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RESUMEN

Introduccion: La obliteracion de la arteria carétida primitiva (OACP) incrementa la respuesta
inmunoldgica, liberando quimiocinas que quimioatrae leucocitos a través de sus receptores
favoreciendo el dafio celular. La administracion subaguda de zinc disminuye el estrés nitrosativo y
la muerte celular, mostrando tener un efecto protector. Sin embargo, no existe estudios a cerca del
efecto de la administracion crénica sobre los receptores de quimiocinas inflamatorias como son
CCR1 y CCRS8 que estan involucrados en la quimioatraccion de macréfagos al sitio de dafio. En
este trabajo se evalué el efecto de la administracién crénica de zinc previo a la OACP sobre la
expresion de receptores de quimiocinas durante un proceso hipdxico-isquémico cerebral en rata.
Metodologia: A un grupo control de ratas macho Wistar fueron tratados con ZnCl; (0.5 mg/Kg cada
24 h durante 14 dias), a otro grupo tratado con zinc se le realizé la OACP por 10 min., un tercer
grupo se le administré el vehiculo (SSI), y un ultimo grupo se le realizé unicamente la OACP. Los
cerebros se extrajeron a diferentes tiempos (0, 4, 11, 15 dias de administracion y 4, 8, 12, 24, 96 y
168 horas post-reperfusion). Los niveles proteicos de los receptores fueron determinados por
ELISA. Para evaluar el dafio cerebral se realiz6 el estudio histopatoldgico por la tincion de
hematoxilina-eosina. Resultados: Los resultados muestran que la administracion cronica de zinc
antes de la OACP disminuyé CCR1 y CCRS8 sugiriendo un efecto anti-inflamatorio, que se ve
reflejado en disminuir el dafio cerebral. Nuestros resultados sugieren que la administracién crénica
de zinc disminuye la expresién de receptores de quimiocinas pro-inflamatorias después de un
proceso hipoxico-isquémico. Estos resultados sugieren que la administracion crénica de zinc puede
ser una estrategia terapéutica para eventos cerebrovasculares, sin embargo, se debe realizar mas
estudios para asegurar el efecto protector del zinc

INTRODUCCION

La enfermedad cerebrovascular (ECV) es la principal causa de muerte y discapacidad en todo el
mundo. El tipo mas comun de ECV es el isquémico (70% en Japon)[1]. El infarto cerebral es la
muerte del tejido cerebral causada por la isquemia. En la isquemia cerebral severa el tejido se ve
privado de oxigeno, glucosa, lipidos y nutrientes causando inflamacién, lo cual produce la muerte
celular acompafado de la disrupcidn de la barrera hematoencefalica, la infiltraciéon de leucocitos;
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que promueven la inflamaciéon cerebral mediante la produccion exacerbada de mediadores
inflamatorios (citocinas, quimiocinas)[2].

Las quimiocinas son proteinas quimioatrayentes pertenecientes a la superfamilia de las citocinas,
de bajo peso molecular (8-14 kDa), que regulan el trafico leucocitario, modulando la quimiotaxis y
la activacion celular por lo que desempefian un papel importante en los procesos de inflamacion
del SNC, en la comunicacion celular y en el reclutamiento de células inflamatorias. Ahora bien
evidencia reciente sugiere que los receptores de quimiocinas se expresan en el sistema nervioso
central y que sus funciones se extienden mas alla de los procesos inflamatorios [3].

Los receptores de quimiocinas pertenecen a la familia de receptores de siete dominios
transmembrana acoplados a proteinas G y estan formados por una Unica cadena polipeptidica de
unos 350 aminoacidos. Al atravesar siete veces la membrana plasmatica, tanto el extremo amino
terminal como tres de los bucles que unen los dominios transmembrana quedan expuestos hacia el
exterior de la célula, participando en la uniéon del ligando, mientras que el extremo carboxilo
terminal y otros tres bucles se orientan hacia el interior de la célula y participan principalmente en
la transmision de la sefal intracelular [4].

