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V. RESUMEN

La enfermedad vascular cerebral (EVC) isquémica es la segunda causa de muerte
y la primera causa de discapacidad permanente en adultos de todo el mundo. La
patogénesis exacta de la isquemia-reperfusion (IR) cerebral ain no se comprende
completamente, pero se ha demostrado que la inflamacion, la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ERO y ERN) y la apoptosis son
mecanismos implicados en la muerte celular. Por lo tanto, es razonable suponer que
los pacientes que han sufrido un evento de IR se beneficien si los niveles de ERO
disminuyen. En este sentido, Nrf2 es un factor de transcripcion considerado como
el principal regulador de la defensa antioxidante endégena, ya que promueve la
expresion de una amplia variedad de genes antioxidantes. El objetivo de este trabajo
fue evaluar los niveles de Nrf2 durante la isquemia con y sin reperfusion. Los
animales se sometieron a 15, 30, 60 y 120 min de isquemia y a 60 min de isquemia
y 15, 30, 60 y 120 min de reperfusion utilizando el modelo de oclusién de la arteria
cerebral media. Se midieron los niveles proteicos de Nrf2 por western blot en el
cuerpo estriado, la corteza y el hipocampo. La isquemia no indujo cambios en los
niveles nucleares de la proteina Nrf2 en el estriado ni en la corteza, pero aumenté
los niveles proteicos de este factor en el hipocampo de rata a los 30 min de
isquemia. Por otra parte, la reperfusién sanguinea no modificé los niveles nucleares
de Nrf2 en ninguno de los tejidos estudiados comparado con los animales sham.
Dado que, 30 min posterior a la isquemia, se observé un aumento de Nrf2 en el
hipocampo, las siguientes determinaciones se realizaron a los 30 min de isquemia
en 3 regiones del hipocampo (CA1, CA3y giro dentado (GD)). La isquemia indujo
dafio morfoldgico significativo del 40.1+6.2 % en el GD, 45.7+6.7 % en la regién CA1
y del 79.6+1.5 % en la regiobn CA3 con respecto al grupo Sham, e incremento de los
niveles de Nrf2 ya que el porcentaje de células que expresaron Nrf2 fue 25.0+4.3 %
en el GD, 26.4+5.7 % en la region CA1l y 50.9+3.0 % en la region CA3 comparado
con el grupo Sham. También se cuantificaron los niveles de malondialdehido (MDA)
como marcador indirecto de la presencia de las ERO en el hipocampo y se observo

un aumento en el porcentaje de células positivas a MDA en el grupo de isquemia de
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39.3+4.1 % en el GD, 38.9+5.0 % en la region CA1 y 53.6.6+2.6 % en la region CAS,
con respecto al grupo sham. Estos resultados indican que, durante la isquemia, las
células se encuentran en un estado pro-oxidante, suficiente para inducir un aumento
de los niveles nucleares de Nrf2 a los 30 min; sin embargo, a este tiempo no es
posible observar la actividad citoprotectora del factor Nrf2 ya que a pesar de estar

aumentada su expresion hay dafio morfologico en las 3 regiones estudiadas.
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V. INTRODUCCION

1. Enfermedad vascular cerebral (EVC)
La EVC es una patologia que afecta a los vasos sanguineos que irrigan el cerebro.
Se produce cuando se interrumpe el riego sanguineo a una parte del cerebro o
cuando se produce un derrame de sangre en el cerebro o alrededor de €l (Diez-
Tejedor et al., 2001).

El cerebro necesita un suministro constante de oxigeno (O2) y glucosa, por ello
cuando la sangre no puede llegar a ciertas partes del cerebro, se interrumpe el

suministro de éstos y otros nutrientes a esas zonas (Katsura et al., 1994).

La EVC es una de las principales causas de muerte en el mundo (Figura 1) solo por
debajo de la cardiopatia isquémica (OMS, 2016) y es la causa principal de
discapacidad neurolégica en el adulto. Su incidencia aumenta exponencialmente
con la edad y por lo tanto con el envejecimiento de la poblacién mundial; por ello,
es probable que se convierta en un problema ain méas importante. La EVC también
es una causa importante de demencia y deterioro cognitivo relacionado con la edad
(Markus, 2011).

Muertes (millones)
4 B8 B 10

+ 0
[N

Enfermedad isquémica del corazon

infarto

Enfermedades diarreicas
Dafos
Tuberculosis

Enfermedad pulmonar obstruct iva... NI

infeccidn de las vias respiratorias... [INNIENG—_

Enfermedad de Alzhe imer y otras_.. I

Traquea, brongquios, canceres de . I

. ) - Enfermedades transmisibles,
Diabetes melitus maternas, nesnatales, nutr conalkes
Accidentes de trafico I B .

] Enfermedades no transmisibles
|
|

Fuerte: Eatieasianes de Salud Glsbal 2008: Musmes por chush, edid, sexs, por piaa y pos fagidn, 2000-2018. Ginekes, OMS.

Figura 1. Principales causas de muerte en el mundo. (OMS, 2016).
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Se estima que las principales causas de muerte a nivel mundial en el 2030 seran el
cancer, la enfermedad isquémica del corazén, la EVC, la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica y las infecciones respiratorias bajas (principalmente neumonia)
(Figura 2).

w—  (Cancer

EVC
8 e Infzccionss respiratorias
Condicionas perinatales
6 - == VIH/SIDA
wn - Accidantas da transito
== == lubzrculosis

" . e Malaria

Muertes (Millones)

2000 2005 2010 2015 2020 2025 2030
Ano

Figura 2. Muertes mundiales estimadas por causas seleccionadas de 2004-2030. Global Health
Risks: mortality and burden of disease attributable to selected major risks Geneva, (OMS, 2016.)

La figura 2 ilustra claramente el aumento estimado en el nimero de muertes por
enfermedades cronicas no transmisibles y la disminucion estimada para las

enfermedades infecciosas transmisibles.

Los cambios proyectados en el nimero de muertes pueden deberse a cambios en
las tasas de mortalidad por enfermedad y lesiones especificas por edad, o debido a
cambios demograficos que alteran el tamafio y la composicion por edad de la
poblacién, o ambos. Las tasas de mortalidad son fuertemente dependientes de la
edad para la mayoria de las causas, por lo que los cambios en la estructura de edad
de una poblacion pueden dar lugar a cambios sustanciales en el nimero de

muertes, incluso cuando las tasas especificas por edad no cambian (OMS, 2016).
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En México, de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI),
la EVC ocup0 el cuarto lugar de causa de muerte en el afio 2016 (Tabla 1) lo cual

representa en grave problema de salud publica (INEGI, 2016).

Tabla 1. Principales causas de muerte en México.

Principales causas Defunciones|
Total 291 637|
Enfermedades del corazon £ 60 670

Enfermedades isquemicas del corazon 38882
Diabetes mellitus 50 705|
Tumores malignos 40612

D2 la mama 6273

Del cuello del dtero 4008

Del higado y de las vias biliares intrahepaticas 3245/
17505
Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 9964
Enfermedades del higado 9958

Enfermedad alcohblica del higado 1068
Accidentes 8 856|

De tréfico de vehiculos de motor 3348
Influenza y neumonia 8430
Insuficiencia renal 5961]
Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal 2 3556,

Dificultad respiratoria del recién nacido y otros trastornos respiratorios originados en el periodo perinatal 2403
Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias cromosomicas 4352
Desnutricion v otras deficiencias nutricionales 3633
Agresiones 2383
Brongquitis cronica y la no especificada, enfisema v asma 2139
Eniermedades infecciosas intestinales 1985
Anemias 1815
‘Septicemia 1441]
Lesiones autoinfligidas intencionalmente 1280
Aleo paralAtico v obstrucciA®n intestinal sin hernia 1252
Colelitiasis v colecistitis 1171]
Sintomas. signos v hallazgos anormales clinicos v de laboratorio, no clasificados en otra parie 5364
Las demas causas 46 465|

INEGI, 2016

Los criterios para la seleccion de las 20 principales causas de muerte consideran la
Lista Mexicana de Enfermedades y comprende por lo menos el 80% del total de las
defunciones registradas. Se excluyen los grupos cuyas causas de muerte fueron

insuficientemente especificadas (INEGI, 2016).

Diez-Tejedor y colaboradores (2001) elaboraron una clasificacion de la EVC con el
objetivo de unificar la nomenclatura y los criterios en los paises iberoamericanos
(Figura 3). Es importante resaltar que son sinénimas las denominaciones EVC,
accidente cerebrovascular, ataque cerebrovascular y apoplejia.
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Enfermdad
Vascular
Cerebral (EVC)

Isquémica | Hemorragica
| | I I
Hemorragia Hemorragia
Focal Global subaracnoidea cerebral

— '
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Transitorio Infarto Cerebral Ventricular Parenquimatosa
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indeterminado

=Troncoencefalica
=Cerebelosa

Figura 3. Clasificacion de la enfermedad vascular cerebral (EVC) (Diez-Tejedor et al., 2001).

2. Signosy sintomas

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el sintoma mas comun
de la EVC es la pérdida subita, generalmente unilateral, de la fuerza muscular en
los brazos, piernas o cara. Otros sintomas consisten en: la aparicion subita,
generalmente unilateral, de entumecimiento en la cara, piernas o brazos; confusién,
dificultad para hablar o comprender lo que se dice; problemas visuales en uno o
ambos ojos; dificultad para caminar, mareos, pérdida del equilibrio o coordinacién;
dolor de cabeza intenso de causa desconocida; y debilidad o pérdida de la
conciencia (OMS, 2016).
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Existe una sigla en inglés (F.A.S.T.) que facilita recordar los signos de un accidente
cerebrovascular y lo que se debe hacer si se sospecha que ha ocurrido uno, segun

la American Heart and Stroke Association.

o FACE (cara). Pidale a la persona que sonria. Revise para ver si uno de los

lados de la cara se cuelga.

e« ARMS (brazos). Pidale a la persona que levante ambos brazos. Observe si

alguno de los brazos se desplaza hacia abajo.

« SPEECH (habla). Pidale a la persona que repita una oracioén simple. Escuche

para ver si arrastra las palabras y si repite correctamente la frase.

« TIME (tiempo). Si una persona presenta alguno de estos sintomas, el tiempo

es esencial. Es importante llegar al hospital lo antes posible.

3. Factores de riesgo
Los factores de riesgo de la EVC se dividen en modificables y no modificables, los

cuales estan representados en la Tabla 2.

