al compararlo con su grupo Sham, a las 24
h (p <0.0001) y a las 72 h después del trauma (p < 0.001).

Por otro lado, las ratas con induccién del TCE durante la noche también presentaron
una disminucion en el puntaje a las 24 h (p < 0.0001) y alas 72 h (p < 0.0001) al
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compararlos con su correspondiente grupo Sham. Sin embargo, el analisis entre el
grupo de Diay el grupo de Noche mostré diferencias estadisticamente significativas,
resultando en un mejor puntaje en el grupo de la Noche tanto a las 24 h (p < 0.0001)

como alas 72 h (p < 0.0001) al compararlos con el grupo de Dia.

Escala Neuroconductual

25-
1 Sham-24
20+ Bz TCE-24
1 Sham-72
_d_)‘ 15- * m TCE'72
S
C
& 10-
5+
0

Dia Noche

Figura 12. Puntaje en la escala neuroconductual dependiendo de la hora de induccion
del TCE. Notese la disminucion significativa en ratas con TCE durante el dia (13:00) en
comparacion con las ratas sometidas al TCE durante la noche (01:00). Los datos son
expresados como promedio + SEM. Prueba de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney como

post hoc, * p < 0.05 entre los grupos TCE y Sham; & p < 0.05 entre los grupos de Dia y Noche.

En la Tabla 5 se presenta una descripcion detallada de cada parametro especifico
de la escala neuroconductual de 21 puntos. Encontramos una disminucion
estadisticamente significativa en relacion con su medicion basal en el grupo de Dia
24 y 72 h después de un TCE en: la colocacion de patas (p < 0.05), barra horizontal
(p < 0.05), plataforma inclinada (p < 0.05), rotacion (p < 0.05), alcance visual de
patas delanteras (p < 0.05), circulacion (p < 0.05), motilidad (p < 0.05) y condiciones
generales (p < 0.05). Aunque observamos una tendencia a aumentar a las 72 h
después del trauma en 9 parametros, a excepcion de la motilidad la cual disminuy®;

sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Por otro lado, en el grupo de Noche, a las 24 h después del trauma encontramos
una disminucion estadisticamente significativa en solo tres parametros: barra
horizontal (p < 0.05), rotacién (p < 0.05) y condiciones generales (p < 0.05). A pesar
de que a las 72 h después del trauma distinguimos una tendencia a aumentar en la
colocacion de patas, barra horizontal, el alcance visual de patas delanteras y la
rotacion, fue solo en la ultima que encontramos una diferencia significativa en
comparacioén con las 24 h (p < 0.05). Por el contrario, observamos parametros que
disminuyen su puntuacion en comparacion con las 24 h, como la circulacion, la
motilidad y condiciones generales, sin embargo, ninguno de ellos fue

estadisticamente significativo.

Al comparar el grupo de Dia vs. De Noche a las 24 y 72 h después del trauma,
encontramos que la posicion de patas (p < 0.05) y la rotacion (p < 0.05) obtuvieron
mejores resultados en el grupo de Noche; la plataforma inclinada (p < 0.05) y la
circulacion (p < 0.05) solo obtuvieron mejores resultados y fueron estadisticamente
significativos a las 24 h después del TCE; la barra horizontal (p < 0.05) y el alcance
visual de patas (p <0.05) fueron significativamente diferentes solo a las 72 h
después del trauma. Finalmente, observamos parametros que nunca fueron

modificados, como los reflejos correctos y el reflejo contralateral.
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8.3.1 Analisis en la prueba neuroconductual por parametro dependiendo de la hora de inducciéon del TCE

Tabla 5. Analisis de parametros individuales de la escala neuroconductual.

Dia
Parametro (n=10)
(Puntaje maximo)
Basal 24 h 72h Basal 24 h 72h Kruskal-
Wallis

Colocacién de patas (4) 4 2.6 +0.34* 2.8 +0.20* 4 3.7+0.15% 3.9+0.10% <0.0001
Reflejos correctos (1) 1 1+0.00 1+0.00 1 1+0.0 1+£0.0 n.s.
Barra horizontal (3) 3 1.9+0.18* 2.1+0.28* 3 23+021* 2.8+0.13% <0.0001
Plataforma inclinada (3) 3 2.2 +0.29* 25+017* 3 29+0.10% 2.9+0.10 =0.0011
Rotacion (2) 2 0.9 +0.10* 1.2 +0.20* 2 14+0.16% % 2.0 +0.00% % <0.0001
Alcance visual de patas 2 1.6+£0.16 1.6 +0.16* 2 1.7+20.15 2.0+ 0.00% =0.0178
delanteras (2)
Reflejo contralateral (1) 1 1+0.00 1+0.00 1 1+0.00 1+0.00 n.s.
Circulacion (1) 1 0.3+0.15* 04 +0.16* 1 0.9 +0.10% 0.8+0.13 =0.0002
Motilidad (2) 2 1.9+0.10 1.6 +0.16* 2 1.9+0.10 1.5+017* =0.0104
Condiciones generales (2) 2 1+ 0.00* 1.0 £ 0.00* 2 1.3+0.15* 1.1+0.10* <0.0001
Total (21) 21 14.4 £ 0.40 15.2+0.25 21 18.1 £0.27 19+£0.29 < 0.0001

Los datos estan expresados como promedio + SEM. Prueba de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney como post hoc. *p < 0.05 vs. sham; &p < 0.05 Dia vs Noche;

$p < 0.05 vs. 24 h; n.s.: no signitificativo.
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8.4. Diferencias en la prueba de cilindro dependiendo de la hora de
induccion del TCE

Prueba de cilindro

o 197 & [ Sham-24
S - - T T
s | | = B2 TCE-24
T e
§ 10+ N e [ Sham-72
2 pel B TCE-72
5 =
5 9] s
m I:l:l
0 I.l.l
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° I:l:l
o , e
L
Dia Noche

Figura 13. Puntuacion en la prueba de cilindro dependiendo de la hora de induccion
del TCE. Observamos una disminucion significativa en las ratas sometidas a TCE durante el
dia (13:00) en comparacion con las ratas sometidas al trauma durante la noche (01:00). Los
datos se expresan como promedio + SEM. ANOVA de dos vias y prueba Tukey como post
hoc, ***p = 0.0001 entre sham-24 and TCE-24, **p = 0.0057 entre sham-72 y TCE-72, ép <
0.0001 entre TCE-24 and TCE-72 dia vs. noche.

Con el objetivo de evaluar la exploraciéon espontanea y la asimetria entre las
extremidades, posterior al TCE aplicamos la prueba de cilindro (Figura 13). En el
grupo de Dia encontramos diferencias en el tiempo después de la induccién del
trauma (F3 554 = 11.84, p < 0.0001), tanto a las 24 h (p < 0.0001) como alas 72 h (p
< 0.0001) después del TCE al compararlos con los grupos Sham. Sin embargo, las
ratas con TCE en la noche no mostraron diferencias estadisticamente significativas
en la colocacion total de patas a las 24 h (p = 0.057) o alas 72 h (p = 0.999) al

compararlos con sus respectivos grupos Sham.
Finalmente, encontramos diferencias significativas en la exploracién espontanea al

comparar los grupos sometidos a TCE entre el dia y la noche (F1,18 = 53.93, p <
0.0001) en los cuales, la puntuacion del grupo con trauma en la noche fue mayor,
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tanto a las 24 h (p = 0.0004) como a las 72 h (p < 0.001) en comparacion con los

grupos con TCE en el dia.

8.5. Analisis de asimetria de extremidades en la prueba de cilindro

A Pata contralateral B Pata ipsilateral
9 10~ . g 10+ 1 Sham-24
§ 8 T s 8 . & A TCE-24
* [3]
S 8 1 Sham-72
O 6 o 6+
S 9 E® TCE-72
3 49 3 41
o o
g 2 g 2
E =]
0- z 0-
Dia Noche Dia Noche

Figura 14. Colocacion de cada pata en la prueba de cilindro. La pata contralateral se refiere a
la pata derecha (A) e ipsilateral se refiere a la pata izquierda (B). Obsérvese la disminucion
significativa en la colocacion de ambas patas en el grupo de dia (13:00). En el grupo de la noche
(01:00) aunque hubo disminucién, la pata ipsilateral compensé la pérdida de funcion en la pata
contralateral. Los datos son expresados como promedio + SEM. ANOVA de dos vias y prueba
Tukey como post hoc; *p < 0.05 entre Sham y TCE; 4p = 0.0012 entre TCE-72 dia vs. noche.

Con el fin de analizar mas a detalle la asimetria de extremidades en la prueba de
cilindro, analizamos la colocacion de cada una de las patas por separado (Figura
14). El conteo de la pata contralateral (pata derecha) (A) mostré diferencias
significativas entre los grupos con TCE y sus respectivos Sham (F354 = 7.208, p =
0.0004), del grupo de Dia, principalmente a las 72 h después del trauma (p =
0.0211). En el grupo de Noche, la diferencia en la asimetria de esa extremidad sélo
se encontro a las 24 h después del TCE (p = 0.0271) perono alas 72 h (p = 0.418)
al compararlo con su correspondiente grupo Sham. El analisis entre el grupo de Dia
y de Noche mostro diferencias significativas (F1,1¢ = 24.19, p = 0.0001); sin embargo,
el analisis post hoc no mostro diferencias entre los subgrupos de 24 h (p = 0.155) ni
alas 72 h (p = 0.0750) después del trauma.
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Por otro lado, el andlisis de la asimetria en la pata ipsilateral (pata izquierda) (B), no
mostré diferencias significativas por la hora de induccién del trauma (F3 54 = 1.146,
p = 0.338). Sin embargo, en el grupo de Dia el analisis post hoc mostro diferencias
estadisticamente significativas entre en grupo de TCE y los subgrupos Sham a las
24 h (p = 0.0311), y no hubo diferencias en el grupo de la noche. Por ultimo, al
comparar el grupo de TCE de Dia con el de Noche, encontramos un aumento

estadisticamente significativo sélo hasta las 72 h después del trauma (p = 0.0012).

8.6. Analisis de la prueba de la prueba de caminata en barra

dependiendo de la hora de induccién del TCE

B .
A Latencia de caminata en barra Errores en caminata en barra
60 -O- Sham-Dia 57 . 1 TCE-Dia
50 -8~ Sham-Noche 4- l Il TCE-Noche
404 -+ TCE-Dia
-« TCE-Noche 3

30 as

Tiempo (s)

20+

NuUmero de errores

10

] i
oL — . . , ol || :
L4 19 24 72 ] Basal 24 72

antes después

Figura 15. Analisis de la prueba de caminata en barra segun la hora de induccion del
TCE. Observamos un aumento en el grupo con TCE tanto en el grupo de dia como el grupo
de noche. Los datos son expresados como promedio + SEM. (A) ANOVA de 2 vias y prueba
Tukey como post-hoc. *p < 0.05 entre TCE y sham; p < 0.05 entre Dia y Noche; ®p < 0.05
entre 24 y 72 h. (B) Prueba de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney como post-hoc. *p < 0.05
entre TCE y Basal; p < 0.05 entre Dia y Noche; ®p < 0.05 entre 24 y 72 h.

Para evaluar el déficit presentado después del trauma en la actividad motora fina,
analizamos los resultados obtenidos de aplicar la prueba de caminata en barra. Los
resultados de la latencia en la prueba (Figura 15A), arrojaron que el tiempo que
tardaban las ratas en cruzar la barra a la caja de escape fue significativamente
mayor en las ratas traumatizadas en comparacion con su medicion basal (F3 =
81.17, p < 0.0001) tanto para el grupo de Dia a las 24 h (p < 0.0001) como a las 72

57



h (p < 0.0001) como en el grupo de Noche, a las 24 h (p < 0.0001) como a las 72 h
(p <0.0001).

De forma interesante, las ratas traumatizadas en el grupo de Dia presentaron una
reduccion de la latencia a las 72 h después del trauma, al compararla con la
medicion con las 24 h pos-TCE, reduccion que fue estadisticamente significativa (p
= 0.0334). Por otro lado, al comparar el efecto del ciclo, las ratas traumatizadas en
el grupo de la Noche presentaron un menor tiempo de latencia respecto a las ratas
traumatizadas en el grupo de Dia (Fs9 = 77.08, p < 0.0001), diferencia que fue
significativa solo a las 24 h después del TCE (p = 0.0170) perono alas 72 h (p =
0.8699).

En cuanto a la medicion del numero de errores en los grupos con TCE (Figura 15B),
encontramos una influencia del tiempo, observamos un aumento 24 h después del
trauma, tanto en el grupo de Dia como de Noche respecto a su basal (p < 0.05), sin
embargo, también encontramos una influencia del ciclo ya que el grupo de Noche
presenté una menor cantidad de errores respecto al grupo de Dia (p < 0.05).
Finalmente, a las 72 h después del trauma, el grupo con TCE inducido en el Dia
presento una disminucion en el numero de errores respecto a la medicidn de las 24
h post-TCE (p < 0.05), pero siguié presentando diferencias estadisticamente
significativas respecto a su medicién basal (p < 0.05); por otro lado, la comparacién
entre el grupo de Dia y Noche resulté en una diferencia significativa (p < 0.05) y de
forma interesante el grupo de la Noche ya no presentd diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con su respectiva medicion basal (p = 0.4828).
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8.7. Observacion y descripciéon macroscoépica de los cerebros de rata

Noche

Sham TCE-24 TCE-72

Figura 16. Observacion macroscopica de cerebros de rata con inducciéon del modelo
de TCE. Cerebros disecados de ratas del grupo de Dia (A-C) y del grupo de Noche (D-F)
en el grupo Sham (Ay D),24 h (ByE)y 72 h (Cy F) después del TCE. Se observa el area
de induccién del trauma en lo que corresponderia a las coordenadas P= -2y L= 1.4 de la
corteza motora primaria [M1] de acuerdo con el Atlas de Paxinos y Watson. Mediante una
descripcién macroscopica general en el grupo con TCE durante el dia, se puede apreciar
un paulatino aumento del area del traumatismo de las 24 h (B) a las 72 h después del TCE.
Por otro lado, en el grupo con induccion del trauma en la noche, el area presenta una

aparente disminucion de su extension de las 24 h (E) a las 72 h (F) después del TCE.
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24 h

8.8. Visualizacion panoramica de la zona del TCE en corteza motora y la regiéon de hipocampo

ia Noche

- -

e e SRS e e

Figura 17. Ver pagina 55 para descripcion
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Figura 17. Ver pagina siguiente para descripcion
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Figura 17. Imagenes panoramicas de mosaico del TCE. Se puede apreciar la zona del dafio
primario (corteza motora) y su relaciéon neuronatémica con el hipocampo en el grupo de Dia y
Noche a las 24 h (A y B, pag. 53) y a las 72 h después del trauma (C y D, pag. 54). Tincion HyE,

(objetivo 4x); barras en referencias, 240 um.

La observacion macroscépica de la zona del trauma en corteza motora primaria [M1]
nos muestra un aparente aumento de la zona de dafio en el grupo con TCE de Dia,
de las 24 h a las 72 h, por el contrario, en el mismo lapso observamos una
disminucion de esta zona de dafo en el grupo con TCE de Noche (Figura 16). La
apreciaciéon panoramica de esta zona de dano mediante un mosaico de fotos
tomadas con el objetivo 4x y con las muestras histolégicas tefiidas con HyE, nos
permitié valorar la zona dafio primario en corteza motora a las 24 h (Figura 17A y
B) y alas 72 h (Figura 17C y D) después del trauma y la extensién del dafio

secundario a otras regiones neuroanatomicas como hipocampo.

La extension del dafio, caracterizado por pérdida de la estructura normal del tejido
nervioso, sangrado y disminucion de la intensidad de tincion del neuropilo, a las 24
h después del TCE, parece ser aparentemente mayor en el grupo de Noche, sin
embargo, al comparar ambos grupos a las 72 h después del trauma, pudimos
observar que esta extension del dafo fue mayor en las ratas traumatizadas durante
el dia, llegando a extenderse a estructuras neuroanatémicas adyacentes como la
capa molecular y de células piramidales de la subregion de hipocampo CA1 (Figura
17C), mientras que el grupo con trauma en la noche apreciamos un aparente

disminucion del sangrado y una relativa mayor preservacion del tejido nervioso.

Para determinar si el dafio evaluado por las pruebas neuroconductuales se asociaba
con el dafio morfologico, se obtuvieron secciones de tejido cerebral embebidas en
parafina, fijadas con formol y tefiidas con HyE, en las cuales se examind la zona
perilesional del sitio de TCE (corteza motora) con un microscopio 6ptico. En la
Figura 18 se muestran las fotomicrografias de corteza cerebral motora en el grupo
de Dia (A-C) y el grupo de Noche (D-F). No se presentan hallazgos como congestién
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vascular, vasodilatacion, hemorragia y necrosis (datos no mostrados en las
fotomicrografias) en la zona perilesional en TCE para resaltar los cambios
neuronales. Se observé un incremento en la basofilia neuronal (flecha) 24 h después
del TCE en la lamina 3 (capa de neuronas piramidales externa) y de la
vasodilatacion (v) de la corteza motora en ambos grupos de Dia (B) y de Noche (E).
También, notese la presencia de ND (cabeza de flecha) en el grupo de Dia y la
mejor preservacion del neurdpilo (asterisco rojo) en el grupo de Noche. A las 72 h
después de la induccion del trauma, los cambios neuronales se mantuvieron con la
persistencia de ND (cabezas de flecha) en el grupo con induccion del TCE durante
el dia (C), mientras que las neuronas en el grupo de Noche (F) algunas aparecieron
normales (flecha blanca) y otras con cambios (flecha); los espacios perineuronales
y la vasodilatacion fueron mas prominentes en el grupo con TCE durante el dia (C)
que en el grupo con induccién del trauma en la noche (F)
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8.9. La hora del dia en la que es inducido un TCE determina el grado de daio celular en la zona perilesional

del trauma (corteza motora)
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Figura 18. Histopatologia con HyE de la zona perilesional (corteza motora). Se observa un menor dafo celular y menor cantidad de

ND en el grupo con TCE inducido en la noche. (n=4 cada columna). Barras en imagenes insertadas, 100 um; barras en referencias, 25 um.
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Figura 18.Cont. Conteo total de neuronas (G) y conteo de morfologia neuronal (H).

