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Introduccion

1. Superficies cerebrales

El cerebro esta dividido en los hemisferios derecho e izquierdo por una cisura
longitudinal. Cada hemisferio tiene tres superficies: superolateral, medial e inferior, contando
todas ellas con cisuras irregulares o surcos que separan las circunvoluciones (Figura 1).
Aunque existen variaciones en la disposicion entre ambos hemisferios en el mismo cerebro y
en el de diferentes personas, una similitud basica en el patréon permite que las partes diferentes

del cerebro puedan ser localizadas y nombradas (Netter, 2005).

Superficie superolateral

Cisura longitudinal

Cisura lateral (Silvio)

Superficie medial
Cisura central

Cuerpo calloso

Lobulo frontal
Incisura Pre-occipital

- Lébulo parietal

I Lobulo occipital Superficie inferior

3 Cisura longitudinal
- Lobulo temporal Cisura orbitraria #
Cisura lateral
Cisura tentorial

Fig.1. Aspecto general de los hemisferios cerebrales. Se presenta una vista superior de los

hemisferios cerebrales. Una vista superolateral del hemisferio cerebral izquierdo, una vista medial
del hemisferio cerebral derecho y una vista inferior del encéfalo. Adaptado de (Micheau and Hoa,
2009).
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Sobre la superficie supero-lateral, pueden identificarse facilmente dos cisuras, la lateral
o de Silvio (en azul) y la central o de Rolando (en rojo). Por otra parte, la cisura parieto-occipital
y la incisura pre-occipital estan situadas principalmente sobre la superficie medial del cerebro.
Estas estructuras mencionadas dividen el cerebro en cuatro I6bulos, que reciben sus nhombres
segun los huesos del craneo debajo de los cuales se localizan: |6bulos frontal, parietal, occipital
y temporal (Netter, 2005, Silverthorn, 2008).

La superficie medial de los hemisferios cerebrales es plana, y aunque esta separada en
gran medida por la cisura longitudinal y la hoz del cerebro, esta unida en algunas partes por las
comisuras cerebrales y por las estructuras que limitan el lll ventriculo. En ella encontramos el
cuerpo calloso que es la mayor de las comisuras cerebrales, y constituye la principal porcion
del techo del ventriculo lateral. En una seccion sagital media aparece como un puente
aplanado de fibras blancas, y su parte central, o tronco, es convexo hacia arriba.

Por otra parte, la superficie inferior esta dividida por la porcién principal de la cisura
lateral, la orbitraria y la tentorial (Netter, 2005).

El cerebro tiene distintas regiones de sustancia gris y sustancia blanca. La sustancia
gris puede ser dividida en tres regiones principales: la corteza, los ganglios basales y el
sistema limbico. La corteza cerebral es la capa externa del cerebro y solo tiene algunos
milimetros de espesor (Snell, 2007, Silverthorn, 2008). La sustancia blanca del cerebro se
encuentra principalmente en el interior. Los haces de fibras permiten que diferentes regiones
de la corteza se comuniquen entre ellas y transfieran la informaciéon de un hemisferio al otro,

fundamentalmente a través del cuerpo calloso (Silverthorn, 2008).

2.Funcioén y estructura de la corteza cerebral

2.1. Funciones de la corteza cerebral

En humanos, la corteza cerebral esta altamente desarrollada y la complejidad de las
conexiones interhemisféricas e intrahemisféricas es similar a este grado de desarrollo (Netter,
2005). La corteza cerebral ha sido dividida en dos tipos fundamentales: el isocortex y el
allocortex.

El isocortex o neocoértex corresponde a aquella parte de la corteza en la que siempre
puede reconocerse la estratificacion en seis capas, mientras que el allocortex, representado
por el archicortex (hipocampo y fascia detata) y paleocortex (corteza olfativa propiamente
dicha), exhiben una estrucutra laminar simple compuesta por tres capas. Ambos tipos
corticales estan mas o menos separados por cierto numero de areas paracorticales que han
sido objeto de gran interés en el estudio de la evolucion cortical (Valverde, 2002).

La corteza cerebral esta compuesta por sustancia gris y al igual que la sustancia gris
de cualquier otra parte del sistema nervioso central (SNC), consiste en un conjunto de células
nerviosas, fibras nerviosas, neuroglia y vasos sanguineos (Snell, 2007).

La corteza cerebral tiene areas definidas relacionadas con funciones neurolégicas

especificas, tanto para la recepcion sensitiva primaria como para la actividad integrada
12
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compleja. Cuando un area cortical es activada por un estimulo, responden también otras areas,
debido a su rapida estimulacién a lo largo de un gran numero de vias de asociacion
organizadas con gran precisién y que interaccionan reciprocamente.

A continuacion, se describiran las areas principales denominadas segun su ubicacion
anatémica (Netter, 2005):

En el Iébulo frontal se distinguen la corteza prefrontal, la motora y la sensitiva. La
corteza prefrontal esta relacionada con las funciones mentales superiores, participando en
muchos aspectos del comportamiento humano, y asi, las lesiones bilaterales del area prefrontal
producen una pérdida de la capacidad de concentracion, disminucién de la capacidad
intelectual y trastornos de la memoria y el criterio. Por otra parte, tanto la corteza
somatosensitiva, que ocupa partes contiguas de los Iébulos frontal y parietal, precisamente
nuestra zona de estudio mediante la produccién de lesion local, como la corteza premotora del
I6bulo frontal, estan relacionadas con la iniciacién, activacién y puesta en marcha de la
actividad motora, y la recepcion de sensaciones primarias del cuerpo (Figura 2). Las lesiones
de la corteza somatosensitiva dan lugar a una paralisis y pérdida de la recepcién o percepcion
somatosensitiva contralateral. El |6bulo parietal se encarga especialmente de la interpretacion e
integracion de la informacién procedente de las areas sensoriales, es decir, areas visuales y

corteza somatosensitiva.

Corteza somatosensorial

Fig.2. Vista lateral del cerebro. Se presenta en

color verde la corteza somatosensorial (zona de
estudio en esta tesis doctoral) localizada en la
porcioén posterior al surco central. Adaptado de
(Netter, 2005).

Las lesiones del I6bulo parietal dan lugar a una ataxia sensitiva, una pérdida de las
nociones sensitivas generales, una identificacion defectuosa de los impulsos sensitivos y una
falta de interpretacion de las relaciones espaciales. Por otra parte, la porciéon posterior del
I6bulo temporal se encarga de la recepcion e interpretacion de la informacion auditiva y de
algunos aspectos del patron de identificacion y coordinacion visual superior. Ademas, la
porcion anterior del I6bulo temporal esta vinculada a la actividad motora visceral y a algunos
aspectos de la conducta. Las lesiones en esta zona pueden manifestarse a través de crisis
psicomotoras o de crisis uncinadas (Netter, 2005). Por ultimo, el Iébulo occipital es el area
visual primaria (Snell, 2007).
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Una lesién en un area especifica de la corteza cerebral puede producir un déficit que
sobrepase la identidad funcional de determinada area, ya que las interconexiones complejas

que subyacen en esta region cortical pueden haberse lesionado (Netter, 2005).

2.2. Estructura de la corteza cerebral

El neocortex de la corteza cerebral humana se divide en capas que pueden distinguirse
conforme a los tipos, la densidad y la disposicion de sus células (Figura 3). En ellas se
encuentran los siguientes tipos de células nerviosas: células piramidales, cuyo nombre se debe
a la forma de sus cuerpos; células estrelladas, también denominadas células granulosas
debido a su pequefio tamafio; células fusiformes, células horizontales de Ramoén y Cajal y
células de Martinotti (Snell, 2007).