Tabla 2. Factores de riesgo de la enfermedad vascular cerebral (EVC).

No Modificables Relevancia
Edad 4+
Sexo ++(Hombres)
Etnicidad +
Genético-Herencia ++

Modificables

Presion arterial alta 44+
Diabetes ++
Dislipidemia ++
Fumar F++

[10]



Alcohol +

Obesidad ++
Poca actividad fisica (sedentarismo) ++
Dieta ++
Fibrilacion auricular y otras fuentes de ++
embolia

Otros factores:

o Hiperhomocisteinemia ++

e Hipercoagulabilidad +

e Lipoproteinas +

o Sindrome de apnea obstructiva ++
del suefio

Factores de riesgo, junto con una evaluacion cualitativa (indicado con el simbolo +) de su influencia
en la patologia, en funcién de su prevalencia y de su relevancia (Palomeras-Soler & Casado-Ruiz,
2010).

4. Irrigacion sanguinea cerebral

El cerebro esta provisto abundantemente de vasos sanguineos, esta inervado por
dos arterias caroétidas internas y dos arterias vertebrales, conectadas por una
anastomosis central, que se encuentra en la fosa interpeduncular en la base del
cerebro. La arteria car6tida interna se divide en las arterias cerebrales: anterior y
media, las dos arterias cerebrales anteriores estan unidas por la arteria comunicante
anterior. Por otro lado, la arteria basilar formada por la unién de las dos arterias
vertebrales se ramifica en las dos arterias cerebrales posteriores. Finalmente, la
arteria comunicante posterior, una rama de la carétida interna, completa el poligono
arterial, conocido como poligono de Willis, al unirse con la arteria cerebral posterior
(Igbal, 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Irrigacion sanguinea cerebral. Poligono de Willis visto desde la base del cerebro
(Medlineplus, 2018).

Puede haber variaciones en esta configuracién tipica ya que los vasos
generalmente varian en calibre o a menudo son hipoplasicos, duplicados o incluso
ausentes. Varios estudios han demostrado que estas variaciones pueden jugar un

papel importante en el desarrollo de la EVC (Hoksbergen et al., 2003).
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Las variaciones anatdmicas probablemente estan determinadas genéticamente, se
desarrollan en la etapa embrionaria temprana y persisten en la vida postnatal
(Crompton, 1962). Cualquier cambio en la morfologia normal del poligono puede
condicionar la apariencia y la gravedad de los sintomas en los trastornos
cerebrovasculares, como aneurismas, infartos y otras anomalias vasculares (Riggs
& Rupp, 1963).

5. Isquemia cerebral

La EVC isquémica es el resultado de una reduccion transitoria 0 permanente en el
flujo sanguineo cerebral que se restringe al territorio de una arteria cerebral
importante. La reduccién del flujo es, en la mayoria de los casos, causada por la
oclusion de una arteria cerebral, ya sea por un émbolo o por una trombosis local
(Donnan et al., 2008).

De acuerdo con Lakhan y colaboradores (2009), la EVC de tipo isquémica es la
tercera causa de muerte y la primera de discapacidad permanente en adultos de
todo el mundo. La evidencia ha demostrado que la inflamacion (Jean et al., 1998;
Lakhan et al., 2009), el estrés oxidante (Sugawara & Chan, 2003; Muralikrishna
Adibhatla & Hatcher, 2006) y la apoptosis (Duan et al., 2004; Eefting et al., 2004;
Nakka et al., 2008) estan involucrados en la muerte neuronal en el infarto cerebral.
Los mecanismos subyacentes a la patogénesis de la lesion isquémica cerebral son
complejos, aunque la inflamacion local de los tejidos desempefia un papel clave
(Basu et al., 2005; Fujita et al., 2010).

La isquemia cerebral desencadena vias patolégicas que, en ultima instancia,
provocan una lesion neuronal irreversible en el nucleo isquémico o area de infarto
a los pocos minutos de su ocurrencia (Dirnagl et al., 1999); sin embargo, un volumen
mucho mayor de tejido cerebral que rodea a esta area de infarto, conocido como
penumbra isquémica o area de penumbra, puede ser recuperado si el flujo
sanguineo cerebral se restablece rapidamente. La definicibn de la penumbra
isquémica se refiere a aquellas areas del cerebro que estan dafiadas, pero no

muertas, ofreciendo la promesa de que, si se pudieran encontrar terapias
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adecuadas, se podria rescatar el tejido cerebral y reducir la discapacidad después
de la EVC.

A pesar de los avances en la comprension de la fisiopatologia de la isquemia
cerebral, las opciones terapéuticas para la EVC isquémica siguen siendo muy
limitadas (Donnan et al., 2008). La reperfusion sanguinea al cerebro es la mejor
manera de salvar la vida y limitar el desarrollo del area de infarto (Li et al., 2012).
Actualmente solo un farmaco, con actividad trombolitica, esta aprobado para su uso
clinico en el tratamiento de la isquemia aguda en los Estados Unidos: el activador
de plasmindgeno tisular de naturaleza recombinante (rt-PA) que se administra por
via intravenosa. Cuando éste se administra dentro de las 3 h posteriores a la
aparicion de los sintomas reduce los déficits neuroldgicos y mejora el resultado
funcional de los pacientes con isquemia; sin embargo, la restauracion del flujo
sanguineo al cerebro puede resultar paraddjicamente en un dafio secundario
llamado lesion por isquemia-reperfusion (IR) convirtiéndolo en otro problema clinico

importante en el tratamiento del dafio cerebral (Lakhan et al., 2009).

La fisiopatologia definitiva con respecto a la lesion por IR sigue siendo poco clara;
Sin embargo, se sugiere que los mediadores del estrés oxidante como las especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO y ERN) liberadas por las células
inflamatorias alrededor de las areas lesionadas juegan un papel critico (Wong et al.,
2008). El aumento de las ERO y ERN desencadena la expresion de una serie de
genes pro-inflamatorios mediante la induccién de la sintesis de factores de
transcripcion, incluyendo NF-kB, el factor inducible por hipoxia 1 (HIF1), el factor
regulador del interferén (IRF) y STAT3. Como resultado, diversas citocinas son
reguladas positivamente en el tejido cerebral y en consecuencia, se induce la
expresion de moléculas de adhesion sobre la superficie de las células endoteliales,
atrayendo neutroéfilos circulantes que pueden migrar y adherirse a los tejidos
isquémicos centrales, propagando asi la respuesta inflamatoria local (Yilmaz &
Granger, 2008).
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6. Excitotoxicidad
El concepto de excitotoxicidad fue propuesto por primera vez por el Dr. Olney en
1969 como un efecto toxico de la activacion excesiva o prolongada de los receptores
a los aminoacidos excitatorios (EAAs por sus siglas en inglés Excitatory Amino
Acids) (Olney, 1969). La excitotoxicidad podria mediar el dafio neuronal en diversos
trastornos neurologicos, incluyendo la isquemia y las enfermedades

neurodegenerativas (Bruijn et al., 2004).

El glutamato es el principal aminoacido excitatorio, pero también otras moléculas
enddgenas tales como el acido aspértico, el acido quinolinico, el &cido homocistéico
y moléculas exdgenas como el N-metil-D-aspartato (NMDA) y el kainato también
pueden actuar a través de receptores de glutamato (Doble, 1999). Los receptores
ionotrépicos de glutamato se clasifican en tres: NMDA, a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionato (AMPA) y kainato; mientras que los receptores metabotropicos
de glutamato se dividen en: clase | (nGluR1 y mGIluR5), clase Il (nGluR2 y mGIuR3)
y de clase Ill (mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8) (Hollmann et al., 1994, Pin &
Duvoisin, 1995)

Los receptores ionotropicos son canales ibnicos que se abren al unir su ligando (en
este caso glutamato), conduciendo a la afluencia de Na* y/o Ca?* y al flujo de K*.
Por otro lado, los receptores metabotropicos pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G y su activacion lleva a cambios en los niveles
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y a la liberaciéon de Ca?* de los almacenes

intracelulares como el reticulo endoplasmico (Arundine et al., 2004).

Los receptores de kainato son receptores heteroméricos permeables al Na*, K*y a
veces al Ca?* (Dingledine et al., 1999). La excitotoxicidad potenciada por la
activacion del receptor de kainato puede deberse a la liberacion de glutamato y a la
entrada de Na* para despolarizar la membrana y liberar el Mg?* que se encuentra
bloqueando al receptor NMDA dando lugar a la posterior activacion de éste (Berman
et al., 1997; Ferkany et al., 1982). Ademas, hay varios estudios que sugieren que la
estimulacion excesiva de los receptores de glutamato no NMDA con acido kainico
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puede inducir autofagia y activar las enzimas lisosomales, que juegan un papel

importante en la lesién neuronal excitotdoxica (Wang et al., 2006; 2008).

Bajo condiciones patolégicas, como convulsiones o hipoxia-isquemia, muchas
células pueden aumentar su influjp de Ca?*, independientemente de la
estequiometria existente de AMPA o NMDAr (Friedman, 2006).

El cerebro posee la mayor tasa metabdlica de todos los 6rganos y depende casi
exclusivamente de la fosforilacién oxidativa para la produccion de energia. Por lo
tanto, la interrupcion del flujo sanguineo, que limita la disponibilidad de glucosa, Oz
y otros nutrientes, altera, entre otras cosas, la reserva energética requerida para
mantener los gradientes iénicos, provocando que se pierda el potencial de
membrana y que las neuronas y la glia se despolaricen (Katsura et al., 1994). En la
presinapsis, los canales de Ca?* dependientes de voltaje son activados por la
despolarizacién, lo que induce la liberacion de glutamato al espacio extracelular. Al
mismo tiempo, otros procesos dependientes de energia, como la recaptura
presinaptica de glutamato, se alteran, provocando la acumulacién de este
neurotransmisor en el espacio extracelular. La excitacion excesiva de los receptores
de glutamato tipo NMDA induce un incremento intracelular de Ca?* y Na*
(excitotoxicidad) (Nishizawa, 2001); ademas, el agua se dirige pasivamente hacia la
regibn con mayor concentracion de solutos, ya que la afluencia de Na* y CI es

mucho mayor que la salida de K*, haciéndose presente el edema.