Los datos son expresados como promedio + SEM. ANOVA de dos vias y prueba Tukey como
post hoc. (G) *p = 0.0001 entre sham-24 and TCE-24, *p = 0.0057 entre sham y TCE; ¥p < 0.0001
entre TCE-72 dia vs. noche.

El recuento total de neuronas (Figura 18G) en la zona perilesional del sitio de TCE
(corteza motora) fue significativamente diferente, tanto en el tiempo (24 'y 72 h) (F2,12
= 173.9, p <0.0001) como en el grupo experimental (grupo de Dia vs. grupo de
Noche) (F1,12 = 33,97, p <0.0001). El recuento total de neuronas en el subgrupo con
TCE a las 24 h tanto en el dia (p <0.0001) como en los grupos de Noche (p =
0,.0008) se redujo significativamente en comparacion con los grupos Sham
correspondientes. Sin embargo, a las 72 h, la disminucion total de las neuronas se
mantuvo en el grupo de Noche (p = 0.0793) pero disminuy6 aun mas en el grupo de
Dia (p <0.0001). El analisis del recuento de neuronas en los grupos de Dia y de
Noche no mostro diferencias significativas a las 24 h después del TCE (p = 0.6144)
pero se observaron diferencias estadisticamente significativas a las 72 h después
del TCE (p <0.0001).

Finalmente, en el conteo de morfologia neuronal (Figura 18H) el numero de NN fue
considerablemente menor, mientras que NC y ND fueron altos a las 24 y 72 h
después del TCE en ambos grupos experimentales (Dia y noche). El efecto fue
significativo en el recuento de NN para ambos puntos de tiempo (24 y 72 h) (F2,12 =

10748, p <0.0001) y para ambos grupos experimentales (grupos de Dia y de Noche)
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(F2,12 = 29,15, p = 0.0002). Después de 24 h del TCE, se observé una disminucién
significativa en NN tanto en el grupo de Dia (p < 0.0001) como en el grupo de Noche
(p <0.0001) pero no se observaron diferencias entre ambos grupos. Sin embargo, a
las 72 h después del TCE, hubo una diferencia significativa entre los grupos de Dia
y de Noche (p = 0.0005).

Con respecto al recuento de NC, se observo un efecto significativo en ambos puntos
temporales (F2,12 = 105.2, p < 0.0001) y entre ambos grupos experimentales (Dia y
Noche) (F1,12 = 80.46, p < 0.0001). Sin embargo, no se observaron diferencias de
NC a las 24 h en ambos subgrupos de TCE de los grupos de Dia y de Noche (p =
0.1069), pero se observo una diferencia estadistica entre los subgrupos de TCE de
los grupos de Dia y de Noche a las 72 h después del TCE (p < 0.0001).

Por su parte, el recuento de ND observamos una diferencia estadisticamente
significativa en ambos puntos temporales (Fz212 = 105.2, p < 0.0001) y en ambos
grupos experimentales (Dia y Noche) (F1,12 = 80.46, p < 0.0001), en donde no hubo
diferencias a las 24 h después del TCE entre los dos grupos (p = 0.2895). Sin
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Figura 19. Histopatologia con Nissl de la zona perilesional al TCE (corteza motora

[M1]. (objetivo 40 x); (Barras, 25 um).
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embargo, se observd una diferencia estadistica entre los dos grupos a las 72 h
después del TCE (p = 0.0058).

Finalmente, las fotomicrografias con la técnica de Nissl en la capa 3 de la corteza
motora (Figura 19) mostraron similitudes histopatoldgicas con la técnica de HyE, en
las cuales apreciamos una marcada pérdida de neuronas en la corteza motora
perilesional a la zona del TCE tanto en el grupo de Dia (B) como de Noche (E), sin
embargo, en el grupo de Dia hay una mayor presencia de neuronas con aumento

en la intensidad de la tincion.
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8.10. El dano secundario neuronal posterior a un TCE presenta un

patrén de variacion diurna en las subregiones hipocampales CA1y GD

H CA1 (% of ND)

@
o

@
=]

n
(=]

Neuronas en degeneracion (%)
»
o o

24h 72h 24h 72h
Dia Noche

Figura 20. Histopatologia de la subregion de hipocampo CA1 que mostré6 menos
extension del daino secundario en el grupo con TCE en la noche. Subregién hipocampal
CA1 en el grupo de dia (A-C) y en el grupo de noche (D-F); diagrama de la zona CA1 (D) donde
se realizd la determinacion del porcentaje de ND. Calculo del porcentaje de ND para la
subregion CA1 (H). Punta de flecha blanca: vasodilatacion; flecha negra: basofilia; punta de
flecha negra: eosinofilia. n=4 en cada columna. HyE. Los datos estan expresados en promedio

+ SEM. ANOVA de dos vias y prueba Tukey como post hoc. p < 0.001; (barras, 25 um).

El andlisis histopatoldgico de la extension del dafio secundario después de un TCE
incluy6 la determinacién del porcentaje de ND en tres diferentes subregiones
hipocampales: Cornu Ammonis 1, 2, 3 (CA1,2y 3) y GD.
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La subregién de hipocampo CA1 (Figura 20) en el grupo de dia 24 h después de la
induccién de TCE (B) no mostr6 cambios notables en la morfologia neuronal,
excepto la gran vasodilatacion que no se observo en el grupo de Noche (E). Sin
embargo, en el grupo de Noche, la capa de neuronas piramidales tenia mayor
basofilia. A las 72 h después de la induccion del TCE, el grupo de Dia (C) presenté
una mayor cantidad de neuronas piramidales muertas, caracterizadas por nucleos
picnoticos, retraccion y eosinofilia citoplasmatica, en comparacion con las neuronas

piramidales bien conservadas en el grupo de Noche (F).

Tanto en los grupos de Dia como de Noche, se observd una gran dispersion de la
capa de neuronas piramidales tanto a las 24 h (B, C) como alas 72 h (E, F) después
del TCE en comparacion con su respectivo grupo Sham (A, D). El analisis del
porcentaje de ND en CA1 (H) mostré un efecto significativo en ambos puntos de
tiempo (24 y 72 h) (F1g =117, p < 0.0001) y en ambos grupos experimentales (Dia
y Noche) (F1g = 26.14, p = 0.0009). El andlisis entre los grupos de Dia y de Noche
no mostro diferencias significativas en el ND a las 24 h (p = 0.8555), pero a las 72
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Figura 21. Histopatologia con Nissl de la subregién de hipocampo CA1. Tincion de

Nissl, (objetivo 40x); (barras, 25 um).
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h después del TCE, el grupo de Dia tuvo un mayor porcentaje de ND en
comparacién con el grupo de Noche (p = 0.0009).

El analisis con la tincion de Nissl (Figura 21) demostré una pérdida en la disposicion
normal de la capa de células piramidales a las 24 h postrauma tanto en el grupo de
Dia (B) como de Noche (E) y en el grupo de Dia se apreci6 una mayor
vasodilatacion. A las 72 h, el grupo con induccién del TCE en el Dia (C),
practicamente perdid su capa piramidal y se observan cambios con retraccion del
nucleo, nucleolo hacia la periferia. En cambio el grupo de Noche, apenas comienza
a presentar cambios asociados con la pérdida neuronal, sin embargo, es mas

evidente la presencia de neuronas con morfologia normal.

Por otro lado, la subregién del GD (Figura 22) en el grupo de Dia (A-C) 24 h después
del TCE (B) mostré algunas ND en la capa granular, vasodilatacion y astrogliosis.
Por el contrario, 24 h después del TCE, el grupo de Noche (E) mostré pocos cambios
histologicos en la capa granular. A las 72 h después de TCE se acentuaron los
cambios morfolégicos en el grupo de Dia (C), particularmente la astrogliosis y la
vasodilatacion y las ND.

El grupo de Noche (F) presentd pocas neuronas disminuidas de tamafio y
basdfilicas en la capa granular. El porcentaje de ND (H) vari6 significativamente con
el tiempo (24 y 72 h) (F1,8 = 37.98, p = 0.0003) y entre ambos grupos experimentales
(Dia y Noche) (F1,s = 15.86, p = 0.0040 ). Ademas, el analisis estadistico entre los
grupos de Dia y de Noche no mostro diferencias significativas en las ND a las 24 h
después del trauma (p = 0.6157), pero se encontré un aumento mayor en el grupo
de Dia en comparacion con el grupo de Noche (p = 0.0006) a las 72 h.
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Figura 22. Histopatologia de la subregion de hipocampo GD que mostraron menos
extension del dafo secundario en el grupo con TCE en la noche. Subregion hipocampal de
GD en el grupo de dia (A-C) y en el grupo de noche (D-F); diagramas de la zona del GD (G)
donde se realizé la determinacion del porcentaje de ND. Calculo del porcentaje de ND en la
zona de GD (H). Flecha negra: basofilia; v: vasodilatacion; *: astrogliosis; punta de flecha negra:
ND. n=4 en cada columna. HyE. Los datos estan expresados en promedio + SEM. ANOVA de

dos vias y prueba Tukey como post hoc. 4p < 0.001; (barras, 25 um).
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Figura 23. Histopatologia con Nissl de la subregion de hipocampo GD. Grupo de Dia
(A-C) y grupo de Noche (D-E). (objetivo 4x); (barras, 25 um).

Las preparaciones histolégicas tefiidas con la técnica de Nissl para la regiéon de GD
(Figura 23) mostraron una marcada vasodilatacién en el grupo de Dia tanto a las
24 (A) como alas 72 h (C) después del TCE, al igual que una pérdida considerable
de somas neuronales de la capa granular en la hoja suprapiramidal y una extensa
astrogliosis. Por el contrario, el grupo de la Noche mostré a las 24 h posteriores al
trauma (E) una mayor conservacion del tejido y fue hasta las 72 h (F) que se

comenzaron a observar cambios como neuronas con nucleo condensado.
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8.11. El daino secundario neuronal posterior a un TCE en la subregiones

hipocampales CA2/3 no presenta variaciones diurnas

Sham TCE-24 TCE-72
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Figura 24. Histopatologia de las subregiones de hipocampo CA2/3 que no mostraron
variacion diurna en la extension del dafo secundario posterior a un TCE. Subregion
hipocampal CA2/3 en el grupo de Dia (A-C) y en el grupo de Noche D-F); diagramas de la
zona CA2/3 (G) donde se realizé la determinacion del porcentaje de ND. Calculo del
porcentaje de ND (H). n=4 cada columna. HyE. (H) Los datos estan expresados en promedio

+ SEM. ANOVA de dos vias y prueba Tukey como post hoc. *p < 0.05; (barras, 25 um).

La descripcion histopatologica de la subregion hipocampal de CA2/3 (Figura 24)
mostré que las neuronas piramidales presentaron cambios similares a las 24 h
después del TCE en los grupos de Dia (B) y de Noche (F), tales como: incremento
de la basofilia citoplasmica neuronal (flecha) y el tamafo del soma, con neuritas
visibles, alargadas y pérdida de la densidad del neuropilo (asterisco). Estos cambios
se mantuvieron incluso a las 72 h después del TCE en el grupo de Dia (C) con la
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adicion de la presencia de ND (punta de flecha). Sin embargo, en el grupo nocturno
(G), se observa la morfologia neuronal bien conservada.

Respecto al porcentaje de ND en el hipocampo CA2/3 (H) encontramos influencia
del tiempo (24 y 72) (F1,8 = 16.38, p = 0.0037) que fue considerablemente alto entre
las 24 y 72 h después del TCE en el grupo de Dia (p = 0.0173); sin embargo, este
aumento no se observd en el grupo de la Noche (p = 0.3599). En cuanto a la
influencia del grupo experimental (Dia y Noche) (F1g = 0.188, p = 0.675), el analisis
entre los grupos de Dia y de Noche no mostré diferencias significativas a las 24 h
(p=0.8516) nialas 72 h (p = 0.5243) después del trauma.
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Figura 25. Histopatologia con Nissl de la subregiones de hipocampo CA2/3. (objetivo

4x); (barras, 25 um).

Finalmente, la tinciéon de Nissl (Figura 25) mostré resultados similares a los
descritos con la técnica de HyE, tanto en el grupo con induccion de TCE durante el
Dia como en la Noche, se encontré que la region de CA2/3 presenta las mismas

caracteristicas histopatologicas tanto a las 24 como a las 72 h después del trauma.
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8.12. El dafho en Ila sustancia blanca presenté variaciones

histopatolégicas dependiendo de la hora del TCE.

Con el fin de analizar la extension del dafno en la SB que se encontrara
neuroanatomicamente cercana a la zona de dafo primario, realizamos la
descripcion histopatoldgica del giro del cingulo (CG) y cuerpo calloso (CC) en las
muestras tefidas con la técnica de Kllver-Barrera (Figura 26) y posteriormente se

realizé la evaluacion con la escala de dafio en SB.
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Figura 26. Estructuras de SB tenidas con Kliiver Barrera. Fotomicrografias del grupo de Dia
(A-C) y el grupo de Noche (D-E). Aparentemente el sangrado en la zona del CC es menor a las
24 h en el grupo de Dia (B) que en el grupo de Noche. Sin embargo, a las 72h el sangrado
aparenta ser mayor en el grupo de Dia que en el de Noche. (10x). cg, giro del cingulo; cc, cuerpo

calloso; alv, alveus del hipocampo. (Barras, 100 pum).

La primera zona en analizarse fue GC (Figura 27), en la cual la descripcion
histopatoldgica mostré en el grupo de Dia, que a las 24 h después del TCE (B), la
disposicion de los oligodendrocitos fasciculares se perdia, y se observo un aumento
considerable de la vasodilatacion de la zona y un desarreglo de las fibras

mielinizadas y una disminucion en la intensidad de la tincion de la mielina. Esta
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Figura 27. Sustancia Blanca Kluver Barrera (40x) Giro del Cingulo. Los datos son
expresados como promedio + SEM. Prueba de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney como

post hoc, & p < 0.05 entre los grupos de Dia y Noche. (Barras, 25 um)

alteracion en las fibras se vi6 mayormente marcada a las 72 h después del trauma
(C), donde la disposicion de fibras practicamente se perdid, y se vié acompafiada
de un aumento de la vacualizacion. Por el contrario, el grupo de Noche, present6
una mejor preservacion de la SB, el encontrar que a las 24 h después del trauma
(E), la presencia de oligodendrocitos fasciculares se mantenia y practicamente no
mostraba datos de vasodilatacion, aunque si una ligera disminucion en la intensidad
de la tincién de la mielina. Posteriormente, a las 72 h después del TCE (F), se
comenzo a observar un desarreglo en la disposicion de las fibras y un aumento en
la vacualizacion. El analisis de la escala de dafio en SB (G) no mostré diferencias

significativas entre las 24 y 72 h después del TCE en el grupo de Dia (p = 0.1500)
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ni en el grupo de Noche (p = 0.3000). Al comparar las 24 h del grupo de Dia con el
grupo de Noche, no encontramos diferencias significativas (p = 0.2000), pero al
comparar las 72 h pos-TCE hubo una diferencia significativa (p = 0.0500),

presentando una menor puntuacion el grupo de Noche.

Por otro lado, la descripcion histopatolégica del CC (Figura 28) mostré que en el
grupo de Dia, a las 24 h después del TCE (B) hay una marcada vasodilatacion, junto
con una pérdida en la intensidad de la tincion y un evidente desarreglo en la
disposicion de los oligodendrocitos y de las fibras. A las 72 h (C), estos cambios se
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Figura 28. Analisis de la sustancia blanca de Cuerpo Calloso con Kluver Barrera (40x).
Los datos son expresados como promedio + SEM. Prueba de Kruskal-Wallis y U de Mann-
Whitney como post hoc, & p < 0.05 entre los grupos de Dia y Noche; ® p < 0.05 entre 24 y 72
h. (Barras, 25 um).
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acentuaron mas, exceptuando la vasdilatacion que no fue tan evidente. En cambio,
el grupo de la Noche, a las 24 h después del trauma (D), aunque presento un ligero
desarreglo de las fibras la disposicion de los oligodendrocitos se mostré mas
preservada, aunque fue notable un aumento en la vacuolizacién; a las 72 h después
del TCE, el tejido de mostré mucho mas preservado y con oligodendrocitos que se
aprecian con una disposicidn fascicular, similar a lo observado en su grupo Sham
(D).

Finalmente, el anadlisis de la escala de dafno en SB (Figura 28G) evidencio
diferencias significativas entre las 24 y 72 h después del TCE en el grupo de Dia (p
= 0.0500), obteniendo un mayor puntaje de dano a las 72h, lo mismo que para el
grupo de Noche (p = 0.0500). Sin embargo, la comparacion de las 24 h del grupo
de Dia con el grupo de Noche, no hubo diferencias significativas (p = 0.3500), pero
al comparar las 72 h pos-TCE hubo, encontramos una diferencia estadisticamente
significativa (p = 0.0500), presentando una menor puntuacioén el grupo con TCE de
Noche.