1
Capa molecular

2
Capa granular externa

3
Capa piramidal externa

4

C 3 "ular interna i H
Lapa granuiar interna Sustancia gris

5
Capa ganglionar

6
Capa multiforme

B[l

\J

Sustancia blanca
Fibras corticales eferentes Fibras corticales aferentes

Fig.3. Capas de la corteza cerebral. Se muestran las neuronas a la izquierda y las fibras nerviosas a la derecha.

Adaptado de (Snell, 2007).

Las seis capas en las que se fundamenta la corteza cerebral son las siguientes:

1. Capa molecular (capa plexiforme). Es la capa mas superficial (Estrada and Uribe,
2002). Consiste en una red densa de fibras nerviosas orientadas tangencialmente que derivan
de las dendritas apicales de las células piramidales y fusiformes, los axones de las células

estrelladas y las células de Martinotti.
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También hay fibras aferentes que se originan en el talamo y se asocian con fibras
comisurales. Hay algunas células horizontales de Ramon y Cajal. En esta capa se establece
una gran cantidad de sinapsis entre diferentes neuronas.

2. Capa granular externa. Contiene un gran numero de pequefias células piramidales y
células estrelladas. Las dendritas de estas células terminan en la capa molecular y los axones
entran en las capas mas profundas, donde terminan o bien continlan hasta entrar en la
sustancia blanca del hemisferio cerebral.

3. Capa piramidal externa. Compuesta por células piramidales. Las dendritas apicales
pasan hacia la capa molecular y los axones entran en la sustancia blanca como fibras de
proyeccion, de asociacion o comisurales.

4. Capa granular interna. Constituida por células estrelladas dispuestas de forma muy
compacta. Hay una concentraciéon elevada de fibras de disposicion horizontal conocidas en
conjunto como la banda externa de Baillarger.

5. Capa ganglionar (capa piramidal interna). Contiene células piramidales muy grandes
y de tamano intermedio. Dispersas entre las células piramidales hay células estrelladas y
células de Martinotti. Ademas, hay una gran cantidad de fibras dispuestas horizontalmente que
forman la banda interna de Baillarger. En la corteza motora de la circunvolucion precentral las
células piramidales de esta capa son muy grandes y se conocen como células Betz. Estas
células dan origen a alrededor del 3% de las fibras de proyeccién del tracto corticoespinal o
piramidal (Kiernan, 2000, Snell, 2007, Ross and Pawlina, 2012).

6. Capa multiforme (capa de células polimorfas).Es llamada asi por la amplia variedad
de formas que contiene (Estrada and Uribe, 2002). Aunque la mayoria de las células son
fusiformes, muchas son células piramidales modificadas de cuerpo triangular u ovoide. Las
células de Martinotti también se pueden ver en esta capa. Hay muchas fibras nerviosas que
entran en la sustancia blanca subyacente o salen de ella (Kiernan, 2000, Snell, 2007, Ross and
Pawlina, 2012).

2.3. Definicion y clasificacion de las células en el sistema nervioso central

El tejido nervioso se compone principalmente de dos tipos de células: las neuronas y
las células de sostén. Pero, ademas de las neuronas y las células de sostén, tanto en el SNC
como en el sistema nervioso periférico (SNP) existe un componente vascular extenso.

Los vasos sanguineos estan separados del tejido nervioso por las laminas basales y
una cantidad variable de tejido conjuntivo, segun el tamafio del vaso (Ross and Pawlina, 2012).

-Las neuronas son la unidad estructural y funcional del tejido nervioso. Estan
especializadas para recibir estimulos de otras neuronas y conducir los impulsos eléctricos a
otras partes del tejido nervioso a través de sus prolongaciones (Figura 4).
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Fig.4. Neuronas de la corteza

cerebral de un ratobn marcadas
con el anticuerpo de proteina
asociada a los microtubulos
(MAP2).

-Las células de sostén son células no conductoras que estan en contacto estrecho con
las neuronas. En el SNC se llaman células neurdglicas, neuroglia o solo glia (Ross and
Pawlina, 2012). En general, son mas pequefas que las neuronas y las superan de 5 a 10
veces en numero; constituyendo aproximadamente el 50% del volumen total del encéfalo y la
medula espinal (Snell, 2007). Las funciones de los diversos tipos de células neurdglicas
comprenden:

-Sostén fisico para las neuronas.

-Aislamiento eléctrico para los somas y las prolongaciones de las neuronas que facilita

la transmision rapida de los impulsos nerviosos.

-Separacion de la lesion neuronal

‘Regulacion del medio liquido interno del SNC.

-Eliminacion de los neurotransmisores de las hendiduras sinapticas.

‘Mecanismos de intercambio metabdlico entre el sistema vascular y las neuronas del

sistema nervioso.

ElI SNC contiene cuatro tipos de células neurdglicas: astrocitos, oligodendrocitos,
microgliocitos y células ependimarias.

-Los astrocitos: Tienen cuerpos celulares pequefios con prolongaciones que se
ramifican y se extienden en todas direcciones (Figura 5) (Snell, 2007). Algunos astrocitos se
extienden a través de todo el espesor del encéfalo, con lo cual proveen un andamiaje para las
neuronas que migran durante el desarrollo encefalico. Otros astrocitos extienden sus
prolongaciones desde los vasos sanguineos hasta las neuronas, formando los pies
perivasculares, que cubren grandes regiones de la superficie externa de un vaso y los pies

perineurales, que cubren grandes extensiones de la superficie axdnica de las neuronas.
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Fig.5. Imagen de un astrocito de la

corteza cerebral de un raton obtenida
mediante el marcaje de la proteina acida
fibrilar glial (GFAP).

Se han identificado dos clases de astrocitos:

-Astrocitos protoplasmaticos, que prevalecen en la sustancia gris y que poseen
abundantes prolongaciones citoplasmaticas cortas y ramificadas.

-Astrocitos fibrosos, que son mas comunes en la sustancia blanca y que tienen menos
prolongaciones. Estas son mas bien rectas (Ross and Pawlina, 2012), largas, delgadas y lisas
(Snell, 2007).

Ambos tipos de astrocitos contienen haces prominentes de filamentos intermedios
compuestos de la proteina acida fibrilar glial (GFAP; glial fibrillary acidic protein).

Los astrocitos desempefan papeles importantes en el movimiento de metabolitos y
desechos desde las neuronas y hacia ellas, pudiendo actuar como fagocitos. También
contribuyen en el mantenimiento de las uniones estrechas de los capilares que forman la
barrera hematoencefalica (BHE). Ademas, los astrocitos proveen una cubierta para las
“regiones desnudas” de los axones mielinicos, por ejemplo, a la altura de los ndédulos de
Ranvier y de las sinapsis (Ross and Pawlina, 2012). Por lo tanto, el soporte de los astrocitos es
necesario para la supervivencia neuronal (Min et al., 2012, Jeong et al., 2013).

Los astrocitos almacenan glucégeno dentro de su citoplasma que puede ser degradado
a glucosa e incluso a lactato y ser liberado hacia las neuronas circundantes en respuesta a la
noradrenalina. Ademas, se ha sugerido la posibilidad de que los astrocitos secreten citocinas
que regulen la actividad de las células inmunitarias que penetran en el sistema nerviosos en
caso de enfermedad (Snell, 2007, Lu et al., 2009, Gao et al., 2013b).

Pero ademas de dar soporte a las neuronas y regular su intercambio metabdlico al
suministrarles glucosa y factores neurotroficos, los astrocitos regulan también el estrés
oxidativo y la excitotoxicidad a través de la produccion de glutation, 5-L-glutamil-L-cisteinglicina
(GSH), la absorcion de glutamato y potasio y la regulacion en el contenido de agua extracelular
(Muller and Seifert, 1982, Raps et al., 1989, Rothstein et al., 1996, Tsacopoulos and Magistretti,
1996, Badaut et al., 2002, Chih and Roberts Jr, 2003, Simard and Nedergaard, 2004, Olsen et
al., 2006).