El incremento intracelular de Ca?* induce cambios que alteran la viabilidad celular
tales como: 1) activacion de proteasas, lipasas y endonucleasas que dafian la
estructura celular; 2) modificacién de la actividad de cinasas y fosfatas que regulan
procesos celulares como la conduccion idnica, la sintesis de proteinas, la apoptosis,
etc.; y 3) activacién de segundos mensajeros (Mabuchi et al., 2001) que inducen la
formacion de ERO y ERN, causantes de desarreglos metabdlicos y eventualmente

de la muerte.
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7. Estrés oxidante
Las ERO y ERN que causan estrés oxidante son importantes en la fisiologia celular,
ya que normalmente se producen en respuesta a diferentes estimulos exdgenos y
enddgenos y ademas se generan, transforman y agotan continuamente en los

tejidos durante el metabolismo (Schieber et al., 2014).

Biologicamente, el estrés oxidante se refiere a un desequilibrio entre la produccion
de ERO y ERN y la capacidad de eliminarlos. Las alteraciones en el estado redox
normal de las células pueden causar efectos negativos ya que las especies
reactivas dafian componentes celulares como proteinas, lipidos y ADN. El efecto de
las ERO y ERN sobre las funciones celulares depende de la cantidad de éstas y del
tiempo a que la célula este expuesta (Reshi et al., 2014). Ademas, algunas ERO y
ERN actian como mensajeros celulares en la sefializacién redox; por lo tanto, el
estrés oxidante puede causar alteracion en los mecanismos de sefializacién celular,
regulacion de citocinas, accién hormonal, transcripcion, transporte idnico,
neuromodulacién, inmunomodulacién y apoptosis (Sies et al., 2015), de hecho se
ha encontrado que el estrés oxidante desempefia un papel importante en diversas
condiciones patolégicas como el cancer, la diabetes y las enfermedades
neurolégicas (Dhalla, 2000; Jenner, 2003).

Las ERO son moléculas quimicamente reactivas que contienen O2. Los ejemplos
incluyen peroxido de hidrégeno (H202), radical anion superoxido (Oz7), radical
hidroxilo (*OH) y oxigeno singulete (O'2). Cuando se controla estrechamente su
nivel, éstas funcionan como moléculas de sefalizacién mediante la modulacion de
la actividad de sus objetivos oxidados (Scherz-Shouval & Elazar, 2011). Hay
diferentes tipos de especies oxidantes, pero los de mayor importancia en los
sistemas biolégicos son los que derivan del oxigeno y el nitrégeno, ambas derivadas
de fuentes enddgenas (mitocondrias, peroxisomas, reticulo endoplasmico, células
fagociticas, etc.) y fuentes exdgenas (contaminacion, alcohol, humo de tabaco,
metales pesados, metales de transicidon, solventes industriales, pesticidas, ciertas

drogas como halotano, paracetamol y radiacién) (Phaniendra et al., 2015).

Los niveles excesivos de ERO pueden ser eliminados por los sistemas de defensa
antioxidantes que incluyen antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (o0 quimicos).

[17]



Los antioxidantes enzimaticos son proteinas como la superoxido dismutasa (SOD),
la glutation peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT), mientras que los antioxidantes no
enzimaticos incluyen a moléculas como el glutation (GSH) (Kahles et al., 2012;
Ouyang et al., 2015). La IR cerebral perturba el equilibrio entre la produccion de
ERO y su inactivacion por los sistemas antioxidantes, lo que finalmente conduce a
una acumulacion excesiva de ERO, lo cual contribuye al dafio del tejido cerebral
causando disfuncion celular y la muerte celular a través de la peroxidacion de los
lipidos y la oxidacion de proteinas, ADN y ARN (Ouyang et al., 2015; Chen et al,
2011; Chan, 2001). Por lo tanto, es razonable suponer que los pacientes que han
sufrido un evento de IR se puedan beneficiar de la reduccion de los niveles de ERO

como terapia.

La mitocondria es la principal consumidora de Oz en la célula. Por ello, actia como
el sensor que transmite la informacion sobre los niveles de Oz en toda la célula. Se
ha puesto de manifiesto que las ERO también sirven como un mecanismo de
sefalizacion para los bajos niveles de Oz celular. Las mitocondrias pueden generar
Oz en los complejos |1, 1l y Ill, el citocromo c, el aceptor de electrones de complejo
lll, se considera que desempefia el papel mas destacado en la respuesta celular
contra la hipoxia (Chandel et al, 2000). Es posible que el citocromo c reducido, que
es incapaz de aceptar un electron del complejo Il y por lo tanto hace que el complejo
[Il produzca oxigeno reactivo, sea un sensor directo de la hipoxia celular, ya que
esta molécula dona directamente sus electrones al O2. Cuando las reservas de O2
son bajas, el complejo 11l no puede lanzar sus electrones correctamente y crea de
esta manera ERO, sefialando una respuesta hipoxica (Kietzmann & Gérlach, 2005).
Aungue se ha sugerido que las mitocondrias son innecesarias para la activacion del
factor HIF-1 (Enomoto et al, 2002), otros estudios han demostrado que la produccion
de ERO mitocondrial es necesaria para que la célula pueda montar una respuesta
hipéxica (Bell et al, 2007; Chandel et al, 1998; Hamanaka et al, 2016).
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8. Nrf2

El sistema de defensa celular esta equipado con la capacidad de regular al alza los
niveles de expresion de los genes de enzimas citoprotectoras. Por ello, el factor
relacionado al factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) (del inglés nuclear factor erythroid 2-
related factor 2) se considera uno de los reguladores maestros de la defensa
antioxidante enddgena (Itoh et al., 1997; 1999). Este factor pertenece a la subfamilia
de factores transcripcionales cap-n-collar (CNC) y contiene un dominio tipo-CNC
cierre basico de leucinas (bZIP) (Basic-region leucine zipper) (Motohashi et al.,
2004) necesario para su union al ADN.

Nrf2 tiene seis dominios conservados, designados como dominios Neh1-6 (Nrf2-

ECH homology, por sus siglas en inglés) (Zhang, 2006).

Nrf2 se dimeriza con miembros de la familia pequefia Maf y se une a los elementos
de respuesta antioxidante (ARE, por sus siglas en ingles Antioxidant Response
Element) (Satoh et al., 2006; Niture et al., 2014; Chen et al., 2015; Zhou et al., 2014)
situados en las regiones reguladoras de sus genes blanco. Entre los genes
regulados por Nrf2 se encuentran los genes para muchas enzimas de la defensa
antioxidante (Itoh et al., 1997) incluyendo la hemo oxigenasa-1 (HO-1), las SODs,
la GPx, las CATSs, algunos miembros de las peroxiredoxinas (PRDXs), la NAD(P)H:
quinona oxidorreductasa-1 (NQO1), la glutamin cisteina ligasa (GCL), la GSH
reductasa (GR), las GSH S-transferasas (GST) y la y-glutamilcisteina sintetasa
(Chen et al., 2015; Harvey et al., 2009; Shelton et al., 2013). Se han identificado
mas de mil genes blanco de Nrf2 a través de analisis de perfiles de la expresion
génica y el analisis de inmunoprecipitacién de la cromatina, o bien mediante el uso
de ratones knock out para el gen Nrf2 (Suzuki et al., 2013). Entre los genes blanco
de Nrf2 estan aquellos que codifican para las enzimas involucradas en la sintesis y
conjugacion del glutation, enzimas antioxidantes, enzimas metabolizadoras de
drogas, transportadores y enzimas involucradas en la via de las pentosas fosfato
(Suzuki et al., 2013; Itoh et al., 1999; Hayes et al., 2014) Por lo tanto, Nrf2 activa
una amplia gama de procesos de defensa celular, aumentando asi la capacidad

global de las células para desintoxicar y eliminar sustancias nocivas.
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El papel citoprotector de Nrf2 implica una comunicacién cruzada con otros procesos
celulares, por ejemplo, la proteina p62 que es clave en la sefializacién en la
apoptosis y la autofagia, también induce a Nrf2 al inhibir la represion de Keapl
(Keiko et al., 2011). Entre las posibles vias de sefializacion involucradas en la
regulacion de Nrf2 se incluyen las MAPK (mitogen-activated protein kinases), PI3K
(fosfatidilinositol 3-cinasa), PKC (protein cinasa C) y CK2 (casein cinase 2) (Surh et
al., 2008). Se ha descubierto que Nrf2 tiene una amplia influencia en procesos
fisiologicos y patologicos como la inflamacién, la carcinogénesis, la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, la obesidad y la neurodegeneracion (Kensler et al.,
2007). Papp y colaboradores presentaron en 2012 un recurso de nivel de sistema
para el interactoma y reguloma de Nrf2, que incluye 289 interacciones proteina-
proteina, 7469 interacciones del factor de transcripcion con el DNA y 85
interacciones con miRNA. Como ejemplos, a nivel de sistemas de sefializacion
relacionada con Nrf2, identificaron bucles reguladores de proteinas que interactiian
con Nrf2 (por ejemplo, JNK1 y CBP) y un sistema regulador ajustado, donde 35
factores de transcripcion regulados por Nrf2 influyen sobre 63 miRNAs que regulan
negativamente la expresion de Nrf2 (Papp et al., 2012).

Nrf2 parece desempefiar un papel importante en la proteccion de las células
cerebrales contra la lesion isquémica cerebral, ya que una pérdida de su funcion
aumenta el tamafio del infarto cerebral y los déficits neurolégicos después de un
evento isquémico (Shah et al., 2007; Shih et al., 2005).

La proteina Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) se ha identificado como
un factor de interaccion con el dominio Neh2 (Nrf2-ECH dominio homologo 2) de
Nrf2 (Itoh et al., 1999). Keapl es una subunidad adaptadora de la proteina culina 3
(Cul3), ésta ultima con actividad de ubiquitina E3 ligasa. Un homodimero de Keapl
se une a moléculas Nrf2 individuales por medio de dos uniones a través de los
motivos DLG y ETGE. Ambos motivos se unen individualmente en el dominio DC
(doble repeticidon de glicina y C-terminal) de Keapl. Residuos de lisina que residen
entre los dos motivos DLG y ETGE son los objetivos de la ubiquitinacion (Kobayashi
et al., 2004). Bajo condiciones de no estrés, Keapl se une a Nrf2 en el citoplasma

y promueve su ubiquitinacion y subsecuente degradacion proteasomal, a traves de
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la via ubiquitina-proteasoma 26S. Tras la exposicion a sustancias quimicas (a
menudo electroéfilos) o a ERO, la actividad de la ubiquitina E3 ligasa del complejo
Keapl-Cul3 disminuye y Nrf2 se estabiliza. El factor Nrf2 estabilizado se acumula

en el nlcleo y activa sus genes blanco.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La reperfusion del tejido cerebral isquémico es fundamental para restaurar la funcion
normal de las células, aunque puede resultar paraddjicamente en un dafio
secundario llamado lesion por IR donde se sugiere que las ERO y ERN juegan un
papel critico; sin embargo, se ha demostrado in vitro que aun en condiciones de
hipoxia se pueden generar ERO. Por ello, la expresion del factor Nrf2, al ser
considerado uno de los reguladores maestros de la defensa antioxidante endogena,
aumentara desde los primeros tiempos de isquemia y alun mas durante la
reperfusién, mostrando una correlacion con los niveles de ERO en un modelo in

Vivo.