8.13. Analisis morfolégico de la respuesta de la microglia dependiendo

de la hora de induccion del TCE.

Con el fin de determinar la respuesta de la microglia dependiendo de la hora de
induccion del TCE, observamos y analizamos su morfologia mediante Ila

inmunohistoquimica con |ba-1+.

La primera area que se analiz6 fue la zona perilesional a la zona de dafo primario
(corteza motora [M1]) (Figura 29). Respecto a la longitud de ramificacién (G) no
encontramos influencia de la hora del dia (F1,12 = 0.557, p = 0.4698) y no hubo
diferencias morfolégicas entre el grupo Sham de Dia en comparacion con el grupo
de Noche (p = 0.5419). Sin embargo, al analizar de la influencia del tiempo posterior

al TCE (F2,12 = 10.36, p = 0.0024), nuestro analisis post hoc, sélo mostrd una
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diferencia significativa en el grupo de la Noche, entre el Sham y las 72 h después
del TCE (p = 0.0045).

En cuanto al analisis de la ramificacion (H), sorprendentemente encontramos una
gran influencia de la hora del dia (F1,12 = 24.64, p = 0.0003) ya que hubo diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo Sham de Dia en comparacion con el
grupo de Noche (p < 0.0001). En este sentido, en nuestras fotomicrografias se hace
evidente la gran ramificacion que presenta la microglia principalmente en el grupo
de Noche (D). Respecto a la influencia del tiempo posterior al TCE (F2,12 =41.11, p
< 0.0001) el grupo de Dia, no presento diferencias estadisticamente significativas ni
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Figura 29. Fotomicrografias con inmunomarcaje para microglia (lba-1+) en la zona
perilesional (corteza motora [M1]) al TCE. n=3 cada columna. Los datos estan expresados
en promedio + SEM. ANOVA de dos vias y prueba Tukey como post hoc. * p < 0.05 entre
Sham y TCE; & p < 0.05 entre Dia y Noche. (Barras, 25 um).

79



alas 24 h (p = 0.2017), ni a las 72 h posteriores al trauma (p = 0.6189). Por el
contrario, nuestro grupo de Noche, resultd con diferencias significativas entre el
grupo Shamy las 24 h (p < 0.0001) y las 72 h después del TCE (p < 0.0001).

Después, realizamos el analisis de toda la zona de dano secundario (hipocampo)
(Figura 30). Respecto a la longitud de la ramificacion de la microglia (G) no
encontramos influencia de la hora en la que fue inducido el trauma (F1,12 = 0.0009,
p = 0.976) ni del tiempo posterior al TCE (F2,12 = 0.061, p = 0.940). Sin embargo,
aunque la ramificacion mostré influencia de la hora de induccion del TCE (F1,12 =
7.341, p = 0.0190), el analisis post hoc, no mostré diferencias significativas
particulares. Por otro lado, encontramos influencia del tiempo posterior al TCE (F2,12
= 23.19, p < 0.0001) con diferencias significativas en el grupo de Dia, alas 24 h (p
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Figura 30. Fotomicrografias con inmunomarcaje para microglia (Iba-1+) en la zona de
dano secundario (hipocampo) al TCE. n=3 cada columna. Los datos estan expresados
en promedio £+ SEM. ANOVA de dos vias y prueba Tukey como post hoc. * p < 0.05 entre
Sham y TCE. (Barras, 25 um).
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=0.128)yalas 72 h (p = 0.0206) después del trauma; y en el grupo de Noche a las
24 h (p = 0.0061) y a las 72 h (p = 0.0190) después del trauma, todos en

comparacion con su respectivo grupo Sham.

8.14. Descripcion morfolégica de la respuesta respuesta astrocitaria

dependiendo de la hora de induccién del TCE.

Con el objetivo de determinar la reactividad astrocitaria posterior a la induccion del
TCE analizamos primeramente la zona perilesional al dafno primario (corteza motora
[M1]) (Figura 31) en donde encontramos una mayor astrogliosis en el grupo de Dia
a las 24 h después del trauma (B), caracterizada por un aumento en la intensidad
de la marca del anticuerpo (no medido) y del tamano de las células al compararlo
con su grupo Sham. Este aumento en la reactividad se mantuvo a las 72 h después
del trauma (C). El grupo de Noche presento6 estos aumentos en la reactividad hasta
las 72 h después del TCE (F).

Por otro lado, el andlisis de la zona de dafio secundario (hipocampo) (Figura 32),
mostré una diferencia en la intensidad del marcaje (no medido) entre el grupo Sham
del Dia y el grupo de Noche. Al observar la respuesta entre ambos grupos a las 24
h, presentan aumento en la reactividad astrocitaria, pero a las 72 h, apreciamos un
mayor aumento en la intensidad del inmunomarcaje en el grupo con TCE de Dia en

comparacion con el de Noche.
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Figura 31. Inmunomarcaje de la respuesta astrocitaria (GFAP+) en la zona perilesional
(corteza motora [M1 ] al TCE. Se muestran el grupo de Dia (A-C) y el grupo de Noche (D-

F). n=3 cada columna. (Barras, 25 um).

Figura 32. Inmunomarcaje de la respuestra astrocitaria (GFAP+) en la zona de daio

secundario (hipocampo) al TCE. Se muestran el grupo de Dia (A-C) y el grupo de Noche

(D-F). n=3 cada columna. n=3 cada columna. (Barras, 25 um).

82



8.15. Cuantificacion de la IL-1B en la zona de dano secundario

dependiendo de la hora de induccién del TCE.

Finalmente, con el objetivo de determinar el microambiente pro-inflamatorio en la
zona de dafo secundario, medimos la cantidad de IL-13 en todo el hipocampo
ipsilateral al TCE (Figura 33). Nuestros resultados mostraron que existe una
influencia del tiempo (24 y 72) (F2,14 = 7.097, p = 0.0074) y el analisis post hoc resaltd
una diferencia significativa en el grupo de Dia, entre el Sham y las 72 h pos-TCE (p
= 0.0146). Sin embargo, en el grupo de la Noche, no hubo diferencias entre el Sham
ylas 24 h (p = 0.9431) y las 72 h (p = 0.7013) posteriores al trauma. Finalmente,
encontramos influencia del grupo experimental (Dia y Noche) (F1,14 = 22.14, p =
0.0003) ya que al compararlos a las 24 h después del trauma, no hubo diferencias
significativas (p = 0.3081), pero si encontramos una diferencia estadisticamente

significativa a las 72 h posteriores al TCE (p = 0.0131).
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Figura 33. Cambios en la concentracion de IL-1B en el hipocampo ipsilateral al TCE.
Nétese la variaciéon en la concentracion basal entre el dia y la noche. Posterior al trauma el
grupo de Dia presenta una mayor cantidad de proteina en comparacién con el grupo de la
Noche. Los datos estan expresados en promedio £+ SEM. ANOVA de dos vias y prueba Tukey

como post hoc. * p < 0.05 entre Sham y TCE; & p < 0.05 entre Dia y Noche.
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9. DISCUSION

La variacién diurna en las variables fisiologicas de un organismo parecen determinar
la respuesta a eventos ambientales, por ejemplo, una enfermedad o una lesién. Sin
embargo, a pesar de la relevancia clinica, existe una investigacion limitada sobre
como estas variaciones diurnas determinan el grado de lesion y en especiifico
posterior a un TCE. En este trabajo, mostramos que los parametros generales de
salud y los puntajes en tres pruebas neuroconductuales diferentes varian segun la
fase del ciclo luz—oscuridad en el que ocurrié el TCE. Ademas, estos cambios se
relacionaron con el dafo histopatoldgico en areas especificas del cerebro y con una
diferencia en la activacion de las células de la microglia, el macrofago residente del
SNC.

9.1. Cambios en parametros generales de salud

Posterior a un TCE, una serie de eventos ocurren de forma local y en varios
sistemas, tanto a nivel conductual como cognitivo. Estos eventos afectan el estado
general del organismo porque pueden ocasionar pérdida del apetito, por lo que el
organismo utliza las reservas disponibles y, por lo tanto, su uso puede conducir a
una pérdida de peso (Herrera-Martinez, 2011). En un estudio previo en ratas y
utizando un modelo por percusion liquida, se demostr6 una disminucion
significativa en la ingesta de alimentos y el peso corporal 10 dias después de la
lesién; sin embargo, la hora del trauma no se considero en el trabajo (Moinard et al.,
2005).

Nuestros resultados indicaron una disminucion en la ingesta de alimentos so6lo a las
24 h en ratas con induccion del TCE en la noche, y hasta 72 h después del trauma
en ratas con induccién del TCE durante el dia, ademas, las ratas con TCE durante
la noche tuvieron menor pérdida de peso, lo que podria ser indicativo de la variacion
diurna de las respuestas neuroprotectoras del organismo. Esta pérdida de peso se
ha asociado con un aumento en la glucdlisis (estado hiper-glucolitico) en las
primeras 24 h después del trauma, durante el cual, las grasas almacenadas se
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convierten en la principal fuente de energia y las proteinas se conservan hasta el
final del proceso (G. A. Brooks & Martin, 2015). Sin embargo, informes en pacientes
criticos han descrito que numerosos procesos metabdlicos podrian combinarse para
inducir un estado hipermetabdlico caracterizado por un marcado balance negativo
de nitrégeno; ademas, la tasa de pérdida de masa magra es 2—3 veces mayor que
durante la inanicion y la lipdlisis disminuye a medida que se desarrolla la intolerancia
a la glucosa, lo que aumenta los niveles de insulina (Burke & Mathews, 1979;
Dabrowski & Rombeau, 2000). Nuestros resultados sugieren que este estado
hipermetabdlico es mas severo en los animales en los que se indujo el TCE durante
el dia.

9.2. Alteraciones neuroconductuales

Las corteza motora primaria [M1] es una regidn neuroanatomica ubicada en el I6bulo
frontal y que se define y caracteriza por: a) una combinacion de movimientos
evocados por microestimulacién de bajo umbral; b) proyecciones a las regiones
motoras de la médula espinal contralateral; c) falta de la capa granular 1V; y d)
aferencias de los nucleos talamicos ventrobasales (Peters et al., 2017). Esta region
junto con sus areas asociadas, median la planificacién y el inicio de complejas

secuencias temporales de movimientos voluntarios (Purves et al., 2016).

Diversos estudios han demostrado que los déficits motores después de un TCE
pueden ocurrir tanto por lesiones focales como difusas (Crane et al., 2012; Hehar
et al., 2015; Lindner et al., 1998). Los resultados de nuestro estudio mostraron fallas
en las habilidades motoras de las ratas con TCE, evaluadas con una escala
neuroconductual de 21 puntos modificada (Hunter et al., 2000), en el que se
evaluaron aspectos motores, percepcion especial y reflejos, asi como con la prueba
de cilindro, que evalua el dafio de la corteza motora asociada principalmente con el
control de miembros anteriores (Roome & Vanderluit, 2015) y finalmente con la
prueba de caminata en barra que evalua actividad motora fina (Hausser et al.,
2018). De forma interesante, se encontraron diferencias significativas en los déficits

motores entre los grupos de Dia y de Noche a las 24 y 72 h después del TCE.
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El analisis individual de los parametros que conforman la escala neuroconductual
de 21 puntos mostré que algunos de ellos mejoraron con el tiempo (24 h vs. 72 h),
independientemente de la fase del ciclo luz — oscuridad en que indujimos el trauma,
como la colocacion de las patas, barra horizontal, plataforma inclinada, rotacion y el
alcance visual de patas delanteras. Por otro lado, aunque hubo parametros cuyos
puntajes disminuyeron, como la circulacién, la motilidad y las condiciones generales,

estas diferencias no fueron significativas.

Consideramos que estos cambios pudieran estar relacionados con el DAD
generado después de una lesion cerebral traumatica (Mu et al., 2019) ya que en
trabajos previos se ha reportado que la pérdida de cuerpos neuronales (la cual
observamos en este trabajo) esta asociada con la atrofia de la sustancia blanca,
secundaria al DAD (Armstrong et al., 2016) en la que uno de sus cambios relevantes
es la pérdida de mielina (Mu et al., 2019) (evaluada en este trabajo mediante la
tincion de Kluver Barrera). Por otro lado, la variacion diurna en los pardmetros segun
el momento en que se indujo la lesion puede estar relacionada con cambios en
neurotransmisores como el GABA, por ejemplo, algunos estudios han demostrado
una variacion diurna de las sinapsis inhibitorias ya que se ha observado que éstas
van aumentando gradualmente en la fase activa (nocturna) en la corteza

somatosensorial del raton (Jasinska et al., 2015; Jasinska et al., 2014).

Finalmente, el reflejo de correccion y el reflejo contralateral no se vieron afectados;
el dafo causado en nuestro modelo de TCE fue en la zona M1, un area que no
emite los comandos superiores que afectan estos reflejos. Los parametros
correspondientes a los reflejos son dificiles de cambiar ya que, como sabemos, la
integracion final se produce en la médula espinal, y en nuestro modelo, tanto los
comandos superiores como los de la médula espinal en si no se vieron afectados
por trauma (Mgller, AR., 2011), o por lo menos, al tiempo maximo que fueron
evaluados después del TCE (72 h) no presentaron alteraciones.
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La prueba de cilindro evalua en la corteza sensori-motora el dafo por el TCE. En
este trabajo, la colocacion de las patas o el predominio de una al tocar la pared del
cilindro es una buena medida del dafio a la corteza sensorimotora de la extremidad
anterior y ayuda a detectar los déficits motores. Ademas, nuestros resultados del
analisis de la asimetria de las extremidades anteriores mostraron diferencias entre
los grupos de Dia y Noche, cuando se evaluaron a las 24h y 72h después del TCE,
lo que indica déficits conductuales mas finos y consistentes (Farr & Whishaw, 2002;
Tennant etal., 2010). La escala neuroconductual de 21 puntos mostré una
diferencia significativa entre los grupos sometidos a TCE durante el dia en
comparacion con aquellos con induccion del trauma en la noche; ademas, hubo una
diferencia significativa entre los grupos de dia y noche evaluados a las 24y 72 h
después del TCE.

Durante un trauma, el dafio puede transmitirse como un gradiente fronto — posterior
a través del DAD, pero con una mayor tendencia al dafio frontal (Eierud et al., 2014).
Esto reduce el control cortical de las funciones motoras de orden superior
(Rosenbaum & Lipton, 2012; Tsenter et al., 2008). Los resultados de nuestras
pruebas neuroconductuales son consistentes con los reportados en pacientes
humanos que tienen una marcha lenta, asimétrica, pasos mas cortos y una
influencia mediolateral mas significativa (Ozolins et al., 2016). Ademas, algunos
informes indican un equilibrio y alteraciones motoras sutiles después de una lesién
traumatica (Finnanger et al., 2013; Neumann et al., 2009). Sin embargo, el equilibrio
es una funcidén compleja que involucra aspectos tanto motores como sensoriales e
inclusive el cerebelo podria estar involucrado. La interpretacion de los resultados
debe considerar el hecho de que las ratas usan dos pares de extremidades para
caminar, lo que podria compensar el desequilibrio causado por el dafio neuronal
(Namdar et al., 2020).

9.3. Cambios histopatolégicos

Encontramos cambios celulares que se evidenciaron tanto con la descripcidn

histopatoldgica como con el conteo neuronal que mostraron un menor dafio en ratas
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sometidas a TCE durante la noche en comparacion con las ratas con trauma en el
dia. El grupo de la noche mostré un menor dafo tisular en la zona perilesional al
TCE de la corteza motora, con un mayor conteo total de neuronas y una menor
cantidad de ND las 72 h después del trauma comparado con el grupo de dia. La
cascada fisiopatolégica después de un TCE es muy compleja (Giza & Hovda, 2014),
sin embargo, nuestros resultados son consistentes con un trabajo previo de nuestro
laboratorio en donde se reportd la variacion de la expresiéon del receptor NMDA en
la corteza motora a lo largo del dia, encontrandose una mayor expresion durante
las horas de luz, una menor expresion en las horas de oscuridad. Esto finalmente
se relacion6 con un mejor prondéstico cuando el TCE fue inducido durante las horas
de noche (Estrada-Rojo et al., 2018).

Respecto a nuestros resultados encontramos diferencias entre las subregiones de
la zona de dafo secundario (hipocampo) en la cual la subregion CA3 presentaba un
aumento igual del porcentje de ND en los grupos de Dia y de Noche. Estudios
previos han establecido una mayor susceptibilidad de la region CAS3 utilizando un
modelo de TCE conocido como impacto cortical controlado (Anderson et al., 2005)
y en modelos matematicos (Mao et al., 2013) sugiriendo que podria deberse a un
componente biomecanico tras un traumatismo. Consideramos que CA3 presenta
especializaciones unicas y funcionales compuestas por entradas de fibras
musgosas del GD y amplias fibras colaterales de axones entre las neuronas de CA3.
Esto crea no solo una red altamente interconectada sino también excitable, lo que
podria hacerla especialmente susceptible, independientemente del momento del dia

en que se produzca la lesion.