Sin embargo, tras un trauma cerebral se puede producir la activacion de las células
gliales de alrededor de la lesion, formandose una cicatriz glial (GS; glial scar) compuesta por
astrocitos reactivos, microglia reactiva y células precursoras gliales, que aunque en sus
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primeros estadios limita la extensién de la zona dafada, separando el tejido necrético del tejido
sano, supondra también una limitacién para la posterior regeneracion a través de la expresion
de moléculas como proteoglicanos de sulfato de condroitina, semaforinas y efrinas (Fitch and
Silver, 2008, Duffy et al., 2009, Kawano et al., 2012).

-Los oligodendrocitos son las células encargadas de producir la mielina en el SNC.
Bajo el microscopio optico y tefiidos con técnicas especiales, los oligodendrocitos aparecen
como células pequenas con prolongaciones relativamente escasas en comparacion con los
astrocitos (Figura 6) (Ross and Pawlina, 2012). Los oligodendrocitos también rodean los
cuerpos de las células nerviosas (oligodendrocitos satélite) y es probable que tengan una
funcién similar a las de las células satélite o capsulares de los ganglios sensitivos periféricos.
Se cree que estos influyen en el medio bioquimico de las neuronas (Snell, 2007).

Fig.6. Imagen de una célula de

oligodendroglia de la corteza cerebral de
un ratén GFP (Broeke, 2005).

-Los microgliocitos o células de la microglia: Tienen cuerpos celulares pequeios de los
que emergen prolongaciones ondulantes ramificadas con numerosas proyecciones similares a
espinas (Figura 7) (Snell, 2007).

Fig.7. Imagen de una célula de

microglia de la corteza cerebral de un
ratén marcado con la proteina 1 de unién

a calcio (Iba1).

En el SNC del adulto, los microgliocitos normalmente constituyen alrededor del 5% de
todas las células de la neuroglia. Aunque el origen y linaje celular preciso de las células de

microglia permanece todavia en debate, se consideran como los fagocitos mononucleares
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residentes que derivan de células progenitoras de granulocitos/monocitos (Ross and Pawlina,
2012).

En este sentido las células microgliales tienen el potencial de actuar como macréfagos
considerandose inmunomoduladoras y participando en la regulacion de la homeostasis del
SNC por fagocitar las neuronas apoptéticas (Ransohoff and Perry, 2009, Graeber and Streit,
2010). Pues se ha descrito que a pesar de que en el encéfalo y la médula espinal normales,
las células de la microglia son inactivas y con una morfologia ramificada (microglia en reposo)
(Snell, 2007), proliferan y se tornan muy fagociticas adquiriendo una morfologia ambeoide
(microgliocitos reactivos) en las regiones lesionadas o enfermas (Ross and Pawlina, 2012).

Sin embargo, han aparecido nuevas controversias sobre si la microglia tiene un papel
activo, cambiando su inmunofenotipo pero sin desempenar la funcién de macréfagos o un
papel reactivo, desempefando por lo tanto su papel de macréfagos, en la enfermedad
neurodegenerativa. Se han realizado diversos estudios para diferenciar la respuesta
inflamatoria de otros procesos bioquimicos en el desarrollo del daio cerebral secundario y para
determinar si la respuesta inflamatoria conlleva efectos dafinos o de proteccién tras un dafo
cerebral traumético (Bellander et al., 2010).

Puesto que cuando las células microgliales se activan, se lleva a cabo la fagocitosis
junto con la liberacion de citoquinas incluyendo el factor de necrosis tumoral (TNFa; tumor
necrosis factor alpha), interleuquina-1p (IL-1B) y otros mediadores inflamatorios como las
especies reactivas de oxigeno (ERO) y el oxido nitrico (NO; nitric oxide) (Nathan, 2002,
Hanisch and Kettenmann, 2007, Song et al., 2014). Por una parte, se ha determinado como en
un modelo de dafo cerebral traumatico en rata, se produce esta activacién microglial que
contribuye al estrés oxidativo, neurodegeneracion y alteracién de la BHE (Readnower et al.,
2010, Briones et al., 2011, Xiong et al., 2012). Ademas, una de las consecuencias del estrés
oxidativo ocasionado, es la peroxidacién de los acidos grasos poliinsaturados de la membrana,
lo que conlleva un aumento de los aldehidos activos incrementando la permeabilidad de las
células endoteliales (Chodobski et al., 2011).

Por el contrario, cuando la microglia lleva a cabo la eliminacion de células apoptoéticas o
restos de mielina, libera factores anti-inflamatorios como la interleuquina-10 (IL-10), el factor de
crecimiento transformante 3 (TGF; transforming growth factor beta), prostaglandinas E2 y el
factor activador de plaquetas (Fadok et al., 1998, Liu et al., 2006) y causa una reduccién de
citoquinas pro-inflamatorias como TNFa, interleuquina-12 (IL-12), IL-18 y otros mediadores
inflamatorios (Fadok et al., 1998, Magnus et al., 2001).

Por lo tanto, dado que la microglia local, los astrocitos y los macréfagos son los
principales responsables de la respuesta inmune innata en el SNC (Minagar et al., 2002), es de
suma importancia comprender los procesos de la respuesta glial para desarrollar estrategias
preventivas y terapéuticas contra el dafio cerebral (Chew et al., 2006).

-Las células ependimarias: Son células entre cubicas y cilindricas distribuidas en una
sola capa que poseen las caracteristicas morfologicas y funcionales de células transportadoras
de liquidos (Figura 8). Revisten las cavidades del encéfalo y el conducto central de la médula
espinal (Snell, 2007).
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Estan estrechamente unidas por complejos de unién ubicados a la altura de sus
superficies apicales. A diferencia de un epitelio tipico, las células ependimarias carecen de
lamina basal. La superficie celular basal posee repliegues abundantes que se interdigitan con
las prolongaciones de astrocitos contiguos. La superficie apical de las células posee cilios y
microvellosidades. Estas ultimas intervienen en la absorcion de liquido cefalorraquideo (Ross
and Pawlina, 2012).

En varios sitios del sistema ventricular encefalico este revestimiento ependimario sufre
una modificacién adicional para producir el liquido cefalorraquideo por transporte y secrecién
de materiales derivados de asas capilares contiguas. Las células ependimarias modificadas y
los capilares asociados forman en conjunto los llamados plexos coroideos (Ross and Pawlina,
2012).

Fig.8. Imagen de una tincién de

hematoxilina-eosina de las células
ependimarias con los cilios hacia el

interior del ventriculo.

Las células ependimarias pueden dividirse en tres grupos:

-Ependimocitos, que revisten los ventriculos del encéfalo y el conducto central de la
meédula espinal estando en contacto con el liquido cefalorraquideo.

‘Tanicitos, que revisten el piso del tercer ventriculo por encima de la eminencia media
del hipotalamo.

‘Células epiteliales coroideas, que cubren las superficies de los plexos coroideos
(Snell, 2007).

3. Importancia de la barrera hematoencefalica en el

sistema nervioso central.

