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1. PRINCIPALES ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO
(ROS)

La vida ha evolucionado creando organismos que dependen del O para obtener
grandes cantidades de energia metabdlica a partir de la oxidacion de biomoléculas
(Lane, 2002). El O; constituye casi el 21 % de la atmosfera de la Tierra y es la
tercera molécula mas abundante del universo (Taverne et al., 2018). De hecho, la
vida en este entorno ha supuesto la adaptacion de los organismos a la convivencia
con esta molécula y con sus derivados, que reciben el nombre de especies reactivas
de oxigeno (ROS del inglés, reactive oxygen species). ROS, es un término
colectivo que engloba a diversas especies quimicas, originadas a partir de la
reduccion incompleta de oxigeno (Fridovich, 1998). Estas moléculas pueden
generarse como subproductos del metabolismo celular normal o por exposicion a
factores estresantes ambientales, como la radiacion ultravioleta, la contaminacion

del aire o las toxinas.

Las ROS desempefian un doble papel en los sistemas vivos. Por un lado, son
moléculas capaces de generar estrés oxidativo, dafiando los componentes
celulares, incluidos el ADN, las proteinas y los lipidos (Bolafios et al., 1994;
Bolaiios et al., 1995; Moro et al., 2005; Bolanos et al., 2009). Por otro lado, en
determinadas situaciones, las ROS, actuan como segundos mensajeros que activan
respuestas beneficiosas (Buetler et al., 2004; Murphy et al., 2011; Kaludercic et
al., 2016; Di Mao and Venditti, 2020). Ademas, las ROS también estan
involucradas en la respuesta de defensa inmune, en la que participan en la
activacion de los mecanismos necesarios en la lucha frente a los patdgenos (Zhang
et al.,, 2016). Asimismo, las ROS desempefian un papel importante en los
mecanismos fisiopatologicos durante el desarrollo de numerosas enfermedades,

como son las cardiovasculares (Halliwell, 1989; Herkert et al., 2004; Halliwell,
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1989; Rahman et al., 2012), las neurodegenerativas (Bolaios et al., 2009; Thanan
et al., 2014, Bolanos et al., 2009), la diabetes (Rahman et al., 2012) y el cancer
(Valko et al., 2004), asi como durante el envejecimiento (Vifa et al., 2013;

Garaschuk et al., 2018).

Junto a las ROS, otras especies reactivas también tienen un impacto notable en la
biologia redox, entre ellas se encuentran las especies reactivas de nitrogeno, cloro

y bromo (Tabla 1). Las especies reactivas de nitrogeno (RNS; reactive nitrogen

species) incluyen entre otras moléculas el dxido nitrico (NO') y el peroxinitrito

(ONOO"). EI NO' participa en varios procesos bioldgicos como el control de la

presion sanguinea, la inhibicion de la agregacion plaquetaria, la neurotransmision
y la remodelacion sinaptica (Nathan and Shiloh, 2000). Ademas, las RNS pueden
ser citotoxicas y causar estrés nitrosativo (Bolafios et al., 2004), por lo que tienen
una funcion dual, como ocurre con las ROS. Entre las especies reactivas de cloro
y bromo destaca el acido hipocloroso (HOCI), que es un poderoso oxidante que
interactia con la mayoria de las macromoléculas celulares. Cuando el acido
hipocloroso reacciona con las macromoléculas celulares, puede causar
alteraciones en su estructura y funcion. Por ejemplo, puede oxidar los grupos
sulthidrilo (-SH) presentes en las proteinas, lo que puede afectar su actividad
biologica. Ademas, puede reaccionar con los dobles enlaces insaturados de los
lipidos, causando peroxidacion lipidica y dafiando las membranas celulares. Por
otro lado, el bromo es una molécula altamente electronegativa e inestable, lo que
hace que posea gran avidez por los d&tomos de hidrogeno del agua y se disuelva
con facilidad cuando se encuentra a bajas concentraciones. Sin embargo, su

elevada electronegatividad también la convierte en una molécula oxidante, aunque
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no tanto como el cloro o el oxigeno, cuando el bromo se encuentra a elevadas

concentraciones se convierte en una molécula toxica (Gray et al., 2013).

Tabla 1. Principales especies reactivas. Adaptada de Sies et al., 2022

Especies reactivas de oxigeno (ROS)
Radicales libres No radicales libres

Anién super(’)xido (OZ") Peroxido de hidr()geno (HZOZ)

Radical hidroxilo (OH)) Hidroperoxido (ROOH)
Radical peroxilo (ROO)) Singlete oxigeno molecular (10,)
Radical alcoxilo (RO Ozono (0;)
Especies reactivas de nitrogeno (RNS)
Radicales libres No radicales libres
Oxido nitrico (NO) Nitrito (NO5")
Diéxido de nitrégeno (NO,) Nitrato (NO3")

Peroxinitrito (ONOO?)

Peroxinitrato (O,NOO")

Nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO,)

Acido peroxinitroso (ONOOH)
Especies reactivas de cloro/bromo
Radicales libres No radicales libres
Cloro atomico (CI) Hipoclorito (C1O7)

Bromo atomico (Br) Cloraminas (RNHCI)

Hipobromito (BrO~)
Acido hipocloroso (HOCI)
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1.1 Propiedades quimicas de las principales ROS

A) Peroéxido de hidrégeno (H202). E1 H20O: no es un radical libre, ya que no posee
electrones desapareados, pero tiene una alta capacidad prooxidante, que puede
danar las estructuras celulares. Es estable y posee una gran capacidad para difundir
a través de los compartimentos celulares, gracias al trasporte mediado por
acuaporinas (Buettner, 2011): El H2O> se puede formar a partir de diferentes

reacciones (Sies et al., 2017) que se detallan a continuacion:

i) La detoxificacion del O, por las Superdxido dismutasas:
20, +2H~——*> HO,+0,
i1) La reduccion directa de una molécula de O por dos electrones:

02"+ 2¢+2H" ———» H,O,

B) Hidroperéxidos organicos (ROOH). Estas ROS incluyen hidroperdxidos
formados enzimaticamente y no enzimaticamente mediante peroxidacion lipidica,
a partir de acidos grasos poliinsaturados y esteroles (como es el colesterol).
Intervienen en la sefalizacion celular, sobre todo en el sistema inmunitario, y estan

implicados en la muerte celular por ferroptosis (Sies et al., 2022).

C) Oxigeno molecular singlete (102). El 10, es una forma electronicamente
excitada del O>. Su generaciéon por fotoexcitacion hace que el O sea
particularmente importante en los tejidos expuestos a la luz, como la piel y el ojo.
Por quimioexcitacion también se forma en reacciones enzimaticas en la oscuridad

(Sies and Menck, 1992).
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D) Ozono (0O3). El O3 es un poderoso oxidante que plantea un problema de salud
en algunas zonas geograficas, especialmente como consecuencia de la
contaminacion del aire, causando estrés oxidativo en el tejido pulmonar, entre

otros (Voter et al., 2001).

E) Anién superoxido (O,"). EL O, es una las especies reactivas de oxigeno mas

estudiadas (Buettner, 2011). Se genera en la mitocondria durante el proceso de
respiracion celular y también como consecuencia de la actividad de enzimas
especificas como son, la xantina oxidasa (X0O), la lipooxigenasa, la ciclooxigenasa

(COX), las NADPH oxidasas (NOX), y la lipooxigenasa (LO) (Cadenas and Sies,
1998, Brand, 2020). Debido a su carga negativa, el O,  es relativamente

impermeable a las membranas celulares. Sin embargo, a pH fisiologico, este
radical puede ser protonado para formar el radical hidroperoxilo (HO:"), que es un
compuesto mas lipofilico y puede difundir a través de las membranas celulares

(Winterbourn, 2020; Sies and Jones, 2020).

F) Radical hidroxilo (OH). Es la especie mds reactiva, tiene una vida promedio
de 10? segundos. Puede reaccionar fuertemente con moléculas orgénicas e
inorganicas, incluyendo el ADN, las proteinas, los lipidos y los carbohidratos, por
lo que son las ROS potencialmente més dafiinas. Este radical se le considera un
potente iniciador de la peroxidacion lipidica. Debido a su alta reactividad, su
accion se limita a sitios cercanos del lugar de produccion (Sies et al., 2017). Se
genera a partir de H>O» por reduccion en la reaccion de Fenton catalizada por

metales (Fe?*) o a través de la reaccion de Haber-Weiss (Kehrer, 2000):
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Fenton: Fe2t+ HO———» Fe’* + OH + OH-

Haber-Weiss: HO,+0, —— O,+OH +OH

G) Radical peroxilo (ROO"). Se forma tras el inicio de la reaccion en cadena libre

de los acidos grasos en la peroxidacion lipidica. Los radicales peroxilo propagan
las reacciones en cadena de los radicales libres abstrayendo un protéon de un acido
graso poliinsaturado, creando asi un hidroperdxido lipidico y un radical carbonico

(Spitteler, 2007).

H) Radical alcoxilo (RO"). Se forman como intermediarios en la peroxidacion

lipidica por descomposicion catalizada por metales de hidroperoxidos lipidicos.

(Spitteler, 2007).

2. FUENTES INTRACELULARES DE LAS ROS

Las ROS se generan, fisioldgicamente, en varios organulos intracelulares, siendo
las mitocondrias uno de los principales productores de ROS durante el
funcionamiento de la cadena de transporte de electrones (CTE). El reticulo
endopldsmico también es una fuente importante de ROS, ya que su funcién
principal es la sintesis y plegamiento de proteinas, lo que puede resultar en estrés
oxidativo y produccion de ROS. Los peroxisomas también generan ROS, como
subproducto del metabolismo de los lipidos y los acidos grasos. Ademas, como se
indic6 previamente, las ROS pueden generarse durante la actividad de
determinadas enzimas como parte de sus ciclos de reaccion, como son las NOX,

la XO, la COXy la LO (Holsmtrom and Finkel, 2014), mencionadas en el apartado
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1.2 de la Introduccion. Todas estas fuentes intracelulares de ROS se describen de

manera mas detallada a continuacion.

2.1 Las mitocondrias

Las mitocondrias son, cuantitativamente, las mayores fuentes de ROS en la
mayoria de las células de mamiferos (Murphy, 2009). Estos organulos generan
ATP de una manera dependiente del oxigeno, durante la cual el flujo de electrones
culmina en el complejo IV de la CTE, con la reduccion de oxigeno a agua. A lo

largo de este proceso, entre el 1 % y el 3 % de oxigeno puede someterse a una
reduccion de un electron para generar O, (Green et al., 2011; Murphy, 2009). No

obstante, este porcentaje puede aumentar en determinadas situaciones como la
hipoxia, las estimulaciones con calcio y durante el desarrollo de ciertas

alteraciones que afectan al sistema nervioso central (Zheng et al., 2022).

Dentro de la mitocondria, se han identificado varios sitios de produccién de O,

(Esquema 1), siendo los principales los complejos I (NADH deshidrogenasa) y
IIT (Ubiquinona-Citocromo ¢ reductasa) de la CTE (Brand, 2010). El complejo I

produce O, cuando la razon NADH/NAD+ es alta, lo que sucede en condiciones

de mutaciones en los complejos, isquemia, pérdida de citocromo ¢, o alta
concentracion de NADH como consecuencia de una baja demanda energética. En

presencia de inhibidores de la CTE, como la rotenona, capaces de interaccionar en

el sitio de union de la ubiquinona en el complejo I, también se genera O, . Sin

embargo, en ciertas ocasiones la produccion de O,", ocurre de manera reversa.

Asi, en condiciones patologicas, como es la reperfusion tras la isquemia, la

oxidacion rapida del succinato por el complejo II reduce el conjunto de coenzimas
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Q (Co-Q), lo que hace que los electrones retrocedan hacia el complejo I, un
proceso conocido como transporte de electrones inverso, que es una importante

fuente de ROS que se inhibe por la rotenona (Murphy, 2009).

Otras enzimas metabolicas localizadas en la membrana interna mitocondrial como
la ubiquinona oxidorreductasa (FQR) y la glicerol-fosfato deshidrogenasa
(GPDH) o enzimas presentes en la matriz mitocondrial como la piruvato
deshidrogenasa (PDH) y la 2-oxoglutarato deshidrogenasa (OGDH), son capaces
también de producir O,” (Esquema 1) (Holmstrom and Finkel, 2014). E1 O," se

convierte rapidamente en H>O, por accion de la superoxido dismutasa 2 (SOD2 o

la manganeso SOD; MnSOD), localizadas dentro de la mitocondria.

Citoplasma

Membrana
externa

Espacio Cadena transportadora de electrones

intermembrana 1
02 02._

oo
Membrana
interna
000000000

Matriz
mitocondrial

0, Oy- 0, O

Esquema 1. Lugares de produccion de O 2" mitocondrial. Cuantitativamente, el complejo I y el
complejo Il de la cadena de transporte de electrones son los sitios principales de produccion de
0_7", tanto en la matriz de la mitocondria como en el espacio interno de la membrana
mitocondrial. Otros generadores de O 2" incluyen enzimas metabdlicas de la matriz mitocondrial,

como OGDH (2-oxoglutarato deshidrogenasa) y PDH (piruvato deshidrogenasa), y las formas de
membrana mitocondrial de GPDH (glicerol 3-fosfato deshidrogenasa) y el FQR (electron
transferir flavoproteina-ubiquinona oxidorreductasa). Adaptada de Holmstrom and Finkel, 2014.
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2.2 Las NADPH oxidasas (NOX)

A la familia de las NOX, se las conoce por su capacidad de generar ROS. Estas
enzimas estan formadas por complejos proteicos asociados a las membranas

celulares y su actividad enzimatica consiste en la reduccidon de oxigeno para
producir O,, utilizando NADPH como donador y el oxigeno como aceptor final

de electrones (Vermot et al., 2021). En la mayoria de los mamiferos, se han
identificado siete isoformas diferentes: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOXS5,
DUOX1 y DUOX2. Estas isoformas comparten una estructura catalitica basica
formada por las subunidades proteicas p22phox y gp9lphox, que juntas
conforman un complejo conocido como flavocitocromo b558 (Nayernia et al.,

2014).

Las diferencias entre estas isoformas se centran en su capacidad para generar ROS
y se adaptan a las necesidades del tejido donde se expresan. Por ejemplo, la
isoforma NOX2 juega un papel destacado en la respuesta inmunitaria innata. Esta
isoforma se expresa mayoritariamente en los neutréfilos y durante la respuesta
inmune frente a patdogenos externos. Asi, los neutréfilos llevan a cabo una
explosion oxidativa, que implica la produccion de ROS para eliminar la invasion.
En el sistema nervioso central (SNC), se expresan principalmente las isoformas
NOX 1-4 (Esquema 2), aunque en ciertas circunstancias no se descarta la
expresion de otras isoformas distintas. Estas enzimas pueden desempenar roles
importantes en la regulacion del estrés oxidativo, la sefializacion celular y la

homeostasis en el SNC (Bedard and Krause, 2007; Belarbi et al., 2017).
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Esquema 2. Localizacién celular de cada una de las isoformas de las NADPH oxidasas (NOX).
A) Diagrama que muestra la ubicacion subcelular de los miembros de la familia de las NADPH
oxidasas en una célula hipotética del cerebro y B) diagrama que muestra la localizacion celular
de los miembros de la familia de la NADPH oxidasa en las células cerebrales (Belarbi et al., 2017).

2.3 El reticulo endoplasmatico

El reticulo endoplasmico (RE) es un organulo celular que esta involucrado en la
sintesis y el plegamiento de proteinas. La proteina ERO1 (endoplasmatic
oxidoreductin 1), presente en el RE, utiliza el poder oxidativo del oxigeno
molecular para generar enlaces disulfuro en las proteinas sintetizadas en el RE, lo
que favorece su correcta conformacion. Sin embargo, este mecanismo oxidativo
también genera ROS como subproducto. Ademds de ERO1, varias enzimas de la
familia de las NOX también se encuentran localizadas en el RE, lo que sugiere
que el RE es una fuente importante de ROS dentro de la célula. Estas enzimas de
NOX colaboran con proteinas de la maquinaria de plegamiento del RE, como las
proteinas disulfuro isomerasas (PDI), que catalizan la formacion de puentes

disulfuro durante el plegamiento de proteinas. Las PDI contienen dominios tipo
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tiorredoxina que les permiten catalizar la isomerizacion o la formacion de enlaces

disulfuro inter- o intramoleculares (Yoboue, Sitia, and Simmen, 2018).
2.4 Los lisosomas

Los lisosomas contienen varias enzimas hidroliticas que son capaces de generar
tanto O,” como H>O: durante la degradacion de macromoléculas. Estas enzimas
incluyen la NOX2, la cual se encuentra presente en los lisosomas de células
fagociticas y genera O,", como subproducto durante la fagocitosis (Gérlach et al.,

2015). Otras enzimas lisosomales como la lisozima, la elastasa y la colagenasa
pueden generar ROS durante la degradacion de sustratos, lo que puede contribuir
a la generacion de estrés oxidativo si no son adecuadamente detoxificadas por los

sistemas antioxidantes celulares (Kurz et al., 2010).

2.5 Los peroxisomas

Los peroxisomas tienen un papel fundamental en el metabolismo celular,
participando en la $-oxidacion de acidos grasos de cadena larga, la fase oxidativa
de la via de las pentosas fosfato, la sintesis de fosfolipidos, purinas, poliaminas y
aminoacidos, y la sintesis de 4cidos grasos especificos y otros metabolitos
importantes para el crecimiento y la funcion celular (Walker et al., 2018). Muchas
de las proteinas involucradas en estos procesos son oxidasas dependientes de
flavinas, que producen H>O> como subproducto. No obstante, es la f-oxidacion la

actividad que mas contribuye a la formacion de ROS en este orgénulo en forma de

2 b

H>O02y O, através de la XO peroxisomal. Precisamente, la alta expresion de la

enzima catalasa (CAT) en este organulo tendria como objetivo la detoxificacion

del H20: resultante de la f-oxidacion hasta O2 y H2O (Schrader and Fahimi, 2004).
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2.6 Otras fuentes de ROS

2.6.1 Enzimas generadoras de ROS

La contribucion relativa de una amplia gama de enzimas como fuentes adicionales
de ROS, varia segtn el tipo de célula, pero en condiciones basales, suelen ser
menores en comparacion con las mitocondrias o las NOX (Holmstrom and Finkel,

2014). Entre estas se encuentra la XO, responsable de la conversion de hipoxantina
en acido trico, constituye una fuente importante de O, y su amplia distribucion

le confiere un importante papel en situaciones fisiopatoldgicas como la
isquemia/reperfusion (Parks and Granger, 1986). Otras enzimas generadoras de
ROS son las monoamina oxidasas (MAO-A y MAO-B), localizadas en la
membrana externa de la mitocondria en diferentes tejidos en mamiferos. Son
enzimas que catalizan la oxidacion de monoaminas por liberacion de H>O,. Estas
enzimas desempefian un papel importante en la degradacion de los
neurotrasmisores como la dopamina y noradrenalina (Gaweska and Fitzpatrick,

2011).

2.6.2 Fuentes extracelulares de ROS

La radiacién ionizante es una fuente importante de ROS y RNS. Los efectos de
ésta pueden alterar la estructura atdmica de las macromoléculas celulares y pueden
continuar durante dias e incluso meses después de la exposicion inicial. Los
cambios oxidativos pueden ocurrir tanto en las células irradiadas como en sus
células progenitoras, lo que puede dar lugar a una amplia gama de dafos
oxidativos, como la carbonilacion de proteinas, la peroxidacion lipidica y el
aumento de las tasas de mutaciones genéticas espontaneas. Asimismo, la

exposicion a la radiacion ionizante también puede estimular la actividad de las
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oxidasas, lo que puede contribuir a la generacion continua de ROS y RNS (Azzam

et al., 2012).

Los metales pesados como el hierro, el cobre, el cadmio, el niquel, el arsénico y el
plomo también juegan un papel esencial en la produccion de las ROS y RNS
(Sciskalska et al., 2014). El hierro y el cobre pueden inducir la producciéon de
radicales libres, a través de reacciones de tipo Fenton o Haber-Weiss, mientras que
otros metales pesados, como el cadmio, el niquel, el arsénico y el plomo, pueden
estimular la actividad de NOX, desplazar cationes esenciales de sitios de union
especificos de enzimas e inhibir las actividades enzimaticas, por su afinidad por
los grupos sulfhidrilo (-SH) en la enzima. El plomo, en particular, puede provocar
peroxidacion lipidica y alterar el equilibrio entre el glutation reducido (GSH) y el

oxidado (GSSG), lo que genera que las células sean mdas propensas al dafio
oxidativo. El arsénico, por su parte, puede inducir la producciéon de O,", H2O, y
OH", lo que interrumpe varias vias de sefializacion celular y causa dafo en el ADN,

peroxidacion lipidica y alteracion de los niveles de enzimas antioxidantes (Yang

etal., 2017).

La mayoria de los tratamientos con quimioterapéuticos elevan los niveles
intracelulares de ROS, y muchos pueden alterar la homeostasis redox de las células
cancerosas (Kohanski et al., 2007). De hecho, el mecanismo de accion de muchos

de estos farmacos implica la apoptosis mediada por ROS.
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3. LOS SISTEMAS ANTIOXIDANTES

3.1 Sistemas antioxidantes enzimaticos

Las células nerviosas han desarrollado sistemas antioxidantes enzimaticos para
contrarrestar el exceso de ROS y mantener su homeostasis. Entre los sistemas
enzimaticos mas importantes destacan las diferentes isoformas de la SOD, la CAT,
el sistema de tiorredoxinas (Trxs) y las enzimas del ciclo redox y sintesis del
glutation, como son la glutatiéon peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR),
glutation-S-transferasa (GST) y vy-glutamilcisteina sintetasa (y-GCS). Estas
enzimas colaboran en la regulacion del pool intracelular de glutation reducido
(GSH), uno de los principales antioxidantes celulares no enzimaticos (Nathan and

Cunningham-Bussel, 2013) (Esquema 3).

3.1.1 La superodxido dismutasa

Existen diferentes isoformas de la SOD, segun el grupo prostético ligado (Cu, Zn,
Mn o Fe). La SOD de Fe se presenta principalmente en procariotas, mientras que
la SOD de Mn y la de Cu/Zn se localizan tanto en procariotas como en eucariotas.
En eucariotas, se han definido las siguientes formas de SOD: en el citosol (SODI
o Cu/Zn-SOD), en la mitocondria (SOD2 o Mn-SOD) y en el espacio extracelular
(SOD3) (Buetter, 2011). Todas estas enzimas se encargan de neutralizar
27apidamente el O,” a HO» (Okado-Matsumoto and Fridovich 2001). Esta
conversion tiene una gran relevancia fisioldgica, debido a que la reactividad del

H>0: es mucho menor que la del O,". Como hemos indicado previamente, el H>O

es relativamente estable, con una vida media celular de ~1 ms y niveles de estado

estacionario ~10”7 M (D’Autréaux and Toledano 2007). Ademas, posee una gran
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capacidad para difundir a través de las membranas. Por lo tanto, el H2O» tiene un
profundo impacto en la homeostasis redox como agente sefializador (Sies et al.,

2017; Young et al., 2019) y sus niveles necesitan ser regulados estrictamente.