9.4. Hallazgos morfolégicos de la microglia

Al ser la morfologia de la microglia una de sus caracteristicas particulares para
conocer su actividada fisiologica, decidimos evaluarla y relacionarla con los
hallazgos neuroconductuales e histopatologicos. Nuestros resultados sugieren que
la microglia presenta cambios en su morfologia a lo largo del dia, evidenciada por

una mayor ramificacién durante la noche en comparaciéon con el dia en corteza
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cerebral en los grupos Sham. Estos resultados corroboran lo reportado previamente
en microglia aislada de corteza de ratdén en la que también encontraron una mayor
ramificacion durante la noche; sin embargo, esos datos se relacionaron con la
expresion de proteinas del reloj CLOCK vy del receptor purinérgico P2Y12, ademas,
estos experimentos se desarrollaron durante oscuridad constante, o que sugiere

una influencia de tipo circadiana (Hayashi, 2013).

Inicialmente consideramos que una variacion fisiolégica de la ramificacion de la
microglia a lo largo del dia determinaria que al enfrentarla a un reto inmune como
el TCE, pudiera condicionar una diferencia en su respuesta inmune entre los ciclos
de luz — oscuridad y esto de forma secundaria verse reflejado en su morfologia.
Nuestros resultados sugieren que la morfologia ante un reto inmune de esta célula
varia o no, dependiendo de la fase del ciclo luz-oscuridad y de la regién cerebral.
En la zona de dano secundario (hipocampo) si se presentaron diferencias en la
ramificacion dependiendo de la fase del ciclo, encontrandola mas ramificada en la
noche; sin embargo, estas diferencias no se presentaron en la zona perilesional al
TCE. Las diferencias de la respuesta morfolégica de la microglia entre corteza e
hipocampo entre el dia y la noche pudieran explicarse con las caracteristicas
particulares de cada region, por ejemplo, el hipocampo es una estructura con una
gran vascularizacion e inmunoregulacion (Leiter etal., 2016), por lo que las
diferencias morfolégicas de la microglia pudieran no presentrase tan marcadas en
corteza debido a que aparentemente también es una region con una baja expresion
de genes fagociticos o activadores de la inmunidad en comparacion con el
hipocampo (Tan et al., 2020).

Finalmente, se ha reportado que la microglia residente en la corteza somato—
sensorial presenta una menor ramificacion de sus extensiones citoplasmicas
durante las horas de luz (Hayashi, 2013), pero presenta procesos celulares y puntos
de ramificacion comparativamente mas altos y mas largos durante las horas de

obscuridad (Takayama et al., 2016).
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9.5. Analisis del microambiente inflamatorio en el tejido nervioso

De acuerdo con nuestros resultados, existen diferencias en la concentracion de la
proteina IL-13 en hipocampo habiendo una mayor concentracion en el Sham de Dia
en comparacién con el grupo Sham de Noche. Posteriormente, al analizar la
cantidad de los grupos con TCE, hallamos una concentracion que resulto
significativamente menor en el grupo de Noche en comparacion con el de Dia hasta
las 72 h. De forma interesante, estos hallazgos son congruentes con trabajos
reportados previamente en los que en microglia aislada de hipocampo se determiné
una variacion a lo largo del dia en esta proteina, aunque cabe resaltar que el modelo
utilizado fue un reto con lipopolisacarido (Fonken et al., 2015).

Por otro lado, como parte de la busqueda bibliografica de este proyecto, al comparar
la respuesta inmune que presentan los macrofagos que denominamos periféricos
(es decir, fuera del SNC), respecto a la respuesta en microglia, encontramos datos
interesantes (Figura 34). Por ejemplo, una comparacion general sobre las horas de

mayor induccion de citocinas pro-inflamatorias en macrofagos periféricos resultd
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Figura 34. Comparacion de la respuesta inmune entre macroéfagos periféricos y microglia a lo
largo del dia. Diversos trabajos destacan la respuesta inmunitaria pro-inflamatoria de los macrofagos
periféricos durante la transicion luz-oscuridad o en la oscuridad, mientras que los estudios sobre la

microglia muestran esta tendencia hacia las horas de luz (Martinez-Tapia et al., 2020).
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gue se encuentra principalmente en la transicion de las horas de luz a las horas de
oscuridad y, por el contrario, los datos reportados hasta el momento de la microglia
ubican el pico maximo hacia la mitad de las horas de luz (Martinez-Tapia et al.,
2020). Esta comparacion necesita corroborarse con estudios posteriores, debido a
que estas diferencias pudieran eventualmente tener relevancia clinica importante,
por ejemplo, en la cronoterapia, un tipo de terapéutica que programa los
tratamientos para que proporcionen la mayor ayuda y hagan el menor dafio posible
y en el caso del TCE, hasta ahora son pocos las aproximaciones que consideran
tanto el momento en que sucede el TCE (Lee et al., 2021).

Consideramos que existen diversos factores que pudieran influenciar la diferencia
de la respuesta inmune entre macrofagos periféricos y microglia a lo largo del dia.
Por ejemplo, se ha descrito que la BHE presenta variaciones en la permeabilidad
que dependen tanto del suefio como de los ritmos circadianos (Cuddapah et al.,
2019). También, se ha descrito que el sistema glinfatico, una red perivascular
dependiente de la glia, que cumple una funcidn similar al sistema linfatico en el
cerebro, se activa principalmente durante el suefio (lliff & Nedergaard, 2013; Jessen
et al.,, 2015).

9.6. Asociacion entre los hallazgos morfolégicos e histopatolégicos con los
parametros generales de salud y neuroconductuales

Finalmente, nuestros resultados demuestran que el grupo de ratas con induccion
del TCE durante la Noche presentaron una menor pérdida de peso y mayor ingesta
de alimento, una mejor puntuacion en tres diferentes pruebas conductuales y un
menor dafio tisular caracterizado por un mayor conteo de NN, NC, menor cantidad
de ND y una mejor preservacion de las fibras mielinicas. También, tomando en
cuenta la mayor ramificacion de la microglia en la zona de dafio secundario, que se
asocia con menor actividad pro-inflamatoria en la noche por parte de la microglia y
que indicaria de una menor activacion, al igual que una aparente menor reactividad

astrocitaria y una menor concentracion de la IL-13, consideramos que existe una
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alta asociacion para concluir que la variacion diurna ejerce un efecto neuroprotector

en ratas con TCE durante la noche, respecto a las ratas con trauma en el Dia.
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10. CONCLUSIONES

En esta tesis hemos demostrado que la fase del ciclo luz — oscuridad influye en la
respuesta motora, cuando se induce un modelo de TCE. Si el TCE se induce
durante las horas de oscuridad, hay menor dafio. Este mejor desempefio conductual
lo pudimos asociar con una mejor preservacion del tejido en la zona perilesional al
dano primario (corteza motora [M1] y en ciertas regiones de la zona de dafo
secundario (hipocampo [CA1 y GD]) y una menor induccién de una citocina pro-
inflamatoria (IL-1B). Sin embargo, estos hallazgos no se asociaron con una menor
respuesta de la microglia evaluada morfolégicamente, por lo que el papel de esta
célula pudiera presentar diferencias principalmente en ambitos genéticos vy

moleculares.

La relevancia de este trabajo radica en que somos el primer grupo de investigacion
en describir estas diferencias de la variacion diurna del dafio secundario en un
modelo de TCE, lo cual, desde el campo de la investigacion basica, permite
continuar y aportar conocimiento al estudio de una de las enfermedades

desatendidas mas importantes que tenemos en nuestro pais.

Aun se requiere profundizar en el estudio de los mecanismos de dafio y de
neuroproteccion desencadenados por un TCE, debido a que hasta la fecha son
limitados los tratamientos que se les pueden brindar a los pacientes con cualquier
tipo de trauma en la cabeza, por lo que es necesario enfatizar en encontrar nuevos

o mejorar los limitados abordajes terapéuticos que se utilizan en el campo clinico.
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11. PERSPECTIVAS

Si bien, el intentar llevar los hallazgos de este trabajo y aplicarlos al campo clinico
pudiera no ser una tarea sencilla, principalmente por las diferencias que presenta el
modelo murino en comparacion con los humanos, consideramos que un primer
acercamiento hacia la medicina traslacional, seria proponer un estudio
epidemioldgico de tipo descriptivo y comenzar a buscar asociaciones entre la hora

del trauma, la gravedad y el prondstico de los pacientes.

Por otra parte, el analisis de las células de la microglia implica un gran reto debido
a que presentan una diversa gama de morfologias tanto en lesiones sutiles como
en grandes dafios (Karperien et al., 2013) por ejemplo, un estudio reciente ha
descrito una gran heterogeneidad de perfiles microglia a lo largo de la vida de
ratones (Hammond et al., 2019), por lo que el analisis morfologico de la microglia
(extension de la ramificacion y ramificacion) por si solo podria ser limitado. Esto,
porque estas células experimentan cambios en una serie de dominios a lo largo de
multiples escalas de tiempo (por ejemplo, el tamafo y la forma del soma, el volumen
citoplasmico, la configuracion de la membrana celular, la distribucion de sus
receptores, organizacion del citoesqueleto, diametro, tortuosidad, etc.) (Karperien
et al., 2013). Un método cuantitativo complejo que podria ayudar a la interpretaciéon
del comportamiento de la microglia dependiendo de la hora del dia en que se induce
un trauma es el “analisis fractal”, el cual considera parametros multidimensionales
que daria un resultado mas profundo y nos permitiria una interpretacion mucho mas
fina y detallada de los cambios que presenta la microglia (Fernandez-Arjona et al.,
2017; Karperien et al., 2013).

Asi mismo, consideramos que convendria realizar un analisis mas detallado de la

respuesta del microambiente del tejido nervioso, y mas en especifico, discriminar la

presencia de citocinas pro o anti-inflamatorias.
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Por otro lado, el hecho de que se opte por una vision menos reduccionista del perfil
M1/M2 de la microglia plantea a futuro el uso de otras técnicas que nos
proporcionen una mayor informacion de la dinamica de la microglia posterior al TCE,
por ejemplo, nuestro proyceto se veria beneficiado con la determinacién de los
receptores de la microglia mediante el uso de citometria de flujo para determinar su

perfil inmune
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Traumatic brain injury (TBI) induces two types of brain damage: primary and secondary.
Damage initiates a series of pathophysiological processes, such as metabolic crisis,
excitotoxicity with oxidative stress-induced damage, and neuroinflammation. The long-
term perpetuation of these processes has deleterious consequences for neuronal
function. However, it remains to be elucidated further whether physiological variation
in the brain microenvironment, depending on diurnal variations, influences the damage,
and consequently, exerts a neuroprotective effect. Here, we established an experimental
rat model of TBI and evaluated the effects of TBI induced at two different time
points of the light-dark cycle. Behavioral responses were assessed using a 21-point
neurobehavioral scale and the cylinder test. Morphological damage was assessed in
different regions of the central nervous system. We found that rats that experienced a
TBI during the dark hours had better behavioral performance than those injured during
the light hours. Differences in behavioral performance correlated with less morphological
damage in the perilesional zone. Moreover, certain brain areas (CA1 and dentate gyrus
subregions of the hippocampus) were less prone to damage in rats that experienced
a TBI during the dark hours. Our results suggest that diurnal variation is a crucial
determinant of TBI outcome, and the hour of the day at which an injury occurs should
be considered for future research.
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INTRODUCTION

Traumatic brain injury (TBI) is defined as the alteration of brain function, or other evidence of
brain pathology, caused by an external force (Menon et al., 2010). TBI is a severe public health
problem: in 2016, the number of new cases of TBI amounted to 27.08 million worldwide (GBD
2016 Traumatic Brain Injury and Spinal Cord Injury Collaborators, 2019). In the United States
alone, the Center for Disease Control and Prevention (CDC) reports 1.7 million cases annually,
including approximately 275,000 hospitalizations and 52,000 deaths (Faul et al., 2010).
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TBI causes two types of brain damage: primary damage
is the result of tearing, shearing and rupture of nervous
tissue and is considered irreversible; secondary damage is a
cascade of pathophysiological processes that could exacerbate
the damage of the primary lesion (Maas et al., 2008). Some
of these pathophysiological processes, namely excitotoxicity
through N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor expression
(Estrada-Rojo et al., 2018), oxidative stress (O’Neill and Feeney,
2014), and neuroinflammation (Griffin et al., 2019) are related to
diurnal variation in the levels of hormones, neurotransmitters,
and metabolic intermediates of cognitive pathways. Fonken
et al. (2015) found that microglia isolated from the rat
hippocampus during the light phase exhibit significantly greater
immune response than those isolated during the dark phase.
They also found that rats injected with lipopolysaccharide
during the light phase have higher sickness behavior scores
and hippocampal cytokine production than rats injected with
lipopolysaccharide during the dark phase. Differences in immune
response activation could be reflected in social behavioral tests.

Several studies have shown that the time at which a
pathological event occurs can influence the extent of the damage.
The time of onset of cerebral vascular accidents and transient
ischemic attacks occurs most often in the early hours of the
morning (Raj et al., 2015; Ripamonti et al., 2017). Animal studies
have also shown diurnal variation in ischemia-induced damage.
For example, Vinall et al. (2000) reported more significant
damage if ischemia was induced in the last hours of darkness,
while Beker et al. (2018) reported less damage if ischemia was
induced during the mid-dark period.

We have previously reported that recovery from TBI varies
depending on the time of the day it occurs. A neurobehavioral
test showed that rats with brain trauma induced during the dark
hours score better than those traumatized during daylight hours
(Martinez-Vargas et al., 2006, 2013; Estrada-Rojo et al,, 2018). We
hypothesized that general health parameters (e.g., body weight
and food intake) and neurobehavioral test performance might
also present diurnal variation and correlate with morphological
damage in different areas of the central nervous system (CNS).
Therefore, in this study, we evaluated the effects of TBI
induced at two different time points of the light-dark cycle
using a 21-point neurobehavioral scale and the cylinder test, a
spontaneous motor test. We also correlated diurnal variation
in the responses to TBI with structural damage in specific
areas of the CNS.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Wistar rats (250-300 g; 10-12 weeks) were housed
individually in a room temperature of 21 + 2°C with food and
water ad libitum. Rats were given at least 15 days to acclimate
to the room’s conditions before starting experimentation. All
rats were maintained on a 12:12 h light: dark cycle, with lights
on either at 08:00 or 20:00 h. Measurements of general health
parameters (food intake and body weight) were performed daily
at the same time (12:00 h) before and after the induction

of TBI. All experiments were conducted according to the
recommendations of the Ethics Committee of the Faculty of
Medicine, Universidad Nacional Autonoma de Mexico (UNAM)
(project, 018/2016; approved April 05, 2016), the Animal Care
and Use Committee, and the Mexican Official Regulations
(NOM 062-Z00-1999).

Experimental Design

Rats were divided into two groups: day and night. Experiments in
the day group were performed during the hours of light, and TBI
was induced at 13:00 h (5 h after the lights were on); experiments
in the night group were performed during the hours of darkness,
and TBI was induced at 01:00 h (5 h after the lights were off).
Behavioral testing was performed at 24 and 72 h after TBI. In
the night group, both, TBI and behavioral testing were performed
in a dark room with a red light at < 10 Ix to avoid disturbances
in the sleep-wakefulness cycle (Stenvers et al., 2016; Zhang et al.,
2017). Rats in both groups, day and night, were further divided
into Sham (n = 10) and TBI subgroups (1 = 10 per subgroup).

TBI

Rats were anesthetized inside of an acrylic gas-anesthesia
chamber (25 cm x 11 cm x 10 cm). Anesthesia was induced
with 4.0% isoflurane (Sofloran®Vet, PiSA Agropecuaria, Hgo.,
Mexico) supplemented with O,. Upon loss of righting reflex,
each rat was removed from the chamber and placed in a nose
cone connected to the same isoflurane supply, now adapted to a
stereotaxic device. The concentration of isoflurane was reduced
to 3.0% to maintain an appropriate anesthetic depth during
surgery. Then, the heads were disinfected with chlorhexidine, and
a midline incision was made to expose the skull. Subsequently,
the site of trauma (primary motor cortex) was located with the
stereotaxic device at coordinates P = —2 and L = 1.4 (Paxinos
and Watson, 1998). Trauma was induced with a pneumatic piston
calibrated at 40 psi of pressure and at a depth of 6 mm (Verdugo-
Diaz et al., 2017; Estrada-Rojo et al., 2018). After the induction
of TBI, isoflurane administration was stopped, and the rat was
placed back in its cage. The rat was positioned in a dorsal
recumbency to test reflexes until regaining the righting reflex.
Subjects in the sham group were only anesthetized.

Neurobehavioral Scale

Motor deficit after TBI was measured using a previously
described 21-point neurobehavioral scale (Hunter et al., 2000).
Measurements were taken at baseline (24 h before TBI) as well
as at 24 and 72 h after TBI. A blinded observer recorded the
neurobehavioral scale score for each rat. The following items
were evaluated: paw placement [4 points (pts)], righting reflex
(1 pt), horizontal-bar (3 pts), inclined platform (3 pts), rotation
(2 pts), visual forepaw reaching (2 pts), contralateral reflex
(1 pt), circling (1 pt), motility (2 pts), and general condition
(2 pts). The maximum score in healthy rats was set to 21
pts. Although this scale was primarily designed to evaluate
cerebral ischemia, cerebral ischemia and trauma share similar
pathophysiological mechanisms (Leker and Shohami, 2002). In
fact, we have previously used this scale to assess neurological
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damage after TBI (Martinez-Vargas et al., 2012, 2014; Estrada-
Rojo et al., 2018).