La barrera hematoencefalica (BHE) es una estructura del SNC formada por uniones
estrechas, continuas, de células endoteliales formando capilares, que expresan
transportadores de membrana especificos que garantizan la homeostasis y el buen
funcionamiento del cerebro (ladecola, 2004). Estas células endoteliales interactian con los
pedicelos de los astrocitos, con numerosos pericitos y también con microglia, formando lo que
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se denomina la “unidad neurovascular” que participa en el mantenimiento y la funciéon de la
BHE, y protege las células del cerebro de factores potencialmente toxicos derivados de la
sangre (Figura 9) (Cleaver and Melton, 2003, Ballabh et al., 2004, ladecola, 2004, Abbott et al.,
2006, Shimizu et al., 2008, Nakagawa et al., 2009). Es importante remarcar las uniones
continuas de células endoteliales que forman la BHE, diferentes del endotelio presente en los
otros tejidos corporales, en los que el endotelio es fenestrado y por ende permeable (Ballabh et
al., 2004),

Ademas, las células endoteliales de la BHE modulan el intercambio iénico entre la
sangre y el cerebro a través de transportadores idnicos especificos, regulan el fluido intersticial,
suministran diferentes nutrientes al cerebro y previenen de la formaciéon de dafios adicionales

durante las enfermedades o accidentes cerebrovasculares.

Endotelio

9\5@ Pericito
/ b Y / %~ Uniones

estrechas
_/ A

,\\ | Pies

astrociticos

'\;;11
Lémina
basal

Il GFAP
W Colageno 1V

I DAPI

Fig.9. Esquema de la BHE. Se muestran los pericitos (verde) localizados en

la periferia de la pared de los vasos sanguineos y rodeados por la lamina
basal (amarillo) separéndolos del endotelio (marrén claro) y los pies
astrociticos (azul). Por dltimo se adjunta una imagen obtenida mediante
inmunofluorescencia para GFAP (astrocitos en rojo) y colageno IV (vasos
sanguineos en verde). El nucleo de cada célula esta marcado con DAPI (azul).
Adaptado de (Deby, 1979).

Muchas investigaciones se han centrado en las moléculas producidas por los astrocitos
como estrategia en el disefio de métodos de neuroproteccion en distintas neuropatologias
(Abbott et al., 2006, Daneman, 2012, Wong et al., 2013). En concreto, se han publicado datos
experimentales indicando que los astrocitos liberan factores solubles que aumentan las
propiedades de barrera y el contenido proteico de las uniones estrechas (Chodobski et al.,
2011, Luissint et al., 2012, Alvarez et al., 2013).

Ademas, los astrocitos secretan moléculas antioxidantes beneficiosas, incluyendo el
GSH, la superdxido dismutasa (1,2 y 3) y el ascorbato, los cuales son importantes para la

supervivencia celular durante procesos neurodegenerativos (Anderson and Swanson, 2000,

21



Introduccion

Dringen, 2000, Lindenau et al., 2000, Sims et al., 2004, Mythri et al., 2011). Diferentes modelos
de murino han mostrado la importancia del GSH en la proteccion de la BHE, incluyendo el
mantenimiento de su permeabilidad y la proteccion oxidativa de los pericitos (Shukla et al.,
1993, Agarwal and Shukla, 1999, Price et al., 2012).

Sin embargo, tras un dano traumatico en el SNC se produce una pérdida de sangre y
seguidamente la rotura de la BHE. La infiltracion de proteinas sanguineas como trombina
(Nishino et al., 1993) y fibrinégeno (Ryu et al., 2009) desencadena una reaccion inflamatoria. Al
mismo tiempo, las células hematdgenas incluyendo leucocitos, macréfagos y linfocitos también
invaden desde el sitio de la lesién al tejido neural circundante, secretando diversas citoquinas
(Merrill and Benveniste, 1996, Donnelly and Popovich, 2008). Bajo la influencia de estos
factores, los astrocitos, microglia y células progenitoras de oligodendrocitos son activados
formando una cicatriz glial alrededor de la zona lesionada (Kawano et al., 2012).

Es importante describir la estructura y funcién de esta importantisima BHE, ya que el
paso de farmacos a través de esta resulta crucial para un tratamiento farmacoldgico con fines
terapéuticos en el sistema nervioso. En este trabajo en particular se analizaran los efectos del
tratamiento farmacoldgico con acido lipoico (LA; lipoic acid), un antioxidante que es capaz de

atravesar esta BHE y que resulta crucial tras dafio cerebral focal.

4. Lesiones cerebrales

El traumatismo craneoencefalico (TCE) agudo esta asociado con una morbilidad y
mortalidad considerable. Se estima que en los Estados Unidos surgen 52.000 muertes cada
afno como resultado de un TCE y aproximadamente 5,3 millones de personas viven con
discapacidades relacionadas con el TCE (Selassie et al., 2003). Ocurre de manera similar en la
Union Europea, donde aproximadamente 7,7 millones de personas tienen discapacidades
debidas al TCE (Tagliaferri et al., 2006). Respecto a la incidencia concreta en Espafia, no
disponemos de fuentes fiables, pero puede estimarse que el numero de pacientes
hospitalizados anualmente por dano cerebral traumatico supera a la suma de los pacientes
diagnosticados de esclerosis multiples, cancer de mama y dano medular traumatico (Prieto et
al., 2009). En los paises desarrollados, la causa mas frecuente de TCE son los accidentes de
trafico (Tagliaferri et al., 2006). Pero, aunque el TCE representa un problema significante de
salud publica en el mundo, no hay en este momento tratamientos que mejoren los resultados
clinicos de manera efectiva (Roberts et al., 1998, McKee et al., 2005).

Clinicamente se pueden diferenciar dos grandes grupos de lesiones del parénquima
cerebral secundarias a un TCE: lesiones traumaticas focales y lesiones difusas (Gennarelli et
al., 1982). Algunos modelos experimentales animales reproducen fundamentalmente lesiones
cerebrales focales (Dixon et al., 1988, Mclintosh et al., 1989), mientras que otros reproducen un
dafo cerebral difuso (Marmarou et al., 1994, Cernak et al., 2004).

Las lesiones traumaticas cerebrales de tipo focal pueden ser secundarias tanto a los
efectos del impacto como a las fuerzas de inercia, mientras que las lesiones difusas son
siempre secundarias a movimientos de aceleracion/deceleracion de la cabeza (Adams et al.,
1983, Adams et al., 1989, Margulies et al., 1990).
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Ademas, las lesiones cerebrales difusas tienden a producir una disfuncion global de las
funciones corticales y se asocian generalmente a un peor prondstico neurolégico que las
lesiones focales. Dentro de los modelos animales utilizados para el estudio de dafio cerebral
traumatico focal se encuentran el modelo de dafio criogénico, la caida de un peso sobre el
craneo, el modelo de percusion lateral por fluido y el modelo del impacto cortical controlado
(Prieto et al., 2009).

Respecto al dafo cerebral traumético, es importante destacar que se pueden
diferenciar dos estados, por una parte el dafo primario (Faul et al., 2010) en el lado del
impacto, que resulta ser severo para las células nerviosas y los vasos sanguineos con
hemorragia y por otra parte un dafo secundario, (Thurman et al., 1999) que incluye procesos
fisiopatoldgicos que son iniciados por el dafio primario. Este dafio secundario se manifiesta en
un periodo de entre horas a incluso dias y es caracterizado por una amplia degeneracion
neuronal y glial, la ruptura de la BHE, edema, estrés oxidativo, inflamacién y muerte celular
(McIntosh et al., 1996, DeKosky et al., 1998, Werner and Engelhard, 2007, Cederberg and
Siesjo, 2010, Sauerbeck et al., 2011, Raslan et al., 2012).