VIl. HIPOTESIS

Si la isquemia favorece la presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO),
entonces la oclusion a diferentes tiempos de la arteria cerebral media y diferentes
tiempos de reperfusion provocard un aumento tiempo dependiente en la
traslocacion al nacleo del factor Nrf2 durante la isquemia y aun mas durante la
reperfusion en el estriado, corteza frontal e hipocampo asociada con el contenido
de ERO.
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Vill.  OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion a nivel proteico del factor de transcripcion Nrf2 en el cerebro
de ratas sometidas a un proceso de oclusion de la arteria cerebral media con y sin
reperfusion como modelo de infarto cerebral y su asociacion con el estado oxidante

celular.

IX. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cuantificar los niveles de proteina del factor Nrf2 mediante western blot en
fracciones nucleares enriquecidas en el cuerpo estriado, la corteza y el
hipocampo en animales sometidos a diferentes tiempos de isquemia (15, 30,
60 y 120 min) y reperfusion (1 h de isquemia y 15, 30, 60 y 120 min de

reperfusion).

Evaluar en el hipocampo de animales sometidos a 30 min de isquemia:

2. El dafio morfolégico mediante la tincion de hematoxilina y eosina.
3. La expresion del factor de transcripciéon Nrf2 mediante inmunohistoquimica.
4. ElI estado oxidante celular mediante la presencia de aductos de

malondialdehido (MDA) por inmunohistoquimica.
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X. METODOLOGIA

1. Reactivos
Los reactivos y anticuerpos se obtuvieron de acuerdo con lo indicado en las tablas

3 y 4 respectivamente, los demas reactivos se obtuvieron a través de fuentes

comerciales locales.

Tabla 3. Lista de reactivos utilizados.

Reactivo o Kit Compaiiia

Albumina sérica bovina
Aprotinina

DTT

Folin Ciocalteu

Immobilon Western (Luminol,
Solucién de peroxido)
Leupeptina

Paraformaldehido

Pepstatina

Fluoruro de fenilmetil sulfonilo
(PMSF)

Dako Liquid DAB + Substrate
Chromogen System K3468
(reactive con estreptoavidina y 3,
3"diaminobencidina)
Isofluorano

Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA)

Dako North America Inc.,
(Carpinteria, CA, EUA)

Pisa Agropecuaria
(Guadalajara, JAL, MEX)

Tabla 4. Lista de anticuerpos utilizados.

Anticuerpo Numero de Catalogo Compaiiia
Conejo anti-Nrf2 Sc-722 Santa Cruz
Biotechnology (Dallas,
TX, EUA)
Conejo anti-PCNA ab2426 Abcam (Cambridge, MA,
Conejo anti-MDA ab6463 EUA)

Anticuerpo secundario
universal biotinilado

Dako Liquid DAB +
Substrate Chromogen
System K3468
711-035-152

Dako North America Inc.,
(Carpinteria, CA, EUA)

Burro anti IgG de conejo Jackson

conjugado con
peroxidasa de rdbano
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2. Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar de 270 a 300 g de peso que se obtuvieron
del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez”. Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico, en grupos de 4 animales
por caja con libre acceso al alimento y al agua. Todos los procedimientos
experimentales realizados en los animales estuvieron apegados a los lineamientos
del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAL) del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez”, proyecto 44/15. Los animales fueron utilizados de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 SAGARPA Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

3. Disefio experimental
El disefio experimental se dividié en dos etapas, en la primera etapa se midieron los
niveles del factor de transcripcidon Nrf2 en extractos enriquecidos de proteinas
nucleares de corteza, estriado e hipocampo a diferentes tiempos de isquemia y a
diferentes tiempos de reperfusion. La segunda etapa se realiz6 en el tiempo y en el
tejido en el que se observé la mayor expresion de Nrf2, donde se evalud6 el dafio
morfologico, la expresion de Nrf2 y un marcador indirecto de la produccién de ERO

en cortes transversales de cerebro de rata.

3.1 Primera etapa
Los animales se dividieron en 3 grupos (n=6/grupo): 1) Sham, animales sometidos
al procedimiento quirdrgico para ocluir la arteria cerebral media (MCAO por sus
siglas en inglés; Middle Cerebral Artery Occlusion), pero sin oclusion; 2) Isquemia,
animales sometidos a MCAO durante 15, 30, 60 y 120 min; 3) IR, animales
sometidos a 1 h de isquemia mediante MCAO vy diferentes tiempos de reperfusion
(15, 30, 60 y 120 min) (Figura 5). Después de cada tiempo los animales se
sacrificaron por decapitacion para obtener el estriado, la corteza y el hipocampo, los

cuales se emplearon para medir los niveles de Nrf2 por western blot.
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Figura 5. Primera etapa de la metodologia. Animales sometidos a isquemia por el modelo de la
arteria cerebral media (MCAO). Las lineas horizontales rojas representan el tiempo de isquemia, la
linea horizontal azul indica el tiempo de reperfusion, las flechas verticales azules indican el tiempo

en que los tejidos cerebrales (corteza, estriado e hipocampo) fueron recolectados (n=6/grupo).

Debido a que solo se observé aumento en los niveles de Nrf2 en el hipocampo a los
30 min de isquemia, este tiempo y dicho tejido fueron los que se usaron en la

siguiente etapa.

3.2 Segunda etapa
Los animales se dividieron en 2 grupos (n=5/grupo): Sham y 30 min de Isquemia
(Figura 6). Transcurrido el tiempo de isquemia los animales fueron perfundidos con
paraformaldehido 4% para obtener el cerebro completo del cual se obtuvieron cortes

transversales de cerebro de rata (Ver seccion 7 de la Metodologia).
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Figura 6. Segunda etapa de la metodologia. Animales sometidos a isquemia por el modelo de
oclusién de la arteria cerebral media (MCAOQ). Linea horizontal roja representa el tiempo de isquemia,

la flecha vertical azul indica el tiempo en que los animales fueron perfundidos (n=5/grupo).

4. Oclusion de arteria cerebral media como modelo de isquemia
cerebral
Los animales fueron introducidos en una camara en donde se indujo la anestesia
con una mezcla de isoflurano 5% en O2 durante 3 min, posteriormente los animales
se colocaron sobre una superficie de acrilico donde reposé decubito supino y se
sujeté a su hocico una mascarilla con la cual el animal inhalaba la mezcla de
isoflurano 2% en O2 durante toda la cirugia. Se rasuré el pelo de la regién
supraesternal y se realiz6 una incisién longitudinal recta en direccién cefalica-ventral
de aproximadamente 1 cm en la regidén supraesternal izquierda con la finalidad de
exponer la bifurcacion de la arteria carétida comun en donde nacen las arterias
carétida interna (ACI) y externa (ACE). El procedimiento principal consistio en
introducir una sutura intraluminal de nylon 3-0 en la ACI y avanzarla
intracranealmente para bloquear el flujo sanguineo de la arteria cerebral media; el
flujo sanguineo colateral se redujo al interrumpir todas las ramas de la ACE y todas
las ramas extracraneales de la ACI. El tiempo de isquemia inicié desde el momento
en que se introdujo el filamento de nylon 3-0, mientras que la reperfusion inici6 al

momento de retirar el filamento de nylon que interrumpia el flujo sanguineo.
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5. Fracciones enriquecidas con proteinas nucleares
Transcurrido el tiempo de isquemia (15, 30, 60 0 120 min) o 1 h de isquemia y
diferentes tiempos de reperfusion (15, 30, 60 o 120 min), se extrajo el cerebro e
inmediatamente se disecté el estriado, la corteza y el hipocampo ipsilaterales a la
lesion. Los tejidos se homogenizaron en 300 pyL de amortiguador hipotonico [HEPES
10 mM, MgClz 1.5 mM, KCI 1 mM, DTT 1 mM, inhibidores de proteasas: 1 ug/mL
(leupeptina, aprotinina y pepstatina), PMSF 1 mM e inhibidores de fosfatasas]
adicionado con Nonidet P40 0.5%. Se incubaron en hielo durante 15 min y se
centrifugaron a 850 x g por 10 min. Los “pellets” se resuspendieron en 300 pL de
amortiguador hipotonico, se incubaron por 10 min en hielo seguido de la adicién de
15 uL de Nonidet-P40 10% y se incubaron 5 min mas. Las muestras se agitaron en
vortex a la méxima intensidad por 10 s, se centrifugaron a 14,000 x g por 30 sy el
pellet se resuspendio en 75 pyL de amortiguador de lisis [HEPES 20 mM, MgCl2 1.5
mM, EDTA 0.2 mM, glicerol 20%, NaCl 420 mM, DTT 1 mM, inhibidores de
proteasas: 1 yg/mL (leupeptina, aprotinina y pepstatina), PMSF 1 mM e inhibidores
de fosfatasas]. Las muestras se mezclaron por 10 s, se incubaron 30 min con
agitacion orbital y se centrifugaron a 14000 x g por 10 min. Finalmente, el

sobrenadante se recolectd y se congel6 a -80°C hasta su uso.

6. Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

Se preparé un curva patron por duplicado con albumina sérica bovina con un
intervalo de 25- 250 pg/ml, las muestras de fracciones enriquecidas con proteinas
nucleares se diluyeron 1:50 con agua destilada. Los estandares de la curva patron,
asi como las diluciones de las muestras tenian un volumen final de 200 pl a los
cuales se les adicion6 1 ml de solucién C (mezcla 50:1 de solucion A (NaCOs 0.2%,
NaOH 0.4%, Tartrato de sodio 0.02%) y solucion B (Cu(SOa4)s 0.5%)), se agitd y
posteriormente se incubd 10 min a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo de
incubacion se adicionaron 100 pl de reactivo de Folin Ciocalteu 1 Ny se incub6 30
min a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras y los estandares se
colocaron en una placa de 96 pozos y leyeron en un espectrofotometro Synergy HT
(Winooski, Vermont, EUA) a una longitud de onda de 660 nm.
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7. Western blot

Geles de poliacrilamida 10 % fueron cargados con 65 ug de proteina procedente de
las fracciones enriquecidas con proteinas nucleares y se realizé la electroforesis
durante 120 min/100 V. Después, las proteinas se transfirieron a membranas de
PVDF durante 120 min/450 A. Las membranas se bloguearon con 20 mL de leche
descremada al 5% disuelta en TBST (Tris 20 mM, NaCl 0.5 M y tween 0.1%) durante
1 h a temperatura ambiente con agitacion. Las membranas se incubaron durante 24
h con un anticuerpo especifico contra el factor Nrf2, generado en conejo (Santa Cruz
C-20 1:1000). Posteriormente, fueron lavadas e incubadas durante 1 h a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario de burro anti-lgG de conejo
acoplado a peroxidasa de rdbano—HRP (1:10,000). Para corroborar la carga de
proteina en cada pozo, se realizé una remocion del anti-Nrf2 o “stripping” para su
incubacion con un anticuerpo primario anti-PCNA montado en conejo (abcam 2426
1:1000) durante 24 h y revelado con un anticuerpo secundario de burro anti-lgG de
conejo acoplado a peroxidasa del rdbano—HRP (1:10,000). Las membranas se
revelaron mediante quimioluminiscencia Immobilon Western (Millipore (Darmstadt,
Alemania)). La densidad o6ptica de las bandas se cuantifico utilizando el programa
ImageJ v.1.49 y la cuantificacion relativa del factor Nrf2 se calculé referida a la sefial
de PCNA.

8. Obtencion de muestras para el analisis histolégico e
inmunohistoquimica
Se les administré a los animales una dosis letal de pentobarbital (0.2 ml/100 g) y
posteriormente se perfundieron con solucién salina con heparina (25000 U/L) hasta
observar el higado completamente limpio de sangre y enseguida se perfundieron
con paraformaldehido 4%. Se obtuvo el cerebro para realizar cortes transversales
del cerebro a una distancia aproximada de 2 cm del bregma y se dej6 en
paraformaldehido 4% durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacién los
cerebros se colocaron individualmente en casetes de inclusion y se lavaron con

agua en agitacion durante 20 min; posteriormente, los cerebros se deshidrataron en
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soluciones de concentracion creciente de etanol (60%, 70%, 80%, 96% I, 96% I,
100% 1 y 100% II) permaneciendo en agitacion durante 30 min en cada solucién
etilica y en etanol 100% Il durante 24 h. Después, los cerebros se dejaron en
agitacion durante 30 min en las siguientes soluciones: etanol-xilol 1:1, xilol | y xilol
II; Finalmente los tejidos se colocaron en parafina en agitacion durante 2 h y en
moldes de inclusién donde fueron embebidos en parafina.

Se realizaron cortes transversales de 3 um de grosor en micrétomo (Micrétomo
giratorio Thermo Scientific HM 325, Waltham, MA, EUA), comenzando a una
distancia de 3.85 mm del bregma y 4.00 mm del bregma (Figura 7), se obtuvieron 5
cortes secuenciales y se colocaron individualmente en portaobjetos silanizados. Se
guardaron los cortes hasta su uso para inmunohistoquimica y tincién con

hematoxilina y eosina.

‘ 3 2 1 o 1 2 3 4 5 s 7 s “ 10 1 12 13 14 15

Bregma -3.86 mm

Interaural 6.14 mm Figure 113

i B 12 0 0 ] ® 7 [ 5 ] 3 2 1 0 1 2 3 3

Figura 7. Representacion de un corte transversal de cerebro de rata a una profundidad de -3.86 mm

al bregma (Paxinos & Watson, 2006.)
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8.1 Tincion de hematoxilinay eosina (H&E)

Con la finalidad de evaluar el dafio morfologico y determinar el porcentaje de células
con dafio, los cortes se tifieron con H&E.

Los cortes transversales de cerebro de rata se colocaron en xilol durante 1 h con la
finalidad de desparafinarlos. Transcurrido el tiempo los cortes se rehidrataron
pasando por soluciones de concentracion decreciente de etanol (etanol-xilol 1:1,
etanol 100% I, etanol 100% II, etanol 96% | y etanol 96% II) hasta llegar a agua.
Posteriormente, se sumergieron en hematoxilina, se lavaron con agua, se
introdujeron en una solucién de Li2COs, se lavaron con agua, se sumergieron en
eosina, se lavaron nuevamente con agua Yy finalmente se procedié a la
deshidratacion de los tejidos, para ello fueron sumergidos en soluciones de
concentracion creciente de etanol (96% 1, 96% II, 100% |, 100%Il), seguido de
etanol-xilol 1:1, xilol 1 y xilol 1I, para finalmente montarlos con resina para preservar
hasta su observacion al microscopio.

Los cortes se observaron al microscopio (Nikon Eclipse E200, Yokohama, Japén)
con un objetivo 40x y se tomaron fotos (Media Cybernetics Evolution MP Color) de
3 regiones del hipocampo: GD, la regibn CAl y la regibn CA3; recolectando
imagenes de 3 campos por region. Los resultados se expresan como porcentaje de

células dafadas.

8.2 Inmunohistoquimica
Los cortes transversales de cerebro de rata se colocaron en xilol durante 1 h con la
finalidad de desparafinarlos. Transcurrido el tiempo los cortes se rehidrataron
pasando por soluciones de concentracion decreciente de etanol (etanol-xilol 1:1,
etanol 100% I, etanol 100% II, etanol 96% | y etanol 96% Il) hasta llegar a agua.
Posteriormente los cortes se colocaron dentro de un recipiente coplin, se adicion6
PBS+Tween20 0.5% (PBS-T) y se dej6 durante 1 h. Se retir6 el PBS-T y se adicion6
solucién de citrato de sodio 10 mM + Tween20 0.05% + Triton-X100 0.2% durante
1 h en bafio maria con la finalidad de exponer los antigenos presentes en el corte

cerebral. Transcurrido el tiempo, los coplin fueron retirados del bafio y se dejaron
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enfriar a temperatura ambiente (aproximadamente 1 h). Se lavaron los cortes con
PBS-T durante 5 min (a partir de este punto todos los lavados que se mencionen se
realizaron con PBS-T a menos que se indique un lavado con otra solucion).

Se adicion6 solucion de H202 0.1% durante 15 min para inactivar la actividad de la
peroxidasa enddgena y se lavo durante 5 min. El area circundante al corte se seco
y con un plumoén hidrofobico (Super Pap Pen Cat #71312) se delined para poder
adicionar 50 pl de anticuerpo anti-Nrf2 (Santa Cruz C-20 1:25) o anti-MDA
(Abcam6463 1:500) diluido en solucion bloqueadora, los anticuerpos se incubaron
en una cadmara humeda durante 40 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se
retiraron los anticuerpos y los cortes se lavaron.

Para visualizar los lugares en el tejido cerebral en donde el anticuerpo primario
habia reconocido a su antigeno (revelado), se utilizé6 un Kit universal de revelado
(Dako Liquid DAB + Substrate Chromogen System K3468; Anticuerpo secundario
universal biotinilado, reactivo con estreptoavidina y 3, 3 diaminobencidina)
colocando una gota de anticuerpo universal durante 1 h en camara hiumeda. Los
cortes se lavaron y se coloc6 una gota de reactivo con estreptoavidina por 1 h en
camara humeda y se lavo, los cortes fueron revelados con 3, 3"diaminobencidina,
la reaccion se detuvo lavando los cortes.

Posterior al revelado, los cortes fueron contra tefiidos con hematoxilina y fueron
deshidratados al ser sumergidos en soluciones de concentracién creciente de etanol
(96% 1, 96% II, 100% I, 100%ll), etanol-xilol 1:1, xilol I y xilol Il, para finalmente
montarlos con resina para preservar hasta su observacion al microscopio.

Los cortes se observaron al microscopio (Nikon Eclipse E200, Yokohama, Japon)
con un objetivo 40x y se tomaron fotos (Media Cybernetics Evolution MP Color,
Lakewood Ranch, Florida, EUA) de 3 regiones del hipocampo: GD, la region CAly
la region CA3-, recolectando imagenes de 3 campos por region. Los resultados se
expresan como % de células que sobreexpresan Nrf2 o % de células positivas a
MDA.
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9. Analisis estadistico

Los resultados de Western blot se muestran como la media + EEM. Los datos se
analizaron estadisticamente mediante prueba ANOVA de una via con pruebas post
hoc de Dunnett, empleando el programa GraphPad Prism. Se consider6 un valor de
p<0.05 como significativo.

