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ABREVIATURAS

7-AAD: 7-amino-actinomicina D

ACM: Arteria cerebral media

AMPA: Acido-a-amino-3-(hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico)
ANOVA: Andlisis de la Varianza

APC: Aloficocianina

ATP: Adenosina trifosfato

BB: Binding Buffer

BCA: Acido bicincrénico

Bcl-2 /Bel-xL: B-cell lymphoma 2

S53BP1: p53 Binding Protein

BSA: Albtimina sérica bovina

CAT: Catalasa

CCCP: Carbonil cianuro 3- clorofenilhridrazona
Cdk1: Kinasa dependiente de ciclina 1

CdkS5: Kinasa 5 dependiente de ciclina

c¢DNA: DNA codificante

CMYV: Citomegalovirus

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindolss,

DilC1: 1,17, 3, 3, 3/, 3’ - hexametilindodicarbo - yoduro de cianina
DMSO: Dimetil Sulfoxidoistr:

DNA o ADN: Acido Desoxirribonucleico
dNTPs: Desoxirribonucleétidos trifosfato

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético

FBS: Suero fetal de ternera

GABA: Acido gamma-aminobutirico

GAPDH: Gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasa
v-GCS: y-Glutamilcisteina sintetasa

GR : Glutation reductasa

GLU: Glutamato

GSH: Glutatién reducido

GSSG: Glutatiéon oxidado (disulfuro de glutation)
HA: Hemaglutinina
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HANK's: Hank’s Balanced Salt Solution

H»0;: Perdxido de hidrogeno

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular 1
IL-1B: Interleuquinas

KA : Kainato

KRPG: Krebs Ringer Phosphate Glucose Buffer

LoxP: locus of X-over P1, sitio de reconocimiento Cre recombinasa

MAP2: Microtubule-Associated Protein 2
MAPK: Mitogen-activated protein kinase

Mcat / mCat: mitocatalasa (proteina/gen)
mGluR: Receptores metabotropicos

NADPH: Dinucleétido de nicotinamida y adenina
NMDA: Acido N-metil-D-aspartato
NMX:Nrmoxia

NO-: Oxido nitrico

NRF2 o NFE2L2: Nuclear factor erythroid-derived 2 - like 2

02": Anién superoxido

OGD: Oxigen and Glucose Deprivation

*OH : radical hidroxilo

ONOO': peroxinitrito

PBS: Tampodn fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
RIPA: Radioimmunoprecipitation assay buffer
RNA o ARN: Acido Ribonucleico

RNS: Especies Reactivas de Nitrogeno

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

S.E.M.: Error estandar de la media

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico

SNC: Sistema Nervioso Central

SOD1 o Cu/ZnSOD: Superéxido Dismutasa 1 o Cu/Zn-superdxido dismutasa

SOD2 o MnSOD: Superéxido Dismutasa 2 o Mn-superdxido dismutasa

SDS: Dodecil sulfato sédico
TGF-B: Factor de crecimiento
TLR: Receptores toll-like
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TNF-a: Factor de necrosis tumoral

TRxR: Tiorredoxina Reductasa

TRxs: Tiorredoxinas

t-PA: Activador tisular del plasmindgeno

TTBS: TampoOn tris salino con tween 20
TEMED: N,N,N,N’-tetrametilendiamina

WT: wild type en referencia a genotipos silvestres

A¥m: Potencial de membrana mitocondrial
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1. ICTUS

El ictus es una condicidn clinica que surge como consecuencia de una interrupcion
brusca del flujo de sangre al cerebro, lo que resulta en una disminucién en el suministro
de oxigeno y glucosa. Esto conduce a la muerte celular debido a la falta de nutrientes
metabolicos necesarios para mantener la actividad cerebral [Caldeira et al. 2014, 50].
Es importante tener presente que el cerebro humano, aunque s6lo supone el 2% del peso
corporal, necesita casi un 20% de la tasa metabolica en reposo de un individuo para
cubrir sus necesidades [Attwell and Laughlin 2001,1133; Bolafios, 2016, 115].

El ictus puede ocurrir bien por una obstruccién en los vasos sanguineos, generalmente
debido a una trombosis o placa de ateroma, o bien como resultado de la rotura de un
vaso sanguineo con la subsiguiente extravasacion de la sangre [Nedergaard and Dirnagl
2005, 281]. Alrededor del 80-85% de los accidentes cerebrovasculares son del primer
tipo y se conocen como ictus isquémicos, mientras que el 15-20% son ictus
hemorrégicos (Figura 1).

El ictus es uno de los problemas de salud publica mas importantes en los paises
industrializados, siendo la segunda causa de muerte en todo el mundo segun las
estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud [Johnson et al. 2016, 634]. Segun
datos del Grupo de Estudio de Enfermedades Cerebrovasculares de la Sociedad
Espaiola de Neurologia (GEECV-SEN), en Espafia se detectan cada afio 120.000
nuevos casos, produciéndose alrededor de unas 40.000 muertes anuales debido a esta
enfermedad. Su importancia relativa varia segin el género. Asi, el ictus es la primera
causa de mortalidad de mujeres y la segunda en varones. Por otro lado, la enfermedad
cardiovascular es la principal causa de discapacidad en el adulto. En la mayoria de los
casos, ademas, tiene lugar de forma repentina e inesperada, lo que produce un cambio
significativo en la calidad de vida de los pacientes y su entorno. De hecho, el ictus es
la segunda causa de demencia después de la enfermedad de Alzheimer, y la primera de
discapacidad en mayores de 65 afios [Masjuan et al. 2010, 384]. Todo ello conlleva un
gasto social y sanitario importante, entre un 3 y un 6% del total.

Ademas del sexo y la edad, destacan otros factores de riesgo como la hipertension,
dislipemia, fibrilacion auricular, diabetes mellitus, obesidad e infarto de miocardio, asi
como habitos de vida poco saludables, como el tabaquismo y el sedentarismo [ Gardener
etal. 2015, 651; Boehme et al. 2017-472]. Las mejoras en la prevencion y el tratamiento

inicial han conseguido disminuir la tasa de mortalidad asociada con la enfermedad
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[Brouns et al. 2009, 483], pero el ictus sigue siendo un problema asistencial en continuo
crecimiento [Feigin et al. 2015, 161]. Debido al envejecimiento de la poblacion, se
espera que el impacto social del accidente cerebrovascular aumente en las proximas
décadas. Segun los datos del Observatorio del Ictus (observatoriodelictus.com), uno de
cada 6 espafoles sufrird un derrame cerebral a lo largo de su vida. Por lo tanto, el ictus
es un importante problema social y de salud que requiere estrategias especificas para la

deteccion, el manejo y el tratamiento.

ICTUS isquémico:

Un trombo ocluye las arterias
e impide el flujo normal de la
sangre.

ICTUS hemorragico:
Rotura de una arteria que
produce un sangrado cerebral.

Figura 1. Clasificacion de los tipos de ictus segtin su etiologia. Ictus isquémico debido a una
obstruccion vascular e ictus hemorragico causado por la rotura de un vaso sanguineo cerebral.

1.1. Fisiopatologia del ictus isquémico

La isquemia cerebral tiene lugar de manera abrupta, si bien las alteraciones moleculares
que se producen en las células nerviosas y vasculares de la zona afectada ocurren de
manera secuencial a lo largo de un tiempo. Esta secuencia va a depender de la gravedad
de la isquemia, de que sea permanente o transitoria y de que se apliquen o no medidas
terapéuticas dirigidas a proteger el tejido afectado. El 80% de los ictus son de tipo
isquémico, como ya se ha mencionado, causados por un bloqueo de la arteria que limita
la irrigacion sanguinea de un area del cerebro [Saenger and Christenson 2010, 21]. En
estos casos, el flujo de sangre en gradiente determina dos regiones en el cerebro
infartado. Una de ellas es la zona mas afectada, denominada core o ntcleo, que depende
directamente de los vasos dafiados y donde las células mueren por necrosis en unos
pocos minutos debido a un fallo bioenergético total [Almeida et al. 2001, 15294; Moro
et al. 2005, 1291; Bolanos et al. 2009, 1299; Brouns and De Deyn 2009, 483].
Alrededor del nucleo se define un area periférica de penumbra, menos vulnerable, que
continuard recibiendo cantidades limitadas de nutrientes de los vasos sanguineos

circundantes y, por tanto, mantiene cierta actividad metabolica (Figura 2) [Caldera et
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al. 2014, 50]. La zona de penumbra es un concepto dinamico, ya que su superficie varia
con el tiempo de acuerdo con el nivel de circulacion arterial, la duracion de la isquemia
y el estado metabolico y funcional de las células [Bandera et al. 2006, 1334]. En esta
region, las neuronas son funcionalmente inactivas, pero aun son viables si se restaura
el flujo sanguineo en las primeras 6 horas [Furlan et al. 1996, 216]. Los mecanismos
moleculares de dafo cerebral avanzan mas lentamente, por lo que el tejido en la zona
de penumbra es susceptible de recuperacion si se normaliza el flujo sanguineo y se
interfiere en el progreso de la cascada isquémica [Castillo, 2002, 624; Donnan et al.
2008, 1612; Bolanos et al. 2009, 1299] Esto proporciona una ventana terapéutica y
justifica la aplicaciéon de medidas neuroprotectoras destinadas a prevenir la muerte
celular y progresion de la lesion, al tiempo que se promueve la reparacion de la funcion
neuroldgica [Fernandez-Gomez et al. 2008, 253; Ramos-Cabrer et al. 2011, S7; Liu
2012, 331].

Infarctio

Figura 2. El nucleo y la penumbra en la isquemia cerebral. Tras la interrupcion del flujo
sanguineo causada por un trombo se pueden distinguir dos areas: el core o niicleo de la lesion
(mas claro) y la penumbra o region periférica (mas oscura), a la que puede llegar la circulacion
lateral. (www.strokecenter.org)

1.1.1. Bases moleculares de la isquemia cerebral. Cascada isquémica.

Con la isquemia cerebral se desencadenan una serie de fendémenos moleculares que
pueden llevar a la muerte celular. A estas reacciones quimicas que tienen lugar en las
células nerviosas se le conoce como cascada isquémica (Figura 3) [Castillo, 2002, 624;
Bolafos, 2009, 1299; Almeida, 2013, 71]. La secuencia de eventos, que se superponen
en el tiempo y el espacio, comienza en los primeros minutos después del inicio de los
sintomas y contintia después de varios dias. Inicialmente, se produce un fallo energético
celular, debido a la falta de flujo cerebral, y se liberan moléculas que producen

excitotoxicidad, incremento de Ca®' intracelular y estrés oxidativo en el tejido
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isquémico. Al mismo tiempo se observa una disfuncion de la barrera hematoencefilica,
dafio vascular, y se pone en marcha una respuesta inflamatoria que finalizara con la
muerte celular, tanto de células neurales como endoteliales [Brouns and De Deyn 2009,

483; Gomez-Sanchez et al. 2011, 429; Rodriguez et al. 2017, 144].

Isquemia cerebral

Reduccion flujo sanguineo

Reperfusion

° > Fallo enregético y ATP
®
> ,’f’ Rotura barrera hematoencefilica y edema
@
= <9 Despolarizacién de la membrana Moléculas de adhesién
(%] ° °
o o Liberacién de glutamato ..
Disfuncién mitocondrial Edema citotéxico Inflamacién
Excitotoxicidad
Estrés oxidativo
Activacion receptores de NMDA y GLU caspasas
Ataque a biomoléculas
P
Aumenta de Ca** intracelular Oxidacion de lipidos
Oxidacion de protienas
Rotura del ADN
Produccién ROS (3

Apoptosis

Figura 3. Esquema de la cascada isquémica. Se representan los principales eventos
moleculares que tienen lugar como consecuencia de la isquemia.

1.1.2. Fallo energético

Una disminucién repentina en la concentracién de glucosa y la presion parcial de
oxigeno en el area afectada por la isquemia conduce a la inhibicion de la cadena de
transferencia de electrones en las mitocondrias, bloqueando asi la fosforilacion
oxidativa. La reduccion del flujo sanguineo reduce el aporte de estos recursos
metabolicos y conduce al agotamiento de la energia en forma de ATP, lo que afecta el
desempefio correcto de los procesos celulares dependientes de ATP [Katsura et al.
1994, 991]. Por un lado, se produce un mayor metabolismo anaerdbico de la glucosa,
con la consiguiente acumulacion de lactato en tejidos y la reduccion del pH por debajo
de los niveles fisiologicamente estables. Por otro lado, se altera el funcionamiento de
las bombas de iones dependientes de ATP, perdiendo asi el equilibrio i6nico [Song et.
2014, 17]. Alteraciones en la bomba idnica Na*/K* de la membrana celular provocan
la despolarizacion de la membrana con liberacion de K* al espacio extracelular y
entrada de Na* al interior de la célula. El fallo energético también afecta a las bombas

ionicas que mantienen baja la concentracion intracelular de Ca?*, provocando un
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aumento en la concentracion intracelular del mismo [Broughton et al. 2009, e331].
1.1.3. Excitotoxicidad

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del Sistema Nervioso Central.
Para el desarrollo de sus funciones el glutamato interacciona con diferentes tipos de
receptores, que se clasifican en ionotropicos y metabotropicos en funcion de sus
caracteristicas bioquimicas, farmacolédgicas y electrofisiologicas [Michaelis, 1998,
369].

Los receptores ionotropicos (canales cationicos operados por ligandos) son los
receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), 4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico (AMPA) y kainato (KA). Los NMDA, son permeables a Na* y
Ca*", mientras que los AMPA y KA son principalmente permeables a Na* [Monaghan
et al. 1989, 365].

Los receptores metabotropicos (acoplados a proteinas G) se clasifican en Grupo I
(mGIuR 1 y 5), Grupo II (mGIuR 2 y 3) y Grupo III (mGIluR 4, 6, 7 y 8) [Kew and
Kemp 2005, 320]

Los niveles de glutamato han de ser reestablecidos después de la transmision del
impulso nervioso. De no ser asi, la acumulacion excesiva de glutamato en el espacio
extracelular causa una sobreactivacion de los receptores de glutamato en las neuronas
vecinas provocando incluso su muerte. Este fendmeno se conoce como excitotoxicidad
[Olney et al. 1971, 294; Rothman et al. 1986, 105; Choi et al. 1988, 623] y tiene lugar
después de la isquemia, momento en que las células nerviosas se encuentran en un
estado de hiperexcitabilidad y liberan gran cantidad de glutamato al espacio
extracelular [Lai et al 2014, 157].

La despolarizacion de membrana y la acumulacion de Na™ intracelular en la isquemia
llevan a un fallo de los transportadores de glutamato Na'-dependientes que, en
condiciones fisioldgicas, consiguen mantener baja la concentracion sinaptica de
glutamato. El incremento del glutamato sindptico estimula los receptores ionotropicos
de NMDA, que son los principales responsables del dafio neuronal que sigue a la
isquemia [Almeida et al. 1995, 480; Delgado-Esteban et al. 2000, 1618; Almeida and
Bolafios 2001, 676; Arundine and Tymiansky, 2003, 325]. Al ser permeables a Ca**
fomentan su acumulacion en el citosol en las neuronas [Sattler et al. 2000, 529; Orrenius

et al. 2003, 552], lo que contribuye en gran medida al desequilibrio idnico [Rodriguez-
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Rodriguez et al. 2013, 750]. A la vez, los receptores AMPA, aunque en condiciones
fisiologicas son menos permeables al Ca?*, incrementan su permeabilidad hasta 18
veces en situacion de isquemia [Olney 1969, 719]. La estimulacioén de los receptores
metabotropicos también puede contribuir a la excitotoxicidad. Por ejemplo, la
estimulacion de mGIluR1 (que se expresa en neuronas GABAérgicas) inhibe la
liberacion del neurotransmisor inhibidor acido gamma-aminobutirico (GABA) y
mGluRS, conectado fisica y funcionalmente con los receptores NMDA, amplifica la
activacion de éstos [Pellegrini-Giampietro 2003, 461].

NMDA
Na*

C‘bo D=Mg?*

Activacion receptores de NMIDA Y GLU —

CuO o O »  Aumenta de CA* / K* intracelular
Cao O -
Ca?t a2
9 o
v -«
Produccién ROS / RNS > Estres oxidativo

OH:, H,0,, 02, ONOO", NO ...et

|

Oxidacién de lipidos
Oxidacién de protienas

- Muerte neuronal
-~ Rotura del ADN

Apoptosis

Figura 4. Representacion esquematica de los eventos que tienen lugar después del
estimulo excitotdxico.

Entre los eventos que tienen lugar en la célula a consecuencia del estimulo excitotoxico,
destacan el incremento en la produccion de radicales libres tras la activacion de enzimas
como la 6xido nitrico sintasa [Bolanos et al. 1997, 2227; Bolanos and Almeida 1999,
415; Almeida and Bolafios 2001, 676; Parathath et al. 2007, 1938], la activacion de
proteinas que regulan la sefializacion transcripcional de genes de muerte celular, como
la familia de las quinasas MAPK [Raingeaud ef a/. 1995, 7420] y la activacion de
proteasas como las calpainas [Aratjo ef al. 2010, 1966]. La activacion de Cdk5 por

calpainas tras un estimulo excitotéxico conduce a la muerte neuronal por apoptosis
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mediada por una activacion aberrante de proteinas de ciclo celular [Maestre ef al. 2008,
2736; Veas-Pérez de Tudela et al. 2016, 18180]. Ademas, la acumulaciéon de quinasas
dependientes de ciclinas, en concreto Cdk1, modifica la estructura de la ATP-sintasa
de la cadena trasportadora de electrones inhibiendo la fosforilacion oxidativa [Veas-
Pérez De Tudela et al. 2015, 9287].

En definitiva, la excitacion fisioldgica de los receptores NMDA es imprescindible para
la supervivencia neuronal [Jimenez-Blasco ef al. 2015, 1877]. Sin embargo, una
activacion exacerbada como la que tiene lugar después de la isquemia, activa cascadas
de sefializacion dependiente de Ca?* que conllevan a la disfuncion mitocondrial y la

muerte neuronal [Banasiak y col., 2000, 215; Green and Kroemer, 2004, 626].
1.1.4. Aumento del Ca’?" intracelular

El aumento de Ca?" intracelular en las neuronas se produce a través de receptores
NMDA, AMPA, canales de Ca>" dependientes de voltaje o por liberacion intracelular
desde la mitocondria o el reticulo endoplasmatico. El Ca?" es un importante mensajero
secundario en estas células, de modo que su acumulacion fomenta la activacion de un
gran nimero de enzimas causando un desequilibrio metaboélico. Asi, la proteina quinasa
C, las fosfolipasas Az y C, la ciclooxigenasa, la 6xido nitrico sintasa, la calpaina y otras
proteasas y endonucleasas se activan en condiciones patoldgicas. Como consecuencia
se producen especies reactivas de oxigeno y se liberan moléculas proinflamatorias y
productos de degradacion, que a su vez activaran genes que participan en inflamacion,
apoptosis y/o necrosis [Yuan et al. 2003, 401; Mehta et al., 2007, 34, Eltzschig et al.,
2011, 1391].