Cylinder Test

Functional recovery is usually assessed with behavioral tests that
measure functional deficits; in this study, we measured the motor
skills associated with damage to specific brain regions. Several
motor control tests indicate trauma- or ischemia-induced brain
damage in the cortex sensorimotor area. The cylinder test is
widely used in rats to evaluate functional deficits in forelimb
activity (Roome and Vanderluit, 2015). To measure spontaneous
motor activity and limb use asymmetry after TBI, we used
the cylinder test as described previously (Rodgers et al., 2014).
Measurements were taken at baseline (24 h before TBI) as well as
at 24 and 72 h after TBI. A 15-cm diameter acrylic cylinder was
used; the rats were placed inside and their activity was recorded.
A blinded observer analyzed the videos at a later time. The
number of times the rat placed the left or right leg, or both, on
the cylinder wall was scored.

Tissue Processing and Staining

Rats (n = 4, per time point) were deeply anesthetized with sodium
pentobarbital (Pisabental®, 50 mg/kg i.p., PiSA Agropecuaria,
Hgo., México) at 24 or 72 h after induction of TBIL Then,
they were perfused transcardially with sodium phosphate buffer,
followed by 4% buffered paraformaldehyde. The brains were
removed immediately after perfusion and then submerged in
the same fixative for at least 24 h. Then, the brains were rinsed
with tap water, dehydrated by immersion in ascending ethanol
grades, cleared in xylene, and embedded in paraffin with proper
orientation to obtain three series of 4-pum-thick sagittal sections,
from the midline to the left side of the brain (the TBI zone).
The sections were stained with hematoxylin and eosin (HE) to
examine the histopathological changes.

Image Acquisition

Morphological changes were analyzed in four different areas:
three subregions of the hippocampus [CA1, CA2/3, and dentate
gyrus (DG)] and a perilesional cortex (Cx) area adjacent to the
trauma site. We obtained a total of 50 fields with a 40x objective
with an area per field calculated previously at 19.700 um?. Images
were acquired using a CX31 Olympus microscope equipped with
a digital camera and analyzed with Infinity Analyze® software
(version 6.3.0).

Morphometric Analysis

Cell counts were obtained from the Cx in all fields of the
three tissue sections. Image analysis was performed to determine
the presence of normal neurons (NN), neurons with changes
(NCh), and degenerating neurons (DN) according to the criteria
established in Table 1. Also, changes in reactivity astrocyte were
assessed based on cellular and nuclear size and the chromatin
aspect (Garman, 2011); as well, vasculature was straightforwardly
observed based on the lumen size compared with its sham
subgroup. Average counts were calculated for each rat from three
experienced blinded observers. In the three subregions of the

TABLE 1 | Criteria for cell count based on neuronal morphology.

NN NCh DN*

Large nucleus with
open chromatin and

Collapsed, dark
nucleus, and poorly

e Cell body shrinkage
e Loss of Niss|

a prominent defined nucleolus substance
nucleolus o Decreased neuronal e Small/shrunken,

o Cell bodies with size (shrunken or darkly stained
abundant contracted) (pyknotic) nucleus
cytoplasm, variable e Basophilic inclusion that might eventually
Nissl substance bodies in the undergo
(rough endoplasmic perikaryon fragmentation
reticulum) e Cytoplasm appears (karyorrhexis)

e Shape and size of condensed and e Cell membrane
the cell body stains darkly (dark rupture Intense

neurons) eosinophilic staining

of the cytoplasm

NN, normal neurons; NCh, neurons with changes; DN, degenerating neurons.
*The name and morphological characteristics are based on the work published
by Garman, 2011.

hippocampus, the percentage of DN regarding the total number
of neurons per field was set on to observe the tissue response to
secondary damage. Finally, the counts in the three tissue sections
were averaged. FIJI software (v.2.0.0)" was used for cell counting
and to determine the field area.

Statistical Analyses

The results are reported as the mean values £ standard
error of mean (SEM). Statistical analyses were performed
using GraphPad Prism software (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, United States). Unless otherwise indicated,
data met the assumptions of equal variances (Spearman’s test
for heteroscedasticity and homoscedasticity plot). Statistical
significance was assessed with two-way analysis of variance and
Tukey’s multiple comparisons corrections for food intake, body
weight, cylinder test, and neuronal counting, and Kruskal-Wallis
and Mann-Whitney U tests for neurological scores. Differences
were considered to be significant at p < 0.05.

RESULTS

General Health Parameters Vary
Depending Upon the Time of TBI

Induction

To test whether the general health parameters changed
depending upon the time of TBI induction in rats, food intake
and body weight were measured in both sham and TBI subgroups
before and at 24, 48, and 72 h after TBI (Figure 1). Food intake
differed in both day and night groups, at 24, 48, and 72 h after
the TBI, compared to baseline [F(464) = 59.05, p < 0.0001].
Moreover, there were significant differences between day and
night groups [F(3,16) = 73.73, p < 0.0001]; food intake decreased
significantly 24 h after TBI in the day group as compared with
the night group (post-hoc p < 0.0001). This difference was

'https://imagej.net/Fiji
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FIGURE 1 | The time of day at which trauma is induced determines the changes in general health parameters in rats. Effect of inducing traumatic brain injury (TBI) at
two different time points, i.e., day (white symbols) and night (black symbols), on food intake (A) and body weight (B) (1 = 5 per subgroup). Note the significant
decrease in food intake and body weight in rats with TBI induced during the day (13:00), an effect that was maintained for up to 72 h after TBI. In rats with TBI
induced at night (01:00), the food intake did not differ significantly between the TBI and sham subgroups 72 h after TBI. Data are expressed as the mean & SEM.
Two-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test were used as post-hoc tests (A,B). "o < 0.05 between TBI and sham groups; ¥p < 0.05 between day and
night groups.

maintained even after 48 h (p < 0.0001), and 72 h (p < 0.0001).
The night group showed an increased food intake compared with
the baseline of the sham subgroup 72 h after TBI; however, this
difference was not statistically significant (p = 0.38; Figure 1A).
Meanwhile, there was a significant decrease in body weight in the
day and night groups at 24, 48, and 72 h after TBI [F (4 ¢4) = 53.07,
p < 0.0001]. Similarly, differences in body weight were observed
between the day and night groups [F3,16) = 44.69, p < 0.0001],
with more significant weight loss at 24 h after TBI in the day
group than in the night group (p < 0.0001). Finally, a tendency to
regain body weight was observed between 48 and 72 h after TB;
however, the extent of recovery in body weight did not match that
of the sham subgroup (Figure 1B).

Neurobehavioral Scale and Cylinder Test
Scores Vary Depending Upon the Time of
TBI Induction

Functional changes following TBI were assessed using two
neurobehavioral tests (Figure 2). A comparison of the total score
21-point neurobehavioral scale (Figure 2A) showed a decrease
in the day group as compared with the sham group at both 24 h
(p < 0.0001) and at 72 h after TBI (p < 0.001). Moreover, the
rats with TBI in the night group presented a decrease in the score
at 24 h (p < 0.0001), and 72 h (p < 0.0001), compared with its
corresponding sham group. However, the analysis between the
day and night group showed significant differences in the total
21-neurobehavioral scale score; the score was better in the night
group at both 24 h (p < 0.0001) and 72 h (p < 0.0001 after TBI
than in the day groups.

A detailed description of each specific parameter of the 21-
point neurobehavioral scale is shown in Table 2. We found a
significant decrease compared to its baseline in the day group
at 24 h after TBI in paw placement (p < 0.05), horizontal bar
(p < 0.05), inclined platform (p < 0.05), rotation (p < 0.05),

visual forepaw reaching (p < 0.05), circling (p < 0.05), and
general conditions (p < 0.05). At 72 h after TBI, the overall
score (as well as the score of five parameters) tended to increase
but the differences were not statistically significant. In the night
group, at 24 h after trauma there was a significant decrease
in only three parameters: horizontal bar (p < 0.05), rotation
(p < 0.05), and general conditions (p < 0.05). At 72 h after TBI,
only rotation was significantly increased compared to 24 h time
point (p < 0.05). Other parameters, such as circling, motility,
and general condition, tended to decrease compared to the 24-
h time point but the differences were not statistically significant.
When comparing the day and the night groups at both 24 and
72 h after TBI, we found that paw placement (p < 0.05) and
rotation (p < 0.05) scored better in the night group. Inclined
platform (p < 0.05) and circling (p < 0.05) only scored better
and were statistically significant at 24 h after TBI; and horizontal
bar (p < 0.05) and visual forepaw reaching (p < 0.05) were
significantly different only at 72 h after trauma. Finally, righting
reflex and contralateral reflex were not affected, neither by TBI
nor the time it occurred.

To test spontaneous exploration and limb use asymmetry after
TBI, we used the cylinder test (Figure 2B). In the day group, there
were differences in the time after the induction of the trauma
[F(3,54y = 11.84, p < 0.0001], at both 24 h (p < 0.0001) and 72 h
(p < 0.0001) after TBI, when compared with the sham subgroup.
However, the rats with TBI in the night group did not show
statistically significant differences in total paw placement at 24 h
(p =0.057) or 72 h (p = 0.999) compared with the corresponding
sham subgroup. Finally, there were significant differences in
spontaneous exploration between both the day and night groups
[F(1,18) = 53.93, p < 0.0001]; compared with the day group, the
score was higher in the night group at both 24 h (p = 0.0004) and
72h (p < 0.001) after TBIL.

A detailed analysis of limb use asymmetry was performed
(Supplementary Figure S1). Contralateral limb use (right paw)
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FIGURE 2 | The time of the day at which trauma is induced determines the behavioral response. Differences in the neurobehavioral scale (A) and cylinder test (B)
depending on the time at which traumatic brain injury (TBI) was induced (n = 10 per subgroup). Note the significant decrease in both behavioral tests in rats
undergoing TBI during the day (13:00), a decrease that continued until 72 h after TBI. The group that underwent TBI at night (01:00) shows a decrease at 24 h after
TBI that results in a score that is greater than that in the day group. However, at 72 h, there is a marked increase in the score, which becomes similar to that of the
corresponding sham subgroup (cylinder test). Data are expressed as the mean + SEM. (A) Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests. (B) Two-way ANOVA and
Tukey's test as post-hoc test, “p < 0.05 between TBI and sham groups; &p < 0.05 between day and night groups.

was significantly different between the TBI and sham subgroups
[F(3,54y = 7.208, p = 0.0004, post-hoc: p = 0.0211] of the day
group, at 72 h after TBI. In the night group, a difference in limb
use asymmetry was found only at 24 h after TBI (p = 0.0271),
but not at 72 h (p = 0.418), compared with the corresponding
sham subgroup. There was also a significant difference in limb
use asymmetry between the day and night groups [F(1,18) = 24.19,
p = 0.0001; Supplementary Figure S1A], however, post-hoc
analysis showed no significant difference in the TBI subgroups in
both day and night groups at 24 h (p = 155) and 72 h (p = 0.0750).

Finally, time of TBI induction had no significant effect on the
use of the ipsilateral limb (left paw) [F(3 s4) = 1.146, p = 0.338].
Nevertheless, in the day group, post-hoc analysis showed a
significant difference between the TBI and sham subgroups at
24 h (p = 0.0311). However, no such significant difference was
found in the night group. Differences between the day and night
groups were found [F(; 1) = 8.201, p = 0.0103; Supplementary
Figure S1B] only at 72 h after TBI (p = 0.0012).

The Time of Day at Which TBI Occurs
Determines the Degree of Cell Injury in
the Perilesional Zone (Motor Cortex) of
the CNS

To determine whether the damage evaluated by neurobehavioral
tests correlated with morphological damage, formalin-fixed
paraffin-embedded brain tissue sections were obtained and
stained with HE. The perilesional zone of the site of TBI
(motor cortex) was examined with a light microscope. The
histopathological observations are presented in Figure 3. The
figure legends describe the histopathological changes at 24 and
72 h after TBI in the day group (Figures 3A-C) and night
group (Figures 3D-F). Findings such as vascular congestion,
vasodilation, hemorrhage and necrosis in the perilesional zone
at TBI are not shown so as to highlight the neuronal changes.
The total neuron count (Figure 3H) in the perilesional zone
of the site of TBI (motor cortex) varied significantly with time
[F2,12) = 173.9, p < 0.0001] and experimental groups (day

group vs. night group) [F(1,12) = 33.97, p < 0.0001]. The total
neuron count in the TBI subgroup at 24 h in both the day group
(p < 0.0001) and the night group (p = 0.0008) was significantly
lower than that in the corresponding sham subgroups. However,
at 72 h, the total decrease in neurons was maintained in the
night group (p = 0.0793) but decreased further in the day group
(p < 0.0001). Neuron count between the day and night groups
showed no significant differences at 24 h after TBI (p = 0.6144),
but statistically significant differences were observed at 72 h after
TBI (p < 0.0001). NN count was considerably low, while NCh
and DN counts were high at 24 and 72 h after TBI (Figure 3I) in
both day and night groups.

NN count varied significantly with time (24 and 72 h)
[F(2,12) = 10,748, p < 0.0001] and experimental groups (day and
night groups) [F2,12) = 29.15, p = 0.0002]. At 24 h after TBI, a
significant decrease in NN was observed in both in the day group
(p < 0.0001) and the night group (p < 0.0001) but no significant
differences were observed between the two groups. However, at
72 h after TBI, there was a significant difference between the day
and night groups (p = 0.0005).

With regard to NCh count, a significant effect was observed
in time [F(3,12) = 105.2, p < 0.0001] and experimental groups
[F(1,12) = 80.46, p < 0.0001]. There were significant differences
in NCh counts between TBI subgroups of day and night groups
at 72 h after TBI (p < 0.0001), but not at 24 h (p = 0.1069).

Finally, DN count, also varied significantly with time
[F,129 = 1052, p < 0.0001] and experimental groups
[F(1,12) = 80.46, p < 0.0001]. There were significant differences
in DN counts between TBI subgroups of day and night groups at
72 h after TBI (p = 0.0058), but not at 24 h (p = 0.2895).

TBI-Induced Neuronal Damage Is
Specific to Certain Hippocampal
Subregions and Follows a Diurnal
Pattern

To study the histopathological extent of secondary brain damage
after TBI, we performed morphometric analysis of DN in three
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TABLE 2 | Specific parameters of the neurobehavioral scale.

Parameter. Description (Maximum score) Day (n = 10) Night (n = 10)
Baseline 24h 72h Baseline 24h 72h P
Paw placement. The animal held 4 2.6+ 0.34" 2.8+ 0.20 4 3.7 £0.15% 3.9+0.10% <0.0001

lengthways at the edge of bench and each

paw placed in turn on the edge of the

bench. Each successful paw placement

back on bench scored 1 point (4)

Righting reflex. The animal is placed on 1 1+ 0.00 1+ 0.00 1 1+00 1+0.0 ns
its back on palm of the hand. Scored 1 if

righted itself (1)

Horizontal bar. Forepaws placed on 3 1.9+0.18" 2.1 +0.28" 3 23+0.21* 2.8+0.13% <0.0001
ribbed bar. Score: 3 if both hindlimbs

raised onto the bar, 2 if one hindlimb

raised, 1 if animal just hangs and 0 if

animal falls off (3)

Inclined platform. The animal is placed 3 2.2 +0.29" 25+0.17" 3 2.9+ 0.10% 2.9+0.10 0.0011
facing down at an inclination of 45°.

Score: 3 if the animal rotates to face

“uphill” within 15 's, 2 if it takes 15-30's, 1

if it takes longer than 30 s and O if the

animal falls off or remains pointing

downwards (3)

Rotation. Animal is held by the base of 2 0.9 +£0.10* 1.2 +£0.20" 2 1.4 +0.16%% 2.0 + 0.00%% <0.0001
the tail and rotated clockwise then

anticlockwise. Animal should swivel up

contralaterally to the direction of rotation.