Los resultados de analisis histologico y las inmunohistoquimicas se muestran como
la media + EEM. Los datos se analizaron estadisticamente mediante prueba de
Kruskal-Wallis con pruebas post hoc de comparacion multiple de Dunn, empleando
el programa GraphPad Prism. Se considerd un valor de p<0.05 como significativo.
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Xl.  RESULTADOS

1. Niveles proteicos de Nrf2 en fracciones enriquecidas con

proteinas nucleares de corteza, estriado e hipocampo
Para examinar si la isquemia con y sin reperfusion induce cambios en los niveles
proteicos del factor Nrf2 traslocado al nucleo, se utilizaron extractos enriquecidos
con proteinas nucleares de la corteza frontal, el estriado y el hipocampo ipsilateral
a la lesién. No se encontraron diferencias significativas en el contenido de Nrf2
nuclear a ningun tiempo de isquemia sin reperfusion en el estriado (Figura 8 Ay C)
y la corteza (Figura 9 Ay C). Sin embargo, en hipocampo a los 30 min de isquemia
sin reperfusion se observo un aumento en la traslocacion al nucleo del factor Nrf2,
el cual disminuy6 1y 2 h después de la isquemia (Figura 10 A y C). Por otro lado,
la reperfusion sanguinea después de 1 h de isquemia no mostré modificaciones en
la traslocacién al nacleo de Nrf2 en ninguna de las regiones cerebrales estudiadas
(Figura8 By C, Figura9 By C, Figura10 By C).
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Figura 8. Efecto de la isquemiay la reperfusion (IR) sobre los niveles nucleares de Nrf2 en el estriado
de rata. A. Niveles de Nrf2 en animales sometidos a 15, 30, 60 y 120 min de isquemia. B. Niveles de
Nrf2 en animales sometidos a 1 h de isquemia y 0, 15, 30, 60 y 120 min de reperfusiéon. Ay B
muestran una imagen representativa, después del “stripping” de las mismas membranas, se empled
PCNA como control de carga de las muestras. C muestra la gréafica de los valores de la sefial de Nrf2
normalizada con PCNA y ajustados a 1 con respecto al grupo sham. Las barras representan la media
+ EEM. n=6/grupo.
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Figura 9. Efecto de la isquemia y la reperfusion (IR) sobre los niveles nucleares de Nrf2 en la corteza
de rata. A. Niveles de Nrf2 en animales sometidos a 15, 30, 60 y 120 min de isquemia. B. Niveles de
Nrf2 en animales sometidos a 1 h de isquemia y 0, 15, 30, 60 y 120 min de reperfusién. A y B
muestran una imagen representativa, después del “stripping” de las mismas membranas, se empleé
PCNA como control de carga de las muestras. C muestra la gréafica de los valores de la sefial de Nrf2
normalizada con PCNA y ajustados a 1 con respecto al grupo sham. Las barras representan la media

+ EEM. n=6/grupo.
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Figura 10. Efecto de la isquemia y la reperfusion (IR) sobre los niveles nucleares de Nrf2 en el
hipocampo de rata. A. Niveles de Nrf2 en animales sometidos a 15, 30, 60 y 120 min de isquemia.
B. Niveles de Nrf2 en animales sometidos a 1 h de isquemia y 0, 15, 30, 60 y 120 min de reperfusion.
A y B muestran una imagen representativa, después del “stripping” de las mismas membranas, se
empleé PCNA como control de carga de las muestras. C muestra la gréafica de los valores de la sefial
de Nrf2 normalizada con PCNA y ajustados a 1 con respecto al grupo sham. Las barras representan
la media £+ EEM. n=6/grupo. * p<0.05 vs el grupo sham
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2. Alteraciones morfoldgicas en el hipocampo
Debido a que solo se observaron cambios en los niveles de expresion de Nrf2 en el hipocampo
a los 30 min de isquemia, las siguientes determinaciones se realizaron en 3 regiones del

hipocampo: GD, region CALy region CA3 (Figura 11) a los 30 min de isquemia.

v

CAl

Figura 11. Dibujo e imagen a 10X de las regiones del hipocampo donde se evalué el dafio
morfolégico. A. Corte transversal de cerebro de rata a una profundidad de -3.86 mm al bregma que
muestra la region del hipocampo (Imagen tomada y modificada de Paxinos & Watson, 2006). B.
Imagen representativa a 10X del hipocampo izquierdo tefiido con H&E donde se detallan las regiones
estudiadas: Giro dentado (DG), regiéon CAl y regién CA3 a una profundidad aproximada de -3.86

mm del bregma.

La isquemia (30 min) indujo ndcleos picnoticos y dafio en el neuropilo comparado con el
grupo sham en las 3 regiones estudiadas del hipocampo: GD (Figura 12), CA1 (Figura 13) y
CAZ3 (Figura 14). De las 3 regiones del hipocampo mencionadas se tomaron fotografias de 3
campos diferentes de un solo portaobjetos, es decir, si se tiene una n=5, en total se tienen 15
fotografias de cada region del hipocampo. Es importante mencionar que solamente en el GD
el dafio morfologico no fue uniforme a lo largo de esta region (Figura 12, ver discusion) y
por eso solo en esta region se presentan 3 fotografias de la parte central, inicial y final del
GD. Respecto a las regiones CAl y CA3 tanto en el grupo sham e isquemia el dafio fue
uniforme a lo largo de estas regiones hipocampales, por tal motivo solo se presenta una

imagen representativa.
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Sham Isquemia 30 min

Figura 12. Alteraciones morfoldgicas inducidas por la isquemia (30 min) en el giro dentado (GD)
A. Imagen a 10X del hipocampo izquierdo tefiido con H&E donde se sefiala el area del GD donde
fueron tomadas las imagenes B-G. Imagenes representativas a 40X en ambos grupos: sham (B, D
y F) eisquemia 30 min (C, Ey G). Se indica dafio en el neuropilo (flecha negra), picnosis (cruz negra)

y células viables (punto negro). n=5/grupo.

[39]



Sham Isquemia 30 min

Figura 13. Alteraciones morfolégicas inducidas por la isquemia (30 min) en la regiéon CAL. A.
Imagen a 10X del hipocampo izquierdo tefiido con H&E donde se sefiala el area de la region CA1
donde fueron tomadas las imagenes B-C. Imagenes representativas a 40X en ambos grupos: sham
(B) e isquemia 30 min (C). Se indica dafio en el neuropilo (flecha negra), picnosis (cruz negra) y

células viables (punto negro). n=5/grupo.
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Sham Isquemia 30 min

Figura 14. Alteraciones morfolégicas inducidas por la isquemia (30 min) en la regién CA3. A.
Imagen a 10X del hipocampo izquierdo tefiido con H&E donde se sefiala el area de la region CA3
donde fueron tomadas las imagenes B-C. Imagenes representativas a 40X en ambos grupos: sham
(B) e isquemia 30 min (C). Se indica dafio en el neuropilo (flecha negra), picnosis (cruz negra) y

células viables (punto negro). n=5/grupo.
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El porcentaje de células con dafio morfolégico en el grupo de isquemia fue 40.1+6.2
% en el GD, 45.7+6.7 % en la region CAly 79.6+1.5 % en la region CA3. En las tres
regiones se observaron diferencias estadisticamente significativas al compararse
con los animales del grupo sham (5.2+1.1 % en el GD, 5.0+0.8 % en la region CAly

9.9+ 1.0% en la regiéon CA3) (Figura 15).

Dafio morfologico
100-

80- 1—

40+

% Ceélulas danadas
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--I- L] L] L] T
Sham I30 Sham 130 Sham T30

GD cAl CA2

Regiones del hipocampo

Figura 15. Porcentaje de células con dafio en las 3 regiones del hipocampo después de 30 min de
isquemia (I), evaluado mediante la tincion de H&E. Las tres regiones del hipocampo analizadas
fueron GD, la regién CAl y la regién CA3. Los resultados se muestran como la media + EEM, * p<

0.5 vs el grupo sham de su regién. n=5/grupo.

3. Niveles de Nrf2 en el hipocampo
Se evaluaron los niveles de expresion de Nrf2 en tres diferentes regiones del
hipocampo mediante inmunohistoquimica (Figuras 16-18). En el grupo sham, la
expresion de Nrf2 fue baja ya que se observan pocas células positivas a Nrf2 en las
tres regiones del hipocampo, identificadas por una débil marca café en el
citoplasma. Por otro lado, las células con mayor expresion del factor (marca café

intensa) se observan en el grupo de isquemia 30 min.
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Sham Isquemia 30 min

Figura 16. Efecto de la isquemia sobre la expresién de Nrf2 en el giro dentado (GD). A. Imagen a
10X de inmunohistoquimica contra Nrf2 del hipocampo izquierdo donde se sefiala el area del GD
donde fueron tomadas las imagenes B-G. Imagenes representativas a 40X en ambos grupos: sham
(B, Dy F) e isquemia 30 min (C, E y G). Se indican células positivas a la expresion de Nrf2 (flecha

negra). n=5/grupo.
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Figura 17. Efecto de la isquemia sobre la expresién de Nrf2 en la region CAL. A. Imagen a 10X de
inmunohistoquimica contra Nrf2 del hipocampo izquierdo donde se sefala el area de la region CA1
donde fueron tomadas las imagenes B-C. Imagenes representativas a 40X en ambos grupos: sham
(B) e isquemia 30 min (C). Se indican células positivas a la expresion de Nrf2 (flecha negra).

n=5/grupo.
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Sham Isquemia 30 min

Figura 18. Efecto de la isquemia sobre la expresion de Nrf2 en la region CA3. A. Imagen a 10X de
inmunohistoquimica contra Nrf2 del hipocampo izquierdo donde se sefiala el &rea de la region CA3
donde fueron tomadas las imagenes B-C. Imagenes representativas a 40X en ambos grupos: sham
(B) e isquemia 30 min (C). Se indican células positivas a la expresion de Nrf2 (flecha negra).

(n=5/grupo).
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El porcentaje de células que expresan Nrf2 en el grupo de isquemia fue 25.0+4.3 %
en el GD, 26.4+5.7 % en la region CAl y 50.9+3.0 % en la region CA3. En las tres
regiones se observaron diferencias estadisticamente significativas al compararse
con los animales del grupo Sham (2.8+0.8 % en el GD, 1.2+0.6 % en la region CAly
4.4+ 1.3% en la region CA3) (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de células que expresan Nrf2 en las 3 regiones del hipocampo después de 30
min de isquemia (I). Las tres regiones del hipocampo analizadas fueron GD, la region CAly la region
CA3. Los resultados se muestran como la media + EEM, * p< 0.05 vs el grupo sham de su regién.

n=5/grupo.
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4. Niveles de malondialdehido (MDA) en el hipocampo

Se evaluaron los niveles de MDA (un producto de la peroxidacion de lipidos) como
marcador indirecto de la presencia de EROs en el hipocampo (Figuras 20-22)
mediante inmunohistoquimica. Células positivas a MDA se observaron con una
coloracion café intensa en el grupo de Isquemia 30 min en todas las regiones del
hipocampo contrario a lo observado en el grupo Sham donde un escaso nimero de
células positivas a MDA son observadas. El anticuerpo contra MDA permite
visualizar los “aductos de MDA”, es decir, el MDA conjugado con una
macromolécula. EI MDA es un compuesto formado en todas las células de
mamiferos como producto de la peroxidacion de lipidos (ver discusion). Por ello,
cuando se hable de “niveles de MDA” nos referimos a los “aductos de MDA”y no al
MDA libre.
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Figura 20. Efecto de la isquemia sobre los niveles de malondialdehido (MDA) en el giro dentado
(GD). A. Imagen a 10X de inmunohistoquimica contra MDA del hipocampo izquierdo donde se sefiala
el area del GD donde fueron tomadas las imagenes B-G. Imagenes representativas a 40X en ambos
grupos: Sham (B, D y F) e isquemia 30 min (C, E y G). Se indican células positivas a MDA (flecha
negra) N sham = 4 Yy N isquemia = 5.
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Sham

Figura 21. Efecto de la isquemia sobre los niveles de malondialdehido (MDA) en la regién CAL1. A.
Imagen a 10X de inmunohistoquimica contra MDA del hipocampo izquierdo donde se sefiala el area
de la region CA1 donde fueron tomadas las imagenes B-C. Imagenes representativas a 40X en

ambos grupos: Sham (B) e isquemia 30 min (C). Se indican células positivas a MDA (flecha negra).