1.1.5. Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS) y la capacidad antioxidante de un
sistema bioldgico [Rodrigo ef al. 2013, 698; Bolanos 2016, 115]. En la isquemia, y
principalmente durante la reperfusion, distintos mecanismos pueden generar un exceso
de ROS y RNS, como es el aumento de Ca?", la disfuncion mitocondrial o los procesos
inflamatorios, que detallaremos mas adelante. Moléculas como el anidon superoxido
(O2™), el peroxido de hidrogeno (H203), el radical hidroxilo ("OH), el 6xido nitrico

(NO) y el peroxinitrito (ONOQO") pueden contribuir al estrés oxidativo y provocar dafios
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en proteinas y lipidos [Bolafios et al. 1994, 910; Bolanos et al. 1995, 1965; Moro et al.
2005, 1291; Bolafos et al. 2009, 1299]. Adicionalmente, pueden ocasionar
fragmentacion del DNA [Temple et al. 2005, 319; Poyton et al. 2009, 332; Hekimi et
al. 2011, 569; Halliwell 2011, 125]

En condiciones normales, los ROS participan como segundos mensajeros en distintas
rutas de sefializacion, de modo que los niveles controlados de ROS son esenciales para
mantener procesos fisiologicos en la célula [Holmstrom and Finkel 2014, 411]. En el
sistema nervioso central cabe destacar su papel antioxidante [Bolafios 2016, 115].
Ademas, se ha visto que los ROS son importantes para la proliferacion celular [Diebold
and Chandel 2016, 86] y diferenciacion neuronal, asi como para el mantenimiento de
la sinapsis [Oswald, 2018, 679]. Recientemente se ha confirmado también que los ROS
mitocondriales de astrocitos regulan el metabolismo cerebral y el comportamiento
[Vicente-Gutierrez et al. 2019, 201]. Sin embargo, el exceso de ROS esta directamente
relacionado con el dafio isquémico en neuronas [ Almeida et al. 2002, 207]. Por un lado,
los ROS se acumulan como un subproducto de la cadena respiratoria durante el periodo
de oclusién, asi como durante el proceso de reoxigenacion [Moro et al. 2005, 1291;
Bolanos et al. 2009, 1299]. También se generan por la activacion patoldgica de
enzimas, como la xantina oxidasa y la ciclooxigenasa [Rodrigo et al. 2013, 698] o
durante la respuesta inflamatoria, como sucede con las 6xido nitrico sintasas [Moro et

al. 2004, 265] o las NADPH oxidasas [Gray and Jandeleit-Dahm 2015, 5933].

Las NADPH oxidasas (NOX, del inglés Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
OXidases) forman complejos enzimaticos asociados a la membrana plasmatica. La
mayoria de isoformas catalizan la reduccion de Oz en anidn superoxido (O™) utilizando
NADPH como donador de electrones [Bedard and Krause 2007, 245]. Cabe mencionar
que NOX4 produce principalmente H>O- y se localiza en la membrana mitocondrial y
endoplasmatica [Petry et al. 2006, 1473]. Pese a la importancia de estas enzimas y a la
existencia de muchas otras en diferentes organulos celulares, como es el caso de la
mencionada xantina oxidasa peroxisomal que participa en la formacion de O>™y H,O»
en la B-oxidacion, la mitocondria destaca por ser la principal fuente de ROS celulares.
Esto sucede como consecuencia de la actividad de la cadena de transporte de electrones
[Murphy 2009, 1]. A través de estos procesos mitocondriales se estima que un 1-3% de

oxigeno puede reducirse de manera incompleta generandose anidon superdxido en lugar
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de reducirse completamente a H>O [Green et al 2011, 1109; Murphy 2009, 1; Bolafios
et al. 2009]. En concreto, los complejos I y III producen O que es rapidamente
transformado en H>O> por las superoxido dismutasas (SOD2 o MnSOD) localizadas en
la mitocondria [Brand 2010, 7]. Por otro lado, el aniéon superoxido (O>") puede
reaccionar en presencia de hierro dando lugar a radicales hidroxilo ("OH) mediante la

reaccion de Fenton [Kowaltowski et al. 2009, 333].

Debido a su alta reactividad, los ROS interaccionan con proteinas, fosfolipidos de
membrana y DNA, causando peroxidacion lipidica, dafio en membranas, disfuncion
mitocondrial y mutaciones en el DNA, tanto nuclear como mitocondrial [Barzilai and
Yamamoto 2004, 1109; Niki 2009, 469; Yan 2014, 343154]. Entre los efectos destacan
la pérdida de bases, la formacion de 8-oxo-guanina o las roturas de cadena simple y
cadena doble de DNA. De modo que el estrés oxidativo puede dar lugar a mutaciones
o cambios epigenéticos que generan inestabilidad cromosémica [Nathan and
Cunningham-Bussel 2013, 349]. Todo ello, ademds, conduce a la pérdida de la
homeostasis y la desregulacion de los procesos celulares, no s6lo en neuronas y glia,
sino también en células endoteliales y células del sistema inmunolédgico [Basuroy et al.

2008, C422; Brouns et al. 2009, 483].

En el sistema nervioso central la produccion de ROS varia entre los diferentes tipos
celulares. Se ha visto que astrocitos y neuronas presentan diferencias en la organizacion
de los complejos de la cadena respiratoria y, por tanto, en la produccion de ROS
mitocondriales (mROS). Asi, el ensamblaje del complejo I en supercomplejos parece
ser la causa de la menor produccién de ROS en neuronas [Lopez-Fabuel et al. 2016,
13063]. Este hecho explicaria, a su vez, las diferencias bioenergéticas entre ambos y la
dependencia de las neuronas de la fosforilacion oxidativa para la neurotransmision y
supervivencia [Almeida et al. 2001, 15294; Almeida et al. 2004, 45; Herrero-Méndez
et al. 2009, 747; Veas-perez de Tudela, 2015, 9287]. Sin embargo, no sélo la cantidad
de ROS parece ser importante para determinar su efecto nocivo, sino que cada vez cobra
mas importancia el lugar donde se producen estas especies reactivas. En condiciones
patologicas como la isquemia, el transporte reverso de electrones (RET, del inglés
Reverse Electron Transport) en el complejo I es la principal fuente de ROS durante la
reperfusion de los tejidos [Chouchani, 2016, 254]. Se ha visto que los tejidos

isquémicos acumulan succinato [Chouchani et al. 2014, 431]. Durante la reperfusion,
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el succinato es rapidamente oxidado por el complejo II produciendo RET-ROS, que
causan dafio oxidativo y muerte celular. De nuevo, el uso de antioxidantes que
especificamente neutralicen los ROS producidos o minimicen su produccion en la
mitocondria podrian aliviar los efectos de la isquemia-reperfusion y/o proteger frente
al dafio asociado al ictus [Brand 2016, 14; Scialo et al. 2017, 428].

La participacion del estrés oxidativo en el dafio neuronal isquémico queda patente
también en los efectos del Nrf2 (Nuclear factor erythroid-related factor 2). Se trata de
un factor de transcripcion que regula un conjunto de genes antioxidantes que actian de
forma sinérgica para eliminar el exceso de ROS [Nguyen et al. 2009, 13291; Jimenez-
Blasco et al. 2015, 1877]. Distintos estudios experimentales han demostrado que el
incremento de la actividad Nrf2 reduce el dafio isquémico en el cerebro [Shih et al.

2005, 10321: Johnson et al. 2008, 61].

1.1.6. Inflamacion

Los procesos inflamatorios tienen un papel muy importante en el ictus isquémico. En
la fase aguda, la inflamacién contribuye al dafio cerebral. Sin embargo, los datos
experimentales sugieren que la cascada de acontecimientos que acompafian a la
respuesta inmune es compleja y puede tener tanto efectos perjudiciales como
beneficiosos en el prondstico [Doyle et al. 2008, 310; ladecola and Anrather 2011, 796;
Jin et al. 2013, 834].

La respuesta inflamatoria se caracteriza por la respuesta celular y la liberacion de
citoquinas y otros mediadores en el cerebro isquémico [Siniscalchi 2014, 131]. Asi, el
ictus se acompaiia de neutrofilia, linfocitopenia y activacion de microglia y macréfagos
[Ross et al. 2007, 203; Anrather and ladecola 2016, 661]. La acumulacion de
neutrofilos se observa rapidamente en el tejido isquémico. Este fendmeno estd
favorecido por la disrupcion de la barrera hematoencefélica y causa daio tisular por la
liberacion de radicales libres proinflamatorios y enzimas proteoliticos [Huang et al.
2006, 232]. Ademas, previene la restauracion de flujo sanguineo después de la
reperfusion, lo que empeora el prondstico. Los linfocitos, que en condiciones normales
estan ausentes en el cerebro, también median la respuesta inflamatoria después de un
ictus isquémico [Liesz et al. 2015, 1422]. Una respuesta mas tardia incluye la
movilizacion de células derivadas de la médula osea. Esto da lugar a respuestas

antiinflamatorias, que incluye la eliminacion de restos celulares mediante fagocitosis y
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la liberacion de citoquinas [Huang et al. 2006, 232]. Las citoquinas mas estudiadas son
TNF-a (factor de necrosis tumoral con caracter proinflamatorio), las interleuquinas IL-
1B (también proinflamatoria), IL-6, IL-10 y el factor de crecimiento TGF-f3, con efecto
neuroprotector [Zhu et al. 2002, 3898]. El papel de la inmunidad innata, en concreto de
los receptores toll-like (TLR), es importante para evitar la invasion de patégenos. Sin
embargo, se ha visto que la expresion de TLR2 y TLR4 estd asociada con peor
prondstico y mayor respuesta inflamatoria en ictus isquémico [Urra et al. 2009, 1262;
Brea et al. 2011, 1424]. De hecho, recientemente se ha publicado una estrategia que
emplea aptameros de DNA para bloquear el receptor TLR4 y que se asocia con un
efecto protector después de la isquemia en modelos animales [Fernandez et al. 2018,
2047].

Otras moléculas de adhesion celular son necesarias para la invasion de los leucocitos
tras el ictus, como es el caso de las selectinas (E y P principalmente) y la molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1) [Anrather and Iadecola 2016, 661]. También son
relevantes las metaloproteinasas de matriz (MMP2 y 9 principalmente), enzimas
proteoliticas responsables del remodelamiento de la matriz extracelular que se activan
en el cerebro en respuesta al dafo isquémico [Montaner et al. 2001, 1759; Castillo et

al. 2009, 256].
1.1.7. Muerte celular

Minutos después de un ictus isquémico el tejido cerebral privado de flujo sanguineo
muere rapidamente por necrosis. Es un tipo de muerte independiente de caspasas que
estd asociado a fallos en la membrana plasmatica y a edema citotoxico [Peter 2011,
310]. El aumento excesivo de Ca?" intracelular activa el sistema calpaina-catepsina que
inicia una cascada de sefializacidon que culmina con la dilatacién de organulos celulares
y de la membrana plasmatica hasta que su integridad se ve comprometida. En ese
momento se produce la liberacion de material intracelular al medio, aumentando la
excitotoxicidad, la inflamacion y por tanto el dafio isquémico [Yuan et al. 2003, 401].
Este core necroético esta rodeado de un area donde las células menos afectadas por la
isquemia mantienen su metabolismo activo hasta que mueren por apoptosis [Yuan et
al. 2003, 401; Broughton et al. 2009, e331; Almeida 2013, 71]. Las neuronas del area
de penumbra pueden sufrir apoptosis varias horas e incluso dias después del infarto,

contribuyendo asi a la expansion de la lesion isquémica [Charriaut-Marlangue et al.
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1996, 186; Gomez-Sanchez et al. 2011, 429; Rodriguez et al. 2018, 2437]. La
activacion de la apoptosis ocurre a través de dos rutas principalmente, llamadas via
extrinseca e intrinseca, que convergen en la activacion de la caspasa 3 [Timmer and
Salvesen 2007, 66; Sairanen et al. 2009, 541; Almeida 2013, 71]. La via extrinseca se
origina con la activacion de receptores de la familia TNF (del inglés Tumor Necrosis
Factor), que incluyen el propio TNF y el receptor de muerte Fas, y condiciona la
activacion de caspasas 8 y 10 iniciadoras que a su vez activaran a las caspasas efectoras
3,6, 7 [Salvensen and Dixit 1999, 10964]. La via intrinseca se origina con la liberacion
de citocromo ¢ de la membrana externa mitocondrial, la activacion de la caspasa 9 y
formacion del apoptosoma [Broughton et al. 2009, e331]. Posteriormente se inicia la
cascada de sefializacion que activa a las caspasas 3 y 7 efectoras, causando dafios en el
citoesqueleto, proteinas de reparacion, metabdlicas y de sefializacion celular. Estas
caspasas también fragmentan DNA, lo que contribuye a la muerte celular por apoptosis.
La apoptosis ha de estar bien regulada para evitar que las células activen la ruta cuando
no proceda. Las proteinas de la familia Bcl-2 son uno de los sistemas reguladores.
Incluyen miembros antiapoptoéticos y proapoptdticos, cuyo balance determina si la
célula vive o activa la via intrinseca mitocondrial. Las proteinas antiapoptoticas son la
propia Bcl-2 y Bel-xL (Bcl-2-like), que inhiben a las proapoptéticas uniéndose a ellas
en el citosol o en la superficie externa de la membrana mitocondrial [Chipuk et al. 2010,
299]. Las proteinas proapoptoticas incluyen Bax (Bcl-2-associated X protein), Bak
(Bcl-2 antagonist/killer), Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) y Bid (BH3-
intracting-domain death agonist). En el caso de Bax/Bak su agregacion favorece la
formacion de poros en la membrana externa mitocondrial, lo que induce la liberacion
de moléculas proapototicas, como el citocromo ¢, que inicia la activacion de las
caspasas y la muerte celular por apoptosis [Doyle et al. 2008, 310; Almeida 2013, 71].
En células proliferativas se ha descrito que la magnitud del dafio en el DNA induce una
cascada de eventos que resultan en una parada del ciclo celular y reparacion del DNA
o en la apoptosis celular [Bakkenist and Kastan, 2004, 9]. Esto ultimo estd mediado por
la activacion factores de transcripcion como p53 o c-myc que inducen la expresion de
genes proapoptoticos [Demyanenko and Uzdensky, 2016, 1]. Al igual que la caspasa 3
activa, la proteina p53 es un importante mediador de la apoptosis neuronal inducida por
dafio en el DNA, hipoxia, falta de nutrientes, hipoglucemia o estrés oxidativo [Culmsee
and Mattson 2005, 761]. De modo que p53 parece tener un papel destacado tras un ictus

[Culmsee y Mattson, 2005, 761; Gomez-Sanchez et al., 2011, 429; Rodriguez et al.
26



2017, 144; Rodriguez et al. 2018, 2437]. Bajo condiciones de estrés, pS3 se estabiliza
y se activa. Por un lado, es capaz de desencadenar la apoptosis induciendo la expresion
de Bax y otras proteinas proapoptdticas como PUMA o NOXA, que actuan en la
mitocondria [Miyashita y Reed 1995, 293]. También puede actuar a través de un
mecanismo no transcripcional mediante su translocacion a la mitocondria e interaccion
directa con otras proteinas, como Bcl-2 o Bel-xL, que finalmente causan liberacion de
citocromo c, activacion de caspasas y la muerte celular como ya se ha comentado [Sax

et al. 2002, 842; Gomez-Sanchez ef al. 2011, 429].

2. SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE CELULAR

El sistema antioxidante enzimatico es la principal linea de defensa celular contra los
radicales libres. Entre todas las enzimas implicadas destacan las diferentes formas de
superoxido dismutasas, (SODs), la catalasa (CAT) y las enzimas del ciclo redox y
sintesis del glutation: la glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR),
glutation-S-transferasa (GST) y y-glutamilcisteina sintetasa (y-GCS), que colaboran en
la regulacion del pool intracelular de glutation reducido (GSH), uno de los principales
antioxidantes celulares no enzimaticos [Mari et al. 2009, 2685; Hekimi et al. 2011, 569;

Quintana-Cabrera et al. 2012]

Las diferentes SODs neutralizan rapidamente el anioén superdxido (O2"), formando
peroxido de hidrégeno (H202) como producto de reaccidon. Existen tres formas
moleculares: SOD-1, que actiia en el citosol y requiere cobre y zinc; SOD-2 o Mn-SOD,
en la mitocondria y precisa de manganeso, y la SOD-3, localizada en el espacio
extracelular, que depende también de cobre y zinc. La reaccion catalizada por la SOD
es importante en las células, puesto que el H2O2 es menos reactivo y mas estable que el
0,". Ademas, el H O> puede difundir facilmente a través de las membranas o ser
transportado a través de acuoporinas, lo que convierte a esta molécula en un buen agente
senalizador del estado redox celular [Reczek and Chandel 2015, 8; Young et al. 2019,
1285]. Puesto que los niveles elevados de HO> pueden originar radicales hidroxilo
("OH), su regulacion y el mantenimiento de concentraciones celulares en un rango
adecuado es crucial para su funcion sefializadora [Reczek and Chandel 2015, §]. Para
ello, las células presentan distintos sistemas antioxidantes que convierten el H>O2 en
H>0, como son las mencionadas glutatién peroxidasas (GPx), peroxirredoxinas (PRx)

y la catalasa (CAT) (Figura 5).
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Figura 5. Sistemas antioxidantes celulares (adaptado de Reczek and Chandel 2015, 8).

La catalasa (CAT) se localiza principalmente en los peroxisomas. Es una enzima que
contiene hierro en su sitio activo y cataliza la dismutacion del H>O;, originando
directamente agua y oxigeno molecular (O2) como productos de reaccion [Dringen et
al. 2005, 157]. La CAT tiene una estructura homotetramérica, cada subunidad posee un
grupo hemo que contiene un atomo de Fe y un anillo de porfirina (tetrapirrol) que
forman el sitio activo de la enzima [Chelikani et al. 2004, 192].

Las peroxiredoxinas pertenecen a la familia de las peroxidasas. Forman parte del
sistema mas complejo junto con las tiorredoxinas (TRxs) y tiorreductasas (TRxR). Son
enzimas que contienen cisteina en su sitio activo, de modo que la oxidacion a Cys-SOH
favorece la formacion de puentes disulfuro con una cisteina localizada en el extremo
C-terminal [D'Autréaux and Toledano 2007, 813]. Estas enzimas reaccionan con el
H>O> y posteriormente son reducidas por el sistema TRxs/TRxR. Esto requiere un
equivalente de NADPH para regenerar los residuos de cisteina de la peroxirredoxina
[Holmgren and Lu 2010, 120].

Las glutation peroxidasas (GPx) convierten H>O; en H2O a expensas del tripéptido
glutation (GSH, y-glutamil-cisteinil-glicina), que se oxida para formar el disulfuro
GSSG (glutatién oxidado). El glutation se regenera gracias a la glutation reductasa
(GR), que transfiere electrones del NADPH a GSSG [Dringen et al. 2005, 157]. Por

este motivo el NADPH tiene un papel muy importante en el cerebro, especialmente en
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las neuronas, ya que el reciclaje del escaso GSH en estas células es fundamental para

su supervivencia [Bouzier-Sore and Bolanos 2015, 1, Jimenez-Blasco et al 2015, 1877].

3. TRATAMIENTO DEL ICTUS ISQUEMICO AGUDO EN LA
ACTUALIDAD

La recuperacion de las funciones cerebrales después del ictus depende del tamafio del
area afectada, la duracion de la isquemia, la restauracion completa del flujo sanguineo
y la aplicacion de medidas destinadas a proteger y reparar el tejido danado [Brouns and
De Deyn 2009, 483]. La estrategia de tratamiento del ictus en su fase aguda tiene dos
objetivos principales: normalizar el flujo sanguineo mediante recanalizacion, y proteger
y reparar los tejidos afectados [Rengel et al., 2018, 90].