3.1.2 La catalasa

La CAT es una enzima que se encuentra en practicamente todos los organismos
vivos y es esencial para la proteccion de las células contra el estrés oxidativo. La
funcioén principal de la catalasa es catalizar la descomposicion del H>O; en agua'y

oxigeno (Esquema 3) (Loew, 1900):

2H,0; — HyOr + Oy

La CAT tiene una estructura homotetramérica, donde cada subunidad posee un
grupo hemo que contiene un atomo de hierro y un anillo de porfirina que forman
el sitio activo de la enzima. El grupo hemo es esencial para la actividad de 1a CAT,
ya que es el lugar donde se produce la reaccion quimica con el H>O» (Chelikani,
Fita, and Loewen 2004). La catalasa se distribuye ampliamente por los tejidos,
localizandose, fundamentalmente, en los peroxisomas, aunque también se ha
descrito su presencia en el citosol, asi como en la mitocondria del corazon de rata

y raton (Glorieux and Calderon, 2017; Gebicka and Krych-Madej, 2019).

3.1.3 El sistema de las tiorredoxinas (Trxs)

El sistema de las Trxs estd compuesto por peroxirredoxinas (Prx), Trxs y
tiorreductasas (Txnrd). Las Prx son proteinas de bajo peso molecular que actiian

como antioxidantes, facilitando la reduccion de otras proteinas a través de un
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intercambio tiol-disulfuro en la cisteina, gracias a dos residuos de cisteina que
poseen (Rhee, 2016). Son ubicuas y se encuentran conservadas en muchos
organismos. Estas enzimas reaccionan con el H>O; y posteriormente se reducen
por el sistema TRxs/Txrnd (Esquema 3). Esto requiere un equivalente de NADPH

para regenerar los residuos de cisteina de la Prx (Holmgren and Lu, 2010).

3.1.4 El ciclo redox del glutation

El ciclo redox del glutation (y-glutamil-cisteinil-glicina) es un proceso importante
en el que el glutation se oxida (GSSG) y se reduce (GSH) en respuesta a los niveles
de estrés oxidativo (Esquema 3). En este proceso, el GSH se convierte en GSSG
o glutation disulfuro, mediante la accion de enzimas GPx y GST. Esta reaccion se
produce cuando el GSH reacciona con el H2O; y otras ROS, que se generan
durante el metabolismo normal y en respuesta al estrés oxidativo. El GSSG se
regenera nuevamente a GSH, mediante la accion de la enzima GR y la ayuda de

la coenzima NADPH (Brigelius-Floh¢ and Maiorino, 2013).

Las células de mamiferos contienen cinco isoformas de la GPx, que usan como
cofactor el selenio (Kursvietiene et al., 2020): la citosolica GPxl1, la
gastrointestinal GPx2, la plasmatica GPx3, la fosfolipido hidroperoxidasa GPx4 y
la GPx6, que se expresa solo en el sistema olfativo. Todas las GPx pueden reducir
el H2O2 y los hidroperoxidos de acidos grasos. Sin embargo, GPx4 también reduce
hidroperoxidos en lipoproteinas y lipidos complejos tales como los ésteres de

colesterol y los fosfolipidos (Thomas et al., 1990).
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Esquema 3. Mecanismos de accion de los principales sistemas antioxidantes enzimdticos.
Aparecen representados los principales sistemas antioxidantes enzimdticos: SOD: superdxido
dismutasa, Catalasa, enzimas del ciclo redox del glutation y del sistema de tiorredoxinas. También
se detallan las reacciones que producen radical hidroxilo (OH’), asi como la formacion de especies
reactivas del nitrégeno y del cloro.

3.2 Los sistemas antioxidantes no enzimaticos

Los enzimas no son el unico componente del sistema de defensa antioxidante, tal
y como se comentd anteriormente en el apartado 3.1. Se han descrito moléculas
que pueden contrarrestar el efecto de las ROS de forma no enzimdtica. A

continuacion, se detallan algunas de ellas.

A) Glutation. Es un tripéptido presente en todos los tejidos de mamiferos a
concentraciones de 1-10mM como el tiol no proteico mas abundante que actlia
contra el estrés oxidativo. Se puede encontrar de dos maneras como GSH, o bien
como GSSGH, al estar formado por dos moléculas de GSH unidas por puentes
disulfuro. En el ciclo redox del glutation participan diferentes enzimas y se

describio en el apartado 3.1.4 Aunque la sintesis de GSH so6lo ocurre en el
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citoplasma, en las células eucariotas éste se encuentra en casi todos los
compartimentos celulares, incluido el ntcleo. El glutation es una molécula
multifuncional que tiene una participacion en varios procesos celulares, siendo
imprescindible en la supervivencia celular. Asi, participa en procesos como la
proliferacion celular, la apoptosis y la respuesta inmune. (Wu et al., 2004, Borras

et al., 2004)

B) Vitamina E: Es una vitamina liposoluble con una alta capacidad antioxidante.
Existen ocho estereoisomeros diferentes de la vitamina E, pero solo el a-tocoferol
es la forma mas bioactiva en los seres humanos. Debido a que es soluble en grasa,
el a-tocoferol se acumula en las membranas celulares y ayuda a protegerlas del
dafo causado por los radicales libres. Su funcion antioxidante se debe,
principalmente, a su capacidad para proteger contra la peroxidacion lipidica

(Traber and Atkinson, 2007).

C) Vitamina C o Acido ascorbico: Es una vitamina hidrosoluble que se encuentra
en muchos alimentos, como frutas citricas, bayas, brocoli y pimientos. Ademas de
sus propiedades antioxidantes, la vitamina C es esencial para la sintesis de
coldgeno, carnitina y neurotransmisores. También es importante para la salud
cardiovascular, la funcion inmunolodgica y la prevencion del cancer. Es un potente
agente reductor que ayuda a eliminar los radicales libres en el cuerpo y puede
ayudar a regenerar otras moléculas antioxidantes, como la vitamina E y el

glutation (Lykkesfeldt, 2020).
4. EL ESTRES OXIDATIVO

En base a todo lo expuesto anteriormente, la homeostasis redox requiere una

importante y estricta regulacion, ya que la desregulacion de esta provoca estrés
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oxidativo. El termino estrés oxidativo se define como una perturbaciéon en el
balance prooxidante-antioxidante a favor del primero, lo que provoca daiio (Sies,
1985). Este dafio recibe el nombre de dafio oxidativo y se define como el dafio
causado por el ataque de las especies reactivas sobre los constituyentes de los
organismos vivos, principalmente el ADN, los lipidos y las proteinas (Halliwell

and Whiteman, 2004).

En concreto, las moléculas de ADN estan sujetas al ataque por parte de radicales
hidroxilos, que generan una gran cantidad de productos modificados en la base o
en el azucar. La lesion en el ADN mas estudiada es la formacion de la 8-hidroxi-
2-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) (Rowe et al., 2008; Sies et al., 2017). Este dafio
conduce a la formacioén de mutaciones génicas, roturas de cadena doble y simple
e inestabilidad de microsatélites, lo que afecta la union de los factores de

transcripcion (Rowe et al., 2000).

Por otro lado, los radicales libres son moléculas altamente reactivas que pueden
oxidar a los aminodacidos presentes lo que lleva a la desnaturalizacion y pérdida de
la actividad enzimatica de la proteina. La presencia de grupos carbonilos en las
proteinas se considera un marcador de oxidaciéon mediada por ROS. Las proteinas
pueden ser modificadas por tres vias: a través de la modificacion oxidativa de los
aminodcidos especificos, la escision peptidica mediante radicales libres y la
formacion de enlaces cruzados proteina-proteina (Davies, 2016). Se sabe que
algunos aminodcidos como la L-metionina, la L-cisteina, la L-arginina y la L-
histidina son particularmente sensibles a la oxidacion por casi todas las formas de
ROS (Chevion et al.,, 2000). Entre los sistemas mdas relevantes que causan
oxidacion proteica, encontramos diversas los complejos de la CTE mitocondrial,

las NOX y la XO, entre otras (Stadtman., et al 1992).
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Los lipidos, especialmente los acidos grasos poliinsaturados, son altamente
susceptibles al ataque de las ROS. La peroxidacion lipidica es un proceso que
ocurre cuando los lipidos son oxidados por las ROS, lo que resulta en una reaccién
en cadena que puede causar daio celular. El proceso de peroxidacion lipidica
comienza con el secuestro de un hidrégeno de un 4cido graso, lo que convierte al
acido graso en un radical libre. Este radical libre secuestra, a su vez, un hidréogeno
de otro acido graso, propagando asi la cadena de reacciones. Esto conduce a la
formacion de una variedad de especies reactivas, incluyendo radicales alquilo,
peroxilo e hidroperoxilo. Uno de los productos mas abundantes de la peroxidacion
lipidica es el malondialdehido, que se utiliza ampliamente como indicador de dafio
lipidico y estrés oxidativo. La peroxidacion de los lipidos en las membranas
celulares puede tener varios efectos negativos, alterando las propiedades biofisicas
de las membranas, como su grado de fluidez, lo que puede interferir con su funcién
normal. Ademas, las especies reactivas generadas durante la peroxidacion pueden
dafiar los componentes celulares, incluyendo los receptores de membrana. Esto
puede llevar a la inactivacion de los receptores y alterar la funcion celular en su

conjunto (Ayala et al., 2014).

5. LAS ESPECIES REACTIVAS Y SU FUNCION EN LA
SENALIZACION CELULAR

Las concentraciones elevadas de ROS o de RNS alteran la homeostasis redox y
generan una situacion de estrés celular que es perjudicial para las células. Sin
embargo, las concentraciones bajas o moderadas de estas especies desempefian un
papel importante en la regulacion celular y en la sefializacion redox (Ozben, 2007;
Sies et al., 2022; Oswald et al., 2018). A estos niveles fisiologicos, se ha

demostrado que participan en la neuroproteccion en respuesta a la excitotoxicidad
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(muerte neuronal asociada a la sobre-estimulacion de receptores de glutamato).
Asi, bajos niveles de ONOQO’, o concentraciones subtoxicas, son capaces de

promover la supervivencia celular a través de la activacion de la via de
sefializacion antiapoptotica, fosfatidil inositol 3 kinasa- Proteina kinasa B (PI3K-
AKT o PI3K-PKB), mediante un mecanismo que implica la oxidacion y
subsiguiente inactivacion de su inhibidor, la fosfatasa PTEN y en respuesta a la

excitotoxicidad (Delgado-Esteban et al., 2007).

De hecho, las proteinas que contienen cisteinas y tirosinas, como PTEN, son
especialmente sensibles a la oxidacion, lo que sugiere la existencia de redes
funcionales de proteinas sujetas a la regulacion redox. Estas modificaciones son
reversibles y generan una gran variedad de respuestas celulares. Mediante su
interaccion con las proteinas, las ROS afectan a diferentes vias de sefializacion
implicadas en diversos procesos celulares como el crecimiento, la migracion y la
muerte celular, asi como a la formacion de tumores, la angiogénesis, la deteccion
de oxigeno y la respuesta inmune (Sies and Jones, 2020; Halliwell and Gutteridge,

2015).

El H2O; surgié como el principal metabolito implicado en la sefalizacion y la
regulacion redox (Rampon et al., 2018, Jackson et al., 2020). La generacion de
este metabolito en las células puede tener efectos, tanto beneficiosos como
deletéreos, en funcion de su concentracion, el tipo celular y el contexto fisiologico
en el que se encuentra (Sies et al., 2017, Circu and Aw, 2010, Mariho et al., 2014).
Se ha demostrado que su rango fisioldgico esté entre 1 y 10 nmoles (Wilson et al.,
2018). Las concentraciones elevadas de H>O: (superiores a 100 nM) representan
una condicidn nociva y estresante definida como estrés oxidativo. Por otro lado,

se ha visto que concentraciones anormalmente bajas de H>O: (por ejemplo, por
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debajo de 1 nM), que pueden deberse a la pérdida de funcion del complejo NOX2
o a el uso de antioxidantes sintéticos a altas dosis, como la N-acetil cisteina,
afectarian a la polarizacion de las neuronas del hipocampo y al crecimiento axonal,

inhibiendo el desarrollo neuronal (Wilson et al., 2015).

5.1 ROS en la modulacion de la via antioxidante Nrf2

En las células eucariotas, existen sistemas reguladores que protegen contra el
estrés oxidativo inducido por ROS. La via Keap1-Nrf2 es el principal regulador
de estas respuestas protectoras (Sandberg et al. 2014). En el Esquema 4, se
describe la regulacion de este sistema antioxidante, en el que participan las
proteinas Nrf2 (nuclear factor erythroid-derived 2-like 2) y Keapl (Kelch-like
ECH-associated protein I). En condiciones normales, la Keapl se une a Nrf2 y
promueve su degradacion a través del proteasoma, manteniendo asi bajos niveles
de Nrf2 en el citoplasma. Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo, los
residuos de Cys de Keap1 se oxidan, alterando su conformacién y liberando a Nrf2
(Yamamoto and Motohashi, 2018; Vargas and Jonhson, 2009). Entonces, Nrf2 se
transloca al ntcleo y se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE) en las
regiones reguladoras de los genes diana, lo que promueve la expresion de genes
que codifican enzimas antioxidantes y enzimas involucradas en la biosintesis de
antioxidantes, entre los que se encuentran la Hemo-oxigenasa-1 (HOM-1) y la

NAD(P)H deshidrogenasa [quinona] 1 (NQO1) (Taguchi et al., 2011).
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Esquema 4. Respuesta antioxidante mediada por Nrf2 en condiciones normales y durante el
estrés oxidativo (modificado de Yamamoto et al., 2018).

Ademas de la via Keap1-Nrf2, existen otras vias que contribuyen a la proteccion
contra el estrés oxidativo en eucariotas. Una de ellas, es la via de sefializacion de
las proteinas quinasas activadas por mitdogenos (MAPK), que pueden activar la
expresion de genes antioxidantes, a través de la fosforilacion de factores de
transcripcion como la proteina activadora 1 (AP-1) y el factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) (Sies and Jones,
2020, Mitchell et al., 2016). La via de sefializacion PI3K-AKT y la via de
senalizacion de la proteina quinasa activada por estrés (SAPK/JINK), también
pueden contribuir a la regulacion de la expresion de genes antioxidantes

(Weinberg, 2011).
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5.2 Las especies reactivas y su funcion en la modulacion de la via HIF-1 o

HIF-1 es un factor de transcripcidon que juega un papel importante en la respuesta
celular frente el estrés hipdxico (Semenza, 2012, 2004). Estd compuesto por dos
subunidades: HIF-1a, que se regula por la disponibilidad de oxigeno, y HIF-1,

que es constitutivo.

En normoxia o condiciones normales de oxigeno, HIF-la se degrada via
proteasoma, previa hidroxilacion por parte de las prolil-hidroxilasas (PDH), en dos
residuos de prolina especificos (Pro402 y Pro564), y a continuacion es reconocido
por una proteina llamada VHL, que dirige a HIF1 hacia el proteasoma (Kaelin and
Ratcliffe, 2008). Las PDH se activan por accion del a-cetoglutarato que se forma
en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. En ausencia de oxigeno, las PDH, no
pueden activarse y por lo tanto no pueden hidroxilar a HIF-1a y por lo tanto no se
puede degradar, se acumula y transloca al nucleo, donde forma un complejo con
HIF-1B. Este complejo activa la transcripcion de genes implicados en la
adaptacion a la hipoxia (GLUT 1 y 4 HK, PGI, PFKFB3, LDH y ademas PDK1,

inhibiendo la fosforilacién oxidativa (Semenza, 2012; Lee et al., 2020).

Otros factores como la presencia de ROS y alteraciones en el metabolismo celular
también pueden activar HIF-la (Semenza, 2012). Concretamente se ha
descubierto que la producciéon de O,” por el complejo III estd asociada con la

estabilizacion de HIF-1a (Andreyey, 2016). La activacion de HIF-1 puede tener
efectos tanto beneficiosos como perjudiciales en la célula, dependiendo del
contexto y la duracion de la activacion. Por ejemplo, la activacion de HIF-1 puede

promover la angiogénesis y la supervivencia celular en condiciones de hipoxia,
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pero también puede contribuir a la progresion tumoral y la resistencia a la terapia

(Semenza, 2012; Kareans et al., 2021).

5.3 Las especies reactivas y su funcion en la regulacion del crecimiento celular

El H20O; es necesario para la activacion de una serie de vias celulares implicadas
en el crecimiento celular, en situaciones fisioldgicas. De hecho, se ha observado
que las células madre neurales o progenitores neurales (NPCs) (Reynolds and
Weiss, 1992), requieren niveles relativamente altos de ROS para prosperar
adecuadamente, al menos in vitro (Wilson et al., 2018). Asi, las neuroesferas
tratadas con difenilyodonio, un inhibidor farmacologico de NOX, disminuye su
tasa de proliferacion y ésta se rescato tras el tratamiento con H2O2. Ademas, se ha
descrito que NOX2 mantiene el estado proliferativo de las NPCs través de la
modulacion de la via PI3K/AKT/mTOR, un mecanismo de senalizacién bien
estudiado involucrado en la proliferacion y supervivencia celular (Le Belle et al.,
2011). En otros trabajos, se ha descrito que la reduccion de los niveles enddgenos
de ROS, mediante el uso de antioxidantes, inhibe significativamente la
proliferacion de los precursores neurales, mientras que la linsidomina (SIN-1), un
generador de ONOO', promueve la actividad proliferativa de las NPCs derivadas

del hipocampo embrionario (Chen et al., 2018).

5.4 Las especies reactivas y su funcion en el control de la diferenciacion celular

Un estudio reciente ha demostrado que la eliminacion de ROS, mediante la
sobreexpresion de GPx, retrasa la diferenciacion de los progenitores
hematopoyéticos multipotentes de Drosophila Melanogaster. Sin embargo, el

aumento de ROS mediante el agotamiento de la NADH-ubiquinona
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oxidorreductasa (ND75) del complejo I mitocondrial aumenta la diferenciacion

(Owusu-Ansah and Banerjee, 2009).

Es mas, la reduccion de las ROS mitocondriales (mROS) mediante el uso de
antioxidantes dirigidos a las mitocondrias impide la diferenciacion de las células
madre mesenquimales humanas en adipocitos (Tormos et al., 2011), lo que sugiere
que se requieren mMROS para la diferenciacion también en mamiferos.
Recientemente, se ha demostrado que los niveles fisiologicos de H>O» promueven
el establecimiento de una correcta polaridad neuronal y de un correcto crecimiento
de las neuritas y de axones en neuronas del hipocampo de rata. Asi, tras la
inhibicion de NOX2, las neuronas no se polarizan correctamente y se altera la
especificacion axonal. Por el contrario, una ganancia de funcion de NOX2,
inducida por la sobreexpresion de la subunidad reguladora p47phox
citoplasmatica, aumenta fuertemente el crecimiento axonal, lo que provocaria una

diferenciacion acelerada sin causar muerte celular (Wilson et al., 2016).

5.5 Las especies reactivas y su funcion durante el envejecimiento

Las especies reactivas tienen un papel importante en el proceso de envejecimiento.
La teoria del envejecimiento por radicales libres, propuesta por Denham Harman,
sugiere que el dafio celular acumulativo causado por las ROS, que son productos
secundarios del metabolismo oxidativo, contribuye al envejecimiento (Harman,
1956). Como ya hemos indicado, las ROS pueden dafiar proteinas, lipidos y 4cidos
nucleicos en las células, lo que puede causar disfuncién celular y acelerar el
envejecimiento. Ademds, cambios en la dindmica mitocondrial parecen estar

relacionadas con este efecto ya que conducen a un aumento del estrés oxidativo.
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En este contexto, se ha demostrado que la dindmica mitocondrial es esencial para
la capacidad regenerativa exitosa de las células madre, ya que la pérdida de la
fision mitocondrial que se observa durante el envejecimiento o el deterioro
genético desregula la CTE (Balsa et al., 2019), afectando a la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS) (Busch et al., 2014), a la mitofagia (Twig et al., 2008) y
produciendo un aumento del estrés oxidativo. Esto impide la regeneracion tisular,
es decir, la pérdida o alteracion de la fision mitocondrial impide el cambio de
estado quiescente a proliferativo. Por tanto, la forma y la dindmica mitocondrial
controlan las funciones regenerativas de las células madre al regular el

metabolismo y la proteostasis (Hong et al., 2022).

Sin embargo, también se ha demostrado que los niveles moderados de ROS
pueden tener efectos beneficiosos en la prolongacion de la vida util (Schieber and
Chandel, 2014). Los estudios realizados en numerosos modelos de diferentes
organismos han demostrado que un ligero aumento de ROS prolonga la vida. En
levaduras, se ha descubierto que la inhibicion de la via mTOR utilizando
rapamicina (Weichart, 2018) o la restriccion calorica, prolongan la vida ttil al
aumentar las mROS. En Caenorhabditis elegans la pérdida de la actividad de la
SOD mitocondrial, pero no citosélica, también incrementa el tiempo de vida. Este
fenomeno también se ha observado en mamiferos (Mesquita et al., 2010).
Concretamente en ratones transgénicos, se ha observado que la pérdida de la
isoforma 1 de la kinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK; myosin light chain
kinase isoform 1), enzima requerida para el correcto funcionamiento de la CTE,
provoca un aumento de los niveles de mROS, lo que provoca un efecto protector
en la célula, a través de la induccion de vias de respuesta al estrés, entre las cuales
podemos encontrar a Nrf2 (Lapointe et al., 2009). Recientemente, también se ha

observado que el uso de elevadas dosis de antioxidantes sintéticos que provocan
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un descenso global de ROS induce un envejecimiento celular prematuro

(Kornienko et al., 2019; Li et al., 2018).

5.6 Las ROS mitocondriales y su funcion en el metabolismo celular y el

comportamiento cerebral

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado la importancia que tienen las mROS
modulando el metabolismo y el comportamiento en el raton. Este trabajo
demuestra que las mROS endogenos astrociticos tienen una relevancia funcional
que garantiza la correcta cooperacion metabolica entre astrocitos y neuronas,
necesaria para la bioenergética y la supervivencia neuronal (Vicente-Gutiérrez et
al., 2019). Concretamente se pone de manifiesto que las mROS en los astrocitos
tienen un efecto inhibidor en la de la via de la pentosa fosfato, via involucrada en
la generacion de poder reductor y en la produccion de NADPH. Los resultados
también indican que las mROS estan involucradas en la regulacion de otras dos
vias de sefializacion: HDAC4 y NRF2. La oxidacion de HDAC4 por mROS
activaria la expresion de miR-206, reprimiendo la expresion de la enzima glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), un componente de la PPP. Por otro lado,
también se ha observado que las mROS mantienen activo Nrf2, contribuyendo de
esta manera a la regeneracion de GSH neuronal. Esto es de vital importancia para
mantener el equilibrio redox en las neuronas, evitando de esta manera las posibles

afectaciones en la funcion neuronal.