N sham = 4 Y N isquemia = 5.
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Figura 22. Efecto de la isquemia sobre los niveles de malondialdehido (MDA) en la regiéon CA3. A.
Imagen a 10X de inmunohistoquimica contra MDA del hipocampo izquierdo donde se sefiala el area
de la region CA3 donde fueron tomadas las imagenes B-C. Imagenes representativas a 40X en

ambos grupos: Sham (B) e isquemia 30 min (C). Se indican células positivas a MDA (flecha negra).

N sham = 4 Y N isquemia = 5.

[50]



El porcentaje de células positivas a MDA en el grupo de isquemia fue 39.3+4.1 % en
el GD, 38.9+5.0 % en la region CAl y 53.6.6+2.6 % en la regiéon CA3. En las tres
regiones se observaron diferencias estadisticamente significativas al compararse
con los animales del grupo sham (4.6+1.3 % en el GD, 1.5+0.5 % en la region CAly
9.5+ 3.0% en la region CA3) (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de células positivas a malondialdehido (MDA) en las 3 regiones del hipocampo
después de 30 min de isquemia (l). Las tres regiones del hipocampo analizadas fueron GD, la regién
CAly laregion CA3. Los resultados se muestran como la media + EEM, * P< 0.05 vs el grupo sham

de su region.
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Finalmente, la tabla 3 muestra la comparacion del dafio morfolégico, asi como los
niveles de Nrf2 y MDA en las 3 regiones estudiadas. Se observa que la regién con
mayor dafio es la region CA3 y es la misma regién que muestra el mayor porcentaje

de células positivas a Nrf2 y a MDA.

Tabla 5. Comparacion del dafio morfolégico, expresion de Nrf2 y presencia de MDA

en las diferentes regiones del hipocampo durante la isquemia.

Regiones del hipocampo
GD CAl CA3
% células con 40.146.2 % 45.7+6.7 % 79.6+1.5 %
dafio

morfoldgico
% de células que 25.0+4.3 % 26.4+5.7 % 50.9+3.0 %

expresan Nrf2

% de células 39.3+4.1 % 38.945.0 % 53.6.6+2.6 %
positivas a MDA

Los resultados se muestran como la media + EEM. GD: giro dentado, CAL: regién del hipocampo
cornu ammonis 1, CA3: region del hipocampo cornu ammonis 3.
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XIl. DISCUSION

Existen diferentes modelos experimentales para estudiar la lesién cerebral
isquémica en animales adultos, uno de ellos es el modelo de oclusion de la arteria
cerebral media (MCAO). En dicho modelo, la isquemia se inicia al introducir un
filamento que ocluye el flujo de la arteria cerebral media, produciendo lesiones
focales, con un nucleo isquémico, una zona de penumbra y tejido remoto no
lesionado. Se sabe que la muerte celular comienza en el estriado y se extiende a la
corteza y el hipocampo con tiempos prolongados de oclusion generando una lesién
mas grave (Larpthaveesarp & Gonzalez, 2017).

La reperfusion comienza cuando se retira el filamento. Actualmente la mejor manera
de salvar vidas y limitar el desarrollo del &rea de infarto es la reperfusion; sin
embargo, si no inicia oportunamente se presenta el dafio por isquemia-reperfusion
(IR) que es un problema clinico importante en el tratamiento del dafio cerebral
(Lakhan et al., 2009). La patogénesis exacta de la IR cerebral alin no se comprende
completamente, pero se ha demostrado que la inflamacion, las ERO y ERN y la
apoptosis son mecanismos implicados en la muerte celular (Wong et al., 2008). La
IR interrumpe el equilibrio entre la produccion de ERO, favoreciendo la inactivacion
de los sistemas antioxidantes, lo que conduce a una acumulacién excesiva de ERO
que contribuye al dafio del tejido cerebral causando disfuncién y muerte celular por
la lipoperoxidacion, asi como la oxidacion de proteinas, ADN y ARN (Reshi et al.,
2014).

El factor Nrf2 parece desempefiar un papel importante en la proteccion de las
células cerebrales contra la lesidon isquémica cerebral, ya que una pérdida de
funcién del Nrf2 aumenta el tamafio del infarto cerebral y los déficits neurolégicos
después de un evento isquémico (Shah et al., 2007; Shih et al., 2005). Por ello, el
objetivo fue evaluar la expresion del factor de transcripcion Nrf2 en el cerebro de
rata en respuesta a los diferentes tiempos de isquemia con y sin reperfusion. Por
ello, se midieron los niveles proteicos de Nrf2 en el estriado, la corteza y el

hipocampo de rata mediante western blot después de diferentes tiempos de
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isquemia (15, 30, 60 y 120 min) y durante 1 h de isquemia con diferentes tiempos
de reperfusion (15, 30, 60 y 120 min).

Los niveles de Nrf2 en el nicleo no se modificaron en el estriado ni en la corteza, lo
cual podria deberse a que los niveles de ERO no fueron suficientes para
desestabilizar la union Keapl/Nrf2 y por tanto el factor de transcripcion Nrf2 no
puede traslocarse al nacleo. Otro factor que podria inducir esta falta de respuesta
es que tanto el estriado como la corteza estan irrigados principalmente por la arteria
cerebral media (Larpthaveesarp & Gonzalez, 2017), localizAndose en la zona del
ndcleo isquémico. Esto podria explicar por qué en el estriado se observa una
tendencia a aumentar los niveles del factor en el nucleo en los primeros 30 min de

isquemia y en tiempos mas prolongados estos niveles disminuyen.

Se puede suponer errbneamente que en condiciones de hipoxia o durante la
disminucién del aporte sanguineo a ciertos tejidos, como en el caso de los animales
sometidos al modelo de MCAO, no habra produccion de ERO por la baja cantidad
de O2; pero evidencia demuestra la produccion ERO en células Hep3B durante la
hipoxia por parte del Complejo Il mitocondrial (Chandel et al., 1998). Asi mismo,
diferentes grados de hipoxia provocan un aumento en la produccién de ERO en
funcién de la presion parcial de Oz a la que los cardiomiocitos son expuestos
(Duranteau et al., 1998); ademas, la hipoxia redujo los niveles de varios
antioxidantes en cultivos de células endoteliales, lo que se atribuyé a la formacién
de ERO durante la disminucién de la presion parcial de Oz (Plateel et al., 1995). En
nuestro conocimiento el presente trabajo es el primero en reportar un marcador
indirecto de produccion de ERO durante la isquemia in vivo, demostrandolo
mediante la presencia de MDA el cual es un marcador indirecto de presencia de
ERO.

Es importante mencionar que el flujo sanguineo cerebral en un humano adulto es
de 60 ml/100 g de tejido, por debajo del 10% de este flujo se genera el ndcleo
isquémico en donde la mayoria de las células mueren por necrosis. Cuando el flujo
es mayor a 10% pero menor a 50% se genera la zona de penumbra donde las

células se encuentran metabdlicamente comprometidas, pero pueden recuperarse
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(Sanchez, 2009). Por ello, durante la isquemia es posible la formacién de ERO,
especialmente en la zona de penumbra lo que puede favorecer la liberacion de Nrf2

y su posterior traslocacion al nucleo.

Dado que Nrf2 se considera uno de los reguladores maestros de la defensa
antioxidante enddgena ya que es sensible al estado redox celular (Itoh et al., 1997;
1999), se esperaba que durante la reperfusion sanguinea los niveles nucleares de
Nrf2 aumentaran en todas las regiones cerebrales estudiadas, ya que diversos
autores han reportado un aumento de las ERO y ERN liberadas por las células
inflamatorias alrededor de las areas lesionadas (Wong et al., 2008; Li et al., 2012);
sin embargo, los niveles nucleares de Nrf2 no se modificaron en la corteza, el
estriado, ni el hipocampo durante la reperfusion, probablemente debido a que la
lesion por IR es demasiado grave y afecta a las células aledafias a la lesion,
evitando que estas puedan responder al estado oxidante, o bien el tiempo de
reperfusién aun es muy corto. La gravedad de la lesién se puede evaluar a través
de una variedad de métodos, que incluyen resonancia magnética, analisis
conductuales a corto o largo plazo o por histologia (Larpthaveesarp & Gonzalez,
2017).

Por otra parte, en el hipocampo a los 30 min de isquemia se observé un aumento
estadisticamente significativo en los niveles nucleares de Nrf2, con lo cual se podria
favorecer la proteccion celular al unirse el factor Nrf2 a las secuencias ARE en las
regiones reguladoras de genes como HO-1, las SODs, la GPx, las CATSs, algunos
miembros de las PRDXs, la NQO1, la GCL, la GSH reductasa, la GST vy la y-
glutamilcisteina sintasa (Chen et al., 2015; Harvey et al., 2009; Shelton et al., 2013).

A diferencia de la corteza y el estriado que son irrigados principalmente por la arteria
cerebral media (Larpthaveesarp & Gonzalez, 2017), la vascularizacion arterial del
hipocampo depende de las ramas colaterales de la arteria cerebral posterior y de la
arteria coroidea anterior, formando la red de arterias hipocampales superficiales que
a su vez conducen a arterias intrahipocampales profundas (Tatu & Vuillier, 2014),

por lo que puede recibir mayor cantidad de aporte sanguineo durante la MCAO.
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Debido a que solo observamos aumento de Nrf2 nuclear en el hipocampo a los 30
min de isquemia, la presente investigacion se centrd en este tejido y este tiempo de
isquemia. El hipocampo es una estructura formada por dos laminas de allocorteza
entrelazadas, el giro dentado (GD) y el cornu ammonis (CA), este ultimo, se divide
generalmente en cuatro campos corticales: CA1, CA2, CA3 y CA4. Esta division se
basa en la morfologia celular de las neuronas corticales, la region de la CA también
se ha clasificado segun su susceptibilidad a la hipoxia: CA1 se considera un sector
vulnerable a la hipoxia, mientras que CA3 se considera la mas resistente (Tatu &
Vulillier, 2014).