Con la ruptura de la BHE, se produce una entrada de células inmunes en el SNC. La
acumulacién de estas células inmunes procedentes de la sangre a la zona lesionada es
paralela a la activacion de astrocitos y microglia residente en el SNC, donde finalmente se
transforman en macréfagos fagociticos (Koshinaga et al., 2000). Estos expresan citoquinas,
siendo por lo tanto los principales mediadores inflamatorios (Hauwel et al., 2005). La reaccion
inflamatoria es reconocida como una caracteristica de las enfermedades neurodegenerativas
agudas y cronicas y aunque parece ser que en un periodo inicial esta inflamacion es activada
como una reaccion inicial del tejido cerebral para limitar el dafio tisular asociado al dafo
cerebral, cuando se prolonga en el tiempo puede contribuir al desarrollo de un dafio secundario
extenso (Marchetti and Abbracchio, 2005).

Por lo tanto, estos procesos patologicos secundarios que se producen en un periodo de
entre horas a dias se constituyen en gran objetivo para el tratamiento y el diagnéstico del dafio
cerebral traumatico (Touzani et al., 2001, Smith et al., 2012); siendo el area potencialmente
salvable, el area de penumbra, que se refiere al area del cerebro que ha sido dafiada pero aun
no se ha producido muerte neuronal. De modo que si se encontrase un terapia adecuada, esta
seria principalmente la zona a rescatar (Adams et al., 1989, Chesnut, 1995, Jeremitsky et al.,
2003, Plesnila et al., 2003, Unterberg et al., 2004).

Remarquemos de o mencionado anteriormente, que una de las respuestas al dafo del
SNC culmina con la formacion de una barrera, la cicatriz glial, formada principalmente por
astrocitos reactivos (Rocamonde et al., 2012). Esta gliosis reactiva puede tener un papel
importante en evitar la extension del dafio en los primeros estadios de éste, pero es un
obstaculo a la recuperacion en los estadios mas tardios o en situaciones crénicas (Buffo et al.,
2010, Rocamonde et al., 2013, Paradells et al., 2015). A lo largo de este trabajo, se analizara la
importancia de evitar estos procesos de gliosis con el objetivo de conseguir una correcta

reparacion del tejido neural.
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Sin embargo, a pesar de los avances que se han realizado en comprender la
fisiopatologia del dafio traumatico, actualmente no hay una estrategia de reconstruccion
clinicamente efectiva, exceptuando la evacuacién quirdrgica de hematomas intracraneales con
efecto de masa y un control estricto de la presion arterial y la presion intracraneal del paciente
(Morales et al., 2005). Por lo tanto, la recuperacion de este dafio sigue siendo un gran
problema y su impacto socioeconémico es enorme (Vannucci and Perlman, 1997, Davenport
and Dennis, 2000, Harting et al., 2008).

4.1.Estudio de lesion cerebral focal mediante un modelo de criolesién

El modelo de criolesién, también llamado lesion fria o dafio criogénico, consiste en la
aplicacion de un fluido frio (James and Schneider, 1990) o de una barra metalica enfriada con
nitrégeno liquido (Todd et al., 1993) sobre la superficie expuesta del cerebro y fue descrito por
primera vez en 1958 por Klatzo (Klatzo et al., 1958). Este modelo es considerado intermedio
dentro de la jerarquia de los modelos de lesiones cerebrales (Klementiev et al., 2008), entre el
modelo de craneotomia (Prins and Hovda, 2003, Williams et al.,, 2005) y el modelo de
traumatismo craneal menor (Zohar et al., 2003, Henninger et al., 2005). El modelo de dafio
criogénico induce una lesién cortical por enfriamiento local del cerebro consistente en un foco
necrético rodeado de vasos con una permeabilidad aumentada por la rotura de la BHE (Reulen
et al., 1978). Debido a este dafio temprano de la BHE, el dafo cortical criogénico conlleva un
edema vasogénico, hinchazén cerebral e inflamacién (Cederberg and Siesjo, 2010, Sauerbeck
et al., 2011). Muchos estudios sefalan que las caracteristicas histoldgicas y patolégicas de las
lesiones criogénicas comparten muchas de las caracteristicas distintivas del dafio traumatico
cerebral en humanos. Pues como hemos mencionado, se produce una sobreregulacién en la
expresion de citoquinas inflamatorias, y también se observan cambios con el tiempo como son
la atrofia cerebral, el deterioro cognitivo y anormalidades en el comportamiento (Siren et al.,
2006, Sargin et al., 2009).

Ademas, las lesiones causadas por este modelo de criolesion son altamente
reproducibles en tamano y localizacion (Albert-Weissenberger and Siren, 2010), destacando su
simplicidad técnica y no se requiere craneotomia, sino que requiere de una cirugia
minimamente invasiva y mantiene el estado de asepsia, pero produce cambios severos en la
morfologia del cerebro y alteraciones motoras y cognitivas (Jones et al., 2005, Penkowa et al.,
2006).

Asimismo, permite el estudio de la angiogénesis y de los procesos de reparacioén en la
corteza cerebral en un ambiente que no se ve afectado por la isquemia y por tanto, estos
descubrimientos pueden ser relevantes para las lesiones traumaticas en la corteza cerebral
humana (Nag, 1996, Raslan et al., 2012).

Un conocimiento mas exhaustivo de las diversas alteraciones fisiopatologicas
producidas en el dafio cerebral traumatico, especialmente a nivel celular y molecular, es un
requerimiento basico previo a la busqueda de cualquier terapia capaz de interferir
especificamente con los mecanismos subyacentes a las lesiones cerebrales traumaticas (Prieto
et al., 2009).
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5. Estrés oxidativo tras lesion cerebral focal

5.1. Los radicales libres

La vida aerobia conlleva una formacién constante de pro-oxidantes balanceada por la
desaparicion de los mismos debida a los antioxidantes (Circu and Aw, 2010). Cuando se
produce una situacién de desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes en favor de los
primeros se denomina estrés oxidativo (Sies, 1991, Kaur and Ling, 2008). Por lo tanto, el estrés
oxidativo es causado por un desequilibrio en el estado redox de la célula, que puede ser debido
tanto a una sobreproduccion de ERO, como a una disfuncién en el sistema antioxidante
enddégeno (Tomassoni et al., 2013). Se denominan ERO o radicales libres a todas aquellas
moléculas que contienen en su orbital mas externo un electron desapareado, por tanto, el
electrén de dicho orbital necesitaria de otro para poseer una configuracion bioquimica y
electromagnética estable. Por ello, los radicales libres tienden a reaccionar con otras moléculas
cercanas para completar este orbital, desestabilizando con ello la configuracion electrénica de
las moléculas con las que reaccionan, convirtiéndolas a su vez en especies reactivas, pudiendo
producir reacciones en cadena que guian finalmente a la muerte celular (Hall et al., 1993,
Lancelot et al., 1995, Kil et al., 1996, Circu and Aw, 2010). Las ERO se forman por la reduccion
secuencial del oxigeno produciendo las especies reactivas superéxido, hidroxilo y peréxido de
hidrégeno, o del 6xido nitrico a peroxinitrilo (Retel et al., 1993). Algunas de estas reacciones
dependen también de la presencia de metales de transicion como el hierro y el cobre (Vilar-
Rojas et al., 1996). Las ERO pueden ser generadas por diversas fuentes endégenas celulares
como la cadena electrénica mitocondrial (Kas and Blattna, 1986, Nacmias et al., 2004, Gandhi
and Abramov, 2012), la excesiva actividad de la NADPH fagocitaria (Gabig and Babior, 1979,
Zhang et al., 2012), la activacion del metabolismo del acido araquidénico en procesos
inflamatorios (Winyard et al., 1994), la activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa (Beckman et
al., 1990, Ninkovic et al., 2009) y/o la menor capacidad de los mecanismos protectores
antioxidantes (Giugliano et al., 1996, Gandhi and Abramov, 2012); pero también por fuentes
exogenas, como las radiaciones ionizantes (Fridovich, 1983, Datta et al., 2012), el aumento en
la disponibilidad de metales de transicion en algunas enfermedades metabdlicas y en procesos
inflamatorios (Halliwell and Gutteridge, 1986), la accion de xenobidticos y algunos farmacos
(Trush et al., 1982) y el exceso en la concentracion de oxigeno o los procesos en los que hay
fendmenos de isquemia —reperfusion (McCord and Roy, 1982, Gandhi and Abramov, 2012).