Cabe destacar que la abundancia de mROS en condiciones fisiologicas es
considerablemente mas alta en astrocitos que en neuronas, por lo que es concebible
especular que cualquier reduccion en mROS tendria un mayor impacto en el

metabolismo de los astrocitos. Sin embargo, bajo una condicion patologica, como
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es el tratamiento con dcido 3-nitropropionico (3-NP) se, se ha demostrado que las
mROS, que contribuyen al dafio cerebral y la descoordinacion motora son de
origen neuronal, no astrocitico. Este hecho pone en evidencia la importancia de
dirigirse a tipos de células especificos a la hora de abordar las consecuencias que
tiene la modulacion de la homeostasis redox del cerebro en condiciones tanto

fisiologicas como fisiopatologicas (Vicente-Gutiérrez et al., 2021).

6. NEUROGENESIS DURANTE EL DESARROLLO
EMBRIONARIO

La neurogénesis es un proceso complejo que involucra diversas etapas, como es
la proliferacion de las células pluripotenciales, la migracion, la diferenciacion, la
supervivencia de las neuronas nuevas, asi como la integracion de éstas en los
circuitos neuronales existentes (Kawabe and Brose, 2011). Por tanto, este proceso
puede definirse, de forma resumida, como la generacion de nuevas neuronas, tanto

en el embrion en desarrollo como en el adulto (Eriksson et al., 2019).

6.1 Formacidn del tubo neural

El sistema nervioso central se origina a partir de la linea media del ectodermo
dorsal embrionario. La notocorda, que es de origen mesodérmico, emite senales
inductoras que inician la formacion del tubo neural. La region medial y dorsal del
ectodermo, conocida como placa neural, se invagina y pliega hasta fusionar sus
extremos dorsales, formando el tubo neural. Las paredes interiores de este tubo
proliferan y migran para dar origen a todas las estructuras del (SNC) en un proceso

denominado neurulacion (Squire et al., 2008).

La primitiva luz del tubo neural es el origen de las cavidades del sistema

ventricular del SNC, a la vez que las células neuroepiteliales del tubo daran lugar
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a todas las células del SNC, como las neuronas y las células gliales (Squire et al.,
2003). Sin embargo, otros elementos del SNC, como la microglia y los vasos
sanguineos, tienen un origen mesodérmico. La produccion, diferenciacion y
muerte de las células del SNC se rigen por un programa complejo en el que
intervienen diferentes factores tanto internos como externos. Entre estos factores,
encontramos a Sonic hedgehog (SHH), las proteinas morfogenéticas dseas (BMP)
y los genes selectores homedticos Hox, los cuales, durante el desarrollo
embrionario, son los responsables de coordinar la organizacion de las distintas
estructuras y de los ejes dorso-ventral y antero-posterior del tubo neural (Di Bella

et al., 2021; Rodrigues et al., 2017).

6.2 Desarrollo de la corteza cerebral

Una de las regiones que se forma durante esta etapa embrionaria es la corteza
cerebral. En las fases iniciales del desarrollo, la corteza cerebral esta formada por

un epitelio donde se encuentran las células neuroepiteliales (NEC) (Esquema 5).

Las NEC se caracterizan por ser alargadas y bipolares, y se organizan en una capa
pseudoestratificada que se extiende desde el ventriculo hasta la superficie pial. En
una primera fase, estas células proliferan y se acumulan dentro de la zona
ventricular (VZ) y en una segunda fase en la zona subventricular (SVZ) (Agirman

etal., 2017).

Posteriormente, las NEC se trasforman en células de la glia radial (RGC; radial
glial cells), que expresan marcadores astrogliales, como son el transportador de
Glutamato y aspartato (GLAST; Glutamate Aspartate Transporter), la proteina de
uniéon a lipidos (BLBP; Brain Lipid Binding Protein), el antigeno RC2, la

troponina C, asi como una variedad de filamentos intermedios como Nestina y
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Vimentina. Las RGC se encuentran en la VZ, son las NPCs primarias y comparten
una estructura bipolar similar a las células neuroepiteliales, con una prolongacion
basal que se conecta con la superficie pial y una prolongacion apical con un cilio

corto que se extiende hacia el ventriculo (Cameron and Rakic, 1991).

Inicialmente, se pensaba que la funcion principal de estas RGC era servir como
sustrato y guia para la migracion de los neuroblastos generados durante el
desarrollo embrionario. Sin embargo, se ha demostrado que también actian como
células madre neurales durante la neurogénesis cortical. En estadios iniciales, las
divisiones de las RGC suelen ser simétricas, renovando asi las propias RGC.
Cuando avanza la neurogénesis las divisiones son asimétricas y dan lugar a una
RGC y a una célula hija que, bien migrara radialmente hacia la superficie y se
diferenciara a una neurona, o bien migrard a la SVZ para dar lugar a un progenitor
intermedio, también llamado progenitor basal intermedio. Ademads, en la VZ existe
otro tipo de célula progenitora, los denominados precursores neurales breves, con
un ciclo celular mas corto que las RGC con quienes coexiste, pero que no poseen
capacidad de autorrenovacion y solo son capaces de generar pares de neuronas por
medio de divisiones simétricas (Gal et al., 2006; Di Bella et al., 2021). Las
primeras neuronas postmitoticas producidas directa o indirectamente a partir de
las RGC se someten a un proceso de migraciéon complejo y temporalmente
regulado para llegar a la placa cortical (CP). Estas neuronas irdn ocupando la
posicion correcta para formar las diferentes capas de la corteza cerebral, siguiendo
el proceso de migracion conocido como de, dentro hacia afuera, siendo las capas
internas las mas ancestrales y las superficiales las mas recientes (Di Bella et al.,

2021).
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Esquema 5. Representacion de la neurogénesis de la corteza cerebral. Las distintas fases del
desarrollo durante la etapa embrionaria: proliferacion, migracidn, diferenciacion y maduracion.
VZ (Zona ventricular), SVZ (Zona subventricular), CP (Placa cortical), I1Z (Interzona), MZ (zona
marginal).

6.3 Estructura de la corteza cerebral

La corteza cerebral en los mamiferos, incluyendo a los humanos y los ratones, se
caracteriza por tener una estructura laminar compuesta por seis capas distintas
(Esquema 6). Estas capas suelen denominarse utilizando niimeros romanos: Capa
molecular (I), Capa granular externa (II), Capa piramidal externa (III), Capa
granular interna (IV), Capa piramidal interna o ganglionar (V), Capa multiforme
o de células polimorficas (VI). Es importante tener en cuenta que, si bien esta
estructura de seis capas es caracteristica de la corteza cerebral en general, existen
variaciones en el grosor y desarrollo de ciertas areas en diferentes especies, lo cual
refleja la complejidad y evolucion especifica de cada organismo (Stepien et al.,

2021).
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Esquema 6. Capas de la corteza cerebral de mamifero adulto. Capa molecular (1), Capa granular
externa (ll), Capa piramidal externa (Ill), Capa granular interna (1V), Capa piramidal interna o
ganglionar (V), Capa multiforme o de células polimérficas (VI).

En el raton, objeto de la presente Tesis doctoral, la mayoria de las neuronas
corticales se generan entre los dias embrionarios 12,5y 17,5 (post-coitum) (Urban,
2014), requiriendo un niimero total estimado de 11 ciclos celulares durante la
neurogénesis. Funcionalmente, la corteza comprende cuatro tipos de células
neurales que incluyen dos clases de neuronas, piramidales glutamatérgicas e
interneuronas GABAérgicas, asi como dos tipos de células gliales,

oligodendrocitos y astrocitos.

6.4 Factores reguladores de la neurogénesis cortical

Durante el desarrollo cortical, hay diversos factores reguladores que controlan
diferentes aspectos del proceso, incluyendo la migracion celular, la laminacion y

la formacion de las capas corticales:
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1.

Pax6. Es un factor de transcripcion esencial en el desarrollo cortical. Su
delecion o mutacion causa defectos cerebrales y alteraciones en el
neurodesarrollo. Pax6 se expresa en los progenitores de la zona ventricular,
regula la proliferacion de estos y controla la duracion del ciclo celular.
Ademas, juega un papel en la determinacion del destino neuronal de los

progenitores corticales (Zhang et al., 2011).

Tbr2 (T-box brain protein 2). Este factor de transcripcion se expresa en
los progenitores intermedios basales. La pérdida de Tbr2 conduce a la
disminucioén del grosor de las capas corticales y la pérdida de progenitores
intermedios, mientras que su sobreexpresion aumenta la proliferacion de

los progenitores intermedios basales (Sessa et al., 2008).

Neurogeninas 1 y 2 (Ngnl y Ngn2). Estos factores proneurales
desempefian un papel en la especificacion del destino neuronal de los
progenitores. Durante la neurogénesis, entre E12-E15 en el raton, los
niveles de expresion de Ngnl permanecen elevados, mientras que estan
muy reducidos durante la astrogliogénesis, en los dias posnatales PO-P4

(Sun et al., 2001; He et al., 2005).

p27kipl. Es una proteina inhibidora de las quinasas dependientes de
ciclina que regula la progresion del ciclo celular. Controla la proporcion
de células que salen del ciclo celular y migran a las capas corticales
superiores. Ademads, interactia con Ngn2 para regular la activacion de
genes diana y promueve la migracion y la morfologia de las neuronas

postmitdticas (Bach et al., 2018; Ray et al., 2009).
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6.5 ROS en el desarrollo del sistema nervioso central

Como hemos detallado previamente en el apartado 1, las ROS desempefian un
papel importante en la sefalizacion celular y en el control de varios procesos
celulares (Oswald et al., 2018; Wilson et al., 2018; Sies et al., 2022; Bigarella et
al., 2014; Kanda et al., 2011; Ray et al., 2012). Estas ROS pueden modular la
actividad de las principales vias de sefializacion involucradas en el desarrollo,
incluidas aquellas que estdn mediadas por factores de transcripcion, factores de
crecimiento y morfogenos, ya que estos pueden oxidar o modificar directamente
proteinas y enzimas, lo que provoca cambios en su actividad y funcion (Wilson et
al., 2018; Sies et al., 2022). Ademas, son capaces de modular la actividad de las
moléculas de sefializacion, como las proteinas quinasas y las fosfatasas, al oxidar

o reducir sus residuos de cisteina (Rhee, 2016).

Numerosos estudios han sugerido que el estrés oxidativo desempefia un papel en
la regulacion del comportamiento de las NPCs y la neurogénesis cortical,
regulando los diferentes procesos clave en el desarrollo del cerebro (Chui et al.,
2020). Las ROS son esenciales para la proliferacion de las NPCs, ya que niveles
moderados de éstas promueven la proliferacion de células progenitoras neurales,
siendo las responsables de generar nuevas neuronas en la corteza en desarrollo
(Chui et al., 2020). Ademas, se ha identificado que las ROS puede activar vias de
sefializacion involucradas en la progresion del ciclo celular y promover la division
celular. Un claro ejemplo de este mecanismo es el observado en el trabajo de
Kirova (Kirova et al., 2022), que demuestra que las mROS aumentan durante el
ciclo celular y oxidan la quinasa 2 dependiente de ciclina (CDK2), permitiendo su
interaccion con la fosfatasa KAP, promoviendo de esta manera la replicacion y

proliferacion del ADN.
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Junto a estos resultados, se ha puesto de manifiesto que las ROS que se generan
por las NOX, participan en los procesos de diferenciacion neuronal, tanto en las
etapas embrionarias como adultas. Esta generacion de ROS mediada por NOX se
produce a través de la activacion de las vias de sefializacion PI3K/AKT vy
MAPK/Erk (Terzi et al., 2018). Todo parece indicar que las principales isoformas
que modulan el desarrollo neuronal son NOX2 y NOX4, desempefiando una
importante funcién en el crecimiento dendritico y axonal. En este contexto, las
ROS estarian modulando el crecimiento y la orientacion axonal, mediante la
oxidacion de proteinas del citoesqueleto asociadas a la actina (Wilson et al., 2018).
Ademas de las NOX, existen otras moléculas implicadas en la sefializacion de las
ROS durante el desarrollo axénico, como es la flavoenzima, MICAL, que vincula
a las ROS con el crecimiento del cono axonico, a través de la semaforina 3A

(Sema3A) (Hung et al., 2010).

Recientemente, se ha identificado que la maduracion neural es el resultado de la
existencia de un patron temporal del desarrollo mitocondrial y metabdlico (Itawa
et al., 2023). Asi, se ha identificado que las diferencias en las propiedades
metabodlicas especificas de las neuronas corticales pueden influir en la
neurogénesis humana (Goval et al., 2014). Durante mucho tiempo se ha pensado
que la glucdlisis aerdbica constituye un sello distintivo de la proliferacion celular,
asi como durante de la tumorogénesis (Vander Heider et al., 2009). No obstante,
investigaciones recientes han encontrado que la actividad de la OXPHOS
mitocondrial influye en la velocidad del desarrollo morfoldgico y funcional de la

neurona posmitdtica (Itawa et al., 2023).
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6.6 Modelo de estudio del desarrollo del cerebro: Neuroesferas

El cultivo de neuroesferas se describi6 por primera vez en 1992 (Reynolds and
Weiss, 1992) y sigue siendo, actualmente, una herramienta importante en la
investigacion de NPCs, representando un método in vitro para el estudio del
desarrollo del cerebro (Azari et al., 2016). Las neuroesferas utilizan un medio de
cultivo quimicamente definido y libre de suero, que contiene factores de
crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF). Estos factores de crecimiento
promueven la proliferacion de las NPCs (Vescovi et al., 1993). En este tipo de
ensayo, las NPCs crecen en forma de neuroesferas, que pueden ser pasadas a
cultivos sucesivos para expandir la reserva de células. Estos progenitores del tallo
neural son multipotentes, lo que significa que tienen la capacidad de diferenciarse
en neuronas, oligodendrocitos y astrocitos, los principales tipos de células del SNC

(Walker and Kepperman, 2014).

Este tipo de cultivo proporciona una fuente renovable de precursores
indiferenciados del SNC, lo que permite estudiar procesos como la proliferacion,
la autorrenovacion y la diferenciacion neuronal y glial, en condiciones fisioldgicas
y patologicas. Ademds, estos sistemas permiten evaluar la especificacion
intrinseca de los precursores neurales durante el desarrollo y explorar el potencial
de las células al eliminar las sefiales extrinsecas del entorno normal. Estas ventajas
han hecho que el cultivo de neuroesferas sea ampliamente utilizada por muchos
investigadores, tanto en el campo de la neurociencia como en el de la medicina

regenerativa (Jensen and Parmar, 2006).
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1. HIPOTESIS

Historicamente, las especies reactivas de oxigeno se han considerado moléculas
relacionadas con el desarrollo de procesos fisiopatoldgicos. Esto se debe a que su
toxicidad resulta especialmente relevante cuando su concentracion intracelular
alcanza valores elevados, capaces de superar la defensa antioxidante y
detoxificante celular, lo que provoca estrés oxidativo. No obstante, las ROS
también desempenan importantes funciones fisiologicas, ya que actian como
segundos mensajeros capaces de regular procesos celulares tan importantes, como
son la proliferacion, la diferenciacion, la migracion y la apoptosis, entre otros, que

son claves para el desarrollo del sistema nervioso central.

Mediante la manipulacion exogena del estado redox celular, se ha demostrado que
las ROS desempeian un papel fundamental en la regulacion de la autorrenovacion
de las células madre neurales, su maduracion y transicion hacia su diferenciacion
a neuronas (Hwang, 2021). Sin embargo, se desconoce la implicacion de los ROS
mitocondriales enddgenos en estos procesos. Recientemente, se ha demostrado
que la modulacion de los ROS astrociticos, promueve cambios metabdlicos que
regulan la funcién neuronal (Vicente-Gutierrez et al., 2019). En este contexto,
creemos que las ROS mitocondriales podrian tener una importante funcion en el
control de la transicion de la proliferacion a la diferenciacion de los progenitores

neurales y, por ende, en el desarrollo perinatal de la corteza cerebral.
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2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta nuestra hipotesis, nuestro objetivo fundamental ha sido
investigar la posible funcion de las especies reactivas de oxigenos generadas en la
mitocondria sobre la transicion de la proliferacion a la diferenciacion de los
precursores neurales, haciendo hincapi¢ en su efecto sobre el desarrollo de la

corteza cerebral.

En concreto, proponemos los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar la funciéon de las ROS mitocondriales (mROS) en Ia
diferenciacion y actividad de las neuronas corticales neuronal en cultivo
primario.

2. Estudiar el efecto de las mROS en los procesos de proliferacion y
diferenciacion de los precursores neurales durante el desarrollo de la
corteza cerebral en raton.

3. Identificar los mecanismos moleculares implicados en la funcion de las
mROS sobre la proliferacion y diferenciacion de los progenitores neurales,

en un modelo de neuroesferas en cultivo.
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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 Comision Europea relativa al alojamiento y cuidado
de animales, asi como la legislacion espafiola 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 manejo de animales vivos

han sido aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

Los animales se criaron en las instalaciones del Servicio de Experimentacion
Animal de la Universidad de Salamanca, 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
con acceso libre de agua. El periodo gestacional, establecido en 19,5 dias para el
raton, se controld 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 acompanados por células epiteliales de la

vagina y se consider6 este dia como el primero de la etapa gestacional.

1.1 Modelo de raton mCAT
En el desarrollo de este trabajo se ha empleado un modelo de raton knock-in que

expresa la catalasa mitocondrial de forma constitutiva (mCAT), lo que permite

modular a la baja la abundancia de las mROS enddgenos.
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El modelo transgénico, descrito en el Esquema 7, se generd a partir de cDNA
mCAT, que codifica la catalasa fusionada a la secuencia N-terminal de
localizacidon mitocondrial de la citocromo ¢ oxidasa VIII (C8) y la secuencia de
cDNA de la hemaglutinina (HA) del virus de la influenza para su seguimiento. El
cDNA mCAT se introdujo mediante recombinacion homologa en el locus Rosa26
en un fondo C57B1/6J 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 y (iii) el mantenimiento de la

catalasa endogeno (citosdlica) intacta.

Ce@

.2 H,0, 2 H,0+0,

Esquema 7. Construccion de la catalasa mitocondrial. C8: citocromo ¢ oxidasa Vill; HA:
hemaglutinina de influenzahumana; pA: cola poli-A; mCAT: catalasa mitocondrial; mROS:
especies reactivas de oxigeno mitocondriales.

Adicionalmente, se incluy6é una secuencia de parada (STOP) flanqueada por
secuencias LoxP (5'-ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT-3")
(Locus of X-over PI1) (Branda Aand 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. El raton
generado de esta manera (+/mCATLoxP) con fondo C57Bl/6J, se cruzd con
ratones que expresan Cre recombinasa derivada del fago P1 bajo el promotor CMV

(+/CMV-Cre) para eliminar la secuencia de STOP y expresar la catalasa
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mitocondrial de forma constitutiva (+/mCAT) (Esquema 8). Para la realizacion
de los experimentos incluidos en la presente Tesis, se cruzaron animales
heterocigotos (+/mCAT) con ratones C57Bl1/6] para la obtencion de los animales

+/mCAT (mCAT) y +/+ (wt).

Cmv

==,

CAG

CRE

Rosaze ) [STORRp_mcAT_|—

HmCAT et AT e

Esquema 8. Estrategia utilizada para expresar de manera ubicua la catalasa en la mitocondria.
CAG: potenciador del citomegalovirus fusionado con el protomot de la actina b de pollo; CRE: Cre
Recombinasa; mCAT: catalasa mitocondrial; CMV: citomegalovirus.

1.2 Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de un pequefio fragmento de la cola o del cerebelo de ratones a
diferentes estadios del desarrollo, embrionarios y postnatales. El tejido se incubd
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 su digestion completa la reaccion
se mantuvo en agitacion durante toda la noche a 55 °C. Al dia siguiente las
muestras se incubaron durante 5 minutos a 100 °C, para inactivar la proteinasa K

y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 minutos.
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1.3 Genotipado de los animales

Los ratones se genotiparon mediante PCR:

Los ratones mCAT se genotiparon mediante PCR y se utilizaron las siguientes

secuencias de oligonucleotidos:

OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIA
BOLI (FORWARD) 5’ CTCCCAAAGTCGCTCTGAGTTGTTATAT-3’
BOLI (REVERSE) 5'CGATTTGTACGTAACTAATCTGTCTGG-3'
Kin-ROSA 5'GCAGTGAGAAGAGTACCACCATGAGTCC-3'

Los oligonucledtidos BOL1(F) y BOL1(R) generan 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. Para detectar la construccion de mCAT, se utilizo el tercer

oligonucledtido Kin-ROSA que generd una banda de 245 pb (Esquema 9).

Alelo wt . —
778 pb

12450-BOL1 12451-BOL1

CAG
—>
Alelo mCAT }- mCAT -
5949 pb 4245 ob”
12450-BOL1 12451-BOL1

0034-Kin-ROSA

Esquema 9. Estrategia de genotipado de animales mCAT mediante el andlisis de PCR. Las lineas
rojas ilustran la localizacion de los oligonucledtidos.
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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 72 °C. Las concentraciones finales de los componentes de la PCR fueron
una mezcla de dNTPs 0,5 mM (Roche), oligonucledtidos 0,3 uM (Sigma-Aldrich),
Taq polimerasa 0.042 U/ul (Biotools) y un tampdn de reaccion 10X que contiene
MgCl,. La cantidad total de DNA empleado fue de 30 ng.

1.4 Electroforesis en gel de Agarosa

Los productos de la PCR se analizaron mediante un gel de agarosa al 3 % (p/v).
Los geles se tifieron previamente con MidoriGreen (1:20.000) y la electroforesis
se realiz6 en tampon TAE (Tris 40 mM, dacido acético glacial 20 mM,
NaEDTA<2H>O 1mM), 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 ADN. Las iméagenes se realizaron usando el equipo Bio-

Rad Chemidoc (XRS).

2. CULTIVOS CELULARES

2.1 Cultivo primario de neuronas corticales

Para la obtencion del cultivo primario de neuronas corticales wild type (wt) y
mCAT, emplearon camadas de embriones de 14,5 dias de gestacion (Gomez-
Sanchez et al., 2011; Delgado Esteban M et al, 2013), procedentes de la linea de

animales, que hemos denominado como mCAT constitutiva y en un fondo
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genético C57B1/6J. Las ratonas gestantes se sacrificaron mediante dislocacion
cervical y se extrajeron los embriones mediante histerectomia. Con ayuda de
tijeras, forceps y pafiuelos impregnados en 70 % de etanol, se extrajeron los
hemisferios cerebrales de forma individualizada para cada embrion. A
continuacion, se colocaron en una placa Petri de poliestireno con la solucién de
disgregacion [EBSS o Solucion basal salina de Eagle (Eagle's Basal Salt Solution:
NaCl 116 mM, KCI 5,4 mM, NaH,PO4 1,01 mM, MgSO4 1,5 mM, NaHCOs 26
mM, D-glucosa 4 mM, 10 mg/ml de rojo fenol) con 2,94 mg/ml de BSA (albumina
de suero bovino) y 20 pg/ml de DNAsa tipo I, (pH 7,15) y se diseccionaron
suavemente con un bisturi. A continuacion, se colocd cada cerebro de embridn
diseccionado en un eppendorf'y se dejé durante 4 minutos hasta su sedimentacion.
Cada uno de los sedimentos se resuspendid en 1 ml de solucion de tripsinizacion
(EBSS; 50 pg/ml de ADNSsa, 3,15 mg/ml de BSA, 10 mg/ml de tripsina, pH 7,15)
y se incubaron a 37 °C durante 10 minutos en un bafio termostatico. La
tripsinizacion se detuvo afiadiendo FBS (suero fetal de ternera, fetal bovine serum)
a una concentracion final de 10 % (v/v). La suspension celular se centrifugd a 500
X g durante 5 minutos para eliminar el sobrenadante (Eppendorf 5702R). Los
sedimentos se resuspendieron suavemente (9 veces cada uno) en 1 ml de solucién
de disgregacion (EBSS: 50 pg/ml de ADNsa, 3,15 mg/ml de BSA, 10 mg/ml de
tripsina, pH 7,15) y con ayuda de una pipeta Pasteur siliconada para evitar la rotura
celular. Tras dejar sedimentar la solucion celular durante 4 minutos, se recogio el
sobrenadante, que contenia las células disociadas, y se deposité en un tubo limpio.
Este proceso de resuspension se repitié una vez mas para aumentar el rendimiento.