Se realizo el analisis histolégico de los grupos sham e isquemia 30 min solamente
en el hipocampo, en tres regiones de éste: DG, la regiéon CAly la region CA3. En
el grupo isquemia se observaron nucleos picnéticos, dafio en el neuropilo en todas
las regiones hipocampales, por lo cual se puede decir que la MCAO dafa las células
del hipocampo en comparacion con el grupo sham. El porcentaje de células con
dafio en el grupo de isquemia fue 40.1+6.2 % en GD, 45.7+6.7 % en la region CA1
y 79.6x1.5 % en la region CA3, lo cual nos indica que la region CAl es la méas

resistente a la isquemia y la region CA3 es la menos resistente.

Para poder entender por qué hay diferencia en el porcentaje de dafio morfoldgico
en las diferentes regiones hipocampales estudiadas, es necesario conocer la
vascularizacion interna del hipocampo. La arteria cerebral posterior conduce a las
arterias temporales inferiores (anterior, medial y posterior), las arterias coroideas
posterolaterales y las arterias espleniales (Haegelen et al., 2012). De estas arterias
colaterales surgen las arterias hipocampales superficiales (Stephens, 1969;
Marinkovi¢ et al., 1992), éstas ultimas, dan lugar a arterias intraparenquimatosas
gue pueden clasificarse en arterias intrahipocampales ventrales principales, arterias
intrahipocampales dorsales principales, arterias intrahipocampales ventrales

pequefias y arterias intrahipocampales dorsales pequefas.

Las arterias intrahipocampales ventrales principales penetran en el hipocampo entre
los dientes del margo denticulatus y luego vascularizan CA1 y CA2. Las arterias

intrahipocampales dorsales principales tienen una trayectoria mas corta, que pasa
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entre los dientes del margo denticulatus y entra en CA4 y CA3. Las arterias
intrahipocampales dorsales principales también vascularizan la parte distal del giro

dentado a través de las arterias rectilineas (Duvernoy, 2013) (Figura 24).

Vascularizacion Intrahipocampal

Figura 24. Vascularizacion Intrahipocampal (Tatu & Vuillier, 2014).

A = Alveus; F = fimbria; Fs = surco fimbriodentado; S = subiculum; GD = giro dentado; 1 = arteria
hipocampal superficial; 2 = arteria hipocampal ventral principal; 3 = arteria hipocampal dorsal
principal; 4 = arteria hipocampal ventral pequefia; 5 = arteria hipocampal dorsal pequefia; 6 = arterias
del subiculum; 7 = arco venoso del surco fimbriodentado; 8 = arco venoso del surco del hipocampo;
9 = venas intrahipocampales subependimarias; 10 = venas intrahipocampales del surco; 11 = venas
del subiculum.

El hecho de que existan diversas arterias que irrigan el hipocampo podria explicar
la diferencia en el porcentaje de células con dafio en las regiones de este, sugiriendo
qgue la arteria intrahipocampal ventral se vea menos afectada por la isquemia en
comparacién con la arteria intrahipocampal dorsal, por ello CA3 muestra el mayor
dafo.

Ademas del dafio morfoldgico, se evaluo la expresion del factor Nrf2, asi como el
estado redox de las células del hipocampo durante la isquemia.
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Mediante inmunohistoquimica se observé que la expresiéon de Nrf2 aumenta en el
hipocampo durante la isquemia. El porcentaje de células que expresan el factor Nrf2
en el grupo de isquemia fue 25.0+4.3 % en el GD, 26.4+5.7 % en la region CAl y
50.943.0 % en la region CA3, en las tres regiones se observaron diferencias
estadisticamente significativas al compararse con los animales del grupo Sham.

Como ya se menciono, existe evidencia de la produccion de ERO durante la hipoxia
en ensayos in vitro, pero hasta ahora no hay estudios que evidencien la produccién
de ERO durante la isquemia in vivo, siendo el presente trabajo el primero en mostrar
un marcador indirecto de presencia de ERO in vivo. Por lo cual se puede intuir que

durante la isquemia también se producen ERO a pesar del bajo aporte de O-.

Para evaluar si la presencia de ERO es lo que esta favoreciendo la traslocacién al
nacleo de Nrf2 que se evidenciod en los ensayos de western blot y se comprobo
mediante inmunohistoquimica, se evalu6 mediante inmunohistoquimica la
presencia de MDA, el cual es un compuesto formado en todas las células de
mamiferos como producto de la peroxidacion lipidica. MDA es un dialdehido de tres
carbonos altamente reactivo producido como un subproducto de la peroxidacion de
acidos grasos poliinsaturados y el metabolismo del &cido araquidénico. El MDA se
combina facilmente con varios grupos funcionales en moléculas que incluyen
proteinas, lipoproteinas y ADN, reacciona con este Ultimo para formar aductos de
desoxiguanosina y desoxiadenosina, el aducto principal del ADN es una
pirimidopurinona llamada M1G. Las proteinas modificadas con MDA pueden
mostrar un comportamiento fisicoquimico y antigenicidad alterados. Los anticuerpos
contra esta molécula ayudan a visualizar los aductos de MDA y por lo tanto puede
ser utilizado como marcador indirecto de la presencia de ERO y para evidenciar que

ya se ha producido dafio por presencia de ERO.

El porcentaje de células positivas a MDA en el grupo de isquemia fue 39.3+4.1 % en
el GD, 38.945.0 % en la region CAl y 53.6.6+2.6 % en la regiébn CA3. En las tres
regiones se observaron diferencias estadisticamente significativas al compararse

con los animales del grupo Sham.
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En GD se observé que tanto el dafio morfolégico, la expresién de Nrf2, asi como la
presencia de MDA no es uniforme a lo largo de esta region hipocampal, es decir,
hacia la parte distal y proximal hay mayor dafio y mayor presencia de Nrf2 y MDA;
mientras que en la parte central del GD el dafio es menor, asi como la expresion de
Nrf2 y la presencia de MDA. Es importante mencionar que la pequefia arteria
intrahipocampal ventral suministra de sangre la parte proximal del giro dentado y
una ramificacion de la arteria dorsal principal irriga la region central y distal de GD,
es por esto que la region central presenta menor dafio morfolégico, pero en la parte
distal se incrementa el dafio al estar mas alejada del nacimiento de la ramificacion

de la arteria que lo irriga.

Dado que los lipidos son responsables de mantener la integridad de las membranas
celulares, los peréxidos lipidicos ejercen sus efectos toxicos al alterar el ensamblaje,
la composicion, la estructura y la dinamica de las membranas lipidicas (Gaschler &
Stockwell, 2017). Los dos ERO que pueden afectar profundamente a los lipidos son

el radical hidroxilo y el hidroperoxilo (Ayala et al., 2014).

Una vez formado el MDA, se puede metabolizar enzimaticamente o reaccionar con
proteinas celulares y tisulares o con el ADN para formar aductos que producen
dafios biomoleculares (Esterbauer et al.,, 1991). Los aductos de MDA son
biolégicamente importantes porque pueden participar en reacciones, como el
entrecruzamiento intramolecular o intermolecular de proteina y/o ADN que puede
inducir una alteraciéon profunda en las propiedades bioquimicas de las biomoléculas
y acumularse durante el envejecimiento y las enfermedades crénicas (Ayala et al.,
2014). Los resultados ponen de manifiesto la presencia de aductos de MDA como

consecuencia de la presencia de ERO durante la isquemia.

Resulta interesante el hecho de que de acuerdo con la bibliografia se observa un
patrén de vulnerabilidad selectiva en el hipocampo: el dafio isquémico generalmente
afecta a las neuronas en el area de CAl, sin embargo, los estudios que sustentan
este hecho se han realizados en modelos de isquemia-reperfusion en donde los
animales son sometidos a isquemia focal o local y las muestras histologicas son

recolectadas a las 24, 72 o a los 7 dias de reperfusion (Schmidit & Kastner, 2017).

[59]



Los resultados presentados en este trabajo evidencian mayor dafio morfolégico en
la region CA3 comparado con la regiéon CA1 a los 30 min de isquemia, contrario a
lo observado por otros autores. Este es el primer trabajo que describe el efecto de
la isquemia sin reperfusiébn sobre el hipocampo. En este punto es importante
recordar que la regién CA3 es la region que mayor expresion de Nrf2 presento. La
presencia de ERO durante la isquemia en el hipocampo favorece Ila
desestabilizacion del complejo Keapl/Nrf2, con lo cual Nrf2 puede traslocarse al
ndcleo para unirse a sus genes blanco, y esto podria ser la explicacion de por qué
durante la reperfusion, consistente con lo observado en la bibliografia, resulta ser
mas resistente la region CA3 comparado con la regién CA1, por lo tanto se podria
suponer que el aumento en la expresion de Nrf2 durante la isquemia le conferira a
la células mayor proteccidén durante la reperfusién, haciendo una analogia seria

similar a cuando los 0sos se preparan para el invierno.

Entre los genes regulados por Nrf2 se encuentran los genes de muchas enzimas de
la defensa antioxidante (Itoh et al., 1997); sin embargo, aunque la expresion de Nrf2
aumenta, éste no esta ejerciendo su actividad citoprotectora durante la isquemia ya
gue observamos dafio. Por otra parte, el GD a pesar de ser la region hipocampal
con menor expresion de Nrf2 durante la isquemia fue la region mas resistente, ya
que presentd el menor dafio morfolégico de todas las regiones hipocampales,
aunque presenté mayor porcentaje de células positivas a MDA comparado con la

region CAL.
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XIll. CONCLUSION

La oclusion de la arteria cerebral media induce la traslocacion al nucleo del factor
Nrf2 en el hipocampo a los 30 min de isquemia, pero no induce cambios en el
estriado ni en la corteza frontal. La reperfusién sanguinea después de 1 hora de
isquemia no induce cambios en los niveles nucleares del factor Nrf2 en estriado,

corteza frontal ni hipocampo.

Durante la isquemia hay formacién de MDA antes de los 30 min sugiriendo la
presencia de un estado pro-oxidante que es suficiente para inducir la traslocacién
de Nrf2 al ndcleo; sin embargo, a los 30 min de isquemia no es posible observar la
actividad citoprotectora del factor Nrf2 ya que a pesar de estar aumentada su

expresion hay dafio.

En este modelo de isquemia, la regidn del hipocampo mas resistente a la isquemia
es GD> CAl1> CAS.
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