Durante la recanalizacion se intenta restablecer el flujo de sangre (reperfusion)
rapidamente en el area del infarto. En la actualidad, esto se puede lograr mediante el
tratamiento con la forma recombinante del activador tisular del plasmindgeno o t-PA,
un trombolitico que es eficaz durante las primeras 6 horas tras la aparicion de los
sintomas [NINDS 1995, 1581]. Sin embargo, no todos los pacientes cumplen con los
criterios de inclusion para este tratamiento farmacoldgico. En 2004, la Administracion
de Medicamentos y Alimentos americana (www.fda.gov) aprobd la trombectomia
mecanica en pacientes con ictus que no son candidatos para la trombolisis sistémica, o
como tratamiento de rescate en pacientes que no responden a la terapia intravenosa
utilizando t-PA [Ramee et al. 2004, e109; Bergui et al. 2005, 145]. Ambas estrategias
de trombolisis y trombectomia se pueden combinar en algunos casos [Smith et al., 2008,
1205], aunque en los ultimos afios se ha demostrado que la trombectomia endovascular
o la retirada del trombo mediante un dispositivo mecanico es el tratamiento mas eficaz
para la recanalizacion después del ictus [Goyal et al. 2016, 1723].

La reperfusion es, por tanto, fundamental para restablecer la funcion cerebral. Sin
embargo, se asocia con un aumento significativo en las especies de nitrogeno y oxigeno
reactivo, como el anion superoxido (O?*), el peroxido de hidrogeno (H202) o el radical
hidroxilo ("OH), que participaran en lo que se conoce como “dafio por reperfusion”
[Granger and Kvietys, 2015, 255]. Este dafo por reperfusion incluye estrés oxidativo,
infiltracion de leucocitos, agregacion plaquetaria, activacion del complemento y
mitocondrial, asi como disrupcion de la barrera hematoencefalica que puede dar lugar

a edema y transformacion hemorragica en el cerebro [Eltzschig and Eckle 2011, 1391;
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Granger and Kvietys 2015, 524]. Para evitar el dafio tisular producido por los radicales
libres y minimizar la respuesta inflamatoria, la terapia de recanalizacion deberia ir
acompafiada de tratamientos que reduzcan los procesos de neurodegeneracion. Asi, la
terapia antioxidante podria ser importante en este punto para proteger el tejido cerebral
dafiado, de ahi el interés en la neuroproteccion para mejorar el pronostico de pacientes
de ictus [Rachel et al. 2014, 472; Chamorro et al. 2016, 869].

El objetivo de las terapias neuroprotectoras es preservar la estructura y funcion de las
neuronas, fomentando la supervivencia celular en la zona de penumbra. En los ultimos
afios se han completado con éxito numerosos estudios preclinicos empleando sustancias
neuroprotectoras [Campos et al. 2011, 1378; Sutherland et al. 2012, 407; Castillo et al.
2016, 292] y otras aproximaciones como la hipotermia [van der Worp 2007, 3063;
Campos et al. 2012, 495], capaces de reducir la tasa metabdlica e inhibir la produccion
de radicales libres de oxigeno reduciendo el dafio oxidativo tras Ia
isquemia/reperfusion. Sin embargo, estos resultados no son facilmente reproducibles
en humanos [Sutherland et al. 2012, 407; Wiendl et al. 2015, 449; Nagy and Nardai
2017, 30]. En el caso del ictus, un tratamiento neuroprotector ideal deberia actuar en
varios puntos de la cascada isquémica para potenciar su efectividad y hacerlo

rapidamente después del dafio [Wiendl et al. 2015, 449].
3.1. Controversia sobre la terapia antioxidante en ictus

La secuencia de acontecimientos que tienen lugar después de la reperfusion
farmacoldgica o mecanica tras un ictus da lugar a una produccion de ROS que supera
la capacidad antioxidante de las células. Como se ha sugerido en el apartado anterior,
las terapias antioxidantes, en combinacion con la trombolisis e incluso otros agentes
neuroprotectores, podrian representar una alternativa para reducir el dafio oxidativo
ocasionado por estos fendmenos [Shirley et al. 2014, 472]. Las estrategias antioxidantes
podrian aumentar la produccion de antioxidantes endogenos o bien la liberacion de
antioxidantes exdgenos. En cualquier caso, se podria i) frenar la produccion de radicales
libres, ii) aumentar el “scavenging” de estos radicales o iii) fomentar su degradacion
[Margaill 2005, 429].

El uso de inhibidores de enzimas generadoras de ROS, como las NADPH oxidasas
(NOX), ha permitido estudiar su relevancia en la isquemia. La inhibicion de NOX con

agentes farmacologicos [Tang et al. 2007, 517] o mediante modelos animales knock-
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out [Chen et al. 2009, 1262; Kleinschnitz et al. 2010] ha demostrado la contribucion de
NOX2 y NOX4 al dafio cerebral in vivo. Sin embargo, no esta claro que NOX1 juegue
un papel importante [Kleinschnitz et al. 2010]. El desarrollo de inhibidores especificos
para estas dos isoformas podria ser, por tanto, de gran utilidad en ictus [Chamorro 2018,
197].

Existen también compuestos capaces de secuestrar radicales libres como el
peroxinitrito (ej. NXY-059) que han sido eficaces en modelos animales. En clinica, por
el contrario, su aplicacion a las 6 horas del ictus no demostr6 tener el mismo efecto
[Chamorro et al. 2016, 869]. Compuestos como la edaravona, que secuestra
principalmente radical "OH, se estan aplicado desde hace afos en Asia, aunque los
resultados de los estudios clinicos tampoco son concluyentes [ Yang et al. 2006, 18]. Es
posible que la dosis y la ventana terapéutica sean responsables de la variabilidad
observada con estos tratamientos. Otros compuestos con propiedades antioxidantes que
han demostrado ser neuroprotectores en modelos preclinicos son los andlogos sintéticos
de la vitamina E, como el CR-6. Esta molécula es capaz de secuestrar especies reactivas
de nitrégeno, aunque su efectividad en clinica todavia no ha sido demostrada
[Sutherland et al. 2012, 407]. La toxicidad del peroxinitrito también se ha intentado
prevenir de manera indirecta bloqueando la generacion de oxido nitrico (NO) y anidon
superoxido (O%).

Las estrategias para fomentar la degradacion de radicales libres incluyen Ia
sobreexpresion de SODs. Empleando animales transgénicos se ha visto que SOD-1 y
SOD-2 (Mn-SOD mitocondrial) podrian tener un efecto neuroprotector frente al estrés
oxidativo inducido por modelos de oclusion transitoria de la arteria cerebral media
(MCAO, del inglés Middle Cerebral Artery Occlusion) [Fujimura et al. 1999, 2408;
Fujimura et al. 2000, 2817; Kim et al. 2002, 809; Maier et al. 2006, 1366]. El uso de
glutation peroxidasa (GPx) o catalasa (CAT) podria aumentar la eficiencia de las SODs
[Ishibashi 2002, 34; Gu 2004, 413]. La sobreexpresion de GPx efectivamente reduce la
muerte celular por necrosis y apoptosis, la activacion de astrocitos y microglia y, por
tanto, la respuesta inflamatoria [Ishibashi 2002, 34]. Sin embargo, no esta claro su papel
para mejorar el prondstico en isquemia/reperfusion. Por otro lado, aunque se ha descrito
un modelo experimental de sobreexpresion de catalasa [Chen et al. 2003, 219], su
impacto en el contexto de la isquemia cerebral es totalmente desconocido.

El fallo de los suplementos vitaminicos en ictus y de las terapias antioxidantes en

general podria explicarse, en parte, por la dificultad de alcanzar una concentracion
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suficiente de estos compuestos en la localizacion intracelular adecuada [Murphy 2014,
20]. El uso de antioxidantes dirigidos especificamente a la mitocondria, principal
organulo productor de ROS en la célula, como MitoQ o la propia vitamina E (MitoVitE)
podria prevenir la apoptosis causada por el incremento de ROS [Oyewole and Birch-
Machin 2015, 4766]. Por tanto, este tipo de estrategias dirigidas podrian ser importantes

para el desarrollo de nuevos tratamientos en ictus.

32



HIPOTESIS

Tras un ictus, la reperfusion temprana del cerebro isquémico es actualmente la mejor
aproximacion terapéutica. En este sentido, el tratamiento endovascular mediante
trombectomia mecédnica ha demostrado su eficacia en oclusiones de gran vaso. Sin
embargo, aunque la revascularizacion se produce en aproximadamente 60-80% de los
pacientes, hay un 40% de ellos que presentan mal prondstico. El dafio por reperfusion
asociado al estrés oxidativo podria, por tanto, contribuir al dafio neuronal impidiendo
la recuperacion del tejido isquémico. Por ello, consideramos que una terapia
antioxidante coadyuvante a la recanalizacién podria prevenir el dafio neuronal y, con
ello, mejorar el prondstico funcional de los pacientes de ictus. Es mas, creemos que el
disefio de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a la mitocondria -principal organulo
productor de ROS- podria ser fundamental para reducir de una manera mas eficiente
los ROS generados durante la reperfusion y favorecer asi la recuperacion de la funcion

cerebral tras la isquemia.
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OBJETIVOS

Teniendo presente nuestra hipotesis de trabajo, nuestro objetivo fundamental ha sido
investigar la posible funcién neuroprotectora de la terapia antioxidante dirigida a la
mitocondria en la isquemia cerebral, mediante la generacion de un modelo murino que
expresa, de manera constitutiva, la enzima antioxidante catalasa en la mitocondria

(mCAT).

En concreto, proponemos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto de la expresion de catalasa en la mitocondria (mCAT) sobre la
diferenciacion neuronal in vitro

2. Evaluar la capacidad neuroprotectora de la terapia antioxidante dirigida a la
mitocondria en la excitotoxicidad in vitro, inducida mediante la estimulacion con
glutamato e isquemia experimental en neuronas corticales

3. Investigar el efecto neuroprotector de la terapia antioxidante dirigida a la

mitocondria en la isquemia cerebral in vivo
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Todos los procedimientos con animales cumplen la recomendacion 2007/526/EC, de
18 de junio de 2007, de la Comisién Europea relativa al alojamiento y cuidado de
animales, asi como la legislacion espafola vigente RD53/2013, de 1 de febrero de 2013,
por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales
utilizados en experimentacion y otros fines cientificos. Ademas, todos los protocolos
de la presente Tesis que implican manipulacion de animales vivos han sido aprobados

por el Comité de Bioética del Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca.

Para el desarrollo de este trabajo se ha empleado un modelo de ratén knock-in que
expresa catalasa mitocondrial (mCAT) de forma constitutiva, lo que permite modular a
la baja la abundancia de ROS mitocondriales (mROS) endégenos [Vicente-Gutierrez,

2019].

El modelo transgénico se gener6 a partir de cDNA mCAT, que codifica la catalasa
fusionada a la secuencia N-terminal de localizacion mitocondrial de la citocromo ¢
oxidasa VIII (C8) y la secuencia de cDNA de la hemaglutinina (HA) del virus de la
influenza para su seguimiento (Figura 6). El cDNA mCAT se introdujo mediante
recombinacion homologa en el locus Rosa26 en un fondo C57Bl/6J (genOway, France).
De este modo se asegurd (i) la insercion de una unica copia de la construccion mCAT
en un locus determinado, (ii) la expresion controlada de la construccion mCAT vy (iii)

el mantenimiento de la catalasa endogena (citosolica) intacta.

Localizacion
mitocondrial P HA-tag

N ’

N 4
N 4

mitoCATALASA
(mCAT)

Figura 6. Construccion de catalasa mitocondrial (mCAT). C8: citocromo ¢ oxidasa VIII;
HA: hemaglutinina de influenza humana; pA: cola poli-A; mCAT: catalasa mitocondrial.
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Adicionalmente, también se incluyd una secuencia de parada (STOP) flanqueada por
secuencias LoxP (5'-ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT-3")
(Locus of X-over PI) (Branda y Dymecki, 2004) entre el cDNA de la catalasa
mitocondrial y el promotor CAG, lo que permitiria expresar la catalasa mitocondrial de
forma tejido-especifica o en un tiempo concreto (Figura 7). El raton generado de esta
manera (mCATLoxP/+) con fondo C57Bl/6J, fue cruzado con ratones que expresan Cre
recombinasa derivada del fago P1 bajo el promotor CMV (CMV-Cre/+) (Figura 2b)
para eliminar la secuencia de STOP y expresar la catalasa mitocondrial de forma
constitutiva (mCAT/+ o mCAT) (Figura 2¢). Para los experimentos realizados en la
presente Tesis, se cruzaron animales heterocigotos (mCAT/+ o mCAT) con ratones

C57Bl/6] para realizar experimentos con animales mCAT/+ (mCAT) y +/+ (wt).

CAG
—>
ROSA26 == STOP mCAT -
LoxP LoxP
X
cmv
—>
- | | " -
CMV-CRE 1 CRE [
CAG
(mCAT/+) mCA mCAT . -

Figura 7. Estrategia utilizada para expresar de manera ubicua la catalasa en la
mitocondria. pA: cola poli-A; mCAT: catalasa mitocondrial; CAG: potenciador del
citomegalovirus fusionado con el promotor de la actina b de pollo; CMV: citomegalovirus.

Los animales se criaron en las instalaciones del Servicio de Experimentacion Animal
de la Universidad de Salamanca (méximo 5 animales/jaula) manteniendo un ciclo de
luz-oscuridad durante 12 horas. La humedad estuvo entre 45% y 65% y la temperatura
entre 20°C y 25°C. Los animales se alimentaron ad libitum con una dieta s6lida estandar
(17% de proteinas, 3% de lipidos, 58,7% de carbohidratos, 4,3% de celulosa, 5% de

minerales y 12% de humedad) con acceso libre al agua.

El periodo gestacional, establecido en 19,5 dias para el ratén, se control6 limitando la
cohabitacion de ratones hembra con machos a una noche. A las 9:00 horas del dia

siguiente, se aislaron hembras con presencia de espermatozoides en el frotis vaginal
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acompafiados por células epiteliales de la vagina (tapon vaginal indicador de

copulacion exitosa) y se considero este dia como el primero de la etapa gestacional.

El ADN se extrajo de un pequefio fragmento de la cola de ratones recién nacidos o bien
de embriones de 14,5 dias en el momento de cultivo (2-3 mm de largo). El tejido se
incub6 con 200 pl de tampon de lisis (buffer TEN: Tris 50 mM pH 7,5, EDTA 5 mM
pH 8, NaCl 100 mM, que contiene DTT 1 mM y espermidina 0,5 mM) y 5 ul de
proteinasa K (800 U/ul; Sigma-Aldrich). Para una digestion completa la reaccion se
dejo en agitacion durante la noche a 55°C. Al dia siguiente las muestras se incubaron
durante 5 minutos a 100°C y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 minutos. La

concentracion de DNA se determind usando NanoDrop 2000 (Thermo Fisher)

Los ratones mCAT fueron genotipados mediante PCR. Se utilizaron los
oligonucledtidos 124540-BOL1 (forward) 5'-
CTCCCAAAGTCGCTCTGAGTTGTTATAT-3> y 124541-BOL1 (reverso) 5'-
CGATTTGTACGTAACTAATCTGTCTGG-3', generando una banda de 778 pb en el
alelo silvestre (wt) y una de 5949 pb en el alelo mCat, dificil de detectar por su gran
tamafio. Por ello, para detectar la construccion de mCAT, se utilizd6 un tercer
oligonucleotido 0034-Kin-ROSA, 5'-GCAGTGAGAAGAGTACCACCATGAGTCC-
3 ', que gener6 una banda de 245 pb (Figura 8).

Alelo wt - -—

< 778pp  ~

12450-BOL112451-BOL1

CAG
—>
Alelo mCAT- .-
< 1<
5949 pb “2a5pt
12450-BOLA1 12451-BOL1

0034-Kin-ROSA

Figura 8. Estrategia de genotipado de animales mCAT por PCR. Las lineas rojas ilustran
la localizacion de los oligonucledtidos.

Las condiciones de la PCR fueron: 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de 30 segundos a 95°C

seguidos de 30 segundos a 65°C y 3 minutos a 72°C y un paso final de 8 minutos a
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72°C. Las concentraciones finales de los componentes de la PCR fueron una mezcla de
dNTPs 0.5 mM (Roche), oligonucleétidos 0.3 uM (Sigma-Aldrich), Taq polimerasa
0.042 U/ul (Biotools) y un tampon de reaccion 1X que contiene MgCly. La cantidad
total de DNA empleado fue de 30 ng.

Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 2% (p/v) (Sigma-Aldrich).
Los geles se tifieron previamente con MidoriGreen (1:20.000) y la electroforesis se
realiz6 en tampdén TAE (Tris 40 mM, 4cido acético glacial 20 mM, Na,EDTA<2H,0 1
mM), usando un colorante 6X (Tris 10 mM pH 7,6, azul de bromofenol 0,03% (v/v),
xileno cianol 0,03%, glicerol 60%, Na,EDTA<2H>O 60 mM) para cargar el DNA. Las

imagenes fueron tomadas usando Bio-Rad Chemidoc.

2. CULTIVOS CELULARES

Las neuronas en el cultivo primario se obtuvieron de embriones de 14.5 dias de
gestacion (E14.5) procedentes de la linea mCAT constitutiva con fondo genético
C57Bl/J6 [Almeida et al., 1998, Gomez-Sanchez et al. 2011]. Las ratonas gestantes se
sacrificaron mediante dislocacion cervical y se extrajeron los embriones mediante
histerectomia. Los embriones se transfirieron a una cabina de flujo laminar (TC4S8,
Gelaire Flow Laboratories) para mantener las condiciones estériles del cultivo. Con
ayuda de tijeras, forceps y pafiuelos impregnados en 70% de etanol, se extrajeron los
hemisferios cerebrales. Luego se colocéd el tejido cerebral en una placa Petri de
poliestireno con la solucion de disgregacion [EBSS (Eagle's Basal Salt Solution: NaCl
116 mM, KCI1 5,4 mM, NaH,PO4 1,01 mM, MgSO4 1,5 mM, NaHCO3 26 mM, D-
glucosa 4 mM, 10 mg/ml de rojo fenol) con 2,94 mg/ml de BSA (albiimina de suero
bovino) y 20 pg/ml de DNAsa tipo I, pH 7,15] y se diseccioné suavemente con un
bisturi. A continuacidon, se colocé cada cerebro de embrion diseccionado en un
eppendrof y se dejo durante 4 minutos para la sedimentacion. El sedimento se
resuspendid en solucion de tripsinizacion (EBSS; 50 pg/ml de DNAsa, 3,15 mg/ml de
BSA, 10 mg/ml de tripsina, pH 7,15) y se incub6 a 37°C durante 10 minutos en un bafio
termostatico. La tripsinizacion se detuvo afiadiendo FBS (suero fetal de ternera) a una

concentracion final de 10% (v/v). La suspension celular se centrifug6 a 500 x g durante
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5 minutos para eliminar el sobrenadante (Eppendorf 5702R, Eppendorf). El sedimento
se resuspendid suavemente (unas 9 veces) en 1 ml de solucion de disgregacion con una
pipeta Pasteur siliconada para evitar la rotura celular. Después de dejar sedimentar la
solucion celular durante 4 minutos, se recogié el sobrenadante, que contenia las células
disociadas, y se deposité en un eppendorf nuevo. Este proceso de resuspension se
repitid una vez mas para aumentar el rendimiento. Los sobrenadantes se centrifugaron

luego a 500 x g durante 5 minutos.