Los sobrenadantes se centrifugaron luego a 500 X g durante 5 minutos.

Los sedimentos celulares se resuspendieron en un medio especifico para el

crecimiento neuronal Neurobasal-A (Life Technologies, Gibco) suplementado con
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2 % de B27-A0 (AntiOxidants, Life Technologies, Gibco), L-glutamina 2 mM,
D-glucosa 5,5 mM, piruvato 2,5 mM y una mezcla de antibidticos: penicilina G
100 U/, estreptomicina 100 pg/l y anfotericina B 0,25 g/l (Sigma-Aldrich).
Ademas, para prevenir la posible contaminacion por micoplasma se realizd un
tratamiento con Plasmocina 2,5 pg/ml (Invivo Gen). El recuento de células vivas
se realizd con una tincion de 0,4 % de azul de tripano (10 pl de la suspension
celular en 30 pl medio de cultivo y 40 pl de azul de tripano) (Sigma-Aldrich), y se
utilizd una cdmara Neubauer (Zeiss) y un microscopio de contraste de fases
(Olympus CK30). La suspension celular se sembro a una densidad de 18x10*
células/cm? en placas de poliestireno (NuncTM, Thermo Fischer Scientific),
previamente recubiertas con poli-D lisina (10 pg/ml; Sigma-Aldrich) o con poli-L
ornitina 15 pg/ml (Sigma-Aldrich) y fibronectina 1 pg/ml (Sigma-Aldrich). Las
placas se colocaron en un incubador de cultivo celular termostatizado a 37 °C en
atmosfera humeda al 5 % de CO». El medio se renovo cada 3 dias in vitro (DIV).
Las neuronas se utilizaron a diferentes dias de diferenciacion, recogiéndose a

tiempos cortos (1-6 DIV) y tiempos mas largos (9-12 DIV).

2.2 Cultivo de neuroesferas

Las neuroesferas se obtuvieron de los hemisferios corticales de camadas de
embriones de 14,5 dias de gestacion (E14,5) procedentes de la linea mCAT
constitutiva con fondo genético C57Bl/J6 (Vicente-Gutiérrez et al., 2019). El
procedimiento para la obtencion de la suspension celular se realizd6 de manera
similar al que se utilizo en el cultivo primario de neuronas corticales descrito en

el apartado anterior.
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En este caso, el sedimento celular que se obtuvo al final, se resuspendié en un
medio especifico para el crecimiento de neuroesferas DMEM/F12 (17,5 mM
glucosa, Gibco Life Technologies) suplementado con 2 % de B27-sin vitamina A
(AntiOxidants, Life Technologies, Gibco), L-glutamina 10 mM, piruvato 10mM
y antibioticos: penicilina G 100 U/l; estreptomicina 100 pg/l; anfotericina B 0,25
pg/l (Sigma-Aldrich) y suplemento N2 (Gibco) (Belenguer et al., 2017).
Igualemnte, para prevenir contaminaciéon por micoplasma se realizd un
tratamiento con Plasmocina 2,5 pg/ml (Invivo Gen). El recuento de células vivas
se realizo con la tincidon con azul de tripano al 0,4 % (10 pl de la suspension celular
en 30 ul medio de cultivo y 40 pl de azul de tripano) (Sigma-Aldrich), y se utilizd
una camara Neubauer (Zeiss) y un microscopio de contraste de fases (Olympus
CK30). La suspension celular se sembré a una densidad de 20-25 x10° células/cm?
en placas de poliestireno (NuncTM, Thermo Fischer Scientific) sin tratamiento
previo y en presencia de dos mitogenos: bFGF 20 ng/ml (basic Fibroblast Growth
Factor, Sigma) y EGF 20 ng/ml (Epidermal Growth Factor, Gibco Life
Technologies) (Cha et al., 2017). Las placas se colocaron en un incubador de
cultivo celular termostatizado a 37 °C en atmosfera himeda al 5 % de CO> durante

6 dias (Esquema 10).

Esquema 10. Realizacion del cultivo de neuroesferas primarias corticales. Las células de los
hemisferios corticales se disociaron y se cultivaron con DMEM/F12 suplementado con mitégenos.
Estas se mantuvieron hasta los 6 dias en un incubador de cultivo celular termostatizado a 37 °C
en atmdsfera humeda al 5 % de CO..
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3. EXTRACCION DE MITOCONDRIAS DE LAS NEUROFERAS

Las neuroesferas de 6 DIV cultivadas en placas de 60 cm? se disgregaron con
acutasa (Accutase®, Cell detachment solution, Stem Cell) y se centrifugaron a 500
X g durante 5 minutos. Se descart6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendio
en 500 pl de Tampon A (sacarosa 83 mM, MOPS 10 mM (3-(N-morfolino) dcido
propanosulfonico, pH 7,2). Este sedimento se homogeneizd 20 veces con un
Potter-Elvehjem. El mismo volumen de Tampo6n B (250 mM sacarosa, 30 mM
MOPS, pH 7,2) se afiadi6 a la muestra y el homogeneizado se centrifugé a 1.000
g durante 5 min para eliminar las células y los nticleos intactos. El sobrenadante
se recogid en otro tubo y se centrifugd a 12.000 g durante 2 min y se obtuvo el
pellet que contiene la fraccion mitocondrial. Este pellet se lavd en 200 pl de
Tampoén C (sacarosa 320 mM, EDTA 1 mM, Tris-HC1 10 mM, pH 7,4) y se volvid
a centrifugar 12.000 X g durante 2 min. Se descartd el sobrenadante y el
sedimento, que contenia las mitocondrias lavadas, se resuspendié en 80 pl de
Buffer D (1 M 6- acido aminohexanoico, Bis-Tris HCl 50 mM, pH 7,0).
Finalmente, se midieron las concentraciones de mitocondria para realizar los

experimentos posteriores.

4. DETERMINACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO

4.1 Determinacion de peroxido de hidrogeno

La produccion de H>O: celular se detectd con la sonda luminiscente
AmplexRed™ (Molecular Probes. Invitrogen) (Lopez-Fabuel et al., 2016). En

presencia de la peroxidasa de rabano, la sonda (10-acetil-3,7dihidroxifenoxacina)
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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 (Esquema 11). Para la determinacién de H20O»
las células o las mitocondrias aisladas (5 ug) se incubaron con el reactivo
AmplexRedT™ 100 uM en tampén KRPG (Krebs-Ringer Phosphate Glucose,
NaCl145 mM, Na2PO4 5,7 mM, KClI 4,86 mM, CaCl2 0,54 mM, MgSO4 1,22
mM y D-glucosa 5,5 mM, pH 7,35) en presencia de peroxidasa de rabano (0.1
U/ml) durante 2 horas a 37 grados. Cada 15 minutos se anot6 la luminiscencia
emitida a una longitud de onda de 604 nm, siendo la longitud de excitacion de 538
nm, con una duraciéon de 2 horas y utilizando un espectrofotdmetro Varioskan
Flash (Thermo Fischer). Para calcular la velocidad de produccién de H»O», las
pendientes derivadas de la fluorescencia emitida por la sonda se normalizaron con
la concentracion de proteinas en cada condicion (pmol/h/ug proteina). Una
alicuota de la misma suspension celular se recogioé en NaOH para la determinacioén
de la concentracion de proteinas. Los resultados se expresaron en unidades

arbitrarias respecto a la condicion control.
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Esquema 11. Deteccién de H,0, mediante el uso de la sonda AmplexRed™: La sonda se oxida
en presencia de r H,0, por accién de la peroxidasa, dando lugar a resofurina un compuesto
detectable fluorimétricamente.
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4.2 Determinacion de anidon superdxido

La determinacion de los niveles de O,” que se producen a nivel de la cadena de

transporte de electrones mitocondrial, se realizo utilizando la sonda comercial
MitoSOX™ Red (Invitrogen™ Molecular Probes™, Thermo Fisher Scientific,
Ref. M36008). Este reactivo es permeable a las células vivas y contiene un grupo
catidnico (carga positiva) que lo dirige selectivamente a las mitocondrias

(Quintana Cabrera et al., 2012). En el interior de estos organulos, el indicador
MitoSOX™ se oxida por la accion del O,", pero no por otras especies de oxigeno

y/o nitrogeno (Esquema 12).

Las neuroesferas una vez recogidas y disgregadas con acutasa (Accutasa®;Cell
detachment solution, Stem Cell), se lavaron con tampon fosfato salino (PBS: NaCl
136 mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO42H>0 7,8 mM; KHoPO4 1,7 mM; pH 7,4) y se
incubaron en presencia de la sonda MitoSOX™ 2 uM en tampon KRPG durante
30 minutos a 37 °C. Posteriormente las células se centrifugaron (5 minutos a 500

X g) y se resuspendieron en PBS.

N @EPLID»;imsmed

Esquema 12. Deteccién de O 2" mediante el uso de la sonda MitoSOX™. La oxidacién de la

sonda en la mitocondria da lugar a un derivado fluorescente que permite la deteccion de O, de
manera especifica en el orgdnulo.



La sefial de la sonda se analiz6 en el canal de FL4 de un citémetro de flujo
FACScalibur (BD Biosciences), equipado con un haz laser de argéon de 15 mW
sintonizado a 510 nm (Mukhopadhyay et al., 2007). Se utilizaron los programas
CellQuestTM para la adquisicion de eventos y Paint-A-GateTM PRO para el

andlisis. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias.

4.3 Determinacion de anion superoxido extracelular

La produccion de O, extracelular se midi6 siguiendo un protocolo publicado
previamente (Li et al., 2016) con algunas modificaciones. Este método se basa en
la reduccion del citocromo C oxidado (Cyt C) a su forma reducida por el O,

(Bayard and Arnal, 2000). El Cyt C reducido absorbe luz a 550 nm y el valor de

absorbancia es directamente proporcional a su concentracion. Para determinar la
produccion de O, extracelular, las neuroesferas una vez disgregadas y lavadas se

pipetearon en una placa de 96 pocillos y se incubaron con Cyt C oxidado 120 pM

(Sigma-Aldrich), durante 2 horas a 37 °C. Se registr6 la absorbancia a 550 nm
usando un Fluoroskan Ascent FL (Thermo Fisher). La concentracion de O, se

calculd usando el coeficiente de extincion de la forma reducida de Cyt C y se
normaliz6 a la cantidad de proteina. Los resultados se expresan como uM por mg

de proteina.

5. DETERMINACION DE LA MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS
La muerte celular por apoptosis se determind 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
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la fosfatidilserina, un fosfolipido presente en las membranas plasmaticas y que en
las células apoptdticas 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 necréticas que han perdido
su integridad de membrana. Para evitar falsos positivos, ademas de anexina V-
APC, se utilizo 7-AAD, un colorante que se une especificamente al DNA de las
células necroticas. De este modo, solo aquellas células positivas para la anexina
V, que mostraron ser negativas para el 7-AAD, se consideraron apoptdticas

(Almeida et al., 2004; Delgado-Esteban et al, 2013; Sanchez-Moran et al., 2020).

Las neuroesferas se recolectaron y se disgregaron con la acutasa. Posteriormente,
se centrifugaron 5 min a 500 X g y se resuspendieron en tampon BB (Binding
Buffer, Hepes 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl; 2,5 mM; a pH 7,4) y se incubaron
con Anexina-V DY64 y 7-AAD durante 15 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Tras la incubacion se afadi6 buffer (BB) suficiente para conseguir una
concentracion celular aproximadamente de 10° células/ml. En el analisis por
citometria se registraron 50.000 eventos para cada triplicado de cada condicion.
Las sefiales de la anexina V y del 7-AAD se analizaron en los canales FL4 y FL3,
respectivamente, de un citometro de fluyjo FACScalibur (BD Biosciences),
equipado con un haz laser de argon de 15mW sintonizado a 488 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 como
porcentaje de neuronas apoptdticas positivas para Anexina V y negativas para

7AAD (anexina V-APC'/7AAD).
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6. DETERMINACION DEL ESTADO OXIDATIVO DE LAS
PROTEINAS EN LAS NEUROESFERAS

Con el fin de determinar la oxidacion proteica en muestras de neuroesferas, estas
se disgregraron y se recogieron en un buffer con RIPA (dodecilsulfato sodico
(SDS) 1 %, EDTA 10 mM, Triton Tx-100 1 % v/v, NaCl 150 mM, NaPO4; 10 mM
a pH 7) suplementado con 2 % de SDS. A este extracto proteico se le afiadié 10
mM de DNPH (2,4-dinitrofenilhidracina) y se calent6 durante 10 minutos a 25 °C.
Posteriormente, se le incorporo6 a la muestra 1M Tris/ 30 % de glicerol/ 15 % de
-Mercaptoetanol (f-ME). Finalmente se realizé un andlisis de trasnferencia tipo
western blot (WB) convencional con el fin de detectar 2,4-dinitrofenol (DNP) ()
(Esquema 14) (Tamarit et al., 1998; Cabiscol et al., 2000).

Muestra (2pg/pl)
(RIPA +2 % SDS)

15u1M/30%

10 min a 25° Glicerol/ 15 % B-

15 pl de DNPH
10 mM

WB anti-DNP

Esquema 14. Esquema resumen de recogida de muestras para determinar el estado de oxidacion
de las proteinas.

68



7. TRANSFERENCIA TIPO WESTERN BLOT

5.1 Extraccion de proteinas

Para la obtencion de extractos celulares de proteinas totales, tanto en cultivos
primarios de neuronas corticales como en los cultivos de neuroesferas, las células
se lavaron con PBS frio y se lisaron con tampdn de RIPA (dodecilsulfato sodico
(SDS) 1 %, EDTA 10 mM, Triton Tx-100 1 % v/v, NaCl 150 mM, NaPO4; 10 mM
a pH 7,0), suplementado con inhibidores de fosfatasas y proteasas. Los extractos
se recogieron en hielo e inmediatamente, se hirvieron durante 5 minutos, se
centrifugaron a 13000 X g, durante 10 minutos y se congelaron a -80 °C. En el
caso de las neuroesferas antes de recogerlas con tampon de lisis se disgregaron

con acutasa.

5.2 Determinacion de la concentracion de las proteinas

La cuantificacion de la concentracion de proteinas de las muestras se realizo
mediante el ensayo del acido bicinconinico (BCA; Pierce™, ThermoScientific,
Ilinois, EE. UU). Este método colorimétrico esta basado en la reduccion del Cu*?
(azul) a Cu™, en presencia de proteinas y medio alcalino (reaccion de Biuret). La
cantidad de Cu*?reducido es proporcional a la cantidad de proteina presente en la
solucion. Asi, el cation Cu'! generado reacciona con el BCA, generandose un
complejo de color purpura que absorbe luz a una longitud de onda de 562 nm y
que es proporcional a la concentracion de proteinas de la muestra. La absorbancia
se midi6 espectrofotométricamente en un Multiskan Ascent (Thermo Electron

Corp Basingstoke, Reino Unido) y se calcularon las concentraciones utilizando la
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albumina sérica bovina (BSA) como estandar para el calculo de la recta patron.
Las determinaciones se realizaron por triplicado para cada uno de los

experimentos.

5.3 Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

Con objeto de analizar la expresion de las proteinas de interés estas se sometieron
a una electroforesis en presencia de dodecilsulfato sddico (SDS) (condiciones
desnaturalizantes). Para ello, en funcién del peso molecular de las proteinas objeto
de estudio, se utilizaron geles de distintos porcentajes de la mezcla de acrilamida
bis-acrilamida. Los geles utilizados estan constituidos por: Un gel concentrador o
stacking, en la parte superior, de porcentaje de acrilamida (acrilamida: bis-
acrilamida 29:1 (Bio-Rad Laboratories, California, EEUU) al 3 % en Tris-HCI 1
M pH 6,8 con SDS 10 %; persulfato amoénico (PSA) 10 %y TEMED (N, N, N, N’-
tetrametilendiamina) 0,1 %. Un gel separador o running, en la parte inferior, de
distintos porcentajes de acrilamida: 6, 8, 10, 12 % en Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8 con
SDS 0,1 %, PSA 0,08 % y TEMED 0,08 %, en funcion de las proteinas de interés.

La muestra proteica (30 pg) se resuspendio en tampon de carga (- mercaptoetanol
4 % v/v, SDS 8 % p/v, azul de bromofenol 0,02 % p/v, glicerol 4 % v/v y Tris-
base 250 mM), se hirvio 5 minutos a 100 °C y se centrifugd a 13.000 X g durante
5 minutos. Para la identificacion de los pesos moleculares se utilizd un marcador
de peso molecular (Page Ruler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific).
Posteriormente, las proteinas se separaron utilizando un sistema de electroforesis
vertical (MiniProtean-3®, BioRad Laboratories, California, EE. UU.) y tampo6n
de electroforesis (Tris 25 mM; glicina 200 mM y SDS al 0,1 % p/v, pH 8,3). Una

vez concluida la electroforesis, los geles se sometieron a electrotransferencia.
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5.4 Electrotransferencia e inmunodeteccion de proteinas por Western Blot

Las proteinas separadas en geles SDS-PAGE se transfirieron electroforéticamente
a membranas de nitrocelulosa (Hybond®, Amersham Biosciences, Nueva Jersey,
EE. UU) utilizando el sistema Mini-Transblot (Bio-Rad) y tampén de
transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20 % v/v, pH 8,3). Con
objeto de comprobar la correcta transferencia de proteinas, las membranas de
nitrocelulosa se tifieron con una solucién de rojo Ponceau 10 % (v/v) (Sigma-
Aldrich) durante 5 minutos. Seguidamente, se elimind la tincion realizando

lavados con TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20 al 0,1 % v/v; pH 7,5).

Para evitar la formacién de las uniones inespecificas de los anticuerpos, las
membranas se bloquearon durante 1 hora con leche desnatada (Sveltesse, Nestle)
al 5 % p/v en tampon TRIS con Tween (TTBS; 20 mM Tri, 500 mM NacCl, 0.1 %
v/v Tween 20, pH 7.5) a temperatura ambiente. A continuacion, se incubaron a 4
°C y durante toda la noche, en una solucién de albtimina o leche al 2% p/v en
TTBS que contenia el anticuerpo primario correspondiente frente a la proteina de

estudio y que se recoge en la Tabla 2:
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Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados durante la inmunodeteccion. En esta

tabla se muestran los anticuerpos primarios utilizados para los estudios de expresion proteica por

transferencia tipo Western Blot.

ANTICUERPOS
PRIMARIOS

MAP2

TAU

PCNA
CDH1
CycBl1
P21

P53

HSP60

YH2AX

GAPDH
ANTICUERPOS
SECUNDARIOS

Raton

Conejo

ESPECIE

Raton

Raton

Conejo
Raton
Conejo

Raton

Raton
Congjo
Raton

Raton

Cabra
Cabra

DILUCION

1/500

1/500

1/500
1/1000
1/500
1/500

1/500
1/1000
1/500
1/10000

1/10000
1/10000

REFERENCIA

ab11268

ab80579

9271
MS-1116-P1
9272
556431

2524
Ab46798
05-6360
4300

170-6516
Sc-2030

CASA
COMERCIAL

Abcam

Abcam

Cell Signaling
Thermo

Cell Signaling
BD

Cell Signaling
Abcam
Millipore

Ambion

Biorad

Santa Cruz

Como control de carga se utilizd la proteina enddgena gliceraldehido fosfato

deshidrogenasa (GAPDH). Al siguiente dia las membranas se lavaron 3 veces

durante 5 minutos y posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario

correspondiente durante una hora a temperatura ambiente. Tras 3 lavados con

TTBS se realiz6 un ultimo lavado con el mismo tampoén, pero sin Tween (TBS)
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para evitar que éste interfiera con algunos de los reactivos de revelado utilizados.
Por ultimo, se incubaron las membranas, segun la proteina a detectar, con los
reactivos de quimioluminiscencia Super Signal™ West Dura Extended Duration
Substrate (ThermoScientific), Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz
Biotechnology, Texas, EEUU. Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate
(Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Finalmente, las
membranas se expusieron a una pelicula auto-radiografica (Fuji Medical X-Ray
Film, Fujifilm) para detectar la sefial. Se realizaron triplicados biologicamente
independientes de cada experimento. Las cuantificaciones se llevaron a cabo con
el software ImageJ64, normalizando cada valor de cada banda en cada una de las
condiciones, con el valor correspondiente a la banda obtenida con su control de
carga. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias de cantidad de proteina

respecto a la condicion control de cada experimento.

5.5 Reutilizacion de las membranas de nitrocelulosa mediante Stripping

En ocasiones, las membranas de nitrocelulosa de los Western Blot se reutilizaron
y se incubaron de nuevo con un anticuerpo primario distinto a la inicial. Para ello,
fue necesario realizar la eliminacion de las uniones antigeno-anticuerpo, tras lavar
4.5 veces las membranas con TTBS, se incubaron en una solucion de stripping
durante 7 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron 3 veces con
TTBS a temperatura ambiente y se bloqued la membrana con leche al 5 % durante
20-30 min A partir de este momento, se realizé la incubacion de los anticuerpos
primarios y secundarios; el revelado se realizo de la misma manera que lo descrito

en la seccion anterior 5.4.
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5.6 Tincion de geles con SDS-PAGE con azul de coomassie

Los geles de poliacrilamida se tifieron con solucién de azul de Coomassie al 0.1
% (p/v), metanol al 50 % (v/v) y &cido acético al 10 % (v/v) en agitacién, a
temperatura ambiente. A continuacion, se destifieron en una solucion que contenia
metanol al 20 % (v/v) en agitacion, cambiando periddicamente dicha solucion.
Esta técnica se realizé para comprobar el porcentaje de proteinas que no se habian

transferido a la membrana de nitrocelulosa.