Asi, cuando estos radicales libres estan en exceso pueden actuar en las membranas
celulares, produciendo una modificacién oxidativa de los lipidos que se denomina peroxidacion
lipidica, pero también pueden actuar con los acidos nucleicos y proteinas, ocasionando un
dafio oxidativo irreversible, que induce a la aparicién de mutaciones y alteraciones de las
funciones vitales de la célula que puede producir enfermedad o conducir a la muerte (Durand
and Mach, 2013, Cregut et al., 2014). El principal marcador de la peroxidacion lipidica es el
malondialdehido (MDA), un compuesto de tres carbonos que procede de la peroxidacion de los

acidos grasos poliinsaturados, principalmente el acido araquidénico. Varios estudios
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demuestran que los niveles de MDA estan incrementados en varias enfermedades
caracterizadas por un exceso de radicales libres de oxigeno (Ohkawa et al., 1979, Guichardant
et al., 1994, McAllister, 2011, Bains and Hall, 2012, Ozbal et al., 2015).

5.2. Papel fisiologico y fisiopatologico de los radicales libres

Se ha demostrado la funcién de los radicales libres en la defensa antimicrobiana y
antitumoral, también como mensajeros e inductores genéticos (Satriano et al., 1993,
Zimmerman et al., 2002, Hardy and Hunt, 2004). Pueden intervenir en la inactivacion o
activacion de ciertas enzimas (Fillebeen and Pantopoulos, 2002, Sindhu et al., 2005, Circu and
Aw, 2010) y contribuir a la regulacién de la extension del proceso inflamatorio (Bourbon et al.,
2004). Ademas, se ha postulado que el balance oxidante-antioxidante puede intervenir en el
proceso de la apoptosis (Svensk et al., 2004, Circu and Aw, 2010).

En cuanto a su papel fisiopatolégico, la produccion de radicales libres se ha
relacionado con hipertension (Zalba et al., 2001, Droge, 2002, Touyz, 2004), disfuncion
cardiovascular (Ramachandran et al., 2003), inflamacién (Telfer and Brock, 2004), diabetes
(Hermenegildo et al., 1993, Miranda et al., 2004, Muriach et al., 2006, Johnsen-Soriano et al.,
2007, Arnal et al., 2010), sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (Jareno et al., 2002),
aterosclerosis (Madamanchi et al., 2005, Mueller et al., 2005), retinosis pigmentaria (Carmody
et al., 1999, Hackam et al., 2004), lesiones cerebrales (Olesen, 1987, Liu et al., 2011b), etc.

5.3. Modelos de estrés oxidativo en estudios de dano neural

El tejido cerebral es altamente susceptible al dafo oxidativo comparado con otros
tejidos (Halliwell, 2006). Esta vulnerabilidad del cerebro al dafo oxidativo es debido
probablemente a los fosfolipidos de membrana ricos en acidos grasos poliinsaturados, que son
una fuente para la peroxidacién, a un elevado consumo de oxigeno y a una baja cantidad de
enzimas antioxidantes.

Se ha demostrado la generacion de radicales libres tras un dafio cerebral (Hall et al.,
1993, Lancelot et al., 1995, Kil et al., 1996). En concreto, el estrés oxidativo esta en la cima de
los mecanismos responsables del dafo secundario en neurotraumas. Una de las
consecuencias del estrés oxidativo post-traumatico es la peroxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados de membrana, los cuales pueden afectar a la funcion de la BHE, pero es
también importante remarcar que las ERO pueden jugar un papel importante en promover la
neuroinflamacién post-traumatica.

Evidencias experimentales usando modelos animales y celulares han demostrado la
existencia de diferentes moléculas que pueden inducir el estrés oxidativo y por consiguiente un
dafo celular (Chodobski et al., 2011). Por tanto, primeramente en nuestro estudio vamos a
utilizar tres de estas moléculas capaces de simular el estrés y dafo celular producido tras un
dafo cerebral traumatico. Entre otras podemos destacar el L-Butionina-S,R-sulfoximina (BSO),

que utilizaremos como estresor.
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El BSO es un inhibidor de la sintesis del antioxidante mas abundante en el cerebro,
el GSH, pues inhibe de manera especifica e irreversible la enzima gamma-glutamil cisteina (y-
CGL), encargada de su sintesis (Figura 10) (Griffith, 1982, Yamada et al., 2011).

ﬁ&NH

H,C COOH
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2

Fig.10. Estructura quimica del BSO. Adaptado de (Watanabe et al., 2003).

Una reduccion en el GSH celular tiene la capacidad de incrementar la concentracion de
peroxidos en la célula, por lo tanto causando un estrés oxidativo en la célula. Ademas, se ha
visto que la disminucién de GSH induce apoptosis en determinados sistemas celulares
(Fernandes and Cotter, 1994, Jenner and Olanow, 1996). En concordancia con estos
resultados, se ha confirmado en otros estudios que se produce una disminucion de la muerte
celular cuando el contenido de GSH se incrementa en otras partes del SNC como la retina
(Miranda et al., 2010).

Otras moléculas que producen neuropatologias como el Alzehimer o el Parkinson son
el péptido-beta-amiloide (AB), la dopamina y algunas citoquinas proinflamatorias. Estas
moléculas patolégicas inducen directamente muerte de las células neuronales a través del
estrés oxidativo o estimulando indirectamente a las células gliales, como las células de
microglia, a producir moléculas inflamatorias neurotéxicas como ERO, especies reactivas de
nitrégeno, TNFa e IL-1; todo ello como mecanismo de dafio cerebral (Saito et al., 2005).

Pero como causa de induccion de la muerte neuronal, ademas de la dopamina se
pueden emplear otros estimulos como el lipopolisacarido (LPS). Diversos estudios demuestran
que la dopamina puede inducir especificamente apoptosis de células neuronales derivadas del
SNC y que contienen catecolaminas (Suri et al., 1993) por generar metabolitos toxicos como la
quinona dopamina o semiquinona de dopamina (Choi et al., 2003, Izumi et al., 2005). Por otra
parte, el LPS es capaz de actuar como un estimulador de células de microglia produciendo
mediadores inflamatorios toxicos como el NO y el TNFa.

En concreto, la dopamina, que también utilizaremos en este estudio como estresor, es
el mas abundante neurotransmisor en el ganglio basal (Hornykiewicz, 1966). Es sintetizada en
las neuronas de gran didmetro de la sustancia negra y es liberada de los terminales que
residen dentro del nicleo caudado y putamen (en roedores es llamado estriado) (Figura 11)
(Carpenter, 1976).
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Fig.11. Estructura quimica de

la dopamina. Adaptado de
(Munoz et al., 2012).

Cuando la dopamina es producida en exceso y no puede ser transportada dentro de la
célula, permanece libre pudiendo ser oxidada a dopamina quinona o formar superdxidos y
peréxido de hidrégeno (H,O,) (Graham, 1978, Hastings et al., 1996, Stokes et al., 1999) que
pueden dafar a la célula y las membranas de las organelas llevando a una disfuncién celular
(Hastings et al., 1996, Rabinovic and Hastings, 1998, Asanuma et al., 2003). La dopamina
puede también autooxidarse para formar radicales hidroxilos (OH) (Hastings and Zigmond,
1994, Hastings et al., 1996, Stokes et al., 1999) o tras la oxidacién del H,O,, puede reaccionar
con hierro, cobre u oxigeno para formar dichos radicales (Mounsey and Teismann, 2012).