El sedimento celular se resuspendid en un medio especifico para el crecimiento
neuronal Neurobasal™-A (Life Technologies) suplementado con 2% de B27-AO
(AntiOxidants, Life Technologies), L-glutamina 2 mM, D-glucosa 5,5 mM, piruvato 2,5
mM y antibidticos: penicilina G 100 U/l; estreptomicina 100 pg/l; anfotericina B 0,25
ng/l (Sigma-Aldrich). Para prevenir contaminacion por micoplasma se realiz6 un
tratamiento con Plasmocin 2.5 pg/ml (Invivo Gen). Para el recuento de células vivas se
realiz6 una tincioén con azul de tripano al 0,4% (10 pl de la suspension celular en 30 pl
medio de cultivo y 40 pul de azul de tripano) (Sigma-Aldrich), y se utilizé una cdmara
Neubauer (Zeiss) y un microscopio de contraste de fases (Olympus CK30). La
suspension celular se sembré a una densidad de 2x10° células/cm? en placas de
poliestireno (Nunc™, Thermo Fischer Scientific), previamente recubiertas con poli-D-
lisina (10 pg/ml; Sigma-Aldrich). Las placas se colocaron en un incubador de cultivo
celular termostatizado a 37°C en atmdsfera humeda al 5% de CO2. El medio se renové
a los tres dias in vitro (3DIV) se reemplazé el medio por Neurobasal-A suplementado
con 2% de B27-MAO (Minus AntiOxidants, Life Technologies), L-glutamina 2 mM, D-
glucosa 5,5 mM, piruvato 2,5 mM y antibiéticos (penicilina G 100 U/l; estreptomicina
100 pg/l; anfotericina B 0,25 pg/l), tratado también con Plasmocin (2.5 pg/ml). Las
neuronas se utilizaron a los 8-9DIV para experimentos, momento en que se sabe

expresan receptores sinapticos funcionales [Almeida et al., 2002].
3. MODELOS DE EXCITOTOXICIDAD IN VITRO

La producciéon de ROS por la mitocondria en célula entera se indujo mediante
incubacion de las neuronas con el neurotransmisor excitador glutamato a una
concentracion excitotoxica de 100 uM (Sigma) en tampon Hank s con glucosa 5,5 mM
(NaCl 134,2 mM, KCl 5,26 mM, KH;PO; 0,43 mM, NaHCO; 4,09 mM,
NaxHPO4¢2H>0 0,33 mM, HEPES 20 mM, CaCl,*2H>0 4 mM y D-glucosa 5.5 mM a
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pH 7.4) y antibioticos (penicilina G 100 U/I; estreptomicina 100 pg/l; anfotericina B
0,25 pg/l), y en presencia de glicina 10 uM (Sigma). Tras 10 minutos de incubacion a
37°C y atmosfera estandar de cultivo (aire 95%/CO2 5%, Oz 21%) en estas condiciones
(tiempo de estimulacion), se reemplazé el medio y las células se incubaron durante 0,
2, 4 y 24 horas (tiempo post-estimulacion) en Neurobasal™-A suplementado con 2%
de B27-MAO (Minus AntiOxidants), L-glutamina 2 mM, D-glucosa 5,5 mM, piruvato
2,5 mM y antibidticos (penicilina G 100 U/l; estreptomicina 100 pg/l; anfotericina B
0,25 pg/l).

Paralelamente, como control, se llevo a cabo la incubacion de neuronas del mismo
cultivo primario en ausencia de glutamato, manteniendo el resto de condiciones: medio
Hank’s con D -glucosa 5,5 mM vy antibioticos, en presencia de glicina 10 uM, a 37°C
durante 10 minutos y en atmoésfera estandar de cultivo (aire 95%/CO2 5%, Oz 21%).
Las condiciones y tiempos de post-estimulacion se realizaron del mismo modo en

ambas condiciones.
4. MODELO DE ISQUEMIA EXPERIMENTAL IN VITRO

El protocolo de isquemia experimental consiste en privar a las células del oxigeno y la
glucosa presentes en el medio durante un tiempo determinado para, posteriormente,
reoxigenarlas en un medio de cultivo completo, asemejando asi un proceso de
reperfusion [Almeida et al. 2002; Gomez-Sanchez et al. 2011] Para ello, el medio de
cultivo se sustituyd por Neurobasal™-A sin B27 y sin glucosa, suplementado
unicamente con L-glutamina 2 mM, piruvato 2,5 mM y antibioticos (penicilina G 100
U/l; estreptomicina 100 pg/l; anfotericina B 0,25 pg/l). Las células se incubaron a 37°C
en ausencia de oxigeno (N2 95%/CO: 5%, Oz <1%) durante 90 minutos. Tras ese tiempo
se retir6 el medio de isquemia y se mantuvieron las células en Neurobasal™-A
suplementado con 2% de B27-MAQO (Minus AntiOxidants), 1L-glutamina 2 mM, D-
glucosa 5,5 mM, piruvato 2,5 mM y antibiéticos (penicilina G 100 U/l; estreptomicina
100 pg/l; anfotericina B 0,25 pg/l). Durante la reoxigenacion (0, 2, 4, 24h) las neuronas
se incubaron en atmosfera estandar de cultivo (aire 95%/CO2 5%, Oz 21%). Esta
condicion, que permite modelizar aspectos metabolicos de la isquemia in vitro, sera la

denominada OGD (Oxygen and Glucose Deprivation).

Paralelamente, se llevd a cabo la condicion control o normoxia (NMX) del mismo

cultivo primario de neuronas. En este caso las células se cultivaron en medio
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Neurobasal™-A sin B27 y con D-glucosa 5,5 mM, ademas de L-glutamina 2 mM,
piruvato 2,5 mM y antibidticos (penicilina G 100 U/l; estreptomicina 100 ng/l;
anfotericina B 0,25 pg/l) y se incubaron en atmosfera estandar de cultivo (aire 95%/CO>
5%, O2 21%) durante los mismos tiempos que la condicion de isquemia (OGD). Se

procedio a la reoxigenacion del mismo modo en ambas condiciones.

5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE Ca2+
INTRACELULAR

Para estimar los cambios en la concentracion de Ca?* libre intracelular en cultivo
primario de neuronas, se emple6 la sonda fluorescente Fura-2AM (Fura-2-
AcetoxiMetil éster; Life Technologies), un indicador excitable mediante luz UV que es
permeable a la membrana plasmatica [Jiménez-Blasco er a/ 2015, 1877]. Tras la uniéon
del Ca®* con Fura-2, el maximo de excitacion de fluorescencia fluctua de 380 nm (libre
de Ca®?") a 340 nm (saturado de Ca®"), mientras que el maximo de emision de

fluorescencia se mantiene inalterado a ~ 505 nm (Figura 9).

Las neuronas de 8 DIV sembradas en placas de 12 pocillos (Nunc™) y se incubaron en
presencia de Fura-2AM (2 mM; disuelto en DMSO) durante 30 minutos en
Neurobasal™-MAO a 37°C. Posteriormente, se lavaron y se incubaron con Buffer
Estandar (NaCl 140 mM, KCI 2.5 mM, Tris-HCI 15 mM, D-glucosa 5 mM,
Na;HPO4¢2H>0 1.2 mM, MgSO4 1| mM y CaClz 1 mM, pH 7.4) durante 30 minutos a
37°C. Posteriormente, se realizdo un cambio de medio para incubar las neuronas en
Buffer Experimental (NaCl 140 mM, KCI 2.5 mM, Tris-HCI 15 mM, D-glucosa 5 mM,
NaxHPO4¢2H>0 1 mM y CaCl, 2 mM, pH 7.4), en presencia o en ausencia del inhibidor
MKS8O01 (10 pM) que se us6 como control.

Las emisiones de fluorescencia a 505 nm, después de las excitaciones a 340 y 380 nm,
respectivamente, se registraron a intervalos de 0,7 segundos en un espectrofluorimetro
(Varioskan Flash, Thermo Fischer) a 32°C. Después de 10 medidas (10 segundos
aproximadamente), se afiadié glicina 10 uM vy, adicionalmente en los pocillos
problema, se afiadié glutamato 100 uM o NMDA 100 pM (agonista de receptores
glutamatérgicos de NMDA) segun corresponda. Las emisiones se registraron durante
otros 15 segundos. Los cambios en la concentracion de Ca?* intracelular se estimaron
calculando el ratio de la fluorescencia emitida a 505 nm, obtenida después de la

excitacion a 340 nm, dividida por la obtenida después de la excitacion a 380 nm
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(F340/F380). El ruido de fondo se determiné a partir de los valores obtenidos en las
células carentes de Fura-2AM (incubadas Unicamente en presencia del vehiculo,
DMSO). En experimentos preliminares, la especificidad al Ca*" de las medidas se testd
en Buffer Experimental libre de Ca?*, con EDTA 1 mM, lo que previno completamente

los cambios de fluorescencia emitida a 505 nm.
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Figura 9. Deteccion de Ca?* intracelular con la sonda Fura-2AM. La unién de Ca*" a la
sonda produce cambios en la fluorescencia de excitacion, de 380 nm (azul), cuando la sonda
esta libre de Ca*", a 340 nm (rojo) cuando la sonda est4 unida a Ca*".

6. DETERMINACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

La produccion de H2O: celular se detectd con la sonda luminiscente AmplexRed™
(Molecular Probes. Invitrogen) [Quintana-Cabrera et al. 2012; Lopez-Fabuel et al.
2016]. En presencia de la peroxidasa de rabano, la sonda (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxacina) reacciona estequiométricamente (1:1) con H»O,, originando
resorufina, un compuesto oxidado fluorescente (Aexc ~571 nm; Aem ~585 nm), que

puede ser detectado por espectrofluorimetria (Figura 10).
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Para la determinacion de H,O; las neuronas se incubaron con el reactivo AmplexRed™
100 uM en tampon KRPG (Krebs-Ringer Phosphate Glucose, NaCl 145 mM, NaxPO4
5.7 mM, KCI 4.86 mM, CaCl, 0.54 mM, MgS0O4 1.22 mM y D-glucosa 5.5 mM, pH
7.35) en presencia de peroxidasa de rabano (0.1 U/ml) durante 1 hora a 37°C. Cada 20
minutos se anotd la luminiscencia emitida a una longitud de onda de 604 nm, siendo la
longitud de excitacion de 538 nm, utilizando un espectrofluorimetro Varioskan Flash
(Thermo Fischer). Para calcular la velocidad de produccion de H,O», las pendientes
derivadas de la fluorescencia emitida por la sonda se normalizaron con la concentracion
de proteinas en cada condicién [(pmol/h)/ug proteina]. Los resultados se expresaron en

unidades arbitrarias (fold) respecto a la condicion control.
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Figura 10. Deteccion de H;O, por AmplexRed™. La sonda AmplexRed se oxida por H,O»
en presencia de peroxidasa, dando lugar a resorufina, un compuesto detectable
fluorimétricamente.

La produccion del anidon superoxido (O2) mitocondrial se determiné utilizando la
sonda MitoSOX® (Molecular ProbesTM, Invitrogen), que consiste en un derivado
cationico del dihidroetidio unido a un radical trifenilfosfonio [Quintana-Cabrera et a/
2012; Lopez-Fabuel ef al. 2016]. La sonda es permeable en células vivas y es
rapidamente dirigida a la mitocondria debido a su carga positiva, donde puede ser
oxidada por O2" y formar 2-hidroxi-5-(trifenilfosfonio) hexiletidio (Figura 11). Este
compuesto puede ser detectado de manera especifica en el organulo (Aexc~510 nm;
Aem~580 nm) [Mukhopadhyay et al. 2007]. Para registrar MitoSOX® por citometria de
flujo, las células se lavaron con tampon fosfato salino (PBS: NaCl 136 mM; KC1 2,7
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mM; Na,HPO4-2H>0 7,8 mM; KH,PO4 1,7 mM; pH 7,4) y se incubaron en presencia
de MitoSOX® 2 uM en tampon Hank’s durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, las
células se tripsinizaron, se centrifugaron (5 minutos a 500 x g) y se resuspendieron en
PBS. En el anélisis por citometria se registraron 50.000 eventos para cada triplicado de
cada condicion. La sefial de la sonda MitoSOX® se analizo en el canal FL4 de un
citometro de flujo FACScalibur (BD Biosciences), equipado con un haz laser de argon
de 15 mW sintonizando a 510 nm. Se utilizaron los programas CellQuestTM para
adquisicion de eventos y Paint-A-GateTM PRO para el andlisis de estos (BD

Biosciences). Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias.
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Figura 11. Deteccion de O por MitoSOX®. La oxidacién de la sonda MitoSOX" en la
mitocondria da lugar a un derivado fluorescente que permite la deteccion de O ~ de manera
especifica en el organulo.

7. DETERMINACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL

La evaluacion del potencial de membrana (Aym) se realizé por citometria de flujo
siguiendo las instrucciones del sistema comercial MitoProbe™ DilC;(5) (Assay Kit for
Flow Citometry; Life Technologies). La sonda DilCi(5) (1,1°,3,3,3°,3’-
hexametilindolcarbocianina),, debido su caracter cationico, se acumula en las
mitocondrias polarizadas, por lo que su pérdida es un indice de despolarizacion
mitocondrial y, por tanto, sirve como indicador de la integridad mitocondrial [Gomez-
Sanchez et al, 2011; Veas-Pérez de Tudela et al. 2015]. La intensidad de la tincion con

DilCi(5) disminuye cuando las células se someten a condiciones o agentes que alteran
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el potencial mitocondrial, por lo que la intensidad de fluorescencia es directamente

proporcional al AWYm.

Las células se incubaron en PBS (NaCl 136 mM; KCI 2,7 mM; Na;HPO4*2H,O 7,8
mM; KH>PO4 1,7 mM; pH 7,4) con la sonda DilCi(5) 50 nM durante 30 minutos a 37°C
en un bafio con agitacion suave y protegidas de la luz. Tras la incubacion, el exceso de
sonda fue eliminado por centrifugacion a 500 x g durante 5 minutos y se resuspendieron
en PBS. En el andlisis por citometria se registraron 50.000 eventos para cada triplicado
de cada condicion. Los valores de A¥Ym se expresaron como porcentajes. Para
establecer el valor basal de AYm (0%) se incubaron las mismas células ya analizadas
con el desacoplante mitocondrial cianuro de carbonilo 3-clorofenilhridrazona (CCCP)
10uM durante 15 minutos minutos y se anotd de nuevo el valor de la intensidad de
fluorescencia. La sefial de la sonda DilCi(5) se analiz6 en el canal FL4 del citdmetro
de flujo FACScalibur (BD Biosciences) equipado con un haz laser de argdén de 15SmW
sintonizando a 488 nm. Se utilizaron los programas CellQuestTM para adquisicion de
eventos y Paint-A- Gate™ PRO para el anélisis de los mismos (BD Biosciences)

[Gomez-Sanchez et al, 2011; Veas-Pérez de Tudela et al. 2015].

8. DETERMINACION DE LA APOPTOSIS NEURONAL

La muerte celular por apoptosis se determiné mediante citometria de flujo tras tefiir las
células con anexina V conjugada con DY 634 (Immunostep) y 7-amino-actinomicina D
(7-AAD) (BD Biosciences). El método se basa en la deteccion de la fosfatidilserina, un
fosfolipido presente en las membranas plasmaticas que en las células apoptoticas se
transloca del interior al exterior de la membrana plasmatica. La anexina V es una
proteina anticoagulante vascular que posee una gran afinidad por la fosfatidilserina. Por
ello, unida a un fluorocromo adecuado, permite la identificacion de las células
apoptdticas tras su union a dicho fosfolipido localizado en su superficie celular. Sin
embargo, la anexina V también es capaz de unirse a la fosfatidilserina en el interior de
células necroticas que han perdido su integridad de membrana. Para evitar falsos
positivos, ademés de anexina V-APC, se utilizd 7-AAD, un colorante que se une
especificamente al DNA de las células necroticas. De este modo, solo aquellas células
inmunorreactivas para la anexina V, que mostraron ser negativas para el 7-AAD, se

consideraron apoptéticas [Gomez-Sanchez et al. 2011; Delgado-Esteban et al. 2013].
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Las neuronas se recolectaron, se resuspendieron en tampoén BB (Binding Buffer, Hepes
10mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2,5mM; pH=7,4) y se incubaron con Anexina V-DY 634
(Bul/10%células) y 7-AAD (1pl/10%células) durante 15 minutos a temperatura ambiente
y en oscuridad. Tras la incubacion, se afiadi6 BB suficiente para conseguir una

concentracion de aproximadamente 10 células/ ml.

En el andlisis por citometria se registraron 50.000 eventos para cada triplicado de cada
condicién. Las senales de la anexina V y del 7-AAD se analizaron en los canales FL4
Y FL3, respectivamente, de un citémetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences),
equipado con un haz laser de argdén de 15mW sintonizado a 488 nm. Se utilizaron los
programas CellQuest™ para adquisicion de eventos y Paint-A-Gate™ PRO para el
analisis de estos (BD Biosciences). Los resultados se expresaron como porcentaje de

neuronas apoptoéticas (anexina V-APC+/7AAD-) (Figura 12).

CONTROL TRATAMIENTO
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Figura 12. Registros tipo de apoptosis medida por citometria de flujo. Se observa la
poblacion de neuronas apoptoticas Anexina +/AAD7- (r0jo).

La actividad de la enzima Caspasa-3 se determiné como indicador de apoptosis
neuronal. Con este propdsito, se empled el kit comercial Caspase 3 Assay Kit,
Fluorimetric (Sigma-Aldrich), segtn las instrucciones del fabricante. El ensayo se basa
en la capacidad de la Caspasa-3 para hidrolizar el péptido sustrato Ac-DEVD-AMC
(acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-metilcumarina), liberando el motivo fluorescente

AMC (7-amino-4-metilcumarina).

Las neuronas se lisaron en tampon de lisis (HEPES 50 mM, CHAPS 5 mM, DTT 5
mM; pH 7,4) durante 20 minutos en hielo. Seguidamente, se trasvaso el lisado a una

placa de 96 pocillos, y se afiadi6 el tampon de ensayo con el sustrato Ac-DEVD-AMC
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(HEPES 20 mM, EDTA 2 mM, CHAPS 0,1%, DTT 5 mM, Ac-DEVD-AMC 16 uM,
pH 7,4).

La luminiscencia se registré durante 30 minutos a intervalos de 5 minutos, a 37°C,
utilizando un espectrofluorimetro Varioskan Flash (Thermo Fischer), con una longitud
de onda de excitacion de 360 nm y de emision de 460 nm. Se utilizaron para estos
experimentos placas de ELISA de 96 pocillos (Nunc™) y se realizaron, al menos,
triplicados por cada condicion. Las pendientes obtenidas se utilizaron para el calculo
de la tasa de liberacion de AMC. Como recta patron, se emplearon disoluciones
estandar de concentraciéon conocida de AMC. Los resultados se expresaron como

(pmol/h)/pg proteina.

9. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE
ANALISIS DE TRANSFERENCIA TIPO WESTERN BLOT

Para obtener extractos de proteinas totales, las células se lavaron con PBS y se lisaron
con tampodn de lisis RIPA (dodecilsulfato sédico 1%, EDTA 10 mM, Triton Tx-100 1%
v/v, NaCl 150 mM, NaPOs4 10 mM; pH 7.0), suplementado con inhibidores de
fosfatasas (NazsVOs 1 mM, NaF 50 mM) y proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo
100 uM, aprotinina 50 pg/ml, leupeptina 50 pg/ml, pepstatina 50 pg/ml, anti-papaina
50 pg/ml, amastatina 50 pg/ml, bestatina 50 pg/ml, y el inhibidor de tripsina soybean
10 pg/ml). Los extractos se mantuvieron en el hielo 10 minutos y se hirvieron durante
5 minutos. Después de repetir este proceso de nuevo, se centrifugaron a 13,000 x g
durante 5 minutos y el sobrenadante se trasladé a un nuevo tubo. Las muestras se

conservaron a -80°C hasta su uso.

Con objeto de aislar las fracciones nucleares y citosélica de las neuronas en diferentes
condiciones, se llevd a cabo un protocolo de fraccionamiento diferencial (Figura 13).
Se utilizaron preferentemente neuronas sembradas en placas de al menos 60 cm?. Tras
lavar las placas con PBS suplementado con MgCl> 1 mM a 4°C se desprendieron las
neuronas mediante raspado en tampdn de citosoles (HEPES 10 mM pH7,9; MgCl, 1,5
mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, NP40 0.1% y sacarosa 300 mM). La muestra se
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resuspendié con micropipeta y se dejo en hielo al menos 30 minutos (resuspendiendo
cada 5 minutos para favorecer el proceso), tiempo tras el cual se comprobd al
microscopio de contraste de fases la rotura de las membranas plasmaticas manteniendo
los nucleos intactos. La mezcla se centrifug6 a 800 x g a 4°C durante 10 minutos a fin
de separar el contenido citosolico (sobrenadante) en un tubo eppendorf limpio, donde

se hirvi6 durante 5 minutos. El extracto de proteinas citosolicas se congelo a -80°C.