8. INMUNOCITOQUIMICA

Para los ensayos de inmunocitoquimica, las neuronas se sembraron sobre
cubreobjetos de cristal esterilizados al fuego y tratados con una solucion de poli-
L ornitina 15 pg/ml (Sigma-Aldrich) y fibronectina 1 pg/ml (Sigma-Aldrich) o
sobre placas de Ibidi, previamente tratadas con poli-D-lisina. A los diferentes dias
el cultivo, las neuronas se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4
% (p/v) toda la noche a 4 °C. Al siguiente dia los cristales se incubaron con glicina
0,1 M en PBS durante 20 minutos y se permeabilizaron con Tritéon X-100 al 0,25
% (v/v) en PBS durante 5 minutos. Posteriormente, se incubaron en una solucién
de bloqueo (Tritéon X-100 al 0,1 % v/v y suero de cabra al 10 % v/v en PBS) a
temperatura ambiente durante 1 hora. Los anticuerpos primarios utilizados se
indican en la Tabla 3 y se prepararon en una solucioén de incubacidon compuesta
por suero de cabra al 5 % en PBS, y se pusieron en contacto con las muestras
durante la noche a 4 °C en agitacion suave. Al dia siguiente los cristales se lavaron
con PBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con los
fluoréforos Cy2 o Cy3 a una dilucion 1/500 (Jackson ImmunoResearch,

Pennsylvania, EE. UU.) en suero de cabra al 5 % en tampén PBS. Se mantuvieron
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durante 1 hora a temperatura ambiente, en oscuridad y agitacion suave. Tras ello,
se lavaron con PBS para retirar el anticuerpo sobrante, y se incubaron durante 10
minutos con el marcador nuclear DAPI 30 uM (Sigma-Aldrich). Los cubreobjetos
se lavaron con PBS, tras los cuales se montaron sobre portaobjetos utilizando el

Slow Fade Antifade y de esta manera evitar la pérdida de fluorescencia.

La visualizacion y adquisicion de microfotografias confocales se llevé a cabo
utilizando un microscopio Leica TSC-SL (Leica Microsystems, Mannheim,
Alemania) y un spinning disk Roper Scientific con microscopio Olympus 1X81
(Olympus®, Tokyo, Japon). Se tomaron entre 10-15 microfotografias de cada
genotipado por condicion o tratamiento experimental, procedente de al menos 3-4
cultivos independientes. El analisis de imdgenes se realizdo mediante el software

Image Jx64.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios. En esta tabla se muestran los anticuerpos

primarios  utilizados en

inmunocitoquimica.

ANTICUERPOS
PRIMARIOS

MAP2

Nestin

TUJ1

BrdU
TAU

ANTICUERPOS
SECUNDARIOS
Cy2

Cy2

Cy3

Cy3

SONDA
NUCLEAR
DAPI

ESPECIE

Raton

Rata

Conejo

Rabbit

Raton

Raton
Congjo
Raton

Congjo

DILUCION

1/500

1/500
1/500

1/500
1/500

1/250
1/250

1/250
1/250

30uM
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ab11268

556309
ab18207

ab
ab8152

115.225.003
111.225.003

111.165.003
111.175.003

D#9542

los estudios de expresion proteica mediante andlisis de

CASA
COMERCIAL

Abcam

BD
Abcam

Abcam
Abcam

Jackson

Jackson
Jackson

Jackson

Sigma



9. ANALISIS DE LA PROLIFERACION MEDIANTE TINCION CON
BrdU EN NEUROESFERAS PRIMARIAS

En nuestras condiciones experimentales, estudiamos el proceso proliferativo en
las neuroesferas primarias. Para ello utilizamos dos tipos de anélisis diferentes,

uno consistente en inmunocitoquimica.

El estudio de la proliferacion en las neuroesferas embrionarias, se realizd de la
siguiente manera: las neuroesferas primarias a los 6 DIV se sembraron en placas
de 24 pocillos tratadas previamente con poli-L-ornitina y fibronectina. A los 15
minutos tras su siembra, se realiz6 un pulso de 30 minutos con BrdU 10 uM.
Posteriormente, las células se fijaron con PFA al 4 % toda la noche. Tras la fijacion
de las células se incubaron con HCI 2N durante 20 minutos a 37 °C con objeto de
desnaturalizar el ADN y seguidamente se neutralizo la accion del HCI incubando
las células durante 15 minutos con la soluciéon de borato 0,1 M a pH 8,5y a
temperatura ambiente (Ferréon et al.,, 2007). A continuacién, las células se
incubaron con el anticuerpo primario anti-BrdU (Tabla 3-lista de anticuerpos)
durante 24 h a 4 °C. Al dia siguiente se sigui6 el mismo protocolo previamente

descrito en el apartado 8 de Inmunocitoquimica.

10. ANALISIS DE CICLO CELULAR MEDIANTE CITOMETRIA DE
FLUJO Y TINCION CON YODURO DE PROPIDIO

Existe una gran variedad de fluorocromos para realizar el anélisis del ADN y en
todos los casos, resulta necesario que la molécula fluorescente se una a la molécula

de ADN estequiométricamente, con objeto de relacionar directamente la cantidad
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de fluorescencia medida con el contenido celular de ADN existente. El
fluorocromo més utilizado para este tipo de estudios es el Yoduro de Propidio (IP).
Se excita con luz entorno a los 480 nm (para lo cual resulta valido un laser de
Argon-ion) y emite fluorescencia roja (entorno a los 620 nm). Las moléculas de
IP se intercalan entre los pares de bases de los acidos nucleicos, tanto del ADN
como del ARN, por lo cual es necesario eliminar éste ultimo por procesos
enzimaticos si se quiere una determinacion lo mas exacta posible de la cantidad

de ADN.

Las células se disgregaron con Accutase® y se fijaron con etanol al 70 % frio
durante 30 min a 4 °C. Posteriormente, las células se lavaron con Tx-PBS
conteniendo este tampon un detergente Tween (Tween+PBS), con la finalidad de
permeabilizar las células. Las células se incubaron con la solucion de IP,
suplementada con ARNsa durante 20 minutos a 37 °C. Finalmente, las muestras

se analizaron en el canal FL3 mediante citometro de flujo.

11. ANALISIS DE LA CANTIDAD DE GLUTATION EN
NEUROESFERAS PRIMARIAS

Para determinar la concentracion de glutation, las neuroesferas se disgregaron y
se centrifugaron. El pellet se resuspendi6 rapidamente con 4cido 5-sulfosalicilico
al 1 % p/v. Este lisado celular se centrifugd a 13 000 X g durante 5 minutos y la
concentracion de glutation total, que es la suma del glutation reducido mas dos
veces el oxidado (GSx = GSH + 2GSSG), se midi6 en el sobrenadante usando un
protocolo descrito previamente (Tietze,1969) tal y como se resume en el Esquema
14. Al precipitado celular se le afadi6é un volumen igual de NaOH 0,1 M para la
cuantificacion de proteinas. El ensayo se basa en la oxidacion de GSH (glutation

reducido) a expensas de la reduccion de DTNB (5,5'-ditiobis-(acido 2-
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nitrobenzoico) (Sigma-Aldrich) a TNB (Amax=405 nm). E1 GSSG recién formado
(glutation oxidado) se regenera a GSH a través de la actividad enzimatica de la
glutation reductasa (GR), que necesita NADPH (H+) como cofactor. Esta es una
reaccion ciclica cuya velocidad de reaccion es directamente proporcional a la GSx

(concentracion total de glutation).

Esta determinacion se realizo en una placa de 96 pocillos mezclando 10 pl de
muestra, 90 pl de agua y 100 pl de tampdn de reaccion (EDTA 1 mM, DTNB 0,3
mM, DTNB 0,4 NADPH mM, glutation reductasa 1 U/ml, preparado en PB 0,1
mM, pH 7,5). Para cuantificar los niveles de glutation oxidado, las muestras se
trataron con 2-vinilpiridina. Los aumentos de absorbancia, tras la reaccion entre
GSH y DTNB, se midieron utilizando un Fluoroskan Ascent FL (Thermo Fisher)

a 405 nm, cada 15 segundos durante 2,5 minutos (10 medidas en total).

Paralelamente, se llev a cabo una recta patrdn a partir de soluciones estandar de
GSSG de concentraciones de 0 a 50 uM. La concentraciéon de GSx (nmol / mg
proteina) se calculé a partir de las pendientes obtenidas en las muestras,

extrapolandolas a las obtenidas en la recta patron.

2 GSH
DTNB NADP
Glutatidn reductasa
2 NADPH
A =405 nm GSsSG
LY e —
2 GSH + DTNB — 2
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Esquema 14. Determinacion enzimdtica de la concentracion de glutation. La reduccion del DTNB
paralela a la oxidacion del glutation permite determinar su concentracion a 405 nm. Todo el
glutation oxidado (GSSG) es de nuevo reducido a GSH por la Glutation reductasa, usando el

NAPDH como cofactor.

12. EXTRACCION DE ARN DE LAS NEUROESFERAS PRIMARIAS Y
CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS

La extraccion de ARN se llevo a cabo utilizando el kit comercial GeneluteTM

Mammalian Total RNA Kit (Sigma-Aldrich).

Las neuroesferas y las neuronas en cultivo se lisaron con una mezcla de -
mercaptoetanol: Tampon de solucion de lisis en proporcion 1:100 (v/v). Los
lisados se filtraron en columnas Genelute para eliminar los restos celulares y
desechar el ADN, y se centrifugaron a 16.000 X g. Posteriormente, se afiadié un
volumen equivalente de etanol al 70 % en agua DEPC (Di-etil-piro-carbonato)
libre de RNasas y las muestras se agitaron hasta mezclarse completamente. A
continuacion, dicha mezcla se pasé de nuevo por la columna de unién (Genelute
Binding), donde se quedd adherido el ARN. Tras eliminar el filtrado, la columna
se lavd una vez con una solucion denominada solucion de lavado (Wash Solution
1). Una vez separado el ARN, se trat6 la columna con 100 U de DNAsa I (DNAse
I, RNAse-free, Roche), durante 15 minutos, a temperatura ambiente en un tampon
compuesto por Tris-HCI 400 mM, NaCl 100 mM, MgCl12 60 mM y CaCI2 10 mM;
pH 7,9. Tras la incubacion, para eliminar todos los restos de DNA y evitar la
amplificacion de ADN genomico, se lavaron las columnas tres veces, una con
soluciones de lavado (Wash Solution 1) y otra vez con una solucion de lavado
(Wash Solution 2) Concentrado/etanol, que permite un secado completo de la
columna. Finalmente, el contenido de la columna se eluy6 en un tubo limpio con

50 pl de solucion de elucion mediante centrifugado a 16.000 X g durante 1 minuto.
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Asi, con el ARN purificado obtenido en el filtrado se midi6 su concentracion con
un espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Fischer Scientific). La
ratio de absorbancia de 260 frente a 280 nm que determina la pureza del RNA, que

se obtuvo fue de 1.8-2.

13. ANALISIS DE LA FUNCIONALIDAD NEURONAL MEDIANTE LA
EXPRESION GENICA POR RT-PCR

Mediante esta técnica analizamos la expresion diferencial de genes que
cuantificamos de forma relativa respecto a un control interno de expresion

endogena (housekeeping; Gapdh).

La PCR a tiempo real (RT-PCR) gracias a la emision de fluorescencia por parte
de un fluorocromo (SYBR Green), que se intercala entre las hebras de ADN
bicatenario, permite obtener la cantidad de producto de PCR amplificado o
amplicon que serd proporcional a la fluorescencia obtenida en cada caso. 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 softwares Geneious
(Version pro-Trial, Biomatters Limited, Auckland, Nueva Zelanda) y Amplifix
(Universidad de Marsella, Marsella, Francia). 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). Las condiciones en las que se emplearon los distintos

oligonucleétidos se resumen en la siguiente Tabla 4.
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Tabla 4. Secuencias y condiciones experimentales de los cebadores utilizados en la RT-PCR.

DIANA SECUENCIA [uM] EFICIENCIA

Gfap F AAGATGAAACCAACCTGAGGC 0.3 98

R CGAACTTCCTCCTCATAGATC

Ascll F CTTGAACTCTATGGCGGGTTC 0,3 101,31

R GCCATCCTGCTTCCAAAGTC

Tubb3 F ATAGACCCCAGCGGCAACTA 0,3 106,49

R CCGAACACTGTCCATGGTTC

Are F CACTCTCCCGTGAAGCCATT 0,3 99

R TCCTCCTCAGCGTCCACATA

c-FOS F GGGAATGGTGAAGACCGTGT 0,3 94,5
R GCATGGACTGTGGTCATGA
NoxI F AAATTCCAGCGTGCCGACAA 0,1 94,3

R AACCAGGCAAAGGCACCTGT

Nox2 F ATGCAGGAAAGGAACAATGC 0,1 95,3

R GTGCACAGCAAAGTGATTGG

Nox4 F TGCAGAGATATCCAGTCCTTCC 0.1 98

R TCCCATCTGTTTGACTGAGG

Hom-1 F AGCACAGGGTGACAGAAGAG 0,4 102

R GAGGGACTCTGGTCTTTGTG

Nif2 F GCAGGACATGGATTTGATTGA 0.4 94,91

R GTCAAACACTTCTCGACTTAC

Glee F GGCACAAGGACGTGCTCAAGT 0.3 86

R TGCAGAGTTTCAAGAACATCG

Ngol F GGGGACATGAACGTCATTCTCT 0,4 97,5

R AAGACCTGGAAGCCACAGAAGC

Gapdh F TCAGCAATGCCTCCTGCACCA 0,3 108,2

R GCATGGACTGTGGTCATGAG
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En la cuantificacion de la expresion de los genes de estudio, se utilizod el kit
comercial Power SYBR. Green RNA-to-Ct™ 1-Step Kit (Applied Biosystems,
California, EE.UU), que permite acoplar la retrotranscripcion y la amplificacion
en un Unico 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, Hamburgo, Alemania). 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 60 °C (activacion de la enzima DNA
polimerasa), 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C (desnaturalizacion) y 1 minuto a 60

°C (anillamiento y elongacion).

El valor que se obtuvo para cada reaccion fue el ciclo umbral (Ct; threshold cycle)
o ciclo en el que la fluorescencia emitida por el SYBR Green es detectable dentro
de la fase lineal. Se obtiene el Ct para cada uno de los genes de estudio y para el
housekeeping (Gapdh). El incremento de Ct (ACt) es la diferencia entre el Ct de
cada geny el Ct de la GAPDH. El Método Comparativo de Ct relaciona el nimero
de copias entre las distintas condiciones, que se obtiene al final de una reaccion
optimizada empleando la formula (Bustin et al. 2009): Ct [2744¢]. 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 <I indican que la expresion disminuye con respecto
al control. Los resultados se mostraron en unidades arbitrarias de expresion,

cantidad relativa de ARNm entre la muestra problema y el control.
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14. ANALSIS DE LA DIFERENCIACION DE LOS LINAJES
CELULARES OBTENIDOS A PARTIR DE LAS NEUROESFERAS
PRIMARIAS

Con objeto de estudiar la capacidad que tenian, las neuroesferas mCAT y wt , de
diferenciar en los tres linajes principales: astrocitos, neuronas y oligodendrocitos,
las células se sembraron a una densidad de 100.000 cel/cm? sobre un sustrato
adhesivo (Geltrex, Growht Factor Reduced Matrigel Matrix, Thermo Fisher) en
medio DMEM/F12 (previamente descrito en la Seccion 2 de material y métodos)
con bFGF (basic Fibroblat Growth Factor) 10 ng/ml durante 2 dias, lo que permitid
la producciéon masiva y supervivencia de células progenitor neuronales y
oligodendrogliales (Esquema 15). Pasados estos dos dias se retiraron los factores
de crecimiento del medio y se afiadié un 2 % de SF (Belenguer et al., 2017). Las

células se recogieron a diferentes dias segiin los estudios a realizar.

/TN

Esquema 15. Representacion esquemadtica del protocolo de diferenciacion de neuroesferas.
Las neuroesferas se disgregaron y de sembraron sobre un sustrato adherente. Posteriormente
se recogieron a diferentes dias en cultivo.
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15. MEDIDA DE LA LONGITUD TELOMERICA

La extraccion de ADN se llevé a cabo con el kit comercial Qiagen kit (QIAmp®
ADN blood kit) siguiendo las instrucciones del fabricante. A los 6 dias de cultivo,
las neuroesferas se disgregaron con acutasa, se centrifugaron y ese pellet se utiliz6
para extraer el ADN. Se midi6 la concentracion de ADN purificado con un
espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). La pureza del ADN
se determin6 mediante el ratio de absorbancias A260/280, siendo 6ptima entre 1,8

y 2.0.

La longitud telomérica se midi6 mediante qPCR empleando el kit comercial
Absolute Mouse Telomere Length Quantification qPCR Assay Kit (ScienCell,
Catalog #M8918). Este kit contiene oligonucledtidos que reconocen y amplifican
las secuencias teloméricas (TEL) y oligonucleotidos que reconocen y amplifican
una region de 100 bp en el cromosoma 10 que sirve como referencia para la
normalizacion de los resultados (SCR; Single Copy Reference). Se incluye
también un fragmento de ADN genomico de referencia, con una longitud
telomérica conocida, como control para calcular la longitud telomérica de las
muestras problema. La reaccion de amplificacion se realizé en un termociclador
Mastercycler®ep Realplex (Eppendorf), empleando Applied Biosystems
StepOnePlus™ Real-Time PCR System. Los fragmentos TEL y SCR se
amplificaron usando 1 uL de cada oligonucleotido especifico, 10 uL de SYBR
Green PCR MasterMix (Applied Biosystems), y 7 uL de agua. La cantidad total
de ADN en cada reaccion fue de 5 ng. El programa de amplificacion fue el
siguiente: 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 15 seg, 60 °C
durante 1 min. Para calcular la expresion relativa de cada amplicon y cuantificar

los resultados se emple6 el método comparativo de Ct [2744¢1].
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16. ENSAYO DE MIGRACION DE NEUROESFERAS

Para el ensayo de migracion las neuroesferas a los 6 dias en cultivo se sembraron
en placas de 24 pocillos pretratadas con poli-L-ornitina y fibronectina. Se tomaron
imagenes mediante microscopia de contraste fases cada 6 h durante 1 dia, lo que
permitié el seguimiento de la migracion de las NPCs (células progenitoras
neurales) fuera de las neuroesferas. Para la cuantificacion de la migracion se tuvo
en cuenta el radio inicial de las neuroesferas (Kong et al., 2008.), con objeto de
minimizar las diferencias en la distancia de migracion, que pudiesen ser debidas

al tamafo de partida de la neuroesfera (Esquema 16).

/TN

R1

Esquema 16. Esquema de ensayo de migracion. En el esquema se muestra tanto el protocolo
utilizado por la realizacion de éste, como la cuantificacion de los resultados. Para la
cuantificacion se realizé el ratio entre la distancia de migracion (R2) y el radio inicial de la
neuroesfera (R1).

17. OBTENCION DE MUESTRAS DE TEJIDO
- Tejido embrionario:

Los embriones (wt y mCAT) a distintas etapas del desarrollo (E12, E15, E18) se

obtuvieron de gestantes de acuerdo con los estandares de cuidado animal de la
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Universidad de Salamanca y siguiendo la normativa vigente e indicada
previamente para el manejo de animales de experimentacion. Tras lavarse en
tampon PBS frio, las cabezas de los embriones EI12 y E15 se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4 % (p/v) y con 10 % (v/v) de metanol en tampon
fosfato 0,2 M pH 7,4 durante 10 dias a 4 °C. Los encéfalos completos (bulbos
olfatorios, hemisferios corticales, cerebelo y bulbo raquideo) se extrajeron del
craneo y se fijaron posteriormente durante dos dias mas con solucién de
paraformaldehido (PFA) 4 %. Seguidamente, se enjuagaron sucesivamente
durante 10 min, 30min y 2 h, 4 h, 8 h, 12 h con 0,1M PB (pH 7,4), y se
sumergieron en sacarosa/PBS a porcentajes de10, 20 y 30 % (p/v) secuencialmente
hasta que se hundieron. Los tejidos se incluyeron en un compuesto de temperatura
de corte optimo denominado OCT (n.° de catdlogo 4583; Thermo Fisher
Scientific) y se congelaron en nitrogeno liquido. Finalmente, los cerebros se
cortaron en el plano sagital en un criostato (Leica CM 1950 AgProtect,) a 20 pm

y se montaron en portaobjetos Superfrost Plus (Thermo Fisher Scientific).

- Tejido postnatal:

Los ratones postnatales (wt y mCAT) p0, p7, pl4 y p21, asi como los E18 se
anestesiaron mediante inyeccion intraperitoneal de mezcla (1:4) de clorhidrato de
xilacina (Rompun; Bayer) y ketamina (Imalgene; Merial), usando 1 ml de la
mezcla por kg de peso. A continuacion, se perfundieron via aorta con una solucion
de NaCl al 0,9 %, seguido de 5 ml por gramo de peso del fijado (4 % (p/v)
paraformaldehido, 0,4 (p/v) con metanol en buffer fosfato 0,1 M; pH 7,4. Una vez
perfundidos, los cerebros se extrajeron cuidadosamente y se fijaron en solucion de
PFA con metanol al 10 % durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente los bloques

de cerebro se lavaron sucesivamente durante 10 min, 30 min, 2, 6, 12 y 24 horas
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con una solucion de tampédn fosfato (PB 0,1 M; 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 sagitales de 20 um de

espesor mediante un criostato (Leica CM 1950 AgProtect, Leica).

18. INMUNOFLUORESCENCIA IN VIVO

Las secciones sagitales se lavaron tres veces PB 0,1 M durante 5 minutos. Los
cortes se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios en tampén PB 0,1M
que contenia Triton X-100 al 0,2 % y suero de cabra al 5 %, durante 48-72h a 4°C.
Al dia siguiente se incubaron con los respectivos anticuerpos secundarios
conjugados con el fluor6foro (Cy3 o Cy2 de Jackson) durante 2 y a temperatura
ambiente. Ver en la Tabla 5 la lista de anticuerpos primarios y secundarios
utilizados. Posteriormente, los nucleos se tifieron con 4,6-diamino-2-fenillindol
0,5 ug/ml (DAPI, Sigma D95429) durante 7 minutos a temperatura ambiente.
Después de lavar con PBS, las secciones se trataron montaron con el medio de
montaje Fluoromont (F4680, Sigma). Las preparaciones se examinaron mediante
microscopia de epifluorescencia empleando conjuntos de filtros apropiados de un
microscopio invertido (Nikon Invertido microscope Eclipse Ti-E, Japan. Las
cuantificaciones se realizaron por triplicado en tres regiones diferentes de la

corteza cerebral.
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Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para los estudios de

inmunohistoquimica.
ANTICUERPOS ESPECIE DILUCION REFERENCIA CASA
PRIMARIOS COMERCIAL
MAP2 Raton 1/500 ab11268 Abcam
Nestin Rata 1/500 556309 BD
TUJ1 Conejo 1/500 ab18207 Abcam
BrdU Congjo 1/250 ab8152 Abcam
TBR2 Conejo 1/500 ab216870 Abcam
SATB2 Raton 1/50 ab92446 Abcam
CTIP2 Rata 1/1000 Ab18465 Abcam
ANTICUERPOS
SECUNDARIOS
Cy2 Raton 1/250 115.225.003 Jackson
Cy2 Conejo 1/250 111.225.003 Jackson
Cy3 Raton 1/250 111.165.003 Jackson
Cy2 Rata 1/250 Jackson
Cy3 Conejo 1/250 111.175.003 Jackson
SONDA NUCLEAR
DAPI 30 um1/7000 D#9542 Sigma
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16.1 Analisis de proliferacion in vivo

Con el fin de evaluar la proliferacion celular in vivo, a las ratonas gestantes se les
inyectd con un andlogo estructural de la timidina, la 5-bromo-2-desoxiuridina
(BrdU) (BD) 50 mg/kg y a las 2 horas tras la inyeccidn, se sacrificaron obteniendo
los embriones de acuerdo con los estandares de cuidado animal de la Universidad
de Salamanca y siguiendo la normativa vigente e indicada previamente para el
manejo de animales de experimentacion (Seccion 1 de Material y Métodos). Los
cerebros de estos embriones se procesaron, tal y como se ha descrito en el apartado

anterior (Apartado 17).