Proteina Inflamatoria de Macréfagos- 1a (MIP-1a) o también llamada CCL3 es un mediador activo
en la inflamacion lleva a cabo su funcion pro inflamatoria a través de la unién al receptor
transmembrana de quimiocinas CC selectivos (CCR1) en la superficie de células inflamatorias. En
el cerebro de rata neonatal, la hipoxia aguda determina un aumento en las concentraciones
tisulares de CCL3. El proceso de una regulaciéon positiva (Up regulation) de CCL3 se ha
demostrado que se asocia con la quimioatraccion de monocitos y la acumulacion microglial en el
cerebro lesionado. En modelos de isquemia cerebral en ratas adultas, se ha confirmado la
regulacion positiva de CCL3 después del dafio [5].

Proteina Inflamatoria de Macréfagos- 18 (MIP-1B) o también llamada CCL4 lleva acabo su funcion
mediante la unién selectiva al receptor transmembranal CCR8. Su actividad ha sido relacionada
en la induccidén de reclutamiento de monocitos al sitio de dafo. Estudios indican que CCL4 podria
estar involucrada en el reclutamiento de monocitos dentro de las placas del ateroma, siendo las
placas ateromatosas una de las posibles causas de accidentes cerebrovasculares por obstruccion
[5].

La inflamacién post-isquémica promueve la inflamacion cerebral (edema cerebral) que conduce a
la compresion del cerebro normal envolvente de tejido en el nucleo isquémico; este efecto
indeseable del proceso post-isquemico y la inflamacién cerebral deben ser suprimidos para que
con esto disminuya las consecuencias incapacitantes de estos procesos[6].

En el sistema nervioso central el zinc solo es superado por el hierro y su prevalencia es un reflejo
de sus funciones generalizadas. La homeostasis del zinc unido a proteinas y libre es fundamental
para la funciéon normal del sistema nervioso central ademas de proporcionar estabilidad estructural
a una variedad de factores de transcripciébn y con esto regulando la expresion génica.
Recientemente se descubri6 que la neurogénesis adulta en el cerebro depende de zinc, un
hallazgo que tiene amplias repercusiones en la funciéon del hipocampo y en la restauracion del
sistema danado [7].

En contraste con la intervencion terapéutica basada en la quelacién, ha demostrado beneficios
neuroprotectores después de la administracion de =zinc; por ejemplo Matsushita y sus
colaboradores demostraron que la administraciéon de zinc proporcionan neuroproteccion a la zona
CA1 del hipocampo durante la isquemia global en el jerbillo. Debido a que el jerbillo posee
hemisferios cerebrales aislados vy un circulo de Willis incompleto, la oclusion bilateral de las
arterias (BCCAO) resulté en una pronunciada isquemia global. Encontraron que la administraciéon
profilactica superaguda de ZnCl, (de 1 hora antes de la BCCAQO) no mostré proteccion, mientras
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que la administracion profilactica subaguda (24 horas antes de la BCCAQ) si proporcioné
neuroproteccion significativa a las células de la zona CA1 del hipocampo contra la muerte
neuronal [8].

METODOLOGIA

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (180 -200g de peso corporal) a las cuales se
administré de ZnCl, de forma crénica (0.5mg/kg de peso corporal v.i.p.) cada 24h durante 14 dias.
Los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral v.i.p. (350mg/kg de peso corporal), se
disectd la arteria carotida primitiva izquierda y se presiond con el fin de obstruir el flujo sanguineo
(obliteracién) durante 10 minutos con ayuda de una pinza de presién para vasos sanguineos de
tipo bulldog (clamp arterial). Al término del tiempo de obliteracién, se retiré la pinza y se verificd
visualmente la restauracion del flujo sanguineo en la arteria (reperfusion). Posteriormente, la herida
se suturo y las ratas se mantuvieron bajo una fuente de calor hasta recuperarse del efecto
anestésico. Los animales fueron sacrificados en el tiempo post-reperfusiéon correspondiente, por
dislocacion cervical, para poder obtener la regién temporo-parietal de la corteza cerebral y el
hipocampo. El tejido se mantuvo a -80°C hasta su uso (Thermoforma -86°C ultra freezer). Los
tejidos fueron homogenizados con PBS 1X y posteriormente, se utilizaron los homogenizados de
las muestras para la evaluacion bioquimica (ELISA) mencionada a continuacion.