El pellet resultante se resuspendié en tampon de nicleos (HEPES 50 mM, MgCl 1,5
mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, NP40 1%) con ayuda de una micropipeta y se mantuvo
durante 1 hora en hielo. La suspension se hirvié durante 5 minutos y se sonico durante
otros 10 minutos con el objetivo de disgregar la envuelta nuclear. La fraccion nuclear
se mantuvo a -80°C junto con la fraccion citosolica hasta su utilizacion [Veas-Pérez de

Tudela et al. 2015].

Recoger células en
tampén de citosoles

\
tﬁ]g 30’en hielo
10" vortex
800xg 10’4°C
A
[ |
SOBRENADANTE PRECIPITADO
Resuspender en
tamp6n de nucleos
5'a100°C 1-2h en hielo

10" vortex
10" sonicar

EXTRACTO EXTRACTO

CITOPLASMATICO NUCLEAR

Figura 13. Protocolo de fraccionamiento subcelular. El esquema muestra las diferentes fases
del protocolo de fraccionamiento para el aislamiento de los extractos citoplasmatico y nuclear.

Para obtener fracciones citosolicas y mitocondriales del cultivo celular, se utiliz6 un
protocolo de centrifugacion diferencial [Acin Pérez et al, 2008]. Se utilizaron

preferentemente neuronas sembradas en placas de al menos 60 cm?. Las células se
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recogieron por tripsinizacion y se centrifugaron a 600 x g durante 5 minutos. El
sedimento se resuspendid en Buffer A (sacarosa 83 mM, MOPS 10 mM; pH 7,2) y se
homogeneizd (15 golpes) con una maja de teflon unida a un homogeneizador Potter-
Elvehjem. Después este paso se afiadié el mismo volumen de Buffer B (sacarosa 250
mM, MOPS 30 mM; pH 7,2), se centrifugd a 1.000 x g durante 5 minutos para eliminar
nucleos y células no rotas y el sobrenadante se centrifugé a 1.2000 x g durante 2
minutos. Después de este paso se lavd una vez con Buffer C (sacarosa 320 mM, EDTA
1 mM, Tris-HCI 10 mM; pH 7,4) y se volvid a centrifugar en las mismas condiciones.
Las mitocondrias se resuspendieron en Buffer D (acido 6-aminohexanoico 1M, Bis-
Tris-HCI 50 mM), se incubaron en hielo durante 5 minutos, se centrifugé el
sobrenadante a 1.3000 g durante 30 minutos , se recoge el sobrenadante que contenia
la fraccion citosdlica, en un eppendrof nuevo, se resuspendié El sedimento mitocondrial

en tampon RIPA, se mantuvo a -80°C.

La concentracion de los extractos proteicos se midid mediante el ensayo del acido
bicinconinico (BCA; Pierce™, Thermo Fisher Scientific). Este método colorimétrico
se basa en la reduccion del Cu?* (azul) a Cu' en presencia de proteinas y en medio
alcalino. El catiéon Cu* generado reacciona con el BCA originando un producto de color
morado que absorbe de manera lineal a 562 nm. La absorbancia se midio
espectrofotométricamente en el lector de placas Multiskan Ascent (Thermo Fischer).
Se utilizo la albumina sérica bovina (BSA) como estandar para el calculo de la recta

patron. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Los extractos celulares se sometieron a electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE: electroforesis de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sddico)

para poder estudiar su composicion proteica.

Se utilizaron geles discontinuos que presentan (i) en la parte superior un gel
concentrador de la banda o “stacking” con un porcentaje constante de acrilamida
(acrilamida:bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad Laboratories) al 3% en Tris-HCl 1 M pH 6,8
con SDS 10%; persulfato amonico (PSA) 10%; TEMED (N,N,N,N’-

tetrametilendiamina 0,1%) y (ii) en la parte inferior un gel separador o “running” en el
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que tiene lugar la separacion de los componentes y que presenta distintos porcentajes
de acrilamida en funcion del rango de separacion de pesos moleculares deseado
(acrilamida:bisacrilamida 29:1 al 8, 10, 12 6 15% en Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 con SDS
10%, PSA 10% y TEMED 0,08%). El extracto proteico, de 20 a 50 ug, se resuspendid
en tampon de carga (B-mercaptoetanol 4% (v/v), SDS 8% (p/v), azul de bromofenol
0.02% (p/v), glicerol 4% (v/v) y Tris-base 250 mM) en un volumen correspondiente a
la cuarta parte del volumen final. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos a 100°C,
y se centrifugaron a 13.000 x g durante 5 minutos a 4°C. Para identificar los pesos
moleculares de las proteinas en estudio se utilizo un marcador de peso molecular (Page
Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder, ThermoScientific) que se cargo en el gel junto

a las muestras.

Las proteinas se separaron utilizando un sistema de electroforesis vertical
(MiniProtean-3®, Bio-Rad) y tampodn de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 200 mM y
SDS al 0,1% (p/v); pH 8,3). Una vez finalizada la electroforesis, los geles se sometieron

a electrotransferencia e inmunodeteccion mediante la técnica de Western Blot.

Las proteinas previamente separadas en geles SDS-PAGE se transfirieron
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Hybond®, Amersham Biosciences)
utilizando el sistema Mini-Transblot (Bio- Rad) y tampon de transferencia (Tris 25
mM, glicina 192 mM y metanol al 20% (v/v); pH 8,3). Con el objetivo de evitar las
uniones inespecificas de anticuerpos, se bloquearon las membranas durante 1 hora con
leche desnatada (Sveltesse, Nestle) al 5% (p/v) en TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM,
Tween-20 al 0,1% (v/v); pH 7,5) a temperatura ambiente. A continuacion, se incubaron
las membranas a 4°C durante toda la noche en una soluciéon de BSA o leche al 2% (p/v)
en TTBS que contiene el anticuerpo primario deseado (Tabla 1). Como control de carga
se utilizé anti-GAPDH (gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasa para extractos totales,
proteina ribosomal S6 para la fraccion citosolica, VDAC para la mitocondrial y Lamina
B para la fraccion nuclear. Al dia siguiente las membranas se lavaron 3 veces durante
5 minutos con TTBS para retirar el exceso de anticuerpo primario y seguidamente se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con la peroxidasa
de rabano, en TTBS con leche al 2% (p/v) durante una hora a temperatura ambiente.

Tras 3 lavados en TTBS se realizé un ultimo lavado en TBS (TTBS sin Tween-20),
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para evitar que el Tween interfiera con algunos reveladores. Por ultimo, segliin la
proteina a detectar, se incubaron las membranas con los reactivos de
quimioluminiscencia Super Signal™ West Dura Extended Duration Substrate (Thermo
Scientific), Western Blottin Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology) o Pierce™
ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones
de los fabricantes. Finalmente, las membranas se expusieron a una pelicula de auto-

radiografia (Fuji Medical X-Ray Film, Fujifilm) para detectar la sefial.

Se realizaron triplicados bioldgicamente independientes de cada experimento. Las
cuantificaciones se llevaron a cabo con el software Imagel (Image] 1.48v; Java
1.6.0_65 [64-bit]), normalizando cada condicion con su control de carga. Los resultados
se expresaron en unidades arbitrarias de cantidad de proteina respecto a la condicion

control de cada experimento.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en los estudios de expresion proteica por transferencia
tipo western.

Anticuerpo (Ac) Especie Dilucion Referencia Casa comercial

Ac. Primarios

MAP2 Ratén 1/500 ab11268 Abcam

BASOON Conejo 1/1000 141003 Synaptic
Systems

SYP Ratén 1/2000 Sc-17750 Santa Cruz

PSD-95 Ratén 1/500 MA1-046 Thermo
Scientific

TUJ 1 Conejo 1/2000 ab18207 Abcam

HA Ratén 1/10,000 26183 Thermo
Scientific

CATALASA Conejo 1/1000 PAS5-23246 Thermo
Scientific

VDAC Conejo 1/500 PC548 Calbiochem

S6 Conejo 1/1000 9202 Cell Signaling

Technology
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GAPDH Rat6n 1/10.000 4300 Ambion
Ac. secundario
Anti-raton Cabra 1/10.000 170-6516 BioRad

Anti-Conejo Cabra 1/10.000 Sc-2030 Santa Cruz

La técnica de “stripping” o lavado permite reutilizar las membranas de nitrocelulosa
para incubarlas de nuevo con un anticuerpo primario distinto al inicial y poder asi
inmunodetectar otras proteinas. Para ello, se incubaron las membranas en el tampon
Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific) durante 10 minutos.
Posteriormente, se lavaron 3 veces con TTBS a temperatura ambiente y se bloqued de
nuevo con leche al 5% (p/v). Para la incubacion de los anticuerpos y el revelado se

procede como se ha detallado en la seccion anterior.

10. OBTENCION Y MANIPULACION DEL RNA

La extraccion de RNA se llevd a cabo con el kit comercial Genelute™ Mammalian

Total RNA Kit (Sigma) segun las instrucciones del fabricante.

A los 9 dias de cultivo, las neuronas se lisaron con una mezcla de B-
mercaptoetanol:solucion de lisis (Lysis Solution, Sigma-Aldrich) en proporcion 1:100
(v/v). Con el objeto de evitar la degradacion del RNA de las muestras, los raspadores
se trataron con solucion RNase away (Sigma) y agua DEPC (di-etil piro-carbonato)
previo al raspado de las placas. Los lisados se purificaron por medio de un protocolo
basado en columnas de afinidad de silice y elucion en agua libre de nucleasas con el fin
de obtener el RNA total de los extractos celulares. Para eliminar la posible
contaminacion con DNA gendmico la muestra se traté con 100 U de DNasa I (DNase
I, RNase-free, Roche) en un tampon Tris-HCl 400 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 60 mM

y CaCl, 10 mM; pH 7,9 durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Se midié la concentracion del RNA purificado con un espectrofotometro UV-Vis

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). El ratio de absorbancia de 260 frente a 280 nm (A260
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/ A280), que determina la pureza del RNA, fue de 1,8 - 2. La elucion de RNA se congelo

a -80°C hasta su uso.

Mediante esta técnica analizamos la expresion diferencial de genes que cuantificamos

de forma relativa respecto a un control interno de expresion constante (housekeeping).

En la PCR a tiempo real los procesos de amplificacion y deteccion se producen de
manera simultanea, gracias a la emision de fluorescencia por parte de un fluorocromo
(SYBR Green), que se intercala entre las hebras de DNA bicatenario, de modo que la
fluorescencia es proporcional a la cantidad de producto de PCR amplificado

(amplicon).

Antes de analizar la expresion de los diferentes genes, se puso a punto la concentracion
de cada oligonucledtido empleado como cebador (primer) y se calcularon las
eficiencias de amplificacion de los primers disefiados con los programas Geneious
(Version pro-Trial, Biomatters Limited) y Amplifix (Universidad de Marsella). Se
consideraron optimas las eficiencias comprendidas entre el 85 y el 115% (Guide to
Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time Quantitative
PCR, AppliedBiosystems). La obtencion de las eficiencias de cada primer es necesaria
para poder comparar la expresion de los diferentes genes mediante el Método

Comparativo de Ct (AACt).

Para la cuantificacion de expresion de los genes de estudio, se utiliz6 el kit comercial
Power SYBR® Green RNA-to-Ct™ [-Step Kit (Applied Biosystems), que permite
acoplar la retrotranscripcion y la amplificacion en un Gnico paso. Se partié de 100 ng
de RNA y el volumen final por reaccion fue de 20 pl. Todas las reacciones se realizaron

por triplicado utilizando el termociclador Mastercycler®ep Realplex (Eppendorf).

El perfil de cada reaccion fue el siguiente: un ciclo de 30 minutos a 48°C (etapa de
retrotranscripcion), un ciclo de 10 minutos a 95°C (activacion de la enzima DNA
polimerasa), 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturalizacién) y 1 minuto a 60°C

(anillamiento y elongacion) (Figura 14).
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Figura 14. Esquema de rt-qPCR. Perfil de la reaccion de rt-qPCR donde se especifica la
temperatura, tiempo y numero de ciclos de cada etapa.

El valor que se obtuvo por cada reaccion fue el C; (threshold cycle, ciclo umbral) o
ciclo en el que la fluorescencia emitida por el SYBR Green es detectable dentro de la
fase lineal. Se obtiene asi el C; para cada uno de los genes de estudio y para el
housekeeping (Gapdh). El incremento de C; (ACy) es la diferencia entre el C; de cada
gen y el C; de Gapdh.

El Método Comparativo de C; relaciona el niimero de copias entre las distintas
condiciones, que se obtiene al final de una reaccidon optimizada empleando la formula

[Bustin et al. 2009]:

2-AACt

2- [(Ctmuestra — CtGapdh) — (Ctcalibrador — CtGapdh]

Consideramos como calibrador la condicion sobre la que se compara la expresion y
sobre la que se relativiza los resultados dandole el valor de 1. Niveles de expresion
igual a 1 indican que la muestra problema presenta la misma expresion de un
determinado gen que el control. Niveles >1 indican que hay un incremento de expresion
con respecto al control, y niveles <1 indican que la expresion disminuye con respecto

al control.

Los resultados se mostraron en unidades arbitrarias de expresion, fold o nimero de

veces de expresion entre la muestra problema y un calibrador o control.
11. INMUNOCITOQUiMICA E IMAGEN

Para los ensayos de inmunocitoquimica, las neuronas se cultivaron sobre cubreobjetos
de cristal previamente esterilizados a fuego y tratados con una solucion de poli-L-

ornitina 15 pg/ml (Sigma) y fibronectina 1 pg/ml (Sigma).

A los 8 dias de cultivo y tras los tratamientos pertinentes, las neuronas se lavaron con
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PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% (v/v) en PBS durante 20 minutos.
Posteriormente, se incubaron con glicina 0,1 M en PBS durante 20 minutos y se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,25% (v/v) en PBS durante 5 minutos. A
continuacion, se incubaron en la solucion de bloqueo (Triton X-100 al 0,1% (v/v) y
suero de cabra al 10% (v/v) en PBS) a temperatura ambiente durante 1 hora. Se
prepararon las mezclas de los anticuerpos (Tabla 2) en la solucion de incubacion (suero
de cabra al 5% en PBS) y se mantuvieron con las muestras toda la noche a 4°C en
agitacion suave. Al dia siguiente se lavaron con PBS y se incubaron con los anticuerpos
secundarios conjugados con los fluoréforos Cy2, Cy3 a una dilucion 1/500 (Jackson
Immuno Research) en solucion de incubacion, durante 1 hora a temperatura ambiente,
en oscuridad y en agitacién suave. Finalmente, se retird el exceso de anticuerpo
mediante lavados de PBS y se incubaron 10 minutos con los marcadores nucleares

DAPI 30 uM (Sigma) o TO-PRO®-3 30 uM (Molecular Probes).

Tabla 2. Anticuerpos y sondas nucleares utilizados en inmunocitoquimica

Anticuerpo (Ac) Especie Dilucion Referencia Casa comercial

Ac. primarios

MAP 2 Conejo 1/500 ab32454 Abcam

MAP2 Raton 1/500 ab11268 Abcam

BASOON Conejo 1/500 141003 Synaptic Systems

CASPASA-3 Conejo 1/500 9661 Cell Signaling
Technology

HA Conejo 1/200 3724 Cell Signaling
Technology

MTCO-1 Raton 1/1000 ab14705 Abcam

SDHA Raton 1/1000 abl14715 Abcam

Ac. secundarios

Cy2 Raton 1/500 115.225.003  Jackson
Cy2 Conejo 1/500 111.225.003  Jackson
Cy3 Raton 1/500 111.165.003  Jackson
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Cy3 Conejo 1/500 111.175.003  Jackson
Sondas nucleares
DAPI 30uM D#9542 Sigma

TO-PRO-3 30uM T3605 Mol Probes

Los cubreobjetos se lavaron de nuevo con PBS, tras lo cual se montaron sobre
portaobjetos utilizando el reactivo Slow Fade Antifade® (Molecular Probes) para evitar
la pérdida de fluorescencia. La visualizaciéon y adquisicion de microfotografias
confocales se llevd a cabo utilizando un microscopio Leica TSC-SL (Leica
Microsystems) y un Spinning disk Roper Scientific con microscopio Olympus IX81
(Olympus®). Se utiliz6 ademas un microscopio invertido de epifluorescencia Nikon
Eclipse Ti- E (Nikon). Las imagenes se procesaron con el software Imagel (ImageJ

1.48v; Java 1.6.0_65 [64-bit]).
12.  MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA CEREBRAL IN VIVO

El modelo de isquemia-reperfusion cerebral de eleccion fue el de oclusion intraluminal
transitoria de la arteria cerebral media (tMCAO). Este procedimiento quirurgico,
desarrollado por Koizumi [Koizumi et al. 1986] y modificado por Longa [Longa et al.,
1989], consiste en la insercidn intraluminal de un filamento hasta el origen de la arteria
cerebral media (ACM). El filamento se retira tras el tiempo deseado, provocando asi
una isquemia transitoria (t) en el territorio de la arteria cerebral media seguido por la

restauracion de la circulacion sanguinea [Rodriguez et al, 2018, 2437].

En pacientes de ictus isquémico, la arteria cerebral media estd comunmente afectada,
extendiéndose el dafio en el tejido desde la region del estriado hasta la corteza. Es por
ello que este modelo es el mas ampliamente utilizado en investigacion preclinica.
Ademas, la induccion de la reperfusion mediante esta técnica es similar a la del uso de
farmacos tromboliticos o trombectomia mecénica en la practica clinica [Shahjouei et

al. 2016]

En este procedimiento, se utilizaron ratones macho wt y mCAT de 3-4 meses. Estos se
anestesiaron con sevoflurano al 2,5% en una mezcla de oxigeno (30%) y nitrégeno

(70%) mediante una mascara facial. Durante todo el procedimiento, se monitorizo la
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temperatura del animal a través de una sonda rectal con el fin de mantener una
temperatura constante durante todo el proceso (36-37°C), para lo que se utilizd una
fuente de calor externa. En primer lugar, tras colocar al animal en posicion prona se
realizé una incision vertical de 0,5 cm en la piel en la linea media de la cabeza,
exponiendo el craneo subyacente. Para monitorizar el flujo sanguineo cerebral en la
region de la ACM que seria ocluida, se fijo en el craneo (1 mm posterior y 5 mm lateral
a bregma) un filamento de fibra dptica conectado a un monitor Ldser-Doppler Moor

VMS-LDF (Moor Instruments).

A continuacion, se colocé el animal en posicion supina y se realizd una incision vertical
de lcm entre el manubrio del esternon y la mandibula. Tras disecar las estructuras
subyacentes, se aislo la arteria carétida comin (ACC) y se anudo6 con un lazo de sutura
temporal, posteriormente se diseco la arteria cardtida externa (ACE) y se anudé lo mas
lejos posible de la ramificacion con la comun. Para evitar sangrados, se cauterizaron
ramificaciones de la carétida externa, como la arteria occipital y la superior tiroidea. La
arteria cardtida interna (ACI) se ligd temporalmente mediante un lazo de sutura, tras lo
que se realizé un corte parcial con microtijeras en la ACE, por donde se introdujo un
monofilamento de nylon recubierto de silicona (Doccol Corporation). Con ayuda de
unos forceps el filamento fue conducido cuidadosamente por el interior de la ACI hacia
la ACM, hasta que el avance del filamento ofrece una ligera resistencia (Figura 15). En
ese punto se comprobd que el flujo sanguineo descendia un 80% aproximadamente
respecto al flujo basal. Tras 30 minutos de isquemia se retir6 el filamento y las ligaduras
temporales permitiendo la reperfusion, que fue monitorizada mediante Laser-Doppler.