Para determinar la cantidad de células que se encontraban en la fase proliferativa,
se realizo el siguiente protocolo de inmunofluorescencia: los cortes de cerebro
obtenidos (wt y mCAT) se trataron durante 30 minutos con HC1 2 N a 37 °C con
el fin de desnaturalizar el ADN y permitir la entrada del anticuerpo.
Posteriormente los cortes se incubaron con el anticuerpo primario 72 h a 4 °C, una
vez pasado este tiempo se incubaron con los respectivos anticuerpos secundarios
conjugados con el fluoréforo (Cy3 o Cy2 de Jackson) (Tabla 5) durante 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, los nticleos se tifieron con 4,6-diamino-2-
fenillindol 0,5 ug/mL (DAPI, Sigma D95429) durante 7 minutos a temperatura
ambiente. Después de lavar con PBS, las secciones se trataron con el medio de
montaje Fluoromont (F4680, Sigma). Las inmnohistoquimicas se visualizaron en
un microscopio invertido (Nikon Invertido microscope Eclipse Ti-E, Japan),
realizandose un triplicado de muestras y condicion para su posterior

cuantificacion.
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16.2 Tincion mediante Nissl

Esta tincion se utiliz6 con objeto de estudiar la estructura, la distribucion, el
tamano y la morfologia de los somas neuronales, de las diferentes areas del cerebro
y objeto de estudio. Para ello, se utilizd un colorante sintético basico: el violeta de
cresilo. El violeta de cresilo se usa especialmente para la tincidon nuclear y
visualizacién de los cuerpos de Nissl. Los cortes de tejido se montaron en
portaobjetos gelatinizados y se dejaron a temperatura ambiente en una mezcla 1:1
de alcohol absoluto/cloroformo durante toda la noche. Este paso se realiza para
eliminar la grasa y asi conseguir menor tincion de fondo. Seguidamente se
hidrataron pasédndolos por una bateria de etanoles a concentraciones y porcentajes
decrecientes (100, 96, 90, 80, 70, 60 y 50 %) preparados en H>O destilada (H>Od)
y se tifleron durante 5-20 minutos en violeta de cresilo al 1 % (v/v) en HoOd. A
continuacion, se enjuagaron en H>Od y se diferenciaron en el alcohol de 96° y se
deshidrataron en otra bateria de etanoles en este caso a concentracion creciente.
Finalmente, los cortes se aclararon en xileno durante 15 min y se cubrieron
utilizando la solucion de Entellan (1.07960, Sigma). Las imagenes se adquirieron

mediante un microscopio de campo claro.

19. ANALISIS ESTADISTICO

Las determinaciones se realizaron en al menos tres réplicas bioldgicas (cultivos o
animales. Los valores se expresaron como medias + S.E.M. (error estandar de la
media) de, al menos, tres experimentos independientes. La significatividad se
determind mediante el anélisis de la varianza (ANOVA), seguido del test de
Bonferroni (para comparaciones multiples) o el test de la t de Student (para

comparaciones entre dos Unicos grupos de valores). En todos los casos, un valor
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de p<0,05 se considero estadisticamente significativo. El analisis estadistico se

realizo con ayuda del software Graphpad Prism 8 (IBM, Nueva York, EEUU).
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Resultades



I. BLOQUE 1

1. Lareduccion endogena de las mROS altera la diferenciacion

neuronal

Recientemente, se ha demostrado que, en los astrocitos, la reduccion de las ROS
mediante la expresion de la catalasa en la mitocondria (mCAT), altera la funcion
cognitiva (Vicente-Gutierrez et al., 2019). Asi, la reducciéon de las mROS
astrociticos da lugar a importantes cambios metabolicos en las neuronas, lo que
provoca alteraciones en la red neuronal y, con ello, el deterioro cognitivo de los
animales. En este sentido, se sabe que muchos de los procesos que alteran el
equilibrio celular provocan una alteracion de la funcion cerebral. De hecho, hemos
demostrado que, durante el desarrollo embrionario, la ausencia de Cdhl, principal
activador del complejo promotor de la anafase (APC; anaphase promoter
complex) en el SNC que coordina la proliferacion y diferenciacion de las NPCs,
provoca la desestructuracion de la corteza cerebral, originando un fenotipo de
microcefalia (Delgado-Esteban et al., 2013). Por lo tanto, decidimos estudiar el
efecto de la reduccion endégena de las mROS en el desarrollo del cerebro durante

el periodo perinatal.

Una primera aproximacion fue estudiar el proceso de diferenciacion en un modelo
de neuronas corticales de 14,5 dias en cultivo primario, procedentes de camadas
con individuos de ambos genotipos, wt y mCAT. Para ello, analizamos a distintos
dias de diferenciacion los niveles proteicos de marcadores de neuronas maduras,
MAP2 (marcador neuronal dendritico) y TAU (marcador neuronal axdnico)

(Dehmelt and Halpain, 2005). Tras el analisis de transferencia tipo Western Blot,
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los resultados obtenidos (Figura 1) mostraron que, aunque la expresion de MAP2
y TAU se increment6 en ambos genotipos a lo largo de los dias de diferenciacion
(DIV), observado desde el primer dia en cultivo (1 DIV), en las neuronas mCAT
existe un mayor aumento de estos marcadores, respecto a las wt. Por el contrario,
a dias de diferenciacion mas largos, 12 DIV, los niveles de ambos marcadores
disminuyeron en las neuronas mCAT en comparacion con las wt. Este efecto
indica una diferenciacion acelerada en las neuronas mCAT, asi como un

envejecimiento o desetructuracion del citoesqueleto neuronal en estadios mas

avanzados.
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Figura 1. La reduccién de las mROS modifica la expresion de marcadores de diferenciacion
neuronal. Niveles de expresion de TAU y MAP2, analizados mediante WB en neuronas corticales
recogidas a diferentes dias en cultivo primario. La expresion de GAPDH se utilizé como control de
carga. Los resultados se expresaron normalizados frente a la condicion wt 1 DIV (dias in vitro). Los
datos son medias + SEM; * p<0.05 vs wt, # p<0.05 vs mCAT 1 DIV (Anova de dos vias, n=3
experimentos independientes).
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Paralelamente, analizamos la expresion de los marcadores: MAP2 (marcador
dendritico de neuronas maduras) y TUJ1 (marcador de estadio temprano de
diferenciacion) a dias mas cortos de diferenciacion in vitro (2 DIV). En las
microfotografias de la Figura 2, se muestra un mayor crecimiento dendritico en
las neuronas mCAT en comparacion con las wt, hecho que confirma la acelerada
diferenciacion neuronal en las neuronas mCat y concuerda con los resultados
previos mostrados en la Figura 1.

wt mCAT

2 DIV

MAP2

Figura 2. La reduccion de las mROS moadifica la expresion de marcadores dendriticos.
Microfotografias de fluorescencia confocal procedentes de cultivos primarios de neuronas
corticales que muestran los marcadores de diferenciacion TUJ1 (verde) y MAP2 (rojo) a 2 DIV
tras inmunocitoquimica. Imdgenes representativas de un total de 3 cultivos independientes. Se
muestra en gris cada canal de fluorescencia por separado para cada proteina Barra de escala:

100 um.
Seguidamente, quisimos profundizar en estos resultados realizando el

seguimiento del patrén de expresion de la proteina neuronal TAU y MAP2, a3y

6 DIV, mediante inmunocitoquimica (Figura 3).
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Figura 3. La reduccion de las mROS altera el crecimiento axdnico. Microfotografias de
fluorescencia confocal procedentes de cultivos primarios de neuronas corticales que muestran
los marcadores de diferenciacion TAU (verde) y MAP2 (rojo) a 3 y 6 DIV, mediante
inmunocitoquimica. Imdgenes representativas de un total de 3 cultivos diferentes. Se muestra
cada canal de fluorescencia por separado para cada proteina. Cuantificacion de un total de 10

fotos por genotipo. Barra de escala: 50 ym.

En su conjunto, estos resultados indican que las neuronas corticales mCAT en
cultivo primario presentan un aumento en la expresion de los marcadores de

diferenciacion neuritica, respecto a las neuronas wt. Ello evidencia que la

97



disminucion de los mROS promueve la diferenciacion acelerada en los primeros
dias de diferenciacion de las neuronas mCAT, lo que podria ser responsable de un
envejecimiento prematuro en las neuronas mCAT a los 12 DIV. Estos resultados
confirman los resultados observados en un trabajo de tesis Doctoral previa de

nuestro laboratorio (Tesis Norah Saud Alothman, 2019).

2. Lareduccion de las mROS provoca cambios en la actividad

neuronal

Posteriormente, y una vez demostrado el diferente perfil de diferenciacion de las
neuronas mCAT y wt, nos preguntamos si ello se relacionaria con cambios en la
actividad neuronal. Para ello, analizamos los niveles de expresion de genes Arc'y
c-Fos en las muestras de neuronas corticales en cultivo primario, mediante RT-

PCR (apartado 8 de Material y Métodos).

Fos es un factor de transcripciéon que se expresa en el nicleo de las células
neuronales y estd involucrado en la regulacion de la expresion génica en respuesta
a la actividad neuronal, indicando en gran medida actividad sinaptica. Por otro
lado, Arc es una proteina que se expresa en las dendritas y se asocia con el
citoesqueleto, también en respuesta a la actividad neuronal. Por tanto, la expresion
de ambos genes son indicadores de la actividad neuronal (Heroux et al., 2018).
Como se muestra en la Figura 4, los niveles de expresion de Arc y de c-Fos en las
neuronas mCAT fueron muy superiores a los obtenidos en las neuronas wt, a los
6 DIV. Esta tendencia ya se aprecia a los 3 DIV, y refleja una mayor actividad
neuronal en las células mCAT respecto a las wt. Dicho efecto se correlaciona con
el aumento en los marcadores de diferenciacion mostrados anteriormente (Figuras

2y 3). Por tanto, la acelerada diferenciacion de las neuronas mCAT es funcional,
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ya que se asocia la mayor diferenciacion estructural con el incremento en la

actividad neuronal.
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Figura 4. La reduccion de las mROS enddgenas provoca cambios en la actividad neuronal.
Andlisis de la expresion relativa de Arc y cFos mediante RT-gPCR en neuronas corticales
primarias a los 3 DIV y 6 DIV. Se usé el gen Gadph como control de gen enddgeno. Los
resultados se expresaron normalizados frente a la condicion wt. Los datos son medias +SEM;
* p<0.05 vs wt, (test t-student; n=3 experimentos independientes).

3. Lareduccion de las mROS afecta a la distribucion y

morfologia de las mitocondrias

Tal y como se ha descrito en la Introduccion, la dindmica y el metabolismo de las
mitocondrias va cambiando durante la diferenciacion de las neuronas corticales
(Itawa et al., 2023). Debido a que, en el modelo utilizado la expresion de la catalasa
se realizo especificamente en la mitocondria, decidimos estudiar diferentes
pardmetros mitocondriales, con objeto de detectar posibles alteraciones en estos
organulos. En primer lugar, analizamos los niveles la proteina HSP60, una
chaperona de la matriz mitocondrial, mediante WB, a los 3 DIV. La Figura 5 se
muestra que no hubo diferencias en la cantidad de mitocondrias entre ambos

genotipos, a juzgar por los niveles similares de HSP60.
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Figura 5. La expresion de la catalasa en la mitocondria no modifica la cantidad de
mitocondrias. Niveles de expresion de HSP60 analizados mediante Western Blot de neuronas
corticales en cultivo primario recogidas a 3 DIV. La expresion de GAPDH se utilizé como control
de carga. Los resultados se expresaron normalizados frente a la condicion wt. Los datos son
medias +SEM, (test t-student, n=3 experimentos independientes).
En segundo lugar, analizamos la proteina TOMM?20, marcador de la membrana
externa mitocondrial, mediante inmunocitoquimica, lo que nos permiti6 analizar
la localizacion y la morfologia mitocondrial en neuronas wt y mCAT. Tal y como
se observa en la Figura 6, existe una distribucion y una morfologia diferente entre
ambos genotipos. Asi, mientras que las mitocondrias de las neuronas wt se
localizan, mayoritariamente, en la zona perinuclear y el cono axdnico, en las
neuronas mCAT las mitocondrias se distribuyen por toda la neurona, incluso en

las dendritas. Es mas, las neuronas mCAT presentan una morfologia menos

fragmentada que las wt.
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mCAT

Figura 6. La reduccion de las mROS modifica la morfologia y la distribucion de la red
mitocondrial. Microfotografias de fluorescencia confocal que muestran las mitocondrias
marcadas con TOMM?20 (gris), MAP2 (magenta) y DAPI (azul) a 3 DIV mediante el método de
inmunocitoquimica. Se muestran distintas combinaciones de planos focales (en su proyeccion
mdxima). Las puntas de flecha rojas y rosas indican la localizacién de la red mitocondrial.
Ademds, se observa una mayor tendencia de las mitocondrias wt a agruparse en la region
perinuclear (puntas de flecha roja). Mientras que las mitocondrias mCAT presentan una red
mitocondrial mds extendida por toda la neurona (puntas de flecha rosa). Las flechas verdes
indican las diferencias en el trdfico mitocondrial entre ambos genotipos. Barra de escala= 50

um.
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Estos resultados, aunque preliminares, indican que la disminucién de los mROS
podria estar afectando a la dindmica mitocondrial. Sin embargo, se requieren
analisis de la expresion de proteinas relacionadas con los procesos de fusion y
fision (Tilokani et al., 2018), con el fin de comprender mejor las diferencias
observadas y conocer su implicacion en los mecanismos de dinamica
mitocondrial. Ello abre una nueva via de investigacién en el laboratorio, que

abordaremos en el futuro.

Una vez confirmadas las diferencias entre las neuronas corticales wt y las mCAT
en cultivo primario, nuestro siguiente abordaje, expuesto en el Bloque II, fue
comprobar las posibles repercusiones fisiologicas de la reduccion enddgena de los

mROS durante la formacion de la corteza cerebral.
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Il. BLOQUE 2

1. Lareduccion de las mROS no altera el tamano de la corteza

cerebral

La morfologia del cerebro adulto es el resultado de un delicado equilibrio entre la
proliferacion de progenitores neurales y el inicio de la neurogénesis en las etapas
embrionarias del desarrollo (Di Bella et al., 2021). Un desbalance en este
equilibrio origina las alteraciones en el desarrollo de la corteza cerebral (Delgado-
Esteban et al., 2013, Bobo-Jiménez et al., 2017). Por este motivo, nosotros
quisimos comprobar que ocurria en la corteza cerebral cuando se reducian las
mROS endodgenos durante el desarrollo. Para ello, se obtuvieron individuos
procedentes de camadas que expresan ambos genotipos wt y mCAT, a diferentes
dias de edad embrionaria (E) y posnatal (P). En primer lugar, comprobamos que
no habia diferencias en los pesos de los animales entre ambos genotipos, a lo largo

del desarrollo (Figura 7).
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Figura 7. La reduccion de las mROS no modifica el peso corporal de los animales. Los datos son
medias + SEM; *p<0.05 vs wt (test t-Student de un total de n=3-5 experimentos
independientes).
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Seguidamente, se decidid estudiar si existian diferencias estructurales en las
cortezas cerebrales de los animales de ambos genotipos. En la Figura 8, se
muestran secciones sagitales de la corteza cerebral de animales wt y mCAT a
diferentes edades de las etapas embrionaria (E12, E15, E18) y postnatal (p0).
Mediante la tincion de Nissl demostramos que no se existen alteraciones evidentes
en el tamafio de la corteza cerebral entre ambos genotipos, a lo largo de las edades

estudiadas.
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Figura 8. La reduccién de las mROS in vivo no induce alteraciones en el tamafio de la corteza
cerebral. Andlisis de secciones sagitales de corteza mediante tincion de Nissl aquiridas
mediante microscopia de campo claro. Imdgenes representativas de ambos genotipos a
diferentes edades. La cuantificacion de la longitud de la corteza se realizo en 3 cortes de 3
animales diferentes para cada genotipo. Barra de escala, A= 100 um, B= 200 um.
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2. Lareduccion enddgena de las mROS altera la diferenciacion
y la proliferacion celular, lo que desestructura la corteza

cerebral

Una vez comprobado que no existen diferencias en el tamafio de la corteza cerebral
entre los animales mCAT y wt, decidimos estudiar la organizacion de las células
en las capas de la corteza cerebral, a lo largo de los dias del desarrollo embrionario

(E12, E15, E18) y posnatal (p0).

2.1 La reduccion de las mROS altera la diferenciacion de los progenitores

neurales

En primer lugar, analizamos el grado de diferenciacion de las NPCs, mediante
marcajes especificos, como son Nestin, marcador de células progenitoras, TUJ1,
marcador de neuronas inmaduras, y MAP2, marcador de neuronas maduras. Asi,
comprobamos que en el E12 no existen diferencias en los marcadores Nestin y
TUJ1 (Figura 9A). Sin embargo, se observaron diferencias entre ambos genotipos
a partir del E15. Concretamente, se observo una acumulacion desorganizada de
las células TUJ1 positivas en la region de la corteza cerebral conocida como
interzona (IZ), region clave de la estructura de la corteza cerebral implicada en la
coordinacién del proceso de diferenciacion neuronal (Molnar et al., 2019) (Figura

9B).
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Figura 9. La reduccion de las mROS endégenas promueve la desorganizacion celular de la
corteza cerebral. Imdgenes representativas de microscopia confocal procedentes de 4 cortes
diferentes de 3-4 camadas de animales diferentes y a distintos dias de edad E12, E15, E18 y pO.
Tras la tincion con: A) Nestin (verde), TUJ1 (rojo) en E12 y B) MAP2 (verde), TUJ1 (rojo) en E15,
E18y p0. Escala = 100 um.
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De hecho, pensamos que la acumulacion celular observada en la 1Z, en el E15
mCAT, pero no en el wt, estaria desestructurando la corteza cerebral al provocar
la desorganizacion de las diferentes capas de la corteza cerebral mostradas en

etapas posteriores E18 y p0 (Figura 9).

Con el fin de profundizar en la identificacion de la funcion de las ROS en la
organizacion de la corteza cerebral durante el desarrollo, decidimos analizar la
proteina TBR2, asi como STAB2 y CTIP2. Tal y como hemos comentado en la
introduccion, TBR2 es un factor de transcripcion que juega un papel crucial en el
desarrollo de la corteza cerebral, concretamente esta involucrado en la
amplificacion de las NPCs, controlando la produccion de los precursores
intermedios o IPCs e influyendo en su diferenciacion hacia tipos especificos o
especializados de células corticales (Hevner, 2019; Lv et al., 2019). Por otro lado,
detectamos SATB2, un marcador posmitotico para las neuronas de la capa superior
en el neocortex, y CTIP2, un marcador que se expresa preferentemente en las
neuronas de la capa V (Eguren et al., 2013). Tal y como se observa en la Figura
10, el marcaje de células TBR2"en la zona VZ/SVZ, de los animales mCAT indica
que existe una desorgnizacion de los precursores intermedios, respecto a los wt.
Ademas, los marcajes con CTIP2 (capa V) y SATB2 (capa CP), confirman la
existencia de dicha desorganizacion de la corteza cerebral cuando se reducen los
niveles de mROS endogenos. La diferente disposicion de las neuronas

postmitoticas marcadas con el anticuerpo SATB2 confirma esta desorganizacion.
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Figura 10. La reduccion de los mROS provoca desorganizacion de la corteza cerebral. Imdgenes
representativas de microscopia confocal de animales E15 (A) tras la tincion con el marcador de
progenitor neural TBR2 (verde), asi como E18 (B) con marcaje SATB2 (rojo) y CTIP (verde). Barra

de escala 100 um.
Estos resultados demuestran que la reduccion endodgena de las mROS altera la

diferenciacion neuronal, asi como la localizacion de las neuronas recién formadas,

lo que provoca la desestructuracion de la corteza cerebral.
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2.2 La reduccion endogena de las mROS altera la proliferacion de los

progenitores neurales

Uno de los procesos clave en la neurogénesis y organizacion de la corteza cerebral,
es el control de la proliferacion de las NPCs, que adquiere especial importancia a
la edad de E12. (Takeuchi and Nakamura, 2014). Por este motivo, nuestro
siguiente objetivo fue analizar la presencia de células que incorporan
Bromodesoxiuridina (BrdU), marcador de fase S del ciclo celular. En la Figura
11 se observa que no existen cambios significativos en el porcentaje de células
BrdU" a E12, lo que demuestra que no hay diferencias en la proliferacion de las

NPCs entre ambos genotipos.
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Figura 11. La disminucion endégena de las mROS no altera la proliferacion de las células de
la corteza cerebral en el E12. Imdgenes representativas adquiridas mediante microscopia
confocal tras la tincion con BrdU (rojo), Nestin (verde) y marcador nuclear DAPI. Las
cuantificaciones se han realizado en 3 cortes de 3 animales y de 3 camadas diferentes. Barra de

escala = 50 um.
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Posteriormente analizamos el nimero de células BrdU positivas a E15, momento
en que la neurogénesis atn es activa (Kriegstein and Buylla, 2009) y que coincide
con la etapa donde observamos diferencias en la organizacion de la corteza
cerebral (Figura 9). Mediante este analisis observamos una reduccion
significativa en el numero de células BrdU" (Figura 12), que se sigue manteniendo

ala edad de E18 (Figura 13).
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Figura 12. La reduccién enddgena de las mROS disminuye la proliferacion celular en la corteza
cerebral a E15. Se muestran imdgenes representativas de microscopia confocal tras la tincion
con BrdU (rojo) y marcador nuclear DAPI (azul). Las cuantificaciones se han realizado en 3 cortes
de 3 animales de ambos genotipos (wt y mCAT) de 3 camadas diferentes. Escala = 100 ym
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Figura 13. . La reduccion endégena de las mROS disminuye la proliferacion celular en la corteza
cerebral a E18. Se muestran imdgenes representativas de microscopia confocal tras la tincién
con BrdU (rojo) y marcador nuclear DAPI (azul). Escala = 100 ym

A continuacion, y una vez comprobada que en la corteza cerebral de los animales
mCAT existe una alteracion en la proliferacion, realizamos inmunohistoquimicas
para detectar fosfo-histona H3 (pH3), marcador que nos informa del porcentaje de

células en fase G2/M.