Por otra parte, el LPS que también utilizaremos en este estudio como estresor (Figura
12), es el principal componente estructural y funcional de la pared de la membrana externa de
las bacterias Gram-negativas y es el responsable del inicio del shock endotdxico inducido por
éstas.

Ha sido usado como un modelo clasico para activar las células inmunocompetentes y
desencadenar una respuesta inflamatoria sistémica y central. En modelos de neuroinflamacion
inducida por el LPS, la activacion de la microglia ha estado asociada con el dafio neuronal
constante y la disfuncion cognitiva (Ruiter et al., 1981, Laskin and Pendino, 1995, Ayala and
Chaudry, 1996, Cunningham, 2013). Las células de microglia, evalian y mantienen la
homeostasis del cerebro (Hanisch and Kettenmann, 2007). Sin embargo, en respuesta al LPS,
estas células microgliales secretan citoquinas proinflamatorias como el TNFaq, interleuquina-6
(IL-6), IL-1B o IL-12 (Kozlov et al., 1999) y ERO (Victor et al., 2000). Esta bien documentado
que las citoquinas proinflamatorias y las ERO contribuyen al desarrollo del shock séptico, fallo

multiorganico y muerte (Goraca and Aslanowicz-Antkowiak, 2009).
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Fig.12. Estructura de la capa externa de bacterias Gram-negativas. Presentan mayoritariamente

lipopolisacaridos que constan de varias partes, lipido A, nucleo y el antigeno O. Adaptado de (Michael T.
Madigan, 2003)

Pero ademas, hay evidencias experimentales que han mostrado que toxinas bioldgicas
y medioambientales, como la a-sinucleina, el LPS, herbicidas y pesticidas como rotenona o
MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), pueden inducir no solo microgliosis, sino
también astrogliosis, produciendo una alteracion de la morfologia neuronal estriatal, muerte
neuronal, disfuncidon mitocondrial y fragmentacion nuclear (Langston et al., 1999, Samantaray
et al., 2007, Niranjan et al., 2010). En relacion con estos estudios, experimentos llevados a
cabo en cerebros de rata han puesto de manifiesto que inyecciones de LPS en estos cerebros,
conllevan un incremento en el éxido nitrico sintasa inducible (iNOS; inducible nitric oxide
synthase), sugiriendo que la activacion glial crénica puede causar estrés oxidativo en el
cerebro, de forma similar a lo que ocurre en procesos neurodegenerativos como la enfermedad
del Alzehimer y el Parkinson (Sugaya et al., 1998, Hirsch et al., 2003, de Oliveira et al., 2011).

Por lo tanto, los astrocitos reactivos pueden jugar también un papel critico en sostener
esta respuesta inflamatoria sistémica tras la inyeccion del LPS, junto con otros tipos celulares
neuroinmunes. El mecanismo por el cual se produce esta disfunciéon del SNC de manera
prolongada, involucra la liberacion de citoquinas proinflamatorias y la activaciéon del factor
nuclear kappa B (NF-kB; nuclear factor-kB) en los astrocitos (Fu et al., 2014). Siendo NF-kB un
regulador de la inflamacion, pues su activacion y translocacion nuclear es crucial en la
modulacion de las citoquinas proinflamatorias y la neuroinflamacioén (Karin and Lin, 2002).

Asi, aunque la microglia ha sido clasicamente clasificada como especie celular
inmunocompetente en el SNC y asociada con la neuroinflamacion en varias condiciones
neurologicas (Kreutzberg, 1996), los astrocitos también juegan un papel fundamental en esta
inflamacion (Lee et al., 1998, Cardinaux et al., 2000).

Con todos estos conocimientos y sabiendo que si combinamos el efecto de la
dopamina y la activacion microglial, se incrementa el dafio celular (Lee et al., 2007), en nuestro
estudio, decidimos evaluar el posible dafio producido tras un trauma cerebral mediante el uso
de estresores como la dopamina, el LPS y el BSO, para posteriormente, evaluar la

recuperacion del dano celular in vitro.
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Pero valorando también, el efecto de la aplicacion del LA en una situacion de dafo
oxidativo ex vivo, mediante la induccion de peroxidacion lipidica a partir de sales de hierro Fe
(I y acido ascorbico (Ohkawa et al., 1979, Fraga and Tappel, 1988, Battioni et al., 1991, Oboh
et al., 2014). Pues se ha descrito que algunos metales tales como el hierro, cobre, cobalto y
manganeso, pueden promover la peroxidacién lipidica, siendo el hierro y el cobre los que
participan en la produccion de los derivados oxigénicos mas agresivos, ocasionando como
resultado un dafio a las bases de ADN. En lo referente al mecanismo de accién de los metales
en el desarrollo de la peroxidacion lipidica, el radical anién superdxido (OZ') puede reducir los
iones metalicos que convierten el H,O, en un radical hidroxilo (HO-) que es un oxidante
extremadamente activo y puede extraer hidrogeno de los acidos grasos insaturados mediante
la clasica reaccion de Fenton (Minotti and Aust, 1987, Halliwell et al., 1995). Los metales de
transicién pueden también estimular la peroxidacién lipidica al catalizar la descomposicién de
los hidroperéxidos formados (ROOH) para formar radicales alcoxi (RO-) y peroxi (ROO-), que
pueden iniciar ademas amplias reacciones en cadena (Hsieh and Kinsella, 1989). En algunas
circunstancias estos procesos precisan la presencia de agentes reductores como el acido
ascorbico. Este ultimo, aunque puede actuar como antioxidante a altas concentraciones, en
pequefa cantidad podria tener actividad prooxidante. Este comportamiento se debe a que a
baja concentracién actia manteniendo una parte del hierro en estado ferroso (mayor actividad

prooxidante) a través de la reaccién de Fenton (Buettner, 1991).

5.4. Defensa antioxidante tras dano neural

Las células de los mamiferos han desarrollado una variedad de enzimas para
detoxificar las ERO producidas durante el normal metabolismo en distintos procesos
fisiopatoldgicos (Freeman and Crapo, 1982, Kehrer, 1993). Entre estos componentes celulares,
el GSH, la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GSSG-R) reciben una especial
atencion. La GPx cataliza la descomposicion de H,O, en agua. En la reaccién catalizada por la
GPx, el GSH es oxidado a GSSG, el cual puede ser reducido a GSH por la accién de la enzima
GSSG-R (Fang et al., 2002, Lei, 2002).

El GSH es un tripéptido ubicuo de glicina, glutamato y cisteina. Como hemos
comentado anteriormente, es el antioxidante mas abundante en el cerebro, y su principal
funcion es proteger el tejido contra los efectos causados por el dafio oxidativo, haciendo un
barrido de radicales libres procedentes de agentes tanto endégenos como exdgenos (Reed,
1986, Lu, 1999, Mytilineou et al., 2002).

En el cerebro, los niveles de GSH se encuentran en bajas concentraciones (1-3 mM),
como mecanismo autoprotector, debido a que las moléculas precursoras de GSH como el
glutamato pueden ser toxicas a altas concentraciones (Calabrese et al., 1997, Schubert and
Piasecki, 2001, Wang and Cynader, 2001, Kokovay et al., 2006). Sin embargo, numerosos
estudios han demostrado niveles disminuidos de GSH en condiciones patoldgicas incluyendo la
isquemia cerebral y las neurodegeneraciones (Toklu et al., 2009, Yamada et al., 2011, Dalazen
et al., 2014).
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La sintesis de GSH se da en neuronas y células gliales, aunque los astrocitos sintetizan
GSH de manera mas efectiva que las neuronas por su capacidad de utilizar una amplia
variedad de sustratos precursores (Dringen and Hirrlinger, 2003).