Se procedio entonces a suturar las incisions realizadas.

Para compensar la pérdida de fluidos durante el procedimiento se administrd 0,5 ml de
suero salino atemperado. Como analgésico se administrd buprenorfina 0,05 mg/kg por
via subcutanea, inmediatamente antes de comenzar el procedimiento, a las 6 horas tras
finalizar y cada 12 horas durante los dos primeros dias. Los animales se sacrificaron

tras un periodo de reperfusion de 24 horas posterior a la oclusion.
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Figura 15. Esquema de la isquemia focal in vivo. Se especifican las arterias de la zona de la
oclusion y el recorrido del filamento hasta la arteria cerebral media. ACA, arteria cerebral
anterior; ECA, arteria carotida externa; ICA, arteria cardtida interna; MCA, arteria cerebral
media; PCA, arteria cerebral.

Para comprobar el volumen de infarto después del procedimiento de isquemia
experimental, se realizé tinciébn con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio, conocido
también como cloruro de tetrazolio o TTC. El TTC es un indicador redox usado para
diferenciar entre tejidos metabodlicamente activos (color rojizo) e inactivos (color
blanco), dependiendo de si se produce o no la reduccion enzimatica de TTC (incoloro)
a TPF (1,3,5-tripfenilformazan; rojo) catalizada por deshidrogenasas que se encuentran
principalmente en la mitocondria. Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical.
A continuacion, se extrajo el cerebro rapidamente y se cort6 en frio en rodajas de 1 mm
con ayuda de una matriz coronal. Las rodajas se incubaron con 2% TTC en solucion
salina durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los volimenes de infarto se
determinaron a partir de fotografias de las secciones cerebrales. Las imagenes fueron
analizadas utilizando el programa de procesamiento de imagenes ImageJ (Imagel

1.48v; Java 1.6.0_65 [64-bit]).

60



13. INMUNOHISTOQUIMICA

Los ratones (wt, mCAT) se anestesiaron mediante inyeccion intraperitoneal de una
mezcla (1:4) de clorhidrato de xilacina (Rompun; Bayer) y ketamina (Imalgene;
Merial), usando 1 mL de la mezcla por kg de peso. Luego se perfundieron via aorta con
una solucion de NaCl al 0.9%, seguido de 5 mL por gramo de peso del fijador Somogyi
(4% (p/v) paraformaldehido, 0,2% (p/v) acido picrico en buffer fosfato 0,1 M; pH 7.,4).
Una vez perfundidos, los cerebros se extrajeron cuidadosamente para obtener tres
secciones coronales que se fijaron en solucién de Somogyi durante toda la noche a 4°C.
Los bloques de cerebro se lavaron sucesivamente durante 10 min, 30 min y 2 horas con
una solucion de buffer fosfato (PB 0,1M; pH 7,4), y se sumergieron secuencialmente
en una solucion de sacarosa en PBS al 10%, 20% y 30% (p/v). Tras la crioproteccion
del tejido se obtuvieron secciones coronales de 20 um de espesor mediante un criostato

(Leica CM 1950 AgProtect, Leica).

Las secciones coronales se lavaron tres veces en PB 0,1 M durante 10 minutos cada
vez, y posteriormente se incubaron en (i) anti-NeuN 1:1000 (MAB377, Millipore), o
anti-yH2AX 1:500 (05-636, Millipore) en Triton X-100 al 0,2% (Sigma) y suero de
cabra al 5% (Jackson Immoresearch) durante 72 h a 4°C en PB 0,1 M; (ii) anticuerpos
secundarios conjugados con fluor6éforo (Jackson Immunoresearch Laboratories) en
Triton X-100 al 0,05% y suero de cabra al 2% en 0,1 M PBS, durante 2 h a temperatura
ambiente; (iii) los nucleos se tifieron con 4,6-diamino-2-fenilindol 0,5 pg/mL (DAPI,
Sigma D9542) durante 10 minutos a temperatura ambiente [Rodriguez et al 2017].
Después de lavar con PBS, las secciones se montaron con el medio acuoso

Fluoromount™ (Sigma).

Las preparaciones se examinaron mediante microscopia de epifluorescencia empleando
conjuntos de filtros apropiados de un microscopio (Nikon Invertided microscope
Eclipse Ti-E, Japan) equipado con un iluminador de fibra precentrado (Nikon
Intensilight C-HGFI) y una camara digital B/N CCD (Hamamatsu, ORCAER), o
mediante un microscopio confocal espectral (Leica TSC-SL, Leica Microsystems) con

tres laseres: multiline Argon (488 nm), Helium-Neon (543 nm) y Helium-Neon (633
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nm); y equipado con objetivos 40X y 63X (1.4) HCX PL Apo en aceite de inmersion
para imagenes de alta resolucion. Las cuantificaciones se realizaron por triplicado, en
tres regiones de corteza o estriado de tres secciones consecutivas, con cada animal wt
y mCAT, a partir de imdgenes de epifluorescencia. Se cont6 el numero de células totales
y neuronas de cada region utilizando tincion de DAPI y NeuN, respectivamente,
utilizando el programa de procesamiento de iméagenes ImageJ (Image] 1.48v; Java

1.6.0_65 [64-bit]).

La técnica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl! transferase dUTP nick end-labelling)
se realizO en secciones cerebrales siguiendo el protocolo del fabricante (Roche
Diagnostics). Las secciones de cerebros fijadas, se preincubaron en buffer de TUNEL
que contiene CoCl> 1 mM, cacodilato de sodio 140 mM y 0,3 % de triton X-100 en Tris
buffer 30 mM, pH 7,2, durante 30 minutos. Después de la incubacion a 37°C con la
mezcla de reaccion TUNEL que contiene el enzima desoxinucleotidil transferasa
terminal (800 U/mL) y la mezcla de nucle6tidos (dUTPs 1 mM) durante 90 minutos, se
lavaron los cortes de cerebro con PBS y se realizé una tincion con estreptavidina unida

al fluoréforo Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories) [Rodriguez et al, 2017].
14. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todas las determinaciones en neuronas en cultivo se realizaron, al menos, en tres
réplicas bioldgicas. Los valores se expresaron como medias = S.E.M. (error estdndar
de la media) de, al menos, tres experimentos independientes. La significatividad se
determiné mediante analisis de la varianza (ANOVA), seguido del test de Bonferroni
(para comparaciones multiples) o el test de la ¢ de Student (para comparaciones entre
dos unicos grupos de valores). En todos los casos, un valor de p<0,05 se considerd
estadisticamente significativo. El andlisis estadistico se realiz6 con ayuda del software

SPSS® Statistics 22.0 para Macintosh (SPSS Ibérica, IBM Company).
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1. CARACTERIZACION DEL MODELO mCAT EN CULTIVO
PRIMARIO DE NEURONAS

1.1. Las neuronas mCAT expresan catalasa en la mitocondria

El estrés oxidativo estd muy vinculado con la fisiopatologia del ictus isquémico.
Aunque su efecto neurotdxico es bien conocido, en contra de lo observado en los
modelos preclinicos, las terapias antioxidantes empleadas hasta el momento no han
logrado la eficacia esperada en la practica clinica. Por ello, es necesario el estudio de la
funcién neuroprotectora de los mecanismos antioxidantes en la isquemia cerebral para
la identificacion de potenciales dianas terapéuticas y el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas en ictus. Debido al papel fundamental de la mitocondria en la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) [Bolafios et al, 2009], en el presente trabajo
generamos, mediante un abordaje genético, un nuevo modelo animal que expresa la
enzima catalasa en la mitocondria de manera constitutiva [Vicente-Gutiérrez et al.
2019]. Asi, se pretenden reducir los niveles enddgenos de ROS, aprovechando la
capacidad antioxidante de la catalasa, que cataliza la descomposicion de perdxido de

hidrogeno (H20>) en oxigeno molecular y agua (Figural6).

Figura 16. Estrategia mCAT (esquema de mitocondria y reaccion de catalasa...)

Tal y como se describe en el apartado de Material y Métodos, la expresion mitocondrial
de la catalasa (mCAT) se consigui6é insertando, aguas arriba, la secuencia de
localizacidon mitocondrial de la subnunidad VIII de la citocromo oxidasa mitocondrial
(C8), seguido de la secuencia de hemaglutinina (HA) del virus de la gripe humana, que
permitird su deteccion y localizacion subcelular (Figura 6) [Vicente-Gutiérrez et al.
2019].

En primer lugar, comprobamos en homogenados celulares la expresion de la catalasa.
Para ello, se realizaron cultivos primarios de neuronas corticales de raton [Gomez-
Sanchez et al. 2011] y se realizaron estudios de transferencia tipo western blot, asi como
ensayos de inmunofluorescencia para la deteccion de HA (Figura 17). Como se muestra
en la Figura 17A, la expresion del tag HA se detecta inicamente en neuronas mCAT y
no en neuronas control (wt). Ademas, observamos que la construcciéon no afecta
negativamente a la cantidad del enzima en neuronas. Del mismo modo, mediante

inmunocitoquimica confirmamos la presencia de HA en neuronas mCAT (Figura 17B).
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Figura 17. Expresion de la proteina catalasa mitocondrial en homogenados de neuronas
corticales mCAT. (A) Inmunodeteccion de HA y catalasa en homogenados celulares mediante
transferencia tipo western blot. Se emplea GAPDH como control de carga. (B) Imagenes
representativas de neuronas corticales. Las imagenes muestran el patron de expresion del tag
HA (verde) en neuronas que expresan la catalasa mitocondrial (mCAT). Se utiliza TOPRO-3
(morado) como marcaje nuclear.

Para verificar que nuestra proteina de interés se localiza exclusivamente en las
mitocondrias de las neuronas mCAT, realizamos experimentos de fraccionamiento
subcelular (Figura 13). De este modo verificamos, por transferencia de tipo western
blot, asi como mediante técnicas de inmunofluorescencia, que el tag HA y, por tanto,
la proteina mCAT, se encuentra Uinicamente en la fraccion mitocondrial (Figural82).
Cabe mencionar que la tenue banda observada en citosol podria corresponder a la
proteina que estd siendo sintetizada y que, posteriormente, migrard hacia su
localizacion mitocondrial (Figura 18A). Como se muestra en la Figura 18B, la
deteccion de marcadores mitocondriales, como son las subunidades enzimaticas
MTCOI1 (subunidad I de la citocromo c oxidasa, complejo IV) y SDHA (subunidad A
de la succinato deshidrogenasa, complejo II) [Vicente-Gutiérrez et al. 2019], nos
permitié confirmar la localizacion mitocondrial de mCAT de una manera mas precisa

mediante inmunocitoquimica.
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Figura 18. Expresion mitocondrial de la proteina catalasa en fracciones subcelulares de
neuronas corticales mCAT. (A) Inmunodeteccion mediante transferencia tipo western blot.
Se emplea VDAC como marcador mitocondrial y S6 como marcador citosdlico. (B) Las
imagenes representativas muestran el patrén de expresion del tag HA (verde) en neuronas
corticales de animales mCAT y su colocalizacion con los marcadores mitocondriales MTCO1
y SDHA (rojo). Se utiliza DAPI (azul) como marcaje nuclear.

Por tanto, nuestros resultados demuestran que nuestro modelo mCAT expresa
correctamente la enzima catalasa y que ésta se acumula en la mitocondria de neuronas

corticales de raton.

1.2. La presencia de la catalasa en la mitocondria no altera los

procesos de diferenciacion neuronal

Al tratarse de un modelo constitutivo, quisimos conocer si la expresion ectopica de la
enzima catalasa modifica el proceso de diferenciacion neuronal in vitro. En primer
lugar, realizamos microfotografias de neuronas wt y mCAT a los 3, 6 y 9 dias en cultivo
(Figura 19). Observamos que no se aprecian diferencias morfologicas aparentes entre

ambos genotipos.
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Figura 19. La expresion de catalasa en la mitocondria no afecta a la morfologia neuronal.
Se realizaron cultivos primarios de neuronas corticales control (wt) y mCAT. Se muestran
imagenes representativas de microscopia de contraste de fases de neuronas corticales primarias
(N) de raton wt y mCAT a 3, 6 y 9 dias en cultivo in vitro (DIV).

Mediante inmunofluorescencia realizamos el seguimiento del patron de expresion de la
proteina neuronal MAP2 (Microtubule-associated protein 2) durante la diferenciacion
en cultivo, alos 3, 6 y 9 DIV. Como se muestra en la Figura 4, la expresion mitocondrial
de la catalasa no afect6 a la expresion de MAP2, lo que parece descartar un efecto de

la enzima sobre la diferenciacion neuronal (Figura 20).

N3DIV N6DIV NODIV

.

Figura 20. La expresion de catalasa en la mitocondria no afecta a la diferenciacion
neuronal. Se realizaron cultivos primarios de neuronas corticales control (wt) y mCAT. Se
realizd inmunocitoquimica del marcador neuronal MAP2 (rojo) y TOPRO (azul) como
marcador nuclear. Se muestran imagenes representativas de microscopia confocal de neuronas
corticales primarias (N) de raton wt y mCAT, a 3, 6 y 9 dias en cultivo in vitro (DIV).
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Para estudiar este fendmeno a nivel molecular, realizamos un estudio mas exhaustivo
incluyendo, ademas de MAP2, otros indicadores neuronales, como son Tuj-1 (Neuron-
specific class Il beta-tubulin) y Tau (proteina asociada a microtubulos) [Dehmelt and
Halpain 2005, 204]. Como se muestra en la Figura 21, la expresion de los tres
marcadores neuronales es comparable en ambos genotipos. En los dos casos, la
expresion de las proteinas MAP2, Tujl y Tau incremento con el tiempo, al menos hasta
los 9 DIV. Cabe mencionar que a dia 12 de cultivo, se observé un descenso en los
niveles de expresion de estas proteinas, que es mas pronunciado en las neuronas mCAT.
Este hecho podria indicar un envejecimiento prematuro de las neuronas mCAT vy, por
tanto, un posible papel fisiologico de los ROS mitocondriales en el envejecimiento
neuronal, que se abordara en el futuro. En cualquier caso, hay que resaltar que no se
observaron diferencias hasta los 9 DIV, momento de diferenciacion optimo para la
realizacion de los estudios de excitotoxicidad en neuronas in vitro [Rodriguez et al.
2018, 2437; Lapresa et al. 2019, 19]. Por ello, los experimentos posteriores los

realizamos en neuronas de 8-9 DIV.
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Figura 21. La expresion de catalasa en la mitocondria no afecta a la expresion de
marcadores neuronales durante la diferenciacién. Imagen representativa de la
inmunodeteccion mediante western blot de los niveles de expresion de MAP2, Tujl y Tau en
animales control (wt) y mCAT. Se emplea GAPDH como control de carga.

1.3. La presencia de catalasa en la mitocondria no modifica la

funcionalidad neuronal

Una vez demostrado que la localizacién mitocondrial de la catalasa no afecta a la
diferenciacion neuronal, quisimos analizar si las caracteristicas morfologica y funcional

de las sinapsis se mantenian inalteradas en el modelo experimental mCAT.
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En una primera aproximacion realizamos experimentos de inmunofluorescencia para
observar la distribucion del marcador presinaptico ‘Bassoon’, una proteina que se
localiza en los terminales presindpticos y que participa en la organizacion estructural
del sitio de liberacion de neurortansmisores [Richter et al. 1999, 437]. Comprobamos
que la expresion de catalasa en la mitocondria (mCAT) no altera el patron observado

en neuronas en cultivo de animales control (wt) (Figura 22).

BASSOON

15 um

Figura 22. La expresion de catalasa en la mitocondria no afecta a la expresion de
marcadores presinapticos Se realizdo inmunocitoquimica del marcador Bassoon (rojo). Se
muestran imagenes representativas de microscopia confocal de neuronas corticales primarias
de ratén wt y mCAT a los 6 dias in vitro.

A continuacién, estudiamos los niveles de expresion de diferentes marcadores
sinapticos: 1) Bassoon y sinaptofisina (SYP) como marcadores presinapticos, y ii) PSD-
95, como marcador postsinaptico (Figura 23).

Como ya se ha mencionado, Bassoon es el principal regulador de la composicion
molecular de los sitios de liberacion de neurotransmisores presindpticos [Davydova et
al. 2004, 181]. Se trata de una proteina de gran peso molecular localizada en la zona
activa de los terminales presinapticos que participa ademas en la organizacion
estructural de los sitios de liberacion de neurotransmisores [Richter et al. 1999, 437].
Adicionalmente, en los terminales presinapticos también se acumula sinaptofisina
(SYP), una glicoproteina transmembrara de menor tamafio que se encuentra en
pequenias vesiculas presinapticas de las células nerviosas y en las microvesiculas de las
células neuroendocrinas [Wiedenmann and Franje 1985, 1017]. En ambos casos,
demostramos que los niveles de las proteinas presindpticas no se vieron afectados por
la presencia de la catalasa en la mitocondria neuronal. Como se muestra en la Figura
23, el patron observado en neuronas mCAT de 3, 6 y 9 DIV es similar al control (wt).

De la misma manera, observamos que la proteina postsinaptica PSD-95 (Postsynaptic

density protein 95), esencial para la maduracion sinaptica y la plasticidad neuronal
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[Zheng et al. 2012, 381] se acumuld durante la primera semana de cultivo, de manera
que en el dia 9 de cultivo, no detectamos diferencias significativas en su patron de
expresion entre ambos genotipos (Figura 23).

Como ya habiamos observado con los marcadores neuronales (Figura 21), los
marcadores sindpticos, especialmente Bassoon y PSD-95, disminuyeron a los 12 DIV,
siendo la disminucién mas pronunciada en las neuronas mCAT. Estos resultados
confirman un envejecimiento prematuro de las neuronas mCAT. Estos resultados son
de gran interés y abre una nueva linea de investigacién en nuestro grupo en relacion
con un posible papel fisiologico de los ROS en el mantenimiento de la homeostasis

neuronal y la prevencion del envejecimiento prematuro, que se abordara en el futuro.

wit mCAT

Mv 3 6 9 12 3 6 9 12 Diasin vitro (DIV)
(kDa)

o50] gam s o aa A BN

150- - i - =

' - | BASSOON

100

70-

PSD-95

,0---.-.-;@
5| ——— | AP D

Figura 23. La expresion de catalasa en la mitocondria no afecta a la expresion de
marcadores sindpticos. Imagen representativa de la inmunodeteccion mediante western blot
de los niveles de expresion de proteinas pre- (Bassoon, SYP) y post- (PSD-95) sinapticas en
animales control (wt) y mCAT. Se emplea GAPDH como control de carga.
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2. FUNCION NEURPROTECTORA DE LA CATALASA
MITOCONDRIAL EN LA EXCITOTOXICIDAD IN VITRO

2.1. La presencia de la catalasa en la mitocondria previene el
aumento de ROS en neuronas corticales tras la estimulacion con

glutamato

Aunque la secuencia de acontecimientos que median la muerte neuronal tras un insulto
isquémico no se conoce con exactitud, se sabe que la excitotoxicidad, o muerte neuronal
provocada por la estimulacion de los receptores de glutamato [Olney et al. 1971, 294;
Choi et al. 1988, 623; Bolafios 2009, 1299], desempena una funcion esencial en el
proceso neurodegenerativo. Por ello, y con objeto de estudiar el efecto de los
antioxidantes dirigidos a la mitocondria en fendmenos de neuroproteccion recurrimos,
como primera aproximacion experimental, a un modelo de excitotoxicidad in vitro por
estimulacion con glutamato, ampliamente utilizado en el grupo [Almeida et al. 1998,
209; Maestre et al. 2008; Gémez-Sanchez et al 2011; Veas Pérez de Tudela et al. 2015].
Lo primero que hicimos fue comprobar si este modelo podria afectar a la expresion de
la catalasa mitocondrial en las neuronas de animales mCAT. Para ello, neuronas
corticales en cultivo primario de ratones de ambos genotipos (wt y mCAT) se incubaron
en presencia de concentraciones excitotdxicas de glutamato (Glu, 100 pM) o en
condiciones control, en presencia de glicina (10 uM), durante 10 minutos a 37°C
[Almeida et al. 1998, 209]. Posteriormente, las neuronas se incubaron en medio de
cultivo y se analizaron los niveles de catalasa mediante transferencia tipo western blot,
durante 4 6 24 horas tras la estimulacion.