Score 1 for each side (2)

Visual forepaw reaching. Ability of 2 1.6 £0.16" 1.6 £0.16" 2 1.7+£0.15 2.0 £ 0.00% 0.0178
animal to reach to bench when held

slightly away from it. Score 1 for each

successful forepaw placement (2)

Contralateral reflex. Gently touch the 1 1+ 0.00 1+0.00 1 1+ 0.00 1+ 0.00 ns
animal from the side. Score O for a reflex

and 1 for no reflex (1)

Circling. Score 1 for non-circling, 0 for 1 0.3+ 0.15% 0.4 +0.16* 1 0.9 +0.10% 0.8+0.13 0.0002
circling (1)

Motility. Score 2 for normal motility, 1 2 1.9+0.10 1.6+0.16* 2 1.9+0.10 1.564+017" 0.0104
rocking and unsteady and O if immobile (2)

General condition. Score 2 if normal 2 1+£0.00* 1.0 £ 0.00* 2 1.3+£0.15* 1.1£0.10 <0.0001

(good coat condition, alert, moving about),
1 unkempt (e.g., dirty coat, hunched
posture, aggressive) and 0 if thin, weak
and poor muscle tone (2)

Total (21) 21 14.4 £ 0.40% 16.2 £ 0.25" 21 18.1 £0.27%%& 19 + 0.29%& <0.0001

Data are expressed as mean + SEM. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U-test were used as post-hoc test. *p < 0.05 versus sham; ép < 0.05 between day and night;
$p < 0.05 versus 24 h.

different hippocampal subregions—Cornus Ammonis 1,2,3 (CA1,  p = 0.0003] and experimental group [F(; ) = 15.86, p = 0.0040].
2, and 3) and DG (Figure 4 and Supplementary Figure S2). There were no significant differences in DN at 24 h after TBI
The histopathological description is found in their respective between day and night groups (p = 0.6157); however, at 72 h
figure caption. Time [F(1,8) = 117, p < 0.0001] and experimental  after TBI, the day group had a higher percentage of DN than
group [F(1,8) = 26.14, p = 0.0009] had a significant effect on  the night group (p = 0.0006). Finally, the percentage of DN
the percentage of DN in CAl (Figure 4H). There were no in the hippocampal CA2/3 (Supplementary Figure S2) was
significant differences in DN at 24 h after TBI between day considerably high between 24 and 72 h after TBI in the day
and night groups (p = 0.8555); however, at 72 h after TBI, group (p = 0.0173); however, this increase was not observed in
the day group had a higher percentage of DN than the night the night group (p = 0.3599). Moreover, there were no significant
group (p = 0.0009). Meanwhile, the percentage of DN in the differences between the two groups at 24 h (p = 0.8516) or 72 h
DG (Figure 4P) differed significantly with time [F(1 g) = 37.98, (p = 0.5243) after TBL
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FIGURE 3 | Histopathology of the perilesional motor cortex reveals less morphological damage and fewer degenerating neurons (DN) in the group with traumatic
brain injury (TBI) induced at night. Photomicrographs of the cerebral motor cortex in the day (A-C) and night groups (D-F) (n = 4 per column). Schematic
representation of the rat motor cortex where TBI was induced (G; image modified from Paxinos and Watson, 1998). An increase in neuronal basophilia (arrow) was
observed 24 h after TBI in the lamina 3 (external pyramidal cell layer) of the motor cortex, along with vasodilation (v) in both day (B) and night (E) groups. Note the
presence of DN (arrowhead) in the day group and the better preservation of the neuropil (red asterisk) in the night group. At 72 h after TBI, neuronal changes were
maintained with the persistence of DN (arrowhead) in the day group (C). In the night group (F), the neurons appeared normal (white arrow) and with changes (arrow);
the perineuronal spaces and vasodilation were more prominent in the group with TBI induced during the day (C) than in the group with TBI induced at night (F). The
total neuron count in the perilesional zone to trauma (H), note the similar decrease in both groups at 24 h after TBI, and the large neuronal loss at 72 h after trauma
in the day group. Cell count per mm?, according to the neuronal morphology classification in Table 1 (I). Data are expressed as the mean + SEM. Two-way ANOVA

25 pm).

and Tukey’s test as pos-hoc test. *p < 0.05 between TBI and sham groups; p < 0.05 between day and night groups. Bars (A=F, 100 wm; bars in the insets,

DISCUSSION

Circadian variations in an organism’s physiological variables are
essential because they determine the response to environmental
events, for example, an injury. However, there is limited research
on how these variations determine the degree of injury after
TBIL In this study, we showed that general health parameters
and scores in two different neurobehavioral tests vary depending
on the phase of the light-dark cycle at which TBI occurred.
Moreover, these changes correlated with histopathological
damage in specific areas of the CNS.

After a TBI, a series of events occur locally and in various
systems, at both behavioral and cognitive levels. These events
impact the general state of the organism because they can cause
loss of the appetite, so that the body’s reserves are available,

and therefore its use can lead to weight loss (Martinez, 2011).
In a previous study, rats with fluid percussion injury showed a
significant decrease in the food intake and body weight 10 days
after injury; however, the time of trauma was not considered
in the analysis (Moinard et al., 2005). Our results indicated
a decline in food intake at 24 h in rats with TBI induced at
night, and for up to 72 h in rats with TBI induced during the
day. Moreover, rats with TBI induced at night had less weight
loss, which could be indicative of a neuroprotective effect of
daytime variation. This weight loss has been associated with
an increase in hyperglycolysis in the first 24 h after trauma,
during which, stored fats become the primary source of energy
and proteins are preserved until late in the process (Brooks and
Martin, 2015). However, other reports on critical patients have
described that numerous metabolic processes might combine to
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FIGURE 4 | Histopathology of the hippocampal subregion CA1 and DG reveals less morphological damage and a lower percentage of degenerating neurons (DN) in
the group with traumatic brain. Injury (TBI) induced at night. CA1 hippocampal subregion in the day group (A-C) and the night group (E-G). At 24 h after TBI, the
day group (B) did not show remarkable changes in the neuronal morphology, except large vasodilation (white arrowhead) which was not observed in the night group
(F). However, in the night group, the layer of pyramidal neurons had more basophilia (arrow). At 72 h after TBI, the day group (C) had more dead pyramidal neurons,
characterized by pyknotic nuclei, retraction, and cytoplasmic eosinophilia (arrowhead), compared with the well-preserved pyramidal neurons in the night group (G).
In both the day and night groups, a large dispersion of the pyramidal neuron layer was observed both at 24 h (B,F) and 72 h (C,G) after TBI compared with their
respective sham subgroup (A,E). Analysis of the percentage of DN (H) showed an increase in both the day and night groups at 24 h after trauma. However, in the
day group at 72 h after TBI, the percentage of DN was higher than that in the night group. DG in the day group (I-K) and in the night group (M-0). At 24 h after TBI,
the day group (J) showed few DN (arrow) in the granular layer, vasodilation (v), and astrogliosis (asterisk). In contrast, 24 h after TBI, the DG of the night group (N)
showed few histological changes in the granular layer. At 72 h after TBI (K), morphological changes in the day group were accentuated, particularly astrogliosis
(asterisk), and vasodilation (v), and DN (arrowhead). The night group (O) had few shrunken and basophilic neurons (arrow) in the granular layer. The percentage of
DN (P) showed a large increase in the day group, particularly at 72 h after TBI; however, in the night group, the total percentage of DN remained the same at 24 and
72 h. The difference at 72 h between the day group and night groups was significant. Diagrams of the CA1 (D) and DG (L) areas where the photomicrographs from
the tissue sections were acquired, and the percentage of DN was determined. (H,P) Data are expressed as the mean + SEM. Two-way ANOVA and Tukey's test as
post-hoc test. &p < 0.05 between day and night groups. HE staining (bars, 25 pm).

induce a hypermetabolic state characterized by a marked negative
nitrogen balance; moreover, the rate of lean tissue loss is 2-3
times higher than that during starvation and lipolysis decreases
as glucose intolerance develops, consequentially raising insulin
levels (Burke et al., 1979; Dabrowski and Rombeau, 2000). Our
results suggest that this hypermetabolic state is more severe in
animals that developed TBI during the day.

Several studies have demonstrated that motor deficits after
a TBI can occur in both focal lesions and diffuse models

(Lindner et al.,, 1998; Crane et al., 2012; Hehar et al., 2015).
Our study results show failures in the motor skills of rats
with TBI, according to a modified 21-point neurobehavioral
scale (Hunter et al., 2000), which evaluated the motor aspects,
special perception, and reflexes, and on the cylinder test, which
examined motor cortex damage (Roome and Vanderluit, 2015).
Interestingly, statistically significant differences in motor deficits
were found between the day and night groups at 24 and 72 h
after TBI. Nevertheless, our detailed parameter analysis of the
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21-point neurobehavioral test showed that some parameters
improved over time, regardless of the moment at which we
induced the trauma, such as paw placement, horizontal bar,
inclined platform, rotation, and visual forepaw reaching. On
the other hand, although there were parameters whose scores
were decreased, such as cycling, motility and general conditions,
these differences were not statistically significant. We consider
that these changes are related to a diffuse axonal injury (DAI)
generated after TBI. In previous works, it has been reported that
neuronal body loss (which we observed in this work) is related
to white matter atrophy due to DAI (Armstrong et al.,, 2016).
Diurnal variation in parameters depending of time at which TBI
was induced may be related to changes in neurotransmitters such
as GABA; for example, some studies have shown the diurnal
variation in inhibitory synapses, which increase gradually in
the active phase (night) in the mouse somatosensory cortex
(Jasinska et al., 2014, 2015). Righting reflex and contralateral
reflex were not affected by either TBI or its time of occurrence.
The damage caused in our TBI model was in M1, an area that
does not emit the upper commands that affect these reflexes.
The parameters corresponding to the reflexes are difficult to
change since, as we know, the final integration occurs in the
spinal cord, and in our model, both the upper commands
and those of the spinal cord itself were not affected by TBI
(Moller, 2011).

The cylinder test examines the damage to the sensorimotor
cortex due to the TBI. In this study, the placement of the paws or
the predominance of one when touching the cylinder is a good
measure of damage to the sensorimotor cortex of the anterior
limb and helps detect motor deficits. Moreover, our results
of the analysis of classic forelimb asymmetry (Supplementary
Figure S1) showed differences between the day and night groups,
when evaluated at 24 and 72 h after TBI, which indicates
behavioral deficits most fine and consistent (Farr and Whishaw,
2002; Tennant et al., 2010). The 21-point neurobehavioral test
showed a significant difference between the groups undergoing
TBI during the daytime hours as compared to those with
TBI induced at night; additionally, there was a significant
difference between both day and night groups evaluated at 24
and 72 h after TBL.

During TBI, the damage can be transmitted as a frontal-to-
posterior gradient via a DAI process, but with a greater tendency
to damage the frontal pole (Eierud et al., 2014). This reduces
the cortical control of higher-order motor functions (Tsenter
et al., 2008; Rosenbaum and Lipton, 2012). Our neurobehavioral
test results are consistent with those reported in human patients
who have slow, asymmetric walking, shorter steps, and more
significant mediolateral sway (Ozolins et al., 2016). Additionally,
reports indicate balance and subtle motor alterations after TBI
(Neumann et al., 2009; Finnanger et al., 2013). However, balance
is a complex function, that involves both motor and sensory
aspects; additionally, cerebellum might be involved. Moreover,
the interpretation of results should consider the fact that the rats
use two pairs of limbs for walking, which might compensate for
the imbalance caused by neuronal damage (Namdar et al., 2020).
Our motor deficiency results also correlate with the count of DN
in both the cortex and the hippocampus.

The night group demonstrated less tissue damage in the
perilesional motor cortex area, with a greater count of total
neurons and fewer DN at 72 h after TBI, compared to the day
group. Concerning the pathophysiological complexity after TBI
(Giza and Hovda, 2014), our results are consistent with a previous
report on variation in NMDA receptor expression in the cerebral
cortex through the day, which correlates with a better outcome
after a TBI (Estrada-Rojo et al., 2018). Moreover, the resident
microglia at the sensory-motor cortex have less branching of
cytoplasmic extensions during daylight hours (Hayashi et al.,
2013), but a comparatively higher and longer cellular processes
and branching points at night (Takayama et al., 2016). These
morphological changes suggest a daytime pre-pro-inflammatory
microenvironment in the cortex or variations in microglia-
mediated inflammatory-immune responses. In the hippocampus,
heterogeneity in the cellular response for the CA1, CA2/3, and
DG regions after TBI has been described in controlled cortical
impact models and in a closed head injury model (Grady et al.,
2003; Anderson et al., 2005; Mao et al., 2013; Tsuda et al., 2016),
the latter of which is similar to our TBI model. However, none of
these previous models considered the effect of diurnal variations
at the time of TBI.

Our histopathological findings demonstrated a highly
significant neuronal loss, measured through DN percentage, in
the CA1 and DG hippocampal subregions in the day group.
We consider that the result in the CAl could be related to a
relatively high oxidative state during the day in the hippocampal
CA1 pyramidal neurons (Naseri Kouzehgarani et al., 2020).
Interestingly, we found that the percentage of DN in the DG
did not increase during the night phase, even at 72 h after
trauma, which could be related to the presence of microglia
in this area, where they could exert an immunoregulatory
function (Savchenko et al., 1997; Appel et al., 2018; Tan et al,,
2020). In contrast, our results showed that the hippocampal
CA3 subregion presented an equal increase in DN in both day
and night groups. Previous reports have established a higher
susceptibility of the CA3 region in the CCI model (Anderson
et al, 2005) and mathematics models (Mao et al., 2013)
suggesting that it could be due to a biomechanical component
following trauma. We consider that CA3 presents unique and
functional specializations made up of DG mossy fiber inputs
and broad axon collateral fibers between CA3 neurons. This
creates not only a highly interconnected net but also excitable,
which could make it especially susceptible, regardless of the
time of day of injury. Nevertheless, this is the first report
of variation in susceptibility in the hippocampal subregions,
depending on the time at which a TBI is induced. Moreover,
depending on the light-dark cycle, pathological changes may
be minor when TBI occurs during the dark phase. This effect
could be physiologically explained as circadian variations of
the expression of pro-inflammatory factors that cause a diurnal
difference in the inflammatory response in the CNS (Fonken
et al., 2015; Martinez-Tapia et al., 2020).

Numerous studies show that there is diurnal variation in the
presentation of acquired brain damage as in the onset of cerebral
vascular events (Raj et al, 2015; Ripamonti et al,, 2017). In
animal models of ischemia, a time-dependent variation in the
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damage caused by ischemia. Our data are in line with those
reported by Beker et al. (2018), who found less severe neuronal
damage, infarct volume, brain swelling, and neurological scores
with increased neuronal survival in animals subjected to ischemia
during darkness compared to the early light period. However, our
data are not in line with those of Vinall et al. (2000), who found
more damage at the end of the dark period. In the case of TBI,
it is clear that the time of occurrence of this event depends on
the activities of the subjects. However, recognizing that there is
a differential response depending on the time of occurrence and
identifying the systems involved in this response, will provide a
novel approach to treat TBI (Martinez-Vargas et al., 2019).

CONCLUSION

In conclusion, our results indicate that circadian characteristics
of the microenvironment in the area at which TBI occurs are
important and influence the outcome of sensorimotor functions.
It is important to conduct more experiments on the cellular and
molecular characteristics of the microenvironment at time of TBL.
The variation in the excitatory and inhibitory neurotransmitters
and their receptors, the immunological function of the microglia
and astrocytes, and oxidative stress could be main factors that
determining the degree of damage or tissue preservation after
TBI. However, we consider that our results and published
literature corroborate our hypothesis.

LIMITATIONS

Our results show that the morphological damage induced by
TBI depends on the phase of the light-dark cycle in which
it occurs. Furthermore, we found that the damage in the
perilesional zone is correlated with behavioral performance, less
morphological damage, and better behavioral performance in
rats that experienced a TBI during the dark hours compared
with those injured during the light hours. Nevertheless, we
consider that further research is needed on TBI and diurnal
variation, and we are conscious that the findings on this study
have to be seen in the light of some limitations. We performed
the TBI model in the motor cortex. However, we consider the
hippocampus a structure in which we could analyze the extent of
secondary damage. We believe that memory tests could offer us
a more comprehensive approach to hippocampal behavior after
trauma and not just histopathological evaluation. We analyzed
the hippocampus because it is a structure that is very susceptible
to damage from almost any TBI, and given its functions, it is
important to analyze the changes it undergoes. In the future,
we consider performing an analysis using memory tests to get
a better understanding of our results. However, these tests go
beyond this paper’s scope since they are very time-consuming and
require a more in-depth analysis.

Indeed, we are aware that our findings do not offer an
explanatory mechanism for the differences we found. We have
not analyzed the neurotransmitter systems involved, and whether
the hormonal and immune responses are participating in this

diurnal variation in the damage-neuroprotection balance. Our
future works will focus on these mechanisms, mainly on the
difference of the neuroinflammatory response of the microglia,
as we highlighted in a previous review published by our group
(Martinez-Tapia et al., 2020). While it is true that there is still
scope for investigation, the limitations of this research point
toward topics to be addressed in the future.
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Abstract

- Navarro Luz'

Biological rhythms, especially those that last close to 24 h, better known as circadian rhythms, are highly regulated phe-
nomena, maintained throughout evolution in various organisms which allow organisms to predict, prepare for, and adapt to
environmental changes. One of these phenomena that exhibit biological rhythms is the immune response to external agents.
Immune cells (neutrophils, lymphocytes, macrophages, among others), as well as their mediators such as cytokines and
chemokines, undergo variations in tissue and blood concentrations during the day. These rhythms are still being elucidated
in microglia, the resident macrophages of the central nervous system, but since these cells share a common origin with
peripheral macrophages, they are expected to behave similarly. In this review, we will discuss the possible differences in
the responses between peripheral macrophages and microglia, their relationship with the circadian clock, and whether these

rhythms can influence therapeutic choices.

Keywords Circadian rhythm - Immune clock - Macrophages

Introduction

Biological rhythms are essential properties of almost all liv-
ing organisms from bacteria and fungi to plants and animals
(Bhadra et al. 2017). These rhythms are considered to be
the result of evolutionary pressures and natural selection
and enable organisms to predict, prepare for, and adapt to
environmental changes through synchronizers, better known
as zeitgebers (a German word meaning “time giver”). Zeit-
gebers are perceived by the organism, responding to physi-
ological and behavioral changes by altering hormone levels,
body temperature, metabolism, and even cognitive pro-
cesses. However, it is essential to note that these rhythms
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are expressed even in the absence of environmental changes.
The zeitgebers only synchronize the circadian clock. The
light—dark cycle is one of the most important and best-stud-
ied zeitgeber; changes in the intensity of light are detected
by a series of hierarchically organized structures found at the
hypothalamus (Terzibasi-Tozzini et al. 2017). However, the
light—dark cycle is not the only kind of zeitgeber, since the
organism can also receive synchronization stimuli through
food intake (Sahar and Sassone-Corsi 2012; Morton et al.
2014), changes in temperature (Rensing and Ruoff 2002),
and physical activity (Schibler and Sassone-Corsi 2002).
One of the biological functions regulated by the circadian
clock is the immune system (IS) (Scheiermann et al. 2013,
2018). In this review, we focus on the responses of microglia
and peripheral macrophages and their relationship with the
circadian clock.