Figura 14. La reduccion enddgena de las mROS provoca una disminucion en el numero de
células en fase G2/M del ciclo celular en la VZ del E15. Se muestran imdgenes
representativas de microscopia confocal tras la tincion con pH3 (rojo) y SOX 2 (verde) de
embridn de E15. Escala =100 um
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Hasta el momento, nuestros resultados demuestran que las mROS desempefian un
papel clave en la regulacion de la proliferacion de los NPCs, la diferenciacion
neuronal y, con ello, la organizacion de la corteza cerebral durante el desarrollo

del cerebro.

Con objeto de profundizar en los mecanismos que participan en la diferente
proliferaciéon y diferenciacion causada por la disminucion de las mROS,

utilizamos cultivos de neuroesferas, que se describen en el siguiente Bloque III.

III. BLOQUE 3

1. La reduccion endogena de los mROS induce cambios

morfologicos en las neuroesferas

Con objeto de comprender mejor los mecanismos implicados en los resultados
arriba descritos, pusimos a punto un cultivo primario de neuroesferas de
hemisferios corticales de raton de 14,5 dias, (Apartado 2 Material y Métodos). Las
células se sembraron, se mantuvieron en cultivo y realizamos su seguimiento a 3
DIV y 6 DIV (dias in vitro). Como se muestra en la Figura 15, las neuroesferas
aumentan su tamano a lo largo de los dias en cultivo, llegando a tener un didmetro
medio de 80 um aproximadamente a los 6 DIV, lo que confirma la validez y

establecimiento del modelo de neuroesferas primarias corticales.
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3 DIV 6 DIV

Figura 15. Morfologia de las neuroesferas primarias cultivadas a partir de cortezas de raton
E 14,5. Imdgenes representativas de microscopia de contraste de fases de las neuroesferas a 3
y 6 dias en cultivo. Barra de escala = 80 um.

Una vez puesto a punto el cultivo de neuroesferas, se analiz6 la morfologia que
presentaban ambos genotipos (wt y mCAT) a los 6 DIV. Se adquirieron imagenes
de campo claro por microscopia y se determiné su didmetro. En la Figura 16 se
muestra que las neuroesferas con genotipo mCAT presentaron un menor didmetro
medio, respecto a las wt. Es mas, el porcentaje de neuroesferas pequefias (20-50
pum) resultd ser mayor, mientras que el de las neuroesferas de 50-80 um y, sobre

todo, de 80-110 um, fue menor en los cultivos mCAT, en comparacion con los wt.
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Figura 16. La reduccion de las mROS endégenas disminuye el tamafo de las neuroesferas
a los 6 DIV. Imdgenes representativas de microscopia de campo claro de las neuroesferas wt
/mCAT a 6 dias en cultivo (izq.). Cuantificacion del didmetro de las neuroesferas
agrupdndolas en tres grupos: (20-50 yum, 50-80 um, 80-110 um) (dcha.). Los datos son
medias +SEM *p<0.05 (test Anova de dos vias, n=3 cultivos diferentes). Barra de escala = 80
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Por tanto, observamos diferencias significativas en el tamafio de las neuroesferas

formadas en cultivo, entre ambos genotipos.

2. La expresion de la catalasa en la mitocondria (mCAT) es
un sistema eficiente para reduccion endogena de los

niveles de ROS celulares y mitocondriales

Posteriormente, decidimos analizar la eficacia del modelo utilizado, mediante la
determinacion de los niveles de las ROS celulares y mitocondriales por citometria

de flujo y fluorimetria. Como se ha mencionado en la introduccion, el principal
tipo de ROS de origen mitocondrial es el O,", producido principalmente en los
complejos [ y III de la CTE mitocondrial. Por ello, para detectar especificamente
el O, mitocondrial se utilizo la sonda MitoSOX™ Red. Se analizaron tanto los

niveles de MitoSox en condiciones basales, como en presencia de inhibidores de
la CTE, como son la Rotenona (inhibidor del Complejo I) y la Antimicina A (AA,

inhibidor del Complejo III). En la Figura 16 se muestra que las neuroesferas
mCAT presentaron una tendencia en la reduccion de los niveles de O,", respecto

a los wt. Es mas, la expresion de catalasa en la mitocondria previene el incremento

de los niveles de ROS inducidos por rotenona o AA (Figura 17).

Posteriormente, se determinaron los niveles de H»O; tanto en extracto celular
como en mitocondrias aisladas, mediante el uso la sonda AmplexRed. Los andlisis
de fluorimetria, mostraron que, en condiciones basales, tanto las mitocondrias
como el extracto celular total de las neuroesferas mCAT tenian menores niveles

de H»0», que las wt (Figura 17).
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Figura 17. La expresion de la mCAT disminuye los niveles de ROS enddgenos en las
neuroesferas primarias. El andlisis de los mROS ha sido realizado por citometria de flujo
utilizando la sonda MitoSox Red® en ambos genotipos (izq). Se utilizé la sonda AmplexRed® para
determinar la produccion de perdxido de hidrégeno tanto en célula total como en mitocondrias
intactas (dcha.). En ambos casos los valores se normalizaron frente a la condicion control sin
tratar (ST) o célula total en el wt, respectivamente. Los datos son medias + SEM *p<0.05 (test
Anova de dos vias; n= 3-4 cultivos diferentes.

Estos resultados demuestran que las neuroesferas mCAT reducen
significativamente los niveles endogenos de ROS, lo que pone en avala la eficacia
del modelo, no sélo para el estudio del papel fisioldgico de las ROS en condiciones
basales, sino también como una herramienta genética para combatir el estrés

oxidativo en modelos que simulan alteraciones que afectan la funcion cerebral.

3. Lareduccion endogena de las mROS no induce la

muerte celular por apoptosis

Como se ha detallado en la introduccién, las ROS tienen una importante funcion
como moléculas de sefalizacion, un proceso que recibe el nombre de biologia
redox. La biologia redox sostiene que se requieren pequefios cambios en ciertas
etapas del desarrollo, en los niveles de ROS, para activar vias de sefializacion en

las que las ROS funcionarian como segundos mensajeros en estas cascadas de
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senalizacion (Sies et al., 2017). Una de estas vias es la apoptosis (Circu and Aw
2010; Li et al. 2003). Dado el menor tamaio de las neuroesferas mCAT (Figura
16), quisimos analizar si el efecto era debido a un incremento de la apoptosis de

las NPCs que forman las neuroesferas.

La apoptosis de la NPCs se detecto mediante el marcaje anexina V'/7-AAD" y
posterior analisis, mediante citometria de flujo. No se observaron diferencias
significativas en la apoptosis celular, siendo muy baja en ambos genotipos (Figura
16). Estos resultados indican que la disminucion del diametro de las neuroesferas
mCAT (Figura 16) no era debido a un posible aumento en la apoptosis. Asi, la

disminucion enddgena de los niveles de mROS no compromete la supervivencia

de las NPCs.
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Figura 18. La disminucion de los niveles endégenos de mROS no provoca apoptosis celular.
Andlisis de la apoptosis por citometria de flujo mediante la determinacion de células

AnexinaV*/7AAD’, por citometria de flujo. Los datos son medias +SEM *p<0.05 vs control; (test
t-student; n= 4 cultivos diferentes).
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4. La reduccion endogena de las mROS disminuye la

proliferacion de las NPCs

El control de la proliferacion, en especial el de las NPCs es otra de las vias en las

que los ROS mitocondriales ejercen un papel fundamental (Le Belle et al., 2011;
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Bigarella et al., 2014). De hecho, hemos comprobado, in vivo, que la reduccion de
mROS reduce la proliferacion de las células que componen la corteza cerebral, lo
que promueve la desorganizacion de sus capas (Figuras 9-10). A través de la
incorporacion de BrdU, se evalud la proliferacion celular en las neuroesferas
mCAT y wt. El BrdU incorporado por las neuroesferas, durante la fase de sintesis
de ADN del ciclo celular, se marcd especificamente con un anticuerpo
fluorescente anti-BrdU y se analiz6 mediante inmunocitoquimica. Los resultados
muestran una reduccion en el porcentaje de células BrdU" en las neuroesferas
mCAT respecto a las wt, lo que indica menos proliferacion y podrian explicar el

fenotipo de reduccion de tamafio de las neuroesferas mCAT (Figura 19).
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Figura 19. La reduccion enddgena de los mROS disminuye la proliferacion en las neuroesferas.
Microfotografias representativas de microscopia confocal mostrando el marcador neural Nestin
(verde),BrdU(rojo) y DAPI (azul) mediante inmunocitoquimica (izq). Cuantificacion del
porcentaje de células BrdU positivas frente a DAPI analizando 15 neuroesferas (6 DIV) por
genotipo (dcha). Los datos son medias + S.E.M.; *p<0,05 vs control (test t-Student; n=3
experimentos independientes) Barra escala=40 ym.

Con objeto de estudiar con mayor detalle la proliferacion celular, se determind la

distribucion celular en las diferentes fases del ciclo celular, mediante tincidon con
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IP y posterior analisis por citometria de flujo. la tincion con el IP permite distinguir
las células en la fase GO/G1 del ciclo celular, que tienen una cantidad diploide de
ADN, de las células en las fases S y G2/M, que tienen una cantidad de ADN mayor
debido a la replicacion y division celular (Pozarowski and Darzynkiewicz, 2004).
Asi, como se muestra en la Figura 20, las NPCs que forman las neuroesferas
mCAT presentaron un mayor porcentaje de células en fase GO/G1, asi como una

reduccion las fases S y G2/M.

Estos resultados demuestran que la reduccion de las mROS disminuye la
proliferacion de las NPCs, ya que presentan una mayor proporcion de células en
la fase GO/G1. Asi, observamos una clara disminucion de NPCs en fase S en las
neuroesferas mCAT, lo que concuerda con los resultados obtenidos en la corteza

cerebral in vivo (Figura 12).

Contenido ADN
* O wt
191 & O mear
801 g% 201
60 1 151
< 401 101
20 - 5
0 L I S | -
G0/G1

Figura 20. La reduccion endégena de las mROS altera la progresion del ciclo celular de las NPCs
que forman las neuroesferas. Andlisis del ciclo celular mediante tincidn con yoduro de propidio
(IP) por citometria de flujo. Se indica el porcentaje de células en cada fase. Los datos son medias
+S.E.M.; *p<0,05 vs wt (test Prueba Anova de dos vias; n=5 experimentos independientes).
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Con objeto de confirmar las diferencias en la proliferacion celular, se analizaron
los niveles de expresion de proteinas del ciclo celular, como PCNA, proteina
implicada en la replicacion del ADN, ciclina B1, proteina que se acumula en la
fase G2/M, y CDHI1, proteina implicada en la salida de mitosis y mantenimiento
en la fase GO/G1 (Delgado-Esteban et al., 2013). Los resultados mostrados en la
Figura 21 reflejan que las neuroesferas mCAT poseen una menor expresion de
PCNA y de CycBl1, casi como una mayor expresion de CDH1, confirmando la

menor proliferacion de las NPCs mCAT, respecto a las wt.
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Figura 21. La reduccion de las mROS disminuye los niveles de expresion de proteinas presentes
en las fases S y G2/M del ciclo celular de las neuroesferas. Niveles de expresién de CDH1, CycB1
y PCNA analizados por Western Blot en neuroesferas a 6 DIV. La cuantificacion se normalizé
frente a la condicion wt. La expresion de GAPDH se utilizé como control de carga. Los datos son
medias + S.E.M.; *p<0,05 vs wt (test t-Student; n= 3 experimentos independientes).
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5. La disminucion endogena de las mROS provoca

senescencia celular

Hasta el momento, nuestros resultados han demostrado que las NPCs de las
neuroesferas mCAT presentan alterada la progresion del ciclo celular, de manera
que su capacidad proliferativa es menor que las wt. Esta alteracion puede asociarse
con un fenotipo de quiescencia o senescencia. En este sentido, tal y como hemos
comentado en la introduccion, recientes estudios han demostrado que el estrés
oxidativo en células sanas provoca dafio en el ADN y es capaz de inducir la

senescencia celular (Kornienko et al., 2019).

La senescencia celular es un proceso que se define como un arresto del ciclo
celular, en el cual las células no proliferan, sin embargo, el organismo no las
elimina, sino que permanecen, de esta manera, viables y metabdlicamente activas
(Kumari and Tat, 2021). La senescencia celular se asocia a un acortamiento de los
telomeros (Huang et al., 2022) y puede desencadenarse por una serie de estimulos
negativos (erosion de telomeros, estrés oxidativo, estrés replicativo), que activan
la respuesta al dafio del ADN, una via de sefializacion en las que las quinasas ATM
o ATR bloquean la progresion del ciclo celular, a través de la estabilizacion de
p53 (Kumari and Jat, 2021). En primer lugar, determinamos la longitud de los
telomeros en la NPCs de neuroesferas a los 6 DIV, en ambos genotipos. Asi,
observamos (Figura 22) que las neuroesferas mCAT presentaron una disminucioén

significativa de la longitud de los teldmeros, respecto a las neuroesferas wt.

120



Teldomeros

o wt
10 1 O mCAT

~8 81
2 o
25 6
=
25
== 4..
e
IR
— 5 27

=%

Figura 22. Las neuroesferas mCAT presentan telémeros mds cortos que las wt. Andlisis de la
longitud telomerica mediante RT-qPCR. Los datos se expresaron como la longitud en Mb por
célula diploide. Los datos son medias + S.E.M.; *p<0,05 vs wt (test Prueba t-Student; n=5-6
experimentos independientes).

Ademas, con objeto de confirmar la senescencia celular, analizamos la expresion
de proteinas relacionadas con este proceso, como lo son la histona (y-H2AX) y la

via p53-p21, mediante WB.

Tradicionalmente, la fosforilacion de H2AX (yH2AX) se ha asociado con el
numero de roturas de doble hebra en el ADN (DSBs; double-strand break)
(Fernandez-Capetillo et al., 2004). Trabajos anteriores de nuestro grupo han
demostrado que el estrés oxidativo causa rotura de doble cadena (DSBs, double
strand breaks) en el ADN de neuronas (Sanchez-Moran et al., 2020).
Concretamente, la cantidad de YH2AX se relaciona directamente con el namero
de DSBs, de modo que la deteccién de YH2AX es un marcador de dafio en el ADN
(Delgado-Esteban et al. 2013). Los niveles de expresion de YH2AX, asi como los
de p53 y p21, fueron mayores en las neuroesferas mCAT que en las wt (Figura
23).
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Figura 23. La reduccion enddgena de las mROS induce la senescencia celular en las
neuroesferas. Niveles de expresion de las proteinas p53, p21, ypH2AX analizados por Western
Blot de neuroesferas 6 DIV en 2 cultivos diferentes. La cuantificacion se normalizé frente a la
condicion wt. La expresion de GAPDH se utilizé como control de carga. Los datos son medias *
S.E.M.; *p<0,05 vs wt (test Prueba t-Student; n=3 experimentos independientes).

Todos estos resultados demuestran que las NPCs de las neuroesferas mCAT
presentan un fenotipo senescente y, en consecuencia, un envejecimiento celular

prematuro, lo que podria explicar la menor proliferacion celular, respecto a las

neuroesferas wt.
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6. Las neuroesferas mCAT presentan una alta oxidacion

proteica global

La disminucion de los niveles endégenos de mROS provoca dafio de doble cadena
en el ADN y senescencia, lo que es sorprendente, ya que esos procesos estan
relacionados con estrés oxidativo. Por tanto, analizamos el grado de oxidacion de
proteinas, como una primera aproximacion de posible alteracion redox, en ambos
genotipos. En colaboracion con el grupo de investigacion del Profesor Quim Ros
(Instituto de investigacion, IRB de Lleida), se determin¢ la oxidacion de proteinas
mediante el analisis de los niveles de los grupos carbonilos, utilizando el método
de 2,4 -dinitrofenilhidrazina (DNPH), ya que este compuesto se une
covalentemente a estos grupos carbonilos, produciendo DNP (2, 4-dinitrofenol)
(Alomari et al., 2018; Cabiscol et al., 2000). Asi, comparamos las carbonilaciones
en extracto proteico total de neuroesferas a los 6 DIV, mediante WB. Las muestras
procedentes de neuroesferas mCAT tenian una mayor oxidacion de las proteinas
que las wt (Figura 24), lo que demuestra un estrés oxidativo en las NPCs mCAT,

a pesar de la reduccion enddgena de las mROS (Figura 17).
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Figura 24. La reduccion endégena de las mROS aumenta los niveles de oxidacion proteica.
Niveles de expresion de DNP, analizados mediante WB, en extractos procedentes de
neuroesferas de 6 DIV. Se usé la Tincion de Oriolo como control de carga. Los datos son medias
+S.E.M.; *p<0,05 vs control (test Prueba t-Student; n=4 experimentos independientes).
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7. La disminucion endogena de los niveles de mROS

incrementa la expresion de las NADPH oxidasas

Las NADPH oxidasas (NOX) son una fuente importante de ROS, siendo
importantes reguladoras de la biologia redox. Recientes trabajos han demostrado
que la reduccion en dogena de las mROS en astrocitos modificaba la expresion de
las NOX (Vicente-Gutierrez et al., 2019). Por tanto, y teniendo en cuenta la
oxidacion de proteinas detectada en las neuroesferas mCAT, decidimos evaluar si
la reduccion enddgena de las mROS en las NPCs alteraba la expresion de las Nox
y, con ellos, la homeostasis redox. Como se muestra en la Figura 25, la deteccion
de los mRNA demostr6é que las neuroesferas mCAT tenian un incremento en la
expresion de las NOX 1 y NOX2 (51 % y 30 %, respectivamente), pero no de la

NOX4, respecto a las neuroesferas wt.

Teniendo en cuenta que NOX1 y NOX2, por su localizacién celular, generan O,
extracelular, analizamos los niveles de éste. Los resultados mostraron que las
neuroesferas mCAT liberaron mayores niveles de O,  extracelular que las

neuroesferas wt (Figura 26). Este aumento en la actividad de las NOX crea una
situacion de estrés oxidativo, lo que podria explicar la mayor oxidacion de

proteinas observado en las neuroesferas mCAT, respecto a las wt (Figura 24).
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Figura 25. La reduccion enddégena de las mROS regula la expresion de las NADPH oxidasas, lo
que aumenta la liberacion de O 2" extracelular. Andlisis de la expresion relativa de NOX1, NOX2
y NOX 4, en neuroesferas primarias a 6 DIV, mediante RT-qPCR. Se usé el gen GAPDH como
housekeeping (izq). Andlisis de la produccion de O 2" extracelular mediante la reduccién del cyt

G, los datos se expresaron en uM/mg de proteina (dcha). Los datos son medias +SEM; * p<0.05
vs wt. (test t-Student de un total de n=3-4 experimentos independientes).

8. Las mROS endogenas modulan la defensa antioxidante

Hasta ahora, demostramos que la reduccion endogena de las mROS, mediante la
expresion de la catalasa en la mitocondria, modifica el equilibrio redox y provoca
dafo oxidativo por induccion de las NOX. Uno de los aspectos fundamentales en
el control de este equilibrio redox es la defensa antioxidante. Por tanto, nuestro
siguiente paso fue analizar la respuesta antioxidante en las neuroesferas mCAT.
Para ello, analizamos, en primer lugar, la abundancia de glutatién, uno de los
antioxidantes mas abundantes en el cerebro y con gran implicacion en la
regulacion de varios procesos celulares (Fernandez-Fernandez et al., 2018). Como
se observa en la figura 26, el glutation total de las neuroesferas mCAT fue menor
que en las wt. Es mas, los niveles de GSH (glutation reducido) fue menor, mientras
que la razon GSSG/GSH fue mayor en las neuroesferas mCAT, respecto a las wt.

Todo ello confirma que las neuroesferas mCAT sufren estrés oxidativo.
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Posteriormente, decidimos también analizar la via antioxidante de NRF2 (nuclear
factor (erythroid-derived-2)-like 2), otro de los principales moduladores del estado
redox celular (Esteras et al. 2016; Hashimoto 2018; Sandberg et al. 2014).
Ademas, la expresion génica de NOX-1 y NOX-2 estd regulada por NRF2
(Pealyda and Natarajan, 2010). Dado que, las ROS estabilizan NRF2 y promueven
su translocacion nuclear y activacion (Suzuki and Yamamoto, 2017), evaluamos
la distribucion subcelular de NRF2 en las NPCs de las neuroesferas mCAT y wt.
Como se muestra en la Figura 27, la acumulacién nuclear de NRF2 resulto ser
menor, aunque no significativamente, en las células mCAT que, en las wt, lo que

es compatible con una menor actividad del factor.
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Figura 27. Las neuroesferas mCAT muestran una menor acumulacion nuclear de NRF2,
respecto a las wt. La cuantificacion de la fluorescencia nuclear se llevd a cabo en 30 células en
cada genotipo. Los datos son medias + S.E.M.; *p<0,05 Prueba t de Student; n=3 experimentos
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Con el fin de investigar si la disminucion de la localizacion nuclear de NRF2 en
el genotipo mCAT estaba afectando a su actividad transcripcional, se
determinaron los niveles de ARNm de NRF2 y varios de sus genes dianas, como
son GLCc (glutamate-cysteine ligase catalytic subunit), HOM-1(hemooxygenase-
1) y NQO1(NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1), mediante RT-qPCR. En la
Figura 28 se muestra que las neuroesferas mCAT presentaron niveles mas bajos
de HOM1 y NROI, mientras que no se modificaron los niveles de NRF2 y de
GCLc. La disminucién en los niveles de expresion de HOM1 y de NQOI1

demuestra la disminucién de la actividad de NRF2 en las neuroesferas mCAT.
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Figura 28. La disminucion de las mROS reducen la actividad transcripcional de Nrf2. Andlisis
de la expresion relativa de Nrf2 y sus genes diana mediante RT-gPCR en neuroesferas primarias
6DIV. Se usé el gen gapdh como control enddgeno. Los datos son medias +SEM; * p<0.05 vs wt;
(test t-student n=4 experimentos independientes)

9. Lareduccion endogena de mROS no afecta a la

migracion celular de las neuroesferas primarias

Tras comprobar que las neuroesferas mCAT son fenotipicamente diferentes a las
wt, también quisimos conocer si la disminucién endégena de los niveles de las
mROS, estaba alterando la migracion celular, que es uno de los procesos

fundamentales en el desarrollo de la corteza cerebral (. Para ello, las neuroesferas
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primarias de 6 DIV se traspasaron a placas previamente tratadas con poli-L-
ornitina y fibronectina, para facilitar su adhesion a la placa y, mediante
microfotografias a diferentes tiempos, se analiz6 la migracion celular. Aunque
confirmamos el menor tamano de las neuroesferas mCAT, respecto a las wt, no se
observaron diferencias en la migracion, que fue similar en ambos genotipos

(Figura 29).