Observamos que los niveles de catalasa, asi como del tag HA, no variaron en respuesta
al estimulo excitotoxico durante los tiempos de post-estimulacion analizados (Figura

24).
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Figura 24. El modelo de excitotoxicidad in vifro no afecta a la expresion de la catalasa en
la mitocondria. Neuronas corticales de 9 DIV de ambos genotipos (wt y mCAT) se incubaron
en presencia de concentraciones excitotoxicas de glutamato (100 uM) y se tomaron muestras a
distintos tiempos (0, 4, 24 h) post-estimulacion. Imagen representativa de la inmunodeteccion
mediante western blot de los niveles de expresion de catalasa y el tag HA. Se utiliz6 GAPDH
como control de carga.

La activacion sostenida de los receptores de glutamato, especialmente los receptores
NMDA, provoca la apertura de los canales de calcio acoplados a dichos receptores v,
en consecuencia, la entrada masiva del i6n al interior de la neurona [Bolafios et al 2009].
De hecho, los receptores ion6tropicos del glutamato tipo NMDA son los principales
responsables del dafio neuronal que sigue a la isquemia debido a su mayor
permeabilidad al Ca** y, por tanto, contribuyen en gran medida al desequilibrio i6nico
[Gomez-Sanchez et al. 2011; Rodriguez-Rodriguez et al. 2013, 750; Veas Pérez de
Tudela et al. 2015], causando la mayoria de los efectos excitotoxicos del glutamato
[Yuan et al., 2003, 401; Mehta et al., 2007, 34; Eltzschig et al., 2011, 1391]. En este
punto, quisimos investigar si la construccion mCAT podria estar afectando a la
funcionalidad de los receptores de glutamato, especialmente a los receptores NMDA.
Para ello, se incubaron las neuronas en presencia de concentraciones excitotoxicas de
glutamato (100 uM) o NMDA (10 uM), un agonista selectivo del receptor ionotropico
de glutamano, NMDA [Almeida and Bolafios 2001, 676; Jiménez-Blasco et al 2015,
1877]. A continuacion, medimos los niveles de Ca?" citosélico libre utilizando la sonda
fluorescente Fura-2 (Figura 9). Como se observa en la Figura 25, la concentracion de
Ca®' intracelular aumentd de forma similar en las neuronas de ambos genotipos,
después del estimulo excitotoxico, tanto con glutamato como con NMDA. Ademas, la
adicion del inhibidor MK801 (10 uM) previno la activacion de los receptores NMDA
y, en consecuencia, la entrada de Ca?" en neuronas wt y mCAT. Estos resultados
demuestran que la localizacion mitocondrial de la catalasa no parece interferir en la ruta
de activacion de los receptores de glutamato y, en consecuencia, en la posterior entrada

de Ca?" en las neuronas.
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Figura 25. La expresion de catalasa en la mitocondria no afecta a la activacion de
receptores de glutamato. La estimulacion de receptores NMDA con glutamato (100 uM) y
NMDA (10 uM) produjo un incremento en la concentracion de Ca®* citosélico libre en neuronas

corticales. Los registros de Ca*" citosolico libre se realizaron analizando la fluorescencia

emitida por la sonda Fura2 después de la excitacion a 340/380 nm. El incremento de Ca*"

citosolico como consecuencia de la activacion de receptores NMDA se previno con el
tratamiento previo con MKS801 (10 pM). En la condicion control se incubaron las neuronas en
ausencia de estimulo excitotoxico, unicamente en presencia de glicina (10 mM).

Uno de los principales eventos moleculares que tienen lugar tras un estimulo
excitotoxico es la generacion de ROS, especialmente ROS mitocondriales [Bolafios and
Almeida 1999, 415; Almeida and Bolafios, 2001, 676; Bolaios et al. 2009, 1299]. Por
ello, una vez demostrado que las neuronas de ambos genotipos (wt y mCAT) responden
de forma similar a un estimulo excitotoxico, quisimos comprobar si las neuronas
mCAT, presentaban diferentes niveles de ROS en comparacion con las neuronas wt
(Figura 26). Con este fin, determinamos la produccion de H>O> en neuronas wt y
mCAT, empleando la sonda fluorescente Amplex®Red. Observamos que la expresion
de la catalasa en la mitocondria (mCAT) previno totalmente el aumento en la
produccion de H>O> celular observado en neuronas wt tras la estimulacion con
glutamato (Figura 26A). Para detectar especificamente la generacion de ROS en la
mitocondria, utilizamos la sonda fluorescente MitoSox, que se acumula en el organulo
y, mediante citometria de flujo, nos permite cuantificar la producciéon de anion
superoxido (O2~) mitocondrial. Esta sonda fluorescente es permeable a la célula y
accede facilmente a la mitocondria a favor de potencial de membrana mitocondrial
(A¥m), gracias a un grupo cationico presente en su molécula. La excitacion de la sonda
por Oy~ produce una modificaciéon con un espectro de emision de fluorescencia
caracteristico que puede ser monitorizado. Asi, nuestros resultados mostraron que la

estimulacion de las neuronas con glutamato indujo un incremento en los niveles de O>™~
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de manera tiempo dependiente. Sin embargo, la presencia de catalasa en la mitocondria
previno prevenir dicho incremento de los ROS mitocondriales (Figura 26B).
Estos resultados confirman que la catalasa mitocondrial es funcional, ya que es capaz

de prevenir la producciéon de ROS en neuronas en cultivo tras la estimulacion

excitotoxica.
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Figura 26. La expresion de catalasa en la mitocondria reduce los niveles de ROS en
respuesta a un estimulo excitotoxico. Neuronas corticales de 9 DIV de ambos genotipos (wt
y mCAT) se incubaron en presencia de concentraciones excitotoxicas de glutamato (100 uM).
Se tomaron muestras a distintos tiempos post-estimulacion (horas). (A) La determinacion de la
cinética de liberacion de H,Os se llevo a cabo mediante la deteccion fluorimétrica de la sonda
Amplex“Red. (B) La sonda MitoSox®, sensible a anién superéxido(O,"), se empled para
determinar los ROS mitocondriales en ambos genotipos (wt y mCAT) (*p<0,05 vs control;
#p<0,05 vs wt). Los datos son medias + S.E.M. de, al menos, 3 cultivos independientes.
(ANOVA, post-hoc Bonferroni)

La generacion de ROS, fundamentalmente por la mitocondria, es uno de los principales
factores responsables de la muerte neuronal causada por la excitotoxicidad [Bolafios
and Almeida 1999, 415; Bolafios et al. 2009, 1299]. Por ello, el siguiente paso fue
analizar el papel de la terapia antioxidante dirigida a la mitocondria en la supervivencia
neuronal en el modelo de excitotoxicidad in vitro. Estudiamos la susceptibilidad de las
neuronas al dafio excitotoxico con glutamato en ambos genotipos (wt y mCAT), en
funcién del tiempo post-estimulacion (Figura 27). En primer lugar, analizamos el
porcentaje de neuronas apoptéticas (AnexinaV'/7AAD") mediante citometria de flujo
(Figura 27A). La estimulacion con glutamato produjo un aumento significativo en la
muerte neuronal por apoptosis en las neuronas wt. Este incremento fue dependiente del
tiempo tras el estimulo excitotoxico. Por el contrario, las neuronas que expresan

catalasa en la mitocondra (mCAT) resultaron ser resistentes al dafio excitotoxico, tanto
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a las 4 como a las 24 horas post-estimulacion. Para confirmar estos resultados,
determinamos la actividad de la caspasa-3 mediante fluorimetria, como un segundo
marcador de apoptosis neuronal (Figura 27B). Demostramos mediante esta
metodologia que la presencia de la catalasa en la mitocondria previno el aumento de la

actividad de la caspasa-3 tras la estimulacion con glutamato, que si observamos en las

neuonas wt.
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Figura 27. La expresion de catalasa en la mitocondria promueve la supervivencia
neuronal después de un estimulo excitotoxico. Neuronas corticales de 9 DIV de ambos
genotipos (wt y mCAT) se incubaron en presencia de concentraciones excitotoxicas de
glutamato (100 uM). Se tomaron muestras a distintos tiempos post-estimulacion (horas). (A)
Analisis mediante citometria de flujo para determinar el porcentaje de neuronas apoptoticas
(AnexinaV'/7AAD"). (B) Analisis de la actividad de la Caspasa-3 mediante fluorimetria. Los
resultados se expresan en actividad de Caspasa-3 (pmol AMC/h/ug proteina) (*p<0,05 vs
control; #p<0,05 vs wt) Los datos son medias = S.E.M. de, al menos, 3 cultivos independientes.
(ANOVA, post-hoc Bonferroni)

En conjunto, nuestros resultados demuestran que la expresion de la enzima catalasa en
la mitocondria previene la generacion de ROS causada por la estimulacion de los
receptores el glutamato, a pesar de no afectar a la entrada de calcio intracelular. Es mas,
la mCAT confiere neuroproteccion a las neuronas frente a la excitotoxicidad, lo que le

convierte en una atractiva herramienta frente al dafio isquémico.

2.2. La presencia de la catalasa en la mitocondria tiene un efecto

neuroprotector en la isquemia experimental

Como hemos comentado, el fendémeno de excitotoxicidad [Olney et al. 1971, 294] tiene

lugar después de la isquemia, momento en que se libera gran cantidad de glutamato al
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espacio extracelular. Ademas, la produccion de radicales libres se sabe que contribuye
a la neurotoxicidad asociada a la isquemia [Bolafios and Almeida 1999, 415; Bolafios
et al. 2009, 1299]. En concreto, se ha visto que durante el periodo de privacion de
oxigeno y glucosa se produce una acumulacidon de anidén superdxido que inhibe la
actividad del complejo I [Bolafos and Almeida 2002, 207]. Estas premisas sugieren
que los resultados obtenidos en el modelo con estimulacion por glutamato deberian
poder extrapolarse a un modelo de isquemia in vitro [Bolafios and Almeida 2002, 207].
Por ello, nuestro siguiente objetivo fue analizar el papel neuroprotector, ejercido por la
expresion de catalasa en la mitocondria, en la isquemia experimental. Para ello,
realizamos un protocolo de isquemia experimental in vitro, que consiste en incubar a
las neuronas en ausencia de glucosa y oxigeno (OGD, Oxygen and Glucose
Deprivation), durante 90 minutos. Posteriormente, las neuronas se incubaron el medio
de cultivo, en presencia de oxigeno y glucosa, simulando la reoxigenacion [Almeida et
al. 2002].

En primer lugar, y dado uno de los factores responsables de la muerte neuronal
isquémica es la generacion de ROS [Bolafos and Almeida 1999, 415; Bolafios et al.
2009, 1299], quisimos confirmar la produccion mitocondrial de anidén superoxido (02~
) en el modelo de OGD. Como se muestra en la Figura 28, la presencia de la catalasa
en la mitocondria (mCAT) previno el aumento de ROS causado por la OGD y posterior
reoxigenacion, observado en animales control (wt). Por tanto, la expresion de mCAT
podria tener un efecto neuroprotector frente a la isquemia, como hemos observado en

condiciones excitotoxicas.
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Figura 28. La expresion de catalasa en la mitocondria reduce los niveles de ROS en
respuesta a la isquemia experimental in vitro. Neuronas corticales de 9 DIV de ambos
genotipos (wt y mCAT) se incubaron en ausencia de glucosa y 0><1% durante 90 minutos. Se
tomaron muestras a distintos tiempos de reoxigenacion (horas). Como control se llevo la
condicion de Normoxia, incubando las células en presencia de glucosa 'y O 21%. Se empleo la
sonda MitoSox®, sensible a anion superdxido (O,™), para determinar los ROS mitocondriales
en ambos genotipos (wt y mCAT) (¥*p<0,05 vs control; #p<0,05 vs wt). Los datos son medias
+ S.E.M. de, al menos, 3 cultivos independientes. (ANOVA, post-hoc Bonferroni)

Para evaluar la posible actividad neuroprotectora de la expresion de catalasa en la
mitocondria tras la OGD, analizamos la apoptosis neuronal mediante la deteccion de
neuronas AnexinaV'/7AAD- por citometria de flujo (Figura 29). Mientras que el
modelo de isquemia experimental increment6 la apoptosis en las neuronas wt, las
neuronas mCAT resultaron ser resistentes al insulto isquémico. Por tanto, la expresion

de catalasa en la mitocondria tiene un efecto neuroprotector frente a la isquemia in vitro.
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Figura 29. La expresion de catalasa en la mitocondria previene la muerte neuronal
después de la isquemia experimental. Neuronas corticales de 9 DIV de ambos genotipos (wt
y mCAT) se incubaron en ausencia de glucosa y 0,<1% durante 90 minutos. Se tomaron
muestras a distintos tiempos de reoxigenacion (horas). Como control se llevo la condicion de
Normoxia, incubando las células en presencia de glucosa y O 21%. Analisis mediante
citometria de flujo para determinar el porcentaje de neuronas apoptoticas (AnexinaV'/7AAD")
(*p<0,05 vs control; #p<0,05 vs wt) Los datos son medias = S.E.M. de, al menos, 3 cultivos
independientes. (ANOVA, post-hoc Bonferroni)

Adicionalmente, realizamos ensayos de inmunofluorescencia empleando anticuerpos

especificos contra la Caspasa-3 activa, en cultivos de neuronas de ambos genotipos tras

del protocolo de OGD (Figura 30).
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Figura 30. La expresion de catalasa en la mitocondria promueve la supervivencia
neuronal tras la isquemia in vitro. Neuronas corticales de 9 DIV de ambos genotipos (wt y
mCAT) se incubaron en ausencia de glucosa y 0,<1% durante 90 minutos. Como control se
llevo la condicién de Normoxia, incubando las células en presencia de glucosa'y O 21%. A las
4 horas de reoxigenacion se realizé inmunocitoquimica del marcador neuronal MAP2 (verde),
Capasa-3 activa (rojo) y DAPI (azul) como marcador nuclear. Se tomaron imagenes de
epifluorescencia de neuronas corticales primarias de raton wt y mCAT.

Los resultados en neuronas corticales en cultivo primario nos permiten concluir que la
expresion de la catalasa en la mitocondria es neuroprotectora. Asi, la enzima previene
la generacion de ROS y, con ello, la muerte neuronal en condiciones excitotoxicas,
como es la isquemia. Por tanto, la terapia antioxidante dirigida a la mitocondria podria
representar una nueva herramienta en el desarrollo de nuevas terapias en los procesos

isquémicos, como en el ictus.

3. EFECTO NEUROPROTECTOR DE LA CATALASA
MITOCONDRIAL EN LA ISQUEMIA CEREBRAL IN VIVO

Los modelos animales representan una mejor aproximacion traslacional de los
resultados experimentales que los cultivos celulares. De hecho, los modelos in vivo de
isquemia cerebral han sido y son esenciales para estudiar los procesos fisiopatologicos
implicados en la isquemia y establecer nuevas vias de actuacion terapéutica frente al
dafio isquémico. Por ello, nuestro siguiente objetivo fue confirmar la funcion
neuroprotectora de la terapia antioxidante dirigida a la mitocondria en un modelo de
isquemia cerebral in vivo. Ratones wt (+/+) y ratones mCAT (+/mCAT) se sometieron
a un modelo de oclusién transitoria de la arteria cerebral media (tMCAO) (Figura 15)

[Rodriguez et al. 2018, 2437]. Como se muestra en la Figura 31, el volumen de lesion a
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las 24 horas de la isquemia experimental resulté ser significativamente menor en los
animales mCAT (25,5 + 2,6 mm?) respecto a los animales control (53,5 + 7,4 mm?).
Esta reduccion de aproximadamente un 50%, demuestra que la presencia de catalasa en
la mitocondria tiene un importante efecto neuroprotector frente al dafio isquémico in

vivo, lo que concuerda con los resultados observados in vitro.
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Figura 31. La expresion de catalasa en la mitocondria reduce el volumen de lesion en
ratones mCAT después de la isquemia in vivo. Ratones de ambos genotipos, wt (+/+) y
mCAT (+/mCAT), se sometieron a isquemia experimental in vivo (oclusion transitoria de la
arteria cerebral media, tMCAOQO, 30 minutos). (A) Imagenes representativas de secciones de
cerebros de ratones wt y mCAT a las 24 horas después de la oclusion. (B) El volumen de lesion
(mm®) se determind en secciones histologicas mediante tincién con cloruro de tetrazolio (TTC).
Los valores se expresan como medias = S.E.M. (n=3 ratones por grupo). (#p<0,05 vs wt) (¢ de
Student)

Ante situaciones de estrés celular, se produce la estabilizacion de la proteina supresora
de tumores p53 y, como consecuencia, la parada de ciclo celular, senescencia y/o
apoptosis, dependiendo del contexto celular [Jin and Levine 2001, 4139; Culmsee and
Mattson 2005, 716]. Tras la isquemia cerebral, p53 se acumula y activa rdpidamente en
el tejido dafado, provocando la apoptosis celular, especialmente en neuronas, lo que
finalmente condiciona el dafo cerebral y, con ello, el prondstico funcional de los
pacientes de ictus [Gomez-Sanchez et al. 2011, 429; Rodriguez et al. 2017, 144;
Rodriguez et al. 2018, 2437]. Es mas, la prevencion o disminucion de la apoptosis
neuronal tras la isquemia se plantea como una posible via de actuacién para mitigar el
dafio cerebral y, con ello, la recuperacion funcional de los pacientes de ictus [Almeida
2013, 71]. Por ello, nuestro siguiente objetivo fue estudiar el posible impacto de la
terapia antioxidante dirigida a la mitocondria en la apoptosis celular causada por la
isquemia/reperfusion in vivo. Asi, ratones de ambos genotipos, wt (+/+) y mCAT
(+/mCAT), se sometieron al modelo de tMCAO durante 30 minutos y se determind la

apoptosis en secciones cerebrales mediante la técnica de TUNEL. Como se muestra en
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la Figura 32, el numero de células apoptoticas (TUNEL") fue menor en los cerebros de
animales mCAT que en los wt, a las 24 horas del dafo isquémico. Es mds, mediante la
doble tincion con el marcador neuronal NeuN y TUNEL (NeuN*, TUNEL"),
demostramos que la apoptosis neuronal en el hemisferio infartado fue
significativamente menor en los ratones que expresan mCAT, que en los ratones control
(wt) (Figura 32). Estos resultados aportan solidez a los obtenidos en cultivos de
neuronas in vitro y demuestran que la expresion de la catalasa en la mitocondria protege
a las neuronas del dafio isquémico, lo que probablemente condicione una mejor

recuperacion funcional tras la isquemia.
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Figura 32. La expresion de catalasa en la mitocondria protege a las neuronas mCAT de
la muerte por apoptosis después de la isquemia in vivo. Ratones de ambos genotipos, wt
(+/+) y mCAT (+/mCAT), se sometieron a isquemia experimental in vivo (oclusion transitoria
de la arteria cerebral media, tMCAQ, 30 minutos). (A) Imagenes representativas de la zona
seleccionada para cuantificar la apoptosis celular en secciones de cerebros de ratones wt y
mCAT, a las 24 horas después de la oclusion. (B) Cuantificacion de la apoptosis celular (células
TUNEL") en dos regiones del cerebro (estriado y corteza) de hemisferio contralateral (contral:
sano) e ipsilateral (ipsi: dafiado). (C) Cuantificacion de la apoptosis neuronal (células NeuN™
TUNEL") Los valores se expresan como medias + S.E.M. (n=3 ratones por grupo; al menos 3
medidas en cada region/animal). (*p<0,05 vs control; #p<0,05 vs wt) (ANOVA, post-hoc
Bonferroni)

Est4 bien documentado que el estrés oxidativo que sufren las células tras la isquemia

produce lesiones en el DNA. Es mas, las neuronas son especialmente susceptibles al
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dafo neuronal inducido por la isquemia [Huttner et al. 2014, 801]. Principalmente se
producen modificaciones puntuales, oxidacion o pérdida de bases nitrogenadas, que
dan lugar a roturas de cadena sencilla del DNA [Li et al. 2018, 208]. Este tipo de dafio
oxidativo en el DNA ha sido ampliamente estudiado en las tltimas décadas y se sabe
estd asociado a fenémenos de neurodegeneracion [Canugovi et al. 2013, 578].
Recientemente, se ha demostrado que las neuronas también tienen la capacidad de
reparar roturas de doble hebra en el DNA, un dafio mds severo que se produce tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas [Suberbielle et al. 2013, 613; Madabhushi
et al. 2014, 266]. En nuestro laboratorio hemos demostrado que el dafio en el DNA esta
estrechamente ligado a la supervivencia neuronal después de la isquemia [Sanchez-
Moran, Tesis Doctoral, 2018]. Dado que mCAT previene el estrés oxidativo y, en
consecuencia, incrementa la supervivencia neuronal tras la isquemia, decidimos
analizar la posible proteccion de la enzima sobre la integridad del DNA. Para ello,
ratones wt y mCAT se sometieron al modelo de isquemia cerebral in vivo y se analiz6
la acumulacion de histona H2AX fosforilada (YH2AX), conocido marcador de dafio
gendmico [Rogakou et al. 1998, 5858; Delgado-Esteban et al. 2013, 2879], mediante
transferencia tipo western blot (Figura 33) e inmunofluorescencia (Figura 34). Nuestros
resultados mostraron que la expresion de mCAT previno el dafio oxidativo en el DNA,
como revela la disminucion en los niveles de la acumulacién de YH2AX en neuronas a
las 24 horas tras de la isquemia (Figura 33). Es mas, mediante inmunofluorescencia
confirmamos dicha disminucion en distintas regiones (estriado y corteza), tanto del
hemisferio sano (contralateral) como del hemisferio dafado (ipsilateral), en animales

de ambos genotipos wt y mCAT (Figura 34).