The Central and Peripheral Clocks

In mammals, the changes in light and darkness are detected
in the retina, and then the retinohypothalamic tract (RHT)
transmits this information to the “central clock”, a region
located in the hypothalamus known as the suprachiasmatic
nucleus (SCN). SCN is made up of about 10,000 neurons

@ Springer
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in mice and up to 50,000 in humans (Videnovic et al.
2014). SCN neurons and virtually all cells of an organism
have a molecular clock consisting of a mechanism of tran-
scriptional-translational retro control. The main circuit of
such system is regulated by the transcription factors aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1
(ARNTL), also known as Brain and Muscle ARNT-Like 1
(BMALLI), as well as the circadian locomotor output cycles
kaput (CLOCK). When heterodimerized, both transcription
factors bind to the E-box sequences found in the promot-
ers of the so-called clock-controlled genes (CCGs). Among
these genes are the proteins period (PER) 1-3, cryptochrome
(CRY) 1-2, and nuclear receptors Rev-Erba and Rora. PER
and CRY inactivate the proteins BMAL1 and CLOCK, gen-
erating a transcriptional control cycle of 24 h. Importantly,
CCGs also code for a large number of proteins and can gen-
erate the physiological rhythms of metabolism and behavior
(Takahashi 2017).

On the other hand, peripheral oscillators are usually
synchronized with the SCN and have been characterized in
various tissues such as the liver (Lamia et al. 2008), kidney
(Solocinski and Gumz 2015), skin (Matsui et al. 2016), heart
(Durgan and Young 2010), and in immune system cells such
as lymphocytes (Druzd et al. 2017) and macrophages (Keller
et al. 2009). This synchronization of the central clock with
the peripheral organs occurs through the hypothalamic—pitu-
itary—adrenal efferent pathways and the autonomic nervous
system (Curtis et al. 2014).

Circadian Rhythms of the Imnmune System

The IS differentiates the usual from the strange and protects
the organism from harmful agents that come from the envi-
ronment, such as pathogens (bacteria, viruses, fungi, and
parasites) and foreign substances. The IS is divided into two
large arms, the innate IS (IIS) and the adaptive (AIS). The
IIS is considered the first line of defense that includes physi-
cal barriers (skin and mucous membranes), different cell
types like nuclear polymorphs (neutrophils, eosinophils, and
basophils), mononuclear cells (monocytes, macrophages,
and lymphocytes), and soluble factors (complement sys-
tem and mediators of inflammation, such as cytokines and
chemokines).

The IIS allows a rapid, non-specific defense response
mainly directed against pathogens or necrotic cells. This is
achieved by recognizing molecules denominated as patho-
gen-associated molecular patterns (PAMPs), such as lipopol-
ysaccharides (LPS), as well as damage-associated molecular
patterns (DAMPs), such as the high-mobility group box 1
(HMBG]1) (Chen and Nuiiez 2010).

Finally, the IIS is capable of interacting with and activat-
ing the other major branch: the AIS. This is characterized

@ Springer

by a slow, antigen-specific response mediated by T and B
lymphocytes that proliferate and differentiate into the effec-
tor population after antigen presentation. Thus, the complete
elimination of pathogens occurs, as well as the generation of
mechanisms of immunological memory (Parkin and Cohen
2001; Cermakian et al. 2013; Labrecque and Cermakian
2015).

It is currently known that the magnitude of IS response
could be controlled by circadian signals that could influ-
ence the trafficking of immune cells, the host-pathogen
interaction, or the activation of innate and adaptive immu-
nity. In mice, a rhythmic pattern of leukocyte recruitment
has been described, and more significant traffic of immune
cells to tissues was observed during the activity period (dark
phase). For example, neutrophils, i.e., cells that are attracted
to inflamed tissues early on in the immune reaction and act
through phagocytosis and the secretion of antimicrobial sub-
stances, vary their concentration in the blood throughout
the day (Scheiermann et al. 2012). In humans, this circa-
dian variation has been related to the expression of CLOCK
molecular proteins. Although neutrophils express CLOCK
genes such as Perl, Dbp, and Rev-erba, the levels of PER2
and BMALLI were undetectable and minimal, respectively.
Therefore, it was concluded that it might be systemic mecha-
nisms and not the autonomous self-oscillator of the cells
that determine the diurnal changes in the effector activity of
peripheral neutrophils (Ella et al. 2016).

However, with the administration of a pro-inflammatory
stimuli such as LPS, the relative expression of clock mol-
ecules like Clock, Per3, Cryl, and Cry2 in peripheral blood
leukocytes decreased by 80-90%, suggesting that endo-
toxin is a potent entrainer of the circadian clock network
in circulating inflammatory cells (Haimovich et al. 2010).
Furthermore, after trauma or during inflammatory disease,
neutrophil migration to tissues is significantly influenced by
the endogenous rhythms of endothelial cells due to the cir-
cadian expression of adhesion proteins (Scheiermann et al.
2012). This variation may have evolved since phagocytes
greatly improve the response to pathogens during periods of
activity, during which injuries and infections of microorgan-
isms are more likely to occur (Casanova-Acebes et al. 2013).

Other cellular components of the IIS are macrophages,
innate immune cells derived from monocytes, and long-term
residents of various tissues. Although initially described as
mainly phagocytic cells, macrophages participate in multiple
processes and mediate inflammatory phenomena, regulate
T lymphocyte activation through antigen presentation, and
play a role in tissue repair and regeneration (Snyder et al.
2016). In this manuscript, we describe the functions of these
cells in relation to the molecular clock.

Finally, another component of the IIS that varies through
the day is soluble factors like cytokines and chemokines. In
healthy humans, serum levels of interleukin (IL)-1, IL-6,

126



Cellular and Molecular Neurobiology

and soluble IL-2 receptors peak at 1-4 am (rest period) and
are lower to 8-10 am (active period) (Petrovsky 2001). In
a cell culture of peritoneal exudate cells (PECs) of mice,
the secretion of cytokines like IL-6 and IL-12 (p40) and
chemokines such as CXCL1, CCLS, and CCL2 showed a
circadian response to LPS administered in an intraperitoneal
(i.p.) manner. The highest response to LPS was observed at
the transition of the rest and active phases, at circadian time
12 (CT12) (Gibbs et al. 2012).

Circadian Variation in the Inmune Response
of Macrophages

Studies in mice showed that the ability of peritoneal mac-
rophages (PM) to initiate a defense cascade is strongly regu-
lated by an intrinsic circadian clock. For example, ex vivo
PM showed expression of canonical clock genes such as
Bmall, Cryl-2, Perl-3, and Rev-erba. However, with
the administration of LPS, specifically, pro-inflammatory
cytokine such as TNF-a and IL-6 production is determined
by the circadian phase of the macrophage clock rather than
by systemic circadian modulators such as cortisol levels
(Keller et al. 2009). Another study reported that the ability
of PM to phagocytize is higher during the day as compared
to the night, and the transcription of mRNA pro-inflam-
matory cytokines and chemokines on it also have the same
rhythmicity (Hayashi et al. 2007).

The close relationship of the immune response of mac-
rophages with the circadian clock was affirmed when the
function of the Per2 gene was shown to be linked to the
expression of toll-like receptor-9 (TLR9) in mice. In mac-
rophages, TIr9 mRNA expression showed a daily rhythm
that peaked at zeitgeber time 11 (ZT11), the Per2 mutation
causes alterations, such as a decrease in TLR9 expression
and a lower secretion of TNF-a and IL-12 after challenge
with a ligand for TLR9 (Silver et al. 2012). Subsequently,
ex vivo studies of bone marrow-derived macrophages of
mice having a complete deletion of the Arntl™~ gene (also
known as Bmall) showed that it plays an essential role in
the overall control of inflammatory gene regulation. This
occurs by presenting a more significant response and pro-
longed activation of inflammatory genes activated by TLR4
as compared to its control group (Oishi et al. 2017). These
data correlated with a previous study in which macrophages
with deletion of the Arntl~~ gene displayed a higher pro-
duction of cytokines, especially of TNF-a and IL-6 (Curtis
et al. 2015).

A study focusing on PECs, specifically macrophages
characterized by the surface expression of F4/80 and CD11b,
found that the nuclear receptor REV-ERBa, which plays a
central role in the control of circadian expression of Bmall,
is the main one involved in the modulation of circadian

control of the IIS. In an initial experiment, LPS i.p. induced
an increase in the synthesis of cytokines IL-6 and IL-12
with a peak during the transition to the active phase (CT12)
as compared with the transition to resting phase (CT0) in
control mice. However, in a knockout mouse with a mac-
rophage-specific Bmall ", this time-dependent effect on the
magnitude of the LPS response was lost. In another experi-
ment, WT mice exposed to LPS i.p. showed higher serum
concentrations of IL-6 at CT12 compared to CT0. However,
in the Rev-erb gene (rev-erba™") knockout mice, this dif-
ference was lost. The marked discrepancy in the cytokine
secretion in both experiments demonstrated the essential
role of the molecular clock on immune response rhythmic-
ity (Gibbs et al. 2012).

Finally, in an infection model of Leishmania major, the
authors showed for the first time that the circadian clock
of mice bone marrow-derived macrophages is involved
in the susceptibility of infection to this parasite. When
Bmall™" knockout mice were infected, no circadian vari-
ations were observed in the parasite load or the number of
infected macrophages. In contrast, in WT animals it was
found that parasitic load, together with the number of
CD206™~ macrophages and CD11b" neutrophils, was higher
during the active phase (CT15), (Kiessling et al. 2017).

Microglia

Microglia are the resident macrophages of the central
nervous system (CNS) and represent near 20% of the total
number of cells in the CNS (Lawson et al. 1990). These
cells are distributed through all regions of the brain, and
its density varies depending on the area, ranging from only
5% in the corpus callosum or up to 12% in the substantia
nigra (Lawson et al. 1990; Savchenko et al. 1997; Tremblay
et al. 2011). For a long time, it was believed that microglia
played a “static” role within the normal physiology of the
CNS; however, in this apparent state of rest it plays a highly
dynamic function by continuously sampling their microen-
vironment with long protrusions and a variety of surface
receptors (Nimmerjahn et al. 2005). It is currently known
that microglia maintain CNS homeostasis by regulating
synapses depending on neuronal activity and the simulta-
neous interaction with neurons and astrocytes (Tremblay
et al. 2011). Actually, microglial cells collaborate during
fetal development, childhood, and puberty, thereby being
responsible for “synaptic pruning” and the production of
neurotrophic factors (Wu et al. 2015; Kierdorf and Prinz
2017).

Furthermore, microglia can actively sense any possi-
ble signs of damage coming mainly from neurons and are
responsible for initiating the innate immune response to
aggression from either microorganism (bacteria, viruses,
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etc.), direct acute damage (trauma or cerebral vascular
events) or neurodegenerative mechanisms (Brown and Neher
2014; Butovsky et al. 2016; Wolf et al. 2017). For its activa-
tion, microglia require a specific pathological stimulus that
could generate changes in its morphology as described in
several models, for example, in prion disease (Vincenti et al.
2015), traumatic brain injury (TBI) (Morrison et al. 2017),
and stroke (Heindl et al. 2018), among others. Therefore,
microglia respond to these stimuli by synthesizing a broad
spectrum of chemokines, pro-inflammatory and anti-inflam-
matory cytokines, and other mediators. In fact, depending
of the activation profile, microglia can be divided into M1
(classical profile) and M2 (alternative), the latter of which
can be further differentiated into three subsets: (1) M2a,
focused on repair and regeneration; (2) M2b, an immunoreg-
ulatory phenotype; and (3) M2c, an acquired-deactivating
phenotype (Kabba et al. 2018).

Circadian Rhythms in Microglia

Although the works of this CNS resident macrophage
regarding the presence of an intrinsic biological clock are
recent, they have yielded exciting results (Chi-Castafieda and
Ortega 2018). For example, Hayashi et al. (2013a) found
that the isolated microglia of the cerebral cortex of mice
exhibited variations throughout the day in its morphology,
thereby finding a greater branching during the darkness,
which subsequently decreased during the light phase; also
these changes were associated with circadian variations
because it was preserved in conditions of constant dark-
ness. These morphological variations were related to the
cycles of expression of clock proteins and the induction of
purinergic receptors, specifically the P2Y, type (P2Y ,R),
a Gyy-coupled ATP receptor exclusively expressed in micro-
glia in CNS (Tozaki-Saitoh et al. 2012), which activate a
downstream signaling cascade that could reorganize the
cytoskeleton (Hristovska and Pascual 2016). Hayashi et al.
generated clock-mutant mice and observed that diurnal mor-
phological changes of microglia and the relative mRNA lev-
els of P2Y ;R were abolished, both in normal light/dark and
under constant-dark conditions (Hayashi et al. 2013a).

In other research, Takayama et al. reproduced the diurnal
variation of cortical microglia, they measured the mean total
length and the mean number of branch points and found that
the significance of both was greater at ZT 14 than ZT2. How-
ever, in a second experiment, focal administration of Porphy-
romona gingivalis to the somatosensory cortex resulted in a
greater significant microglial process extension at ZT2 than
at ZT14. Finally, the authors relate the microglial expres-
sion of P2y¢R, a G, protein that regulates the intracellular
Ca?* store and is activated by uridine triphosphate and UDP,
with the diurnal variations since a pharmacological blockade
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of this receptor caused the microglial process extensions to
be significantly attenuated. Furthermore, they showed that
the promoter region of the gene P2ry6 of P2y¢R contains
a RORE site, which is the target of Rev-erba. Therefore,
Rev-erba could suppress the expression of P2ry6 during
the active phase of the mouse (dark phase) (Takayama et al.
2016).

In addition, the molecular machinery of the cortical
microglia clock generates the circadian expression of cath-
epsin S (CatS) (a specific lysosomal cysteine protease). The
levels of expression of CatS are low during the light period,
correlating with a decrease in the size of the dendritic spines
and the synaptic strength and, by elevating the expression
of CatS during the dark phase, the dendritic spines and the
synaptic strength increase (Hayashi et al. 2013b). Inter-
estingly, CatS has been related to the part of the adaptive
immune response that contributes to antigenic presentation,
for example, in the formation of specific peptides against
foreign proteins (Hsieh et al. 2002) and in the degradation
of the invariant chaperone chain associated with the major
histocompatibility complex (MHC) class II (Honey and
Rudensky 2003; Clark and Malcangio 2013).

Finally, genes of pro-inflammatory factors (IL-1f, TNF-
a, and IL-6) in rat hippocampal microglia showed rhythmic-
ity throughout the day. When LPS was administered during
the light phase, there was a significant expression of IL-1p,
TNF-a, and IL-6 of both, the mRNA and protein. In contrast,
during the dark phase, the levels of these cytokines were
lower regardless of the concentrations of LPS administered.
This response seems to be independent of glucocorticoids,
since, despite adrenalectomy and the absence of circulating
corticosteroids, the circadian rhythms in the microglia were
maintained (Fonken et al. 2015).

Summary of the articles discussed is presented in Table 1,
and comparison throughout the day of the response of both
microglia and macrophages is shown in Fig. 1.

Are There Different Variations in Microglia
and Macrophages?

The immune response varies throughout the day and depends
on the molecular machinery of the circadian clock (Schei-
ermann et al. 2013, 2018). Apparently, this physiological
variation correlates with immune response, the susceptibility
to different agents throughout the day, such as bacteria, and
the prognosis after the immune challenge. Extensive reviews
describe that the transition from the rest phase to active
phase is associated with a higher susceptibility and induction
of pro-inflammatory cytokines, as compared to the transi-
tion from active phase to rest phase where the susceptibility
is lower and with a lower induction of pro-inflammatory
cytokine synthesis (Curtis et al. 2014; Geiger et al. 2015).