18h 24h

Migracion Neurosferas
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Figura 29. La reduccion endégena de las mROS no afecta la migracion celular de las
neuroesferas. Las imdgenes se adquirieron mediante microscopio de campo claro, a las 18 y
24 horas tras la siembra sobre poli-L-ornitina y fibronectina. La cuantificacion se expresé en
forma de ratio teniendo en cuenta el radio de migracion, asi como el radio inicial de la
neuroesfera. Los datos son medias + SEM; * p<0.05 vs wt; (test t-student n=3 experimentos
independientes)

10. Los mROS afectan a la diferenciacion neural

Como mostramos anteriormente, las mROS tienen un papel importante en el
control del proceso de diferenciacion neuronal, tanto en neuronas corticales en

cultivo (Figura 1y 2), como en el tejido cerebral de raton (Figura 9). Por tanto,
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quisimos estudiar la capacidad de diferenciacion de las neuroesferas mCAT y wt,

en los diferentes linajes neurales.

Para ello, las neuroesferas se disgregaron con acutasa y se sembraron en Matrigel
(GelTrex), siguiendo el protocolo de diferenciacion celular en neuroesferas
primarias especificado en Material y Métodos (Apartado 14). Los analisis se
realizaron a 4 tiempos diferentes: a los 6 DIV, en proliferacion (P), y, una vez
sembradas sobre el matrigel, a los 2, 3 (2 +1) y 5 (2 dias + 3) DIV, siendo 2 DIV
el tiempo en el cual al medio se le anadi6 suero fetal bovino (FBS) y se retiraron
los factores de crecimiento. Se analizaron diferentes marcadores de diferenciacion
mediante RT-qPCR: Ascll (progenitores neurales), Tubb3 (neuronas), Gfap
(astrocitos). Los resultados mostraron diferencias significativas en el marcador
Ascll y en Tubb3 (Figura 30), sin alterar los niveles de expresion de Gfap. Asi,
observamos una reduccion significativa de la cantidad de ARNm de Ascll a (2,
2+1 DIV) y un aumento de la cantidad de 7ubb3 que es significativa a los (2+1
DIV). Estos resultados indican que la reduccion enddgena de las mROS altera el
“pool” de progenitores neurales (Células Ascll™), asi como a la diferenciacion
neuronal (Células Tubb3*), de manera que existe una menor cantidad de
precursores neuronales y una mayor cantidad de neuronas, lo que concuerda con

la acelerada diferenciacion neuronal de las NPCs mCAT, respecto a las wt.
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Figura 30. La reduccion enddgena de las mROS altera la diferenciacion de los progenitores

neurales. Andlisis de expresion génica de neuroesferas en proliferacion (P) y células en diferentes
etapas de diferenciacion (2, 2+1 y 2+3 dias). Se muestran los patrones de expresion de Ascll
(progenitores neurales), Tubb3 (neuronas), y Gfap (astrocitos). Todos los datos se normalizaron
frente a la condicidn proliferativa wt (6P) y se usé Gapdh como gen enddgeno. Los datos son
medias + S.E.M, *p < 0,05 vs control (test Anova de dos vias n= 3 experimentos independientes)

Nuestros resultados, demuestran que la reduccion endogena de las mROS
enddgenas provocan una clara alteracion de los procesos de proliferacion y
diferenciacion, sin afectar a la migracion, de los progenitores neurales. Asi, los
mROS acelera la diferenciacion neuronal, lo que claramente posiciona a las mROS
como mediadores esenciales y reguladoras de las vias de sefalizacion implicadas

en el desarrollo de la corteza cerebral.
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La disminucion de los ROS mitocondriales promueve la diferenciacion
neuronal y altera la organizacion de la corteza cerebral durante el desarrollo

embrionario

El tamaio y funcionamiento del cerebro adulto depende de la correcta generacion
de neuronas y desarrollo de la corteza cerebral, durante el periodo embrionario
(Sun and Hevner, 2010). Durante las primeras etapas, se produce una intensa
proliferacion simétrica de las células progenitoras neurales (NPCs, neural
progenitor cells), que tiene lugar en el ventriculo (VZ) y zonas subventriculares
(SVZ) que revisten los ventriculos cerebrales. Posteriormente, las NPCs
experimentan divisiones asimétricas, lo que permite la autorrenovacion y la
produccion de células progenitoras intermedias, que formaran nuevas progenitoras
y neuronas diferenciadas, hasta que la capacidad proliferativa se agota. Por tanto,
la estructura final de la corteza cerebral, asi como su funcionamiento, depende de
la coordinacién correcta entre la proliferacion de las NPCs y el inicio de la
neurogénesis, durante el periodo embrionario, lo que asegura la correcta
generacion de neuronas (Agirman et al., 2017; Kawabe and Brose, 2011). En este
sentido, la E3 ubiquitina ligasa APC/C-Cdhl coordina la salida del ciclo celular
de los progenitores con el inicio de la neurogénesis, que es esencial para el correcto
tamafio de la corteza cerebral. Asi, la falta de Cdhl altera la progresion del ciclo
celular en los progenitores, incrementando la fase S, y, en consecuencia, provoca
estrés replicativo, lo que culmina en apoptosis celular mediada por p53. El
resultado es una disminucion del nimero de neuronas corticales generadas y, con
ello, del tamafo de la corteza cerebral y microcefalia (Delgado-Esteban et al.,
2013; Eguren et al., 2013). Recientemente, hemos identificado una nueva
mutacion de Cdhl (Asp187Gly) en humanos que provoca la pérdida de funcion de

APC/C-Cdhl y causa microcefalia prenatal, retraso psicomotor y epilepsia severa
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mediante un mecanismo que implica la pérdida de NPCs por apoptosis (Rodriguez
et al.,, 2019). En el presente trabajo demostramos que los ROS mitocondriales
desempefian una importante funcion en la coordinacion entre la proliferacion de

las NPCs y la diferenciacion neuronal.

Asi, la disminucién endogena de los ROS mitocondriales, mediante un modelo
murino que expresa la enzima catalasa en la mitocondria (mCAT), disminuye la
proliferacion de las NPCs, tanto in vitro como in vivo, y acelera la diferenciacion
de neuronas corticales in vitro. Ello indica que hay un cambio en la transicion entre
proliferacion y diferenciacién en los ratones mCAT, lo que puede afectar al
correcto desarrollo de la corteza cerebral. De hecho, observamos un aumento en
el numero de células Tujl™ (neuronas inmaduras) a E15, que se acumulan en la
interzona (IZ) de la corteza cerebral, lo que es compatible con una neurogénesis
acelerada, respecto a los WT. Es mas, la disminucion de las ROS mitocondriales
altera la distribucion de las capas de la corteza cerebral a partir de E18, a juzgar
por la inmunodeteccion de TBR2, SATB2 y CTIP2. Cabe destacar que, en cultivos
de neuroesferas, no se observaron diferencias en la migracion de las NPCs entre
ambos genotipos, por lo que la desestructuracion de la corteza cerebral puede ser
consecuencia de la prematura neurogénesis. En este sentido, el incremento en la
generacion de ROS causado por la falta de FBXLS5 (F box and leucine-rich repeat
protein 5), regulador de la homeostasis de hierro (Moroishi et al., 2011) o bien de
PRDM16 (PR domain-containing 16), que regula el estrés oxidativo (Chuikov et
al., 2010) incrementa la proliferacion de las NPCs y disminuye la neurogénesis
embrionaria, lo que resulta en una distribucion erratica de las capas de la corteza

cerebral, sin alterar su tamafio (Yamauchi et al., 2017; Chui et al., 2020).
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No se detectan diferencias anatdomicas evidentes, ni alteraciones en el tamafo de
la corteza cerebral, entre los animales WT y los mCAT, a pesar de las diferencias
observadas en la proliferacion de las NPCs y la diferenciacion neuronal. Las
diferencias en la proliferacion de precursores in vivo las observamos a partir de los
E15, pero no en los E12, momento en el que la neurogénesis ya se ha iniciado, lo
que podria explicar la ausencia de microcefalia en el raton mCAT. Asi, a E12 se
produce una activa proliferacion de precursores (Mukhtar and Taylor, 2018) que
podria ser suficiente para generar las neuronas necesarias para evitar la
disminucién de tamafio de la corteza. Es mas, las neuroesferas procedentes de
ratones mCAT E15,5 tienen menor contenido de progenitores neuronales (Ascll),
pero mantiene su capacidad de generar neuronas (Tubb3), que es incluso mayor
en el primer dia de diferenciacion in vitro. Durante el desarrollo del SNC, se
generan un alto numero de NPCs, de manera que un tercio de estas células mueren
por apoptosis al final de la gestacion o primera semana después del nacimiento,
con el objetivo de generar el numero correcto de neuronas (Oppenheim, 1991;
Kristiansen and Ham, 2014). En este sentido, las neuroesferas mCAT tienen un
menor tamano por su menor capacidad proliferativa, no porque sufran apoptosis.
Es posible que las NPCs generados durante etapas tempranas del desarrollo sean
mas resistentes a la apoptosis, lo que podria explicar que los ratones mCAT tengan
un numero de neuronas normal. La acelerada diferenciacion neuronal en los
mCAT apoyaria esta hipotesis, ya que se iniciaria la neurogénesis antes, evitando
asi la microcefalia, si bien debemos realizar nuevos experimentos encaminados a

demostrarla in vivo.

Durante el desarrollo embrionario, se produce un aumento progresivo de la
generacion de ROS vy estrés oxidativo en la corteza cerebral de raton, que llega a

ser maxima entre los 15-17 dias de gestacion (Chui et al., 2020). De la misma
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manera, se han detectado importantes cambios en genes involucrados en la
regulacion del estrés oxidativo, lo que evidencia la importancia de la homeostasis
ROS en el desarrollo de la corteza cerebral (Chui et al., 2020). Es mas, las NPCs
y las neuronas diferenciadas poseen distintos perfiles redox, lo que sugiere que el
estado redox regula el inicio de la diferenciacion neuronal (Yan et al., 2015). En
este trabajo describimos que las neuronas mCAT diferencian mas rapidamente que
las WT. Esta diferenciacion prematura, puesta de manifiesto mediante la deteccion
de los marcadores dendriticos, Map2 y Tujl y axonal, Tau, se detecta ya desde el
primer dia de cultivo. Es mads, la actividad neuronal en las neuronas mCAT es
superior a lo observado en neuronas WT, lo que concuerda con el mayor estado
de diferenciacion de sus neuritas. Sin embargo, a los 12 dias de cultivo, la
reduccion de los niveles enddgenos de ROS mitocondriales provocod la
disminucion de los marcadores neuronales, tanto dendriticos como axoénicos, 1o
que es compatible con una alteracion del citoesqueleto neuronal y un posible
envejecimiento prematuro de las neuronas. Nuestros resultados concuerdan con
anteriores que describen que la eliminacion del H2O2 generado en el reticulo
endoplasmatico provoca la diferenciacion prematura de neuronas motoras,
mediado por un desequilibrio redox y la regulacion negativa de la sefializacion de

Notch en estas células, lo que acelera la muerte neuronal (Yan et al., 2015).

Recientemente, se ha demostrado que la dindmica y el metabolismo de las
mitocondrias son diferentes durante la diferenciacion de las neuronas corticales.
En las neuronas recién nacidas, hay menos mitocondrias y tienen menor actividad
metabolica, pero aumentan gradualmente durante la maduracion neuronal. Asi, un
mayor metabolismo mitocondrial neuronal conduce a una diferenciacion
acelerada, que incluye una mayor complejidad, excitabilidad y funcion sindptica

de las neuritas. Es mas, la disminucion en el consumo de oxigeno mitocondrial
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desacelerara el desarrollo neuronal (Iwata et al., 2013). Aunque, no observamos
diferencias en el niimero de mitocondrias entre neuronas WT y mCAT, estas
presentan diferente localizacion intracelular. Asi, las mitocondrias de las neuronas
WT se localizan mayoritariamente en la zona perinuclear, mientras que en las
neuronas mCAT se distribuyen por todo el soma neuronal, incluso en las neuritas.
Ademas, las neuronas mCAT son mds grandes y presentan una morfologia menos
fragmentada que las WT, lo que es compatible con un mayor consumo de oxigeno.
que podria explicar la rapida diferenciacion de las neuronas mCAT, respecto a las
WT. Ademas, la distribucion perinuclear de las mitocondrias en las células crea
una barrera para que el O acceda al ntcleo nuclear, lo que podria afecta a patrones
transcripcionales implicados en proliferacion y diferenciacion, asi como en
estabilidad genomica (Caroso, 2019; Mori et al., 2023). De hecho, en neuronas
inmaduras, con menor grado de diferenciacion, las mitocondrias se situan,
fundamentalmente en la regién perinuclear, mientras que, en neuronas
diferenciadas, que presentan una mayor red neuritica, la distribucion nuclear
disminuye y las mitocondrias se translocan a lo largo de las neuritas (Cheng et al,

2010) como ocurre en las neuronas mCAT.

Finalmente, observamos un importante incremento de la actividad neuronal en los
mCAT alo 6 dias de cultivo. En este sentido, la hiperactividad neuronal es un sello
caracteristico de envejecimiento cerebral, incluso de neurodegeneracion en etapa
temprana, especialmente en la enfermedad de Alzheimer. Asi, las regiones del
hipocampo con actividad neuronal elevada no pueden almacenar nueva
informacion en ratas envejecidas, lo que promueve deterioro cognitivo. Por tanto,
la elevada actividad neuronal, junto con la pérdida de marcadores neuriticos,
sugieren un envejecimiento prematuro de las neuronas mCAT a los 12 dias de

cultivo, lo que disminuye la plasticidad sinaptica neuronal.
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Nuestros resultados demuestran la importancia de los ROS mitocondriales en la
diferenciacion y actividad neuronales. Es importante resaltar que la reparacion
cerebral tras un ictus requiere la activacion de la plasticidad sinaptica y de la
neurogénesis. De hecho, la terapia antioxidante ha fracasado en su traslacion a la
practica clinica en el tratamiento del ictus. Asi, los ROS mitocondriales podrian
ser necesarios para activar estos mecanismos de reparacion cerebral tras un ictus,
lo que finalmente condiciona el estado funcional de los pacientes (Rodriguez et

al., 2018].

Los ROS mitocondriales modulan la proliferacion y la senescencia de los

precursores neurales embrionarios

Las NPCs poseen niveles altos de ROS y responden rapidamente a situaciones de
estrés oxidativo, lo que les permiten mantener una alta velocidad de
autorrenovacion (Hwang et al., 2020). Nuestros resultados demuestran que la
disminucion de las ROS mitocondriales disminuye la capacidad proliferativa de
las NPCs embrionarias, tanto in vitro como in vivo, sin que ello afecte a la
viabilidad celular. Asi, las neuroesferas mCAT presentan una mayor proporcion
de células en fase GO/G1, asi como una disminucién de los niveles de ciclina B1
y PCNA, mientras que Cdhl se acumula, respecto a los WT. Recientemente,
Kirova y colaboradores (Kirova, et al., 2022) demostraron que fluctuaciones en la
generacion de las ROS durante la progresion del ciclo celular, de manera que los
niveles de ROS aumentan en la transicion de Gl a S, siendo los ROS
mitocondriales necesarios para la entrada de las células en fase S y replicacion del
ADN en células proliferativas (Kirova, et al., 2022). De acuerdo con estos

resultados, las NPCs de las neuroesferas mCAT poseen niveles bajos de PCNA
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(marcador fase S) y menor nimero de precursores en fase S, respecto a los WT, lo
que confirma que los ROS mitocondriales también son necesarios para la

proliferacion de las NPCs.

La estimulacion de la proliferacion por ROS en los NPCs se ha relacionado
fundamentalmente con el H,O, derivado de la actividad de las NOX (Holmstrém
and Finkel, 2014), de manera que el H>O; activa receptores tirosina quinasa de
membrana e inhibe fosfatasas, lo que inicia sefales transcripcionales que
promueven las transiciones de GO/G1 y G1/S (Burhans and Heintz, 2009; Chiu
and Dawes, 2012). Especificamente, las NOX2 y NOX4 son necesarias para la
proliferacion de las NSCs, mediante la produccion de H>O» y la activacion de la
via PI3K/AKT, por lo que que una produccion basal de ROS es necesaria para la
proliferacion de estas células (Le Belle et al., 2011; Holmstrom and Finkel, 2014;
Nayernia et al., 2017). La disminucion de los niveles mitocondriales de ROS se
acompafia de la induccion de la expresion de NOX 1 y NOX2, pero no de NOX4,
asi como un incremento importante de la formacién de O, extracelular en las
NPCs mCAT, respecto a las WT. Por tanto, la actividad de las NOX no parece
afectar a la proliferacion de las NPCs mCAT, aunque si podrian ser las
responsables del estrés oxidativo que sufren estas células, a juzgar por la
disminucién de los niveles de glutation, el aumento de la ratio GSSG/GSH y la

alta oxidacion de proteinas celulares.

El factor NRF2 regula la expresion de NOX 1 y NOX2 vy, con ello, los niveles
extracelulares de O,” (Kovac et al., 2015). La disminucién de la actividad de

NRF2 en las NPCs mCAT es responsable del estrés redox creado por las NOX,
como ya demostramos recientemente en astrocitos (Vicente-Gutierrez et al.,

2019). Por tanto, la regulacion de la homeostasis redox en las NPCs requiere la
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coordinacion de los ROS mitocondriales y los ROS extracelulares, ya que ambos

estan acoplados a través de la via de sefializacion de NRF2.

A pesar de la alta actividad de las NOX, las NPCs mCAT no tienen alta capacidad
proliferativa, como era de esperar (Le Belle et al., 2011; Holmstrom and Finkel,
2014). Por el contrario, estas presentan menor proliferacion que las NPCs WT.
Las NOX son enzimas que consumen altas cantidades de NADPH (Nayernia et
al., 2014). Es mas, los astrocitos que expresan catalasa en la mitocondria presentan
disminuida la razon NADPH/NADP", como consecuencia de la alta actividad de
las NOX 1 y NOX2 (Vicente-Gutierrez et al., 2019). En células proliferativas, el
ciclo de las pentosas fosfato es necesario para la regulacion del estado redox y la
sintesis de 4cidos nucleicos (Patra and Hay, 2014). Por tanto, el incremento de las
NOX en las NPCs mCAT podria provocar la disminucion de los niveles de
NADPH, lo que reduce la actividad del ciclo de las pentosas fosfato (Ramos-
Martinez, 2017), poniendo en riesgo la sintesis de acidos nucleicos y, por tanto, la
proliferacion de las NPCs. Esta disminucion de los niveles de NADPH podria dar
explicacion a la reduccion de la cantidad de GSH, debido que para su regeneracion

necesita del cofactor NADPH.

La disminucion de los sistemas antioxidantes, como es el glutation, y el estrés
oxidativo severo provocan senescencia (Igelmann et al., 2021; Bakalova et al.,
2022), como la observada en las NPCs. Es mas, los niveles de NADH y NADPH
citosolicos juegan un papel crucial para el destino celular: senescencia o
proliferacion (Bakalova et al., 2022). Asi, la decision hacia senescencia depende
del NADH citoplasmatico alto, pero de NADPH bajo, mientras que la
proliferacion depende de niveles citosolicos altos de NAD" y NADPH que estan

bajo control mitocondrial. Por tanto, una disminucién de los niveles de NADPH,
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que ocurre en los astrocitos mCAT (Vicente-Gutierrez et al., 2019) junto con el
aumento de la razon GSSG/GSH, podria ser la responsable de la senescencia y, en
consecuencia, de la disminucion en la proliferacion de las NPCs mCAT. Sin
embargo, el acortamiento de la longitud de los telomeros en las NPCs
embrionarias, en contra de las adultas, no afecta a su capacidad proliferativa, a
pesar de la acumulacion nuclear de p53 (Ferrén et al., 2004). Por tanto, la menor
proliferacion de las NPCs mCAT podria estar relacionada con la disponibilidad de

NADPH y acidos nucleicos, més que con el proceso de senescencia.

En conclusion, hemos identificado una nueva via de regulacion de la transicion
entre proliferacion y diferenciacion de las NPCs, a través de la modulacion de las
ROS mitocondriales, que es esencial para el correcto desarrollo de la corteza
cerebral. Asi, los ROS mitocondriales regulan la producciéon de ROS
extracelulares por las NOX, a través de NRF2, y, con ello, la homeostasis celular
y la proliferacion de las NPCs embrionarias. Numerosos factores ambientales y
mutaciones genéticas pueden alterar la sefializacidon mediada por ROS, lo que
puede contribuir a alteraciones del neurodesarrollo, incluso promover
tumorigénesis. Por tanto, comprender como afectan los ROS mitocondriales a la
proliferacion y diferenciacion de los progenitores neurales, objetivo fundamental
de nuestro trabajo, desempefia un papel importante en la identificacion de nuevas

vias de actuacion terapéutica en trastornos del neurodesarrollo y en céncer.
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Conclusgones



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

podemos concluir.

1. Las ROS mitocondriales regulan la correcta diferenciacion de las neuronas en
cultivo primario. Asi, la reduccion endogena de los niveles de ROS mitocondriales
acelera el proceso de diferenciacion neuronal y, con ello, el envejecimiento
prematuro de las neuronas. Es mds, las neuronas con bajos niveles enddgenos de
ROS mitocondriales altera la localizacion y morfologia mitocondriales, lo que
podria estar involucrado, al menos parcialmente, en la aceleracion del proceso de

diferenciacion in vitro.

2. Los niveles endogenos de mROS tienen una funcion esencial en la neurogénesis
in vivo, ya que modulan la proliferacion de los progenitores neurales y, con ello,
la organizacion de las capas de la corteza cerebral. Asi, la reduccion endégena de
mROS disminuye la proliferacion de los progenitores, acelerando su
diferenciacion, lo que provoca la desestructuracion de la corteza cerebral. Por
tanto, las ROS mitocondriales son necesarias para la correcta organizacion de la

corteza cerebral, durante el desarrollo embrionario.

3. Las ROS mitocondriales regulan la produccién de ROS extracelulares por las
NOX, a través de NRF2, y, con ello, la homeostasis celular y la proliferacion de
las NPCs embrionarias. Asi, la reduccion endégena de las ROS provoca estrés
oxidativo, al inducir la expresion de las NAPDH oxidasas y, por tanto, la
produccion de ROS extracelulares. Ello altera el equilibrio redox, asi como los
niveles intracelulares de NADPH vy, con ello, la coordinacion entre proliferacion

y la senescencia de los precursores neurales embrionarios.
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Conclusion final

En su conjunto los resultados de la presente Tesis doctoral demuestran que las
ROS mitocondriales regulan la transicion entre proliferacion y diferenciacion de
los progenitores neurales y, con ello, la organizacién de la corteza cerebral. Es
mas, la regulacion coordinada entre las ROS mitocondriales y los extracelulares,
acoplados a través de la via de sefializacion de NRF2, regula la homeostasis redox

y la decision entre proliferacion y senescencia de los precursores neurales.

Teniendo en cuenta que la coordinacion entre proliferacion y neurogénesis regula
la estructura y tamafio de la corteza cerebral, alteraciones en los niveles de las ROS
mitocondriales durante el desarrollo embrionario puede alterar estos procesos, lo

que situa a las ROS en la etiopatogenia de los trastornos del neurodesarrollo.
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