El dafio en el DNA provoca la estabilizacion de p53, lo que parece ser responsable de
la muerte celular asociada a la inestabilidad gendémica [Hafner et al. 2019, 199]. Dado
que p53 estd implicada en el dafio isquémico [Almeida, 2013, 71], nuestro siguiente
paso fue detectar los niveles de p53 tras la isquemia experimental en los ratones wt y
mCAT. Como se muestra en la Figura 33, la expresion de catalasa en la mitocondria
previno la estabilizacion de p53, de manera similar al efecto observado sobre la

acumulacion de dafio en el DNA (YH2AX).

Por tanto, en condiciones isquémicas, la generacion de ROS en la mitocondria provoca
dafo oxidativo en el DNA y la consecuente la estabilizacion de p53, lo que culmina en

la apoptosis neuronal. La activacion de un sistema antioxidante en la mitocondria, como
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es la catalasa, previene dicha cascada neurotdxica, lo que le convierte en una buena
diana a tener en cuenta para el desarrollo de terapias neuroprotectoras en el ictus

isquémico.
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Figura 33. La expresion de catalasa en la mitocondria previene la estabilizacion de p53 y
el dafio en el DNA después de la isquemia in vivo. Imagen representativa de la
inmunodeteccion mediante western blot de los niveles de expresion de p53 y yYH2A X (marcador
de dafio en el DNA) en hemisferio contralateral (contra: sano) e ipsilateral (ipsi: dafiado) de
animales wt (+/+) y mCAT (+/mCAT), después de la isquemia experimental in vivo (oclusion
transitoria de la arteria cerebral media, tMCAOQO, 30 minutos). Se empled GAPDH como control
de carga.
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Figura 34. La expresion de catalasa en la mitocondria protege a las neuronas mCAT del
dafio oxidativo en el DNA después de la isquemia in vivo. Ratones de ambos genotipos, wt
(+/+) y mCAT (+/mCAT), se sometieron a isquemia experimental in vivo (oclusion transitoria
de la arteria cerebral media, tMCAQ, 30 minutos). (A) Imagenes representativas de la zona
seleccionada para cuantificar la sefial de YH2AX en secciones de cerebros de ratones wt y
mCAT a las 24 horas después de la oclusion. (B) Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia en dos regiones del cerebro (estriado y corteza) de hemisferio contralateral
(contra: control) e ipsilateral (ipsi: dafiado). Los valores se expresan como medias + S.E.M.
(n=3 ratones por grupo; al menos 3 medidas en cada region/animal). (*p<0,05 vs control;
#p<0,05 vs wt) (ANOVA, post-hoc Bonferroni)
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El ictus es una enfermedad cerebrovascular muy prevalente en paises desarrollados, es
la causa principal de discapacidad en el adulto y una importante causa también de
mortalidad [Boehme et al. 2017, 472]. Por tanto, el ictus es considerado un grave
problema asistencial y social, en continuo crecimiento, que requiere estrategias
especificas para la deteccion, el manejo y el tratamiento [Feigin et al. 2015, 161]. El
tratamiento del ictus en su fase aguda tiene como objetivo fundamental la restauracion
rapida del flujo sanguineo cerebral y la limitacion y reparacion de los tejidos afectados
[Rengel et al., 2018, 90]. En la actualidad, en algunos casos, esos objetivos se pueden
lograr mediante terapia farmacoldgica con el uso de tromboliticos, como el t-PA, o
técnicas intervencionistas como la trombectomia mecanica, o la combinacioén de ambas.
En ambas situaciones, el objetivo es recanalizar la arteria ocluida para restablecer el
flujo sanguineo (reperfusion) rapidamente en el area del infarto. Esta recanalizacion, a
pesar de resultar fundamental para recuperar la funciéon cerebral, provoca la
oxigenacion del tejido dafiado y, en consecuencia, la generacion de especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno, que son responsables del dafno celular durante la reperfusion
[Bolafios et al, 2009; Eltzschig and Eckle 2011, 1391; Granger and Kvietys, 2015, 255].
En este punto, cobra especial importancia la terapia antioxidante, ya que podria
disminuir o incluso evitar el dafo tisular producido por los radicales libres [Rachel et
al. 2014, 472]. Asi, el interés por la neuroproteccion se justificaria como un intento de
mejora sustancial en el prondstico de los pacientes de ictus [Chamorro et al. 2016, 869].
Con esta premisa, en los ultimos afos se han llevado a cabo multitud de estudios
preclinicos con sustancias neuroprotectoras. Muchos de ellos se han completado con
€xito, si bien la mayoria han fracasado en su traslacion a la clinica [Lo et al. 2003, 399;
Sutherland et al. 2012, 407]. Es posible que la mayoria de los compuestos ensayados
presenten dificultades para alcanzar una concentracion adecuada en la zona dafiada y,
mas especificamente, en la localizacion subcelular oportuna [Murphy 2014, 20]. Es
decir, el fracaso podria deberse a que los antioxidantes utilizados no consigan llegar a
la fuente intracelular generadora de los ROS. Puesto que la mitocondria es el principal
productor de ROS en la célula [Bolafios et al 2009], consideramos que el disefio de una
estrategia antioxidante dirigida especificamente a este orgdnulo podria ser de gran
relevancia para el desarrollo de nuevos tratamientos neuroprotectores en ictus. En el
presente trabajo, hemos utilizado un modelo murino que expresa de forma constitutiva
la enzima catalasa en la mitocondria (modelo mitocatalasa o mCAT) [Vicente-

Gutiérrez et al. 2019, 201]. Con este modelo, podemos analizar de una manera precisa
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el impacto de una terapia antioxidante dirigida especificamente a la mitocondria en la
muerte neuronal causada por la isquemia. Adicionalmente, nuestro modelo permite
estudiar el posible efecto de la ausencia de ROS mitocondriales endogenos sobre el

proceso de la diferenciacion neuronal.

La localizacion mitocondrial es otro punto importante de nuestro modelo mCAT, ya
que la catalasa que expresan en la mitocondria detoxifica el H>O», modificando
minimamente el metabolismo [Vicente-Gutiérrez et al. 2019, 201]. De hecho, hasta el
momento, se han descrito diferentes modelos animales para modular la cantidad de
ROS mitocondriales enddégenos que no contemplan este punto y si tienen repercusiones
metabolicas. Puede ser bien porque sobreexpresan enzimas, como superoxido
dismutasa mitocondrial (MnSOD), que detoxifican anidon superoxido generando otras
especies reactivas como H>O» [Chen et al. 1998, 2281], o bien porque reducen los
niveles de H>O» como nuestro modelo, pero lo hacen sobreexpresando enzimas
dependientes de nicotinamida como la peroxiredoxina [Matsushima et al. 2006, 1179].
Puesto que necesitan NADPH para su regeneracion, estarian alterando el ratio
NADPH/NADP* y el estado redox y, en consecuencia, el metabolismo celular. Otro
modelo muy interesante para reducir los ROS mitocondriales consiste en la expresion
de glutamato-cisteina ligasa en la mitocondria (mGCL) [Quintana-Cabrera et al. 2012].
Sin embargo, este sistema consume ATP, cisteina y glutamato por lo que puede
modificar también el metabolismo de las células. En la literatura existe un precedente
que emplea una forma de catalasa dirigida a la mitocondria [Schiner et al. 2005, 1909].
A diferencia de nuestro modelo, los autores no consiguen la insercion dirigida del gen
ni tampoco el control del nimero de copias insertadas. Por tanto, es posible que los
efectos que observan puedan ser resultado de cambios en la expresion de otros genes.
Todo ello hace que nuestro modelo sea idoneo para estudiar el efecto de la generacion
de radicales libres mitocondriales sobre diferentes procesos celulares, tanto en
condiciones fisiologicas, como puede ser la diferenciacion neuronal, como patologicas,

como la isquemia cerebral.

En condiciones fisiologicas, los ROS pueden tener un papel importante en la
diferenciacion neuronal y el mantenimiento de las sinapsis [Oswald, 2018, 679]. Los
resultados descritos en la presente memoria demuestran que la expresion de catalasa en
la mitocondria de neuronas no interfiere en la diferenciacion neuronal ni formacién de

sinapsis, al menos hasta los 9 dias de cultivo. Asi, la expresion de marcadores
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estructurales del estado de diferenciacion neuronal, como MAP2, Tujl y Tau, asi como
de proteinas sinapticas, como Bassoon, sinaptofisina y PSD-95, esenciales para el
establecimiento de sinapsis funcionales [Zheng et al. 2012, 381], en las neuronas
mCAT presentan un patréon de expresion similar al observado en animales control.
Ciertamente a dia 12 de cultivo, observamos un descenso significativo, principalmente
en MAP2 y proteinas sinapticas Bassoon y PSD-95, en ambos genotipos, si bien el
descenso es mas evidente en las neuronas mCAT. No podemos descartar que se trate
de un fenotipo de envejecimiento como consecuencia de la pérdida de ROS
senalizadores. Esto, sin duda, resulta de gran interés y abre una nueva linea de
investigacion en nuestro grupo en relacion con un posible papel fisioldgico de los ROS
en el mantenimiento de la homeostasis neuronal y la prevencion del envejecimiento

prematuro, que se abordara en el futuro.

El cerebro es un tejido muy vulnerable al estrés oxidativo [Bolafios, 2016, 115; Cobley
et al. 2018, 490], situacion que, como hemos comentado, se produce de manera brusca
tras un ictus. En realidad, durante la isquemia cerebral tiene lugar una cascada de
senalizacion compleja de eventos fisiopatologicos que incluyen excitotoxicidad, estrés
oxidativo, inflamacidn y apoptosis, entre otros [Lo et al. 2003, 399; Chamorro et al
2016]. El conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la lesion
isquémica es necesario para el desarrollo de nuevas estrategias terapetticas en ictus
[Patel and McMullen 2017, 542]. En concreto, entender cémo funcionan los
mecanismos antioxidantes y encontrar una aproximacion eficaz para reducir el estrés
oxidativo y trasladar a la clinica -algo hasta el momento inexistente- es una de las
premisas de la neuroproteccion para paliar el dafio asociado a la reperfusion de tejidos
[Lo et al. 2003, 399; Sutherland et al. 2012, 407; Chamorro et al. 2016, 869]. Ello es
especialmente importante en la actualidad, con el uso de la trobectomia y/o trombolisis,
como terapia de eleccion en ictus isquémico. En este contexto, el modelo mCAT resulta
ideal, ya que modula directamente los efectos del estrés oxidativo en su origen, la
mitocondria. Ademads, nos permite utilizar diversos modelos experimentales bien
caracterizados en nuestro grupo que mimetizan el dafio por isquemia/reperfusion, tanto
in vitro, excitotoxicidad con glutamato [ Almeida et al. 1998, 209; Veas Pérez de Tudela
et al. 2015] y OGD en cultivo primario de neuronas [Almeida 2002, 207; Gémez-
Sanchez et al. 2011, 429], como in vivo, mediante la oclusion transitoria de la arteria

cerebral media (tMCAO) [Fluri et al. 2005, 3445; Rodriguez et al. 2018, 2437].
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Mediante el empleo de estos modelos, hemos demostrado que la expresion de la
catalasa en la mitocondria reduce significativamente los niveles de H>O2 y ROS tras la
isquemia/reperfusion. Estd descrito que el desequilibrio oxidativo ligado al dafio por
isquemia/reperfusion es uno de los principales desencadenantes de la muerte neuronal,
ya que activa cascadas de sefializacion implicadas en procesos de apoptosis y necrosis
[Almeida et al. 2001, 676; Almeida et al. 2002, 207; Bolafios et al. 2002, 2227; Bolafios
et al. 2009, 1299]. Nuestros resultados indican que la menor produccién de ROS en la
mitocondria de animales mCAT después de la isquemia previene la apoptosis neuronal.
Este hecho es algo que hemos comprobado por distintas técnicas in vitro (citometria de
flujo, estudios de fluorimetria e inmunofluorescencia en cultivos de neuronas corticales
después de OGD) e in vivo (técnica de TUNEL en animales después de tMCAO). Por
tanto, la terapia antioxidante dirigida a la mitocondria tiene una importante funcion
neuroprotectora contra el dafio oxidativo tras la isquemia. Esta terapia podria utilizarse
como coadyuvante a la trombectomia, ya que aportaria proteccion frente al dafio
oxidativo asociado a la recanalizacién, mejorando la recuperacion funcional de los

pacientes de ictus.

El mantenimiento de la integridad del DNA es esencial para la supervivencia neuronal
[Huttner 2014, 801]. Asi, el estrés oxidativo que se genera tras un proceso isquémico
es nocivo, especialmente para las neuronas [Crow et al. 2006, 2351; Li et al. 2011,
1905]. En contra de lo que se pensaba, se ha descrito que las neuronas tienen la
capacidad de reparar roturas de doble hebra en el DNA, un dafio més severo que se
produce en condiciones fisioldgicas, durante la neurotransmision, y patoldgicas, como
la enfermedad de Alzheimer [Suberbielle et al. 2013, 613; Madabhushi et al. 2014, 266;
Suberbielle et al. 2015, 8897]. En nuestro laboratorio hemos descrito recientemente que
este tipo de dafio en el DNA esté estrechamente ligado a la apoptosis neuronal después
de la isquemia [Sanchez-Moran, Tesis Doctoral, 2018]. En el presente trabajo
confirmamos que la isquemia in vivo provoca roturas de doble cadena en el DNA, como
revela la expresion de YH2AX, y, en consecuencia, la estabilizacion de la proteina pro-
apoptdtica p53. Sin embargo, la expresion de la catalasa en la mitocondria previene
tanto el dafo oxidativo en el DNA, como muestra la menor acumulacion de yYH2AX en
neuronas de cerebros infartados, como la estabilizacion de p53. Teniendo en cuenta
que, por un lado, p53 se estabiliza mediante fosforilacion por la quinasa ATM en

repuesta a un dafio en el DNA [Hafner et al. 2019, 199] y, por otro, promueve la muerte
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celular por apoptosis en isquemia cerebral [Gomez-Sanchez et al. 2011; Almeida, 2013,
71], la ausencia de p53 en los animales mCAT podria ser responsable de la mayor
supervivencia neuronal observada en los animales mCAT. Es mas, resultados previos
del grupo resaltan la importancia de los niveles de p53 en el dafio cerebral y pronostico
funcional de los pacientes de ictus [Gomez-Sanchez et al. 2011; Rodriguez et al. 2018].
Todo ello sugiere que la expresion de catalasa en la mitocondria es un buen modelo de
partida para el diseio de nuevas herramientas terapéuticas dirigidas a la
neuroproteccion y mejora del prondstico de los pacientes de ictus. Ademas, este modelo
podria resultar interesante en el estudio y tratamiento de otras enfermedades
neurodegenerativas en las que la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo son
factores determinantes, como es la enfermedad de Alzheimer o de Parkinson [Mattson

and Arumugam 2018].
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral,

podemos concluir:

1. Mediante el uso de un modelo murino transgénico que expresa
constitutivamente la enzima antioxidante catalasa en la mitocondria, hemos demostrado
que la ausencia de radicales libres enddgenos no afecta a la diferenciacion neuronal, al
menos hasta los 9 dias de cultivo, momento en que las neuronas son plenamente

maduras y funcionales.

2. La expresion de la catalasa en la mitocondria es neuroprotectora, ya que
previene el estrés oxidativo y la subsecuente apoptosis neuronal tras un proceso
isquémico, tanto in vitro como in vivo. Por tanto, la terapia antioxidante dirigida a la
mitocondria podria ser una buena herramienta para el desarrollo de nuevas terapias

neuroprotectoras en ictus.

3. El dafio en el DNA y la subsecuente estabilizacion de p53 que se producen en
el cerebro dafiado en respuesta a la isquemia, se previene en el modelo murino de
expresion de catalasa en la mitocondria. Por tanto, la terapia antioxidante dirigida a la
mitocondria protege al DNA frente al dafio oxidativo causado por la isquemia, lo que
impide la estabilizacion de p53 y, con ello, la progresion del dafio cerebral isquémico.

Todo ello, es esencial para promover la recuperacion funcional tras un ictus.
Conclusion final

Los resultados recogidos en el presente trabajo demuestran que la terapia antioxidante
dirigida a la mitocondria representa una nueva y eficaz herramienta neuroprotectora
frente al dafio isquémico. Asi, la expresion de la catalasa en la mitocondria previene el
dano oxidativo en el DNA y la consecuente estabilizacion de p53, promoviendo la
supervivencia neuronal tras la isquemia, lo que podria estar vinculado con una mejor
recuperacion funcional de pacientes que sufren ictus isquémico. Por ello, la terapia
antioxidante dirigida a la mitocondria aqui identificada podria utilizarse como
coadyuvante a las terapias actualmente utilizadas, como la trombectomia y/o
trombolisis, ya que aportaria proteccion frente al dafio oxidativo durante la
recanalizacion, mejorando asi la recuperacion funcional de los pacientes de ictus

isquémico.
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