128



Cellular and Molecular Neurobiology

(L10T Te 12 Surssary])

uorpajur Jofew 1 1a)e safeydaroew [eauojuad ur (nfif pue gydipy
‘ordyy ‘rdop ‘zdipy) siueoemeowayo Jo uorssardxo 1oySiy e

(L10Z 'T® 12 Surssary)
safeydororwr eauoyuad +90zq) A1o)PWIUIRUT JO PqUINU JYSTH @

(S10T [ 12 uayuo) (600T "& 12 391
917 1e S[A?] [IDHIA 12431y moys erjSaroru [eduresoddry parenumsun o -[ay)) 810 1© safeydoroewr uaa[ds +H1AD/+q1 1D JO qunu JaYSIH e
(9107 E R

eureee]) 17 1 2ansodxa 1y 01 210w puodsar erSororu [eonio)) e
(9102 '[e 12 ewiekeNe]) p11Z 18

sjutod Surgouelq azow pue sassaoo1d [[20 1a3uof sey erjSoIonu [eONI0) ©
(9107 '[2 12 eurAeyeL)

Z1Z 12 2msodxa sieaiduis g 01 210w puodsar erjSoromu [eonIo) e
(2E10T " 2 1ysekey) 71Z

Surmp erSoorw [oNI0d Ut $3552201d [[99 Jo YSua] pue Jurgouelq ST @ a[qereae uoneuLIouI paysiiqnd oN

(Looz ¥
a[qeyrear uonewoyur paysiqnd oN  1ysedey) soSeydoroew [eouoyiad jo sisoifoodeyd Jo Kiqe paseasouy o

(6002
(S10Z "Te 12 uayuo,]) “uonenuns §47 2 917 1€ 12y31y st 0-INL ‘& 12 1a[[aY]) uone[nwns §47 e 711D I8 10ySiy sem safeydonew
pue g -1 Jo uorssaidxa auad aAre[aI ay) WO [RUIIPE YIIM S1BI U] © u2apds £q uO1RIYAS 9] PUB D-INL, ITW PIZIWOIIIBUIPE U] @

(STOZ 'Te ¥ SBIND) OLZ ¥ Ueyl Z1LZ ® O1-T1JO UONINPUL JaMOT @
(600T 'T& 1 19[]9)) "uone[nums §47 P 911D
e safeydoroew uaa[ds £q 9~ PUE P-JN.L JO UONAIIS PISEAII(] @
S10T ‘Te 10 uayuo,j uone[nuns §47Iaije pue erjSonnu redwesod (10T ‘I8 1 seSiep-orouann) uoneordde
-dry parepnumsun ug o 1-71 Jo uroxd Jo 9[ 17 18 uoissardxo 1oySiy e Sd'TJO Ul (8 JOYE $] L7 1 S[OAJ] 9-"J] PUB 0-IN I Wnias JySIH
(T10T 'T& 12 SqQID) uone[MWNS §4'T PYe Z1LD
(600 "Te 10 [ro41) dnoa8 durmw 1431[-prwi Ay UT ORIPIED JANJE 12 $T00 PUB [1DXD ‘7100 ‘TI-TI ‘9-"1I Wnas ur uononput JaySiy e
Y4z 0-INL pue ¢ -1 redureooddry jo uorssardxo auad aanefar 1oySiy e (6007 ‘T& 10 Jo[[oy]) uone[nwms §47 2ye 71 LD-8LD
€107 1e safeydoovw uad[ds £q 9-J pue N- NI, JO UONAIIIS PASLIU] &
“[¢ 19 UaNUO) uoneWNS §477 12)e erFosoru [edwesoddry ut 9-y (L00T "2 10 1yseAey)
pue 0-INL ‘g1-T11 Jo urajord pue YW Jo 9 17 1 uoissaidxa 1oySiy e sadeydoroew reauojuad ut 7DD pue 9~ ‘0-INL ‘g1-"TI Paseanu] e

jreq

sy

jreq

sy
zreq

sy
yreq

Wsry

jreqa

WS

S[NOI[OU JUAWIWT IO

ASojoydiopw

s1s01£003eyq

20UANPUT PIOONIOI0IN[D)

SISAYIUAS QUIjOWAYD pue URjoIL)

erSo1rN saeydonepy pouag

uorpung

s[opow auunw ur erjSoronu pue safeydoroew pouad yrep pue S| ur suonsuny JuaIAPIp jo uosuedwo)) | Ijqer

pringer

Qs

129



Cellular and Molecular Neurobiology

Macrophages

Fig.1 Comparative immune response between peripheral mac-
rophages and microglia through the day Several studies highlight the
pro-inflammatory immune response of peripheral macrophages dur-
ing the light—dark transition or in darkness, while microglial studies
show this tendency towards daylight hours. ZT is a unit of time based

Guerrero-Vargas et al. showed that intravenous LPS admin-
istration at ZT14 (2 h after the beginning of the active phase)
induced a higher serum concentration of IL-6 compared to
the group with LPS administration at ZT2 (2 h after the
beginning of the rest phase) (Guerrero-Vargas et al. 2014).
Therefore, it is necessary to consider factors that cause cir-
cadian variation in the organism and could influence these
variations in immune response; for example, hormones that
display typical circadian rhythms, such as growth hormone
and prolactin which peak at the rest phase, catecholamines
which peak during the active phase or, for example corticos-
teroids, that in a study with administration of dexametha-
sone in peripheral oscillators like liver and fibroblast, have
been related to a phase-shifting in expression of Dbp and
Rev-erba caused a strong phase delay when it was injected
at ZT14 and ZT21 (night phase), whereas injection at ZT1
(light phase) resulted in a phase-advance (Balsalobre et al.
2000). This could explain why the peak at the transition of
rest phase to active phase of corticosteroids could be related
to a phase-shifting in microglia and macrophages; however,
as we previously mentioned, some studies had reported a
corticosteroids independent mechanism. Therefore, more
studies are necessary to elucidate these mechanisms, con-
sidering that there may be several factors that are generating
this difference (Fig. 2).

Nevertheless, it is necessary to consider the context of
the CNS, which presents structural features of the tissue
that differentiate it from the response generated in the rest
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Microglia

on the period of a zeirgeber, such as the 12:12 light:dark cycle. In
free-running, constant conditions, the onset of activity of day-active
organisms is circadian time zero (CTO0) and the onset of activity of
night-active organisms is CT12 (Karatsoreos and Silver 2017)

of the organism. One such example is the presence of the
blood-brain barrier, a morpho-functional structure that sepa-
rates the CNS from blood and which also presents variations
in permeability that depends both on sleep and circadian
rhythms (Cuddapah et al. 2019). On the other hand, the
glymphatic system was recently described as a glial-depend-
ent perivascular network that subserves a pseudolymphatic
function in the brain (Iliff et al. 2012; Plog and Nedergaard
2018). The specific response of the microglia needs to be
considered, depending on the time in which an immune
challenge is generated, for example, research on CNS of a
murine model showed that a lower induction of the pro-
inflammatory response during the dark phase is observed
compared to the light phase. For example, the hippocampal
relative gene expression of IL-1p and TNF-a was higher
in mice exposed to cardiac arrest 6-8 h after turning lights
on (mid-light period) than in mice challenged 4-6 h after
turning lights off (mid-dark period). These observations
correlated with microglial activation that was quantified in
different brain areas and found to be higher in the mid-light
period compared to the mid-dark period phase (Weil et al.
2009). These results are in agreement with the variations
described in the production of pro-inflammatory cytokines
(IL-1p, TNF-a, and IL-6) in the hippocampus 3 and 24 h
after the application of LPS at two different time points (ZT6
and ZT16), thereby showing a greater response during the
light phase compared to the dark phase (Fonken et al. 2015).
In rats subjected to the unavoidable shock test of the tail and

130



Cellular and Molecular Neurobiology
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Fig.2 Factors that can influence the difference in the i
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macrophages agrees with several studies that indicate that the resting
period (i.e., the dark period in humans and the light period in noc-
turnal rodents) is characterized by maximum levels of pro-inflamma-
tory hormones, such as growth hormone (GH) and prolactin, as well
as Thl or pro-inflammatory cytokines, such as IL-1 and TNF-a. In
addition, the numbers of CD4+ T cells and the ability to respond to
LPS are also higher during the rest period. While during the active
period (i.e., the light period in humans and the dark period in noc-

subsequently exposed to LPS, the hippocampal induction of
pro-inflammatory cytokines (IL-1p, IL-6, and TNF-a) was
higher in the subjects tested during the light period than in
rats subjected to stress during the dark period (Fonken et al.
2016). Finally, these works suggest that microglia could
be generating an immune-regulatory role, by receiving the
immune signals coming from the periphery and initiating a
greater pro-inflammatory response in the CNS during the
period of light compared to the dark period.

Implications and Future Perspectives

Differences between both responses, central and peripheral
seem reasonable when considering tissue macrophages in
different circumstances; therefore, the immune profile vari-
ation throughout the day would not seem surprising. How-
ever, the observations that the CNS presents greater sus-
ceptibility during the light period compared to the period
of darkness due to a more pronounced pro-inflammatory
response may be of clinical relevance since brain therapies
should consider these circumstances. For example, in our
laboratory, we have demonstrated that rats subjected to TBI
during the light period present remarkable damage evalu-
ated through neurobehavioral tests and higher mortality in
comparison with rats traumatized during the dark period
(Estrada-Rojo et al. 2018). These data are consistent with
the previously-mentioned studies.

Nevertheless, whether this difference is due to the varia-
tion of the immune response in CNS is open to corrobora-
tion. However, we hypothesize that it could be the sleep
condition that could be generating a microenvironment that
promotes the observed gap between microglia and peripheral
macrophages, for example, in previous works it has already

nerve endings increase. These hormones are anti-inflammatory and
shut down the pro-infl y response induced during the rest
period. Indeed, also IL-10, the major anti-inflammatory cytokine
peaks in the active period. All these factors coincide with a lower
activation of the macrophages (Besedovsky et al. 2012; Cermakian
etal. 2013)

been reviewed that the neurons and astrocytes of areas that
are involved in the regulation of sleep-wake behavior as
hypothalamus, hippocampus, and brain stem and even cortex
are immunoreactive for cytokines such as IL-1$ and TNF-a
(Imeri and Opp 2009). This pro-inflammatory microenviron-
ment coincides with the onset of susceptibility during the
cycle of light in rats, and in turn would explain the works
mentioned in this review. Finally, future experiments will
need to consider another variable, the glymphatic system
that has a central role in brain clearance and is functional
during sleep (Iliff et al. 2012). Other factors to be consid-
ered are the vagus nerve regulation of peripheral immune
response, melatonin production, and the effects of sleep dep-
rivation among others.

Although macrophage-based cell therapies are novel
and promising in the treatment of different pathologies,
for example, brain ischemia (Kanazawa et al. 2017), or in
the context of an acquired infection or injury, the treatment
should take into consideration the time of day that the event
occurred. This is because the microenvironment generated
by microglia or macrophages is affected by this factor when
injury or infection occurs and could determine the levels of
pro-inflammatory response, which might affect prognosis.

Conclusion

There is plenty of evidence in the literature suggesting a
difference in the response between peripheral macrophages
and microglia in CNS throughout the day. In this review,
we presented the most representative works oriented to the
variation of the immune response in the periphery and CNS,
and its relation to macrophages. However, we feel that more
studies are necessary to elucidate this hypothesis, and if this
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is confirmed, it could imply significant repercussions on the
research of various diseases. On the other hand, the time of
the day that injury or infection occurs, and whether it occurs
in the CNS or the periphery should be considered in future
therapies since the outcome may vary.
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INTRODUCCION
El traumatismo craneoencefalico (TCE) genera dos tipos de dafio: el primario o irreversible debido al efecto mecanico del trauma, y el secundario o reversible caracterizado por cambios celulares en

respuesta a excitotoxicidad, estrés oxidativo,
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pueden llevar a la muerte celular y aumentar la zona de lesién. En nuestro laboratorio hemos observado diferencias

en la respuesta neuroconductual en ratas con TCE provocado durante la fase de luz respecto a la de oscuridad. Sin embargo, atn no se ha evaluado si estas diferencias correlacionan con dafo tisular regional.

OBJETIVOS
Evaluar si existen diferencias histopatolégicas después de la induccion de un modelo de TCE en rata en dos diferentes puntos del ciclo luz-oscuridad.

MATERIAL Y METODOS

o libitum

15 dias (habituacion)

RESULTADOS

Figura 1. Corteza motora.

Fotomicrografias que muestran la evolucién
de la zona anterior al TCE realizado las 13h o
01h.

Nétese el aumento de la basofilia neuronal
24h después del TCE en la lamina 3 (piramidal
externa) de la corteza motora y una
disminucion (no cuantificada) en la cantidad
de neuronas en comparacion a los grupos
controles.

A las 72 h, los cambios neuronales se
mantuvieron en el grupo con TCE provocado a
las 13h; los espacios perineuronales y la
vasodilatacién fueron mas notables que en el
grupo traumatizado a la Olh, en el que se
observaron neuronas con una morfologia
normal.

Figura 3. CA3 de hipocampo.

Las neuronas piramidales de la region CA3 del
hipocampo mostraron cambios similares 24h
después del TCE en ambos grupos: aumento
de la basofilia citoplasmética neuronal,
disminucion de la densidad del neurdpilo,
mayor vasodilatacién y aumento del tamafio
del soma con neuritas visibles y alargadas.
Estos cambios se mantienen después de 72h
del TCE provocado a las 13h, mientras que en
el grupo con TCE provocado a la O1h, se
encontré una mejor preservacion de la
morfologia neuronal. Finalmente, en ambos
se observa una disminucion del nimero de
neuronas (no cuantificada).

CONCLUSIONES
Existen diferencias histoldgicas en la corteza motora y en las regiones del hipocampo dependiendo de la hora del dia en que ocurra el TCE. En este trabajo encontramos un menor dafio del tejido nervioso
después de TCE provocado a la 01h en comparacién con TCE provocado a las 13h. Estas diferencias también dependen de la zona en la que se evalte, y del tiempo de evolucion del TCE. Al parecer, CAly el
hilio del hipocampo presentan una respuesta neuroprotectora mas eficiente que las otras regiones analizadas.
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Figura 2. CA1 de hipocampo.

A las 24h después del TCE provocado a las
13h o 01h, ambos grupos mostraron una
dispersion de la capa de células
piramidales, aparentando un mayor
ndmero de neuronas (no cuantificada)
comparado con el grupo control. En el
grupo de TCE provocado a las 13h hubo
mayor dilatacién vascular en comparacién
con los animales con TCE provocado a la
01h, cuyas neuronas  piramidales
mostraron incremento en la basofilia
citoplasmética.

A las 72h, el grupo de TCE provocado a las
13h, mostré mas neuronas piramidales
muertas (eosinofilia citoplasmatica) en
comparacién con el grupo de las de TCE
provocado a la O1h, en el cual se observé
una mejor preservacién tisular pero con la
dispersion neuronal observada a las 24h.

Figura 4. Hilio del GD de hipocampo.

A las 24h de TCE provocado a las 13h, se
observaron escasas neuronas de la capa
granular muertas, adyacentes a vasos muy
dilatados y a sitios de reactividad glial leve
(astrogliosis). Sin embargo, la mayoria de
los somas neuronales no mostraron
cambios y slo algunas fueron basofilicas.
Por el contrario, el grupo de TCE
provocado a la 1h no mostré cambios
histolégicos en la capa granular.

Alas 72 h después del TCE, se acentuaron
los hallazgos descritos a las 24h,
particularmente la astrogliosis y la
vasodilatacién. En el grupo de TCE
provocado a la 01h se observaron cambios
neuronales similares a los de 24h después
del grupo de TCE provocado a las 13h
(basofilia neuronal), con excepcion de la
vasodilatacion y la astrogliosis.

una descripcion histopatologica.
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INTRODUCCION

La microglia es el macréfago residente del sistema nervioso central (SNC), actualmente se conoce que esta célula puede detectar activamente signos de dafio (ej. patrones moleculares asociados a dafio [DAMPs] o a
[PAMPs]) i del mici i del tejido nervioso, y posteriormente iniciar una respuesta inmunitaria de tipo innata, generando un cambio en su morfologia y produciendo diversos factores

solubles como citocinas o quimiocinas.

Por otro lado, los ritmos bioldgit a cambios ogi o de comportami niveles hormonales, temperatura corporal, metabolismo o incluso procesos cognitivos. Uno de los

ritmos biolégicos més importantes y estudiados es el ciclo circadiano, que se sincronica a los cambios de luz-oscuridad. En nuestro laboratorio hemos encontrado variaciones en el prondstico posterior a la induccién de
traumatismo craneoencefalico (TCE) en un modelo animal y consideramos que la respuesta inmune de la microglia juega un papel fundamental en estas diferencias.

OBJETIVO
Buscar bibliografia enfocada a los cambios morfolégicos de la microglia a lo largo del dia, su correlacion con el ciclo circadiano y variaciones diurnas en su respuesta neuroinmune.

METODOLOGIA
Se realizé una busqueda bibliografica enfocada a la respuesta de las siguientes preguntas: 1.- ¢La microglia presenta variaciones en su morfologia a lo largo del dia?; 2.- ¢Existe evidencia de la variacion a lo largo del dia
de factores inmunes en la microglia?; 3. ¢Hay diferencias a lo largo del dia en la respuesta de la microglia ante un reto inmune?

RESULTADOS

1.- éLa microglia presenta variacic ensu ia a lo largo del dia?

La bibliografia encontrada indica que existen variaciones en la morfologia de la microglia dependiendo de
la hora del dia. Por ejemplo, Hayashi Y, et al, en el 2013 reportaron una variacién diurna en la extension y
complejidad estructural de la microglia cortical aislada de ratones, indicando que durante la fase de
oscuridad la microglia mostraba una extension de sus procesos como resultado de un incremento en la
expresién de un quimioreceptor (P2Y;,R), mientras que en la mafiana el descenso de la expresién de este
receptor daba como resultado una retraccion parcial de los procesos de la microglia.

Posteriormente, Takayama F, et al en el 2016, mostraron que en ratones, la microglia de corteza cerebral
(inmunomarcada con Ibal* y amarillo Lucifer) aumentaba la longitud de sus procesos y el nimero de
ramificaciones en la fase oscuridad (ZT14) en comparacion con la fase de luz (ZT2).
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ratones adultos. En ellos se observé que durante la fase de luz, hubo una mayor elevacién de IL-1B, IL Hippocampal protein concentrations (pg/100ug)
TNF-a e IL1R1 en comparacién con la fase de oscuridad.
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diferencias en la itud de la resp en el hi Tomado de: Fonken L, et al. (2015).
Lo que encontraron, fue una mayor expresion de citocinas pro inflamatorias (IL-1B, TNF-a e IL-6) en ratones inyectados con LPS durante la fase de luz en comparacién
con aquellos inyectados durante la fase de oscuridad.

CONCLUSIONES

Esta bibliografia es sugerente de que los ritmos circadianos en la inflamacién son una propiedad intrinseca de la microglia y muestran que existen cambios morfolégicos
en esta célula a lo largo del dia que pueden relacionarse a su respuesta inmune y posiblemente al prondstico posterior a una infeccién o en el caso particular de nuestro
laboratorio a una lesién en un modelo de TCE.
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