ELISA (Imunoensayo Enzimatico)

Cinco pg del homogenizado de los tejidos obtenidos se completan a un volumen final de 100 yL
con buffer de carbonatos para sensibilizar las placas de ELISA, y se colocan en cada pozo de la
placa durante 16 horas a 4° C. Posteriormente, los pozos se lavaron con PBS-Tween 0.1%; los
sitios inespecificos se bloquearon con albumina de suero bovino 0.5% durante 20 min.
Inmediatamente se lava con PBS-Tween 0.1%, y se adiciona el primer anticuerpo para cada
quimiocina durante dos horas a temperatura ambiente. Se lavaron y se adiciona el segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano, se lava con PBS-Tween y se le agrega el sustrato
ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbencil-tiazolina-6-sulfonico). Finalmente la placa se leyd en un
lector de ELISA (Bio-Rad Benchmark) a 415 nm.

*ANIVERARO

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos de los grupos experimentales de los niveles proteicos de CCR1
muestran varios incrementos; en la fase temprana, de 141 + 18% a las 4 horas después de la
OACP, 115% + 10% a las 8 hy de 127% + 20% a las 96 h, incrementos que se previenen con la
administracién crénica de zinc, manteniéndose en los niveles basales de este receptor en todo el
curso temporal (Figura 1). Estos resultados sugieren que el zinc previene la migracion de
macrofagos-microglia y linfocitos T como se habia observado en otros modelos [9,10], asi como en
neuronas de pacientes con Alzheimer [11]; sin embargo, la deficiencia de esta quimiocina
incrementa la expresion de moléculas de adhesién e invasién de células inflamatorias periféricas
después de un dafio traumatico. Ademas. CCR1 también puede ser receptor de CCL5 [12], la cual
ha sido asociada a los procesos inflamatorios crénicos durante un proceso isquémico [13], lo cual
explicaria que el receptor esté actuando a través de CCL5 y no de CCL3. La accién de este
receptor es observado en las células vasculares, mientras que CCR3 y CCR5 (receptores para
CCL5) en neuronas y astrocitos que mostré un efecto protector [14], apoyando el papel protector
de zinc sobre el proceso inflamatorio causado por la isquemia.

La expresion proteica de CCR8 se ve reducida con la administraciéon de zinc previo a la
isquemia desde las 12 h en un 52 + 14% hasta las 168 h en un 51 + 7% comparado con el control
sin tratamiento (Figura 2). la administracion crénica de zinc caus6 una disminucién de la expresion
de la proteina del receptor CCR8 inducido por la OACP, estos resultados sugieren que el zinc
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disminuy6 la quimioatraccion de células que expresan este receptor como células T, NK, TH2,
macréfagos y eosinofilos que son reclutados durante la isquemia y otros modelos [15]. Sin
embargo, CCR8 ha sido localizado en interneuronas del hipocampo y en astrocitos reactivos en un
modelo de epilepsia [16]. La funcidn neuroldgica de este receptor es poco conocida pero se sabe
que su regulacion positiva puede debilitar el mecanismo neuroprotector de CCR7, CCR9 y CCR10,
debido a que ha sido localizado en las interneuronas y en astrocitos reactivos aumentando la
liberacién presinaptica de glutamato, lo que lleva a la sobre-excitacion y el retraso en la pérdida de
las neuronas del hipocampo [16]. Estos resultados sugieren que el zinc disminuye el reclutamiento
de células inmunoldgicas y la reactividad de los astrocitos, generando un efecto protector durante
la isquemia cerebral.
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Figura 1. Efecto de la administracion crénica de Zinc sobre los niveles proteicos del
receptor CCR1 durante un proceso hipéxico-isquémico cerebral en rata.. Los valores
representan la media + SEM de 3 ratas. *P < 0.05, ANOVA con pos hoc Dunnet cuando se
compara con el grupo sin tratamiento alguno, + P < 0.05, t de Student cuando se compara entre el
grupo experimental contra el grupo vehiculo.
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Figura 2. Efecto de la administracion crénica de Zinc sobre los niveles proteicos del
receptor CCR8 durante un proceso hipoéxico-isquémico cerebral en rata.. Los valores
representan la media + SEM de 3 ratas. *P < 0.05, ANOVA con pos hoc Dunnet cuando se
compara con el grupo sin tratamiento alguno, + P < 0.05, t de Student cuando se compara entre el
grupo experimental contra el grupo vehiculo.

CONCLUSIONES

La administracion crénica profilactica de zinc previene la inflamacioén causada por la obliteracion de
la arteria carétida primitiva en rata
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