Las caracteristicas antioxidantes del GSH han sido demostradas en numerosos
modelos de estrés oxidativo, incluyendo la reduccién del GSH con el BSO (Andersen et al.,
1996, Wullner et al., 1996, Ibi et al., 1999, Canals et al., 2001, Chinta and Andersen, 2006),
acido etacrinico (Muyderman et al., 2004), o la reduccion de la sintesis de GSH usando la
ligasa glutamilcisteina (GCL) (Jha et al., 2000, Chinta et al., 2006)o glutaredoxina 2 (Lee et al.,
2009). En estos estudios, bajos niveles de GSH incrementan el estrés oxidativo en todas las
células asi como en las fracciones mitocondriales e incrementan la peroxidacién lipidica, el
calcio intracelular y la actividad de la gamma-glutamil transpeptidasa (y GT).

Como la capacidad del sistema antioxidante endégeno del cerebro es limitada, seria de
gran interés estudiar el uso de antioxidantes que pudiesen atravesar la BHE (Nicotra et al.,
2005) y proteger al tejido neural de ser dafnado por un incremento de las ERO (Goraca and
Aslanowicz-Antkowiak, 2009). En este sentido, hablaremos mas adelante de la accion del
antioxidante LA que utilizaremos en nuestro estudio.

Pues se ha demostrado que el LA puede disolverse tanto en agua como en lipidos y
atravesar la BHE (Nicotra et al., 2005) actuando como antioxidante (Rocamonde et al., 2012, Ji
et al., 2013). En concreto, se ha descrito como el LA esta involucrado en el reciclaje de algunos
antioxidantes como la vitamina C, la vitamina E o el GSH (Moini et al., 2002, Golbidi et al.,
2011). Ademas, el LA puede incrementar indirectamente los niveles de GSH al aumentar la

captacion de cisteina, paso limitante en la biosintesis de GSH (Ruiter et al., 1981).

6. Capacidad regenerativa del sistema nervioso

6.1. Neurogénesis en el sistema nervioso central durante estadios adultos

El descubrimiento de la neurogénesis en el cerebro adulto (el proceso por el cual se
generan nuevas neuronas) se enfrenté a la persistente suposicion de que las neuronas adultas
no llevaban a cabo un proceso de proliferacion. En el 1960, las primeras observaciones de
Altman aportando la existencia de neurogénesis adulta (Altman, 1962), y los posteriores
estudios de Kaplan y Hinds (Kaplan and Hinds, 1977) provocaron reacciones negativas y
publicaciones criticas que no confirmaban la existencia de nuevas neuronas en el adulto
(Rakic, 1985). Sin embargo, sobre el mismo periodo se publicaron datos de neurogénesis en
pajaros, un descubrimiento que dio lugar a nuevos pensamientos sobre la plasticidad cerebral y
la adaptacion (Goldman and Nottebohm, 1983, Paton and Nottebohm, 1984, Nottebohm, 1989).

Pero no fue hasta 30 afios mas tarde, la década de los 90, cuando la neurogénesis
volvid a ser tema cientifico de interés, aceptado y en auge. A esto contribuyd la publicacion de
numerosos trabajos. Pero, ante esta realidad, se impuso la necesidad de comprender como se

desencadena o se inhibe la neurogénesis y como se regula.
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La neurogénesis en los mamiferos adultos se produce en las regiones neurogénicas
del cerebro adulto que son principalmente, la zona subgranular (SGZ; subgranular zone) del
hipocampo, la zona subventricular (SVZ; subventricular zone) y el bulbo olfatorio (OB; olfatory
bulb) (Zhao et al., 2008, Hagg, 2009),a partir de células madre neurales. Estas células madre
estan limitadas a la generacion de un solo tipo de neuronas, las granulares del giro dentado, o
varios tipos de neuronas (neuronas granulares y periglomerulares en la SVZ) (Zhao et al.,
2008, Ming and Song, 2011) .

Vamos a describir con mayor detalle la SVZ, ya que en nuestros experimentos
utilizaremos un modelo experimental de dafio cerebral por criolesion en la proximidad del
ventriculo lateral.

La SVZ es una regién neurogénica en el ventriculo lateral donde nuevas neuronas son
continuamente generadas a lo largo de la vida de los mamiferos adultos (Alvarez-Buylla and
Garcia-Verdugo, 2002). Estas nuevas células generadas migran tangencialmente a través de la
corriente migratoria rostral (CMR) hasta el OB, donde se diferencian en diferentes tipos de
interneuronas locales (Figura 13) (Lois and Alvarez-Buylla, 1994). Muchas de estas nuevas
células generadas (75-99%) se diferencian en células granulares GABA (GCs) y forman
sinapsis con las células mitrales que son neuronas de proyeccion en el OB, mientras que un
pequefio numero (1-25%) se diferencian en células periglomerulares expresando GABA o
tirosina hidroxilasa (Luskin, 1998, Roy et al., 2000, Kato et al., 2001, Petreanu and Alvarez-
Buylla, 2002, Winner et al., 2002, Belluzzi et al., 2003, Carleton et al., 2003) y forman sinapsis
tanto con las neuronas sensoriales como con las células mitrales.

El nicho neurogénico de la SVZ contiene al menos cuatro diferentes tipos celulares
definidos por su morfologia, ultraestructura y marcadores moleculares (Figura 13) (Doetsch et
al., 1997).

El epéndimo constituye una capa de células cubicas multiciliadas que separan la SVZ
del fluido cerebroespinal. Ademas, las células tipo B, de naturaleza astroglial, son consideradas
las células madre neurales adultas (aCMN) en mamiferos (Doetsch et al., 1999). Estas células
proliferan lentamente, son capaces de autorenovarse y generar precursores de rapida
proliferacién o células tipo C. Después de varias divisiones, las células tipo C generan un
aumento de células tipo A, neuronas inmaduras que migran tangencialmente formando una
cadena de células rodeadas por una cubierta de astrocitos. Por lo tanto, se ha propuesto la
progresion ascendente B-C-A (Doetsch et al., 1997, Doetsch et al., 1999). Microglia, células
picnoticas y neuronas son poblaciones menores en la SVZ.

Es interesante destacar, que las células tipo B de la SVZ extienden terminaciones
apicales en contacto con el ventriculo y terminaciones basales hacia los vasos sanguineos
(Mirzadeh et al., 2008, Shen et al., 2008). Estos contactos son importantes porque se ha
sugerido que la matriz extracelular (MEC) (Mercier et al., 2002) o los factores solubles
(Leventhal et al., 1999, Shen et al., 2008, Tavazoie et al., 2008) secretados por los vasos
sanguineos tienen un papel muy importante en la regulacién de la neurogénesis.

De forma paralela, los progenitores neurales de la SVZ también generan células
precursoras de oligodendrocitos que migran de forma radial a los tramos cercanos de la

materia blanca del cuerpo calloso, septum y fimbria-fornix y se diferencian en oligodendrocitos
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mielinizantes (Nait-Oumesmar et al.,, 1999, Picard-Riera et al., 2002, Jackson et al., 2006,

Menn et al., 2006, Gonzalez-Perez et al., 2009).
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Fig. 13. Neurogénesis en la SVZ del cerebro adulto. Se presenta un dibujo esquemético que

representa una vista sagital de la SVZ y la CMR. Ademas se presenta un dibujo esquematico que

describe la organizacién de los cuatro tipos celulares distintos que se encuentran en la SVZ: el

epéndimo (naranja), los astrocitos (azul), las células de rapida proliferacién (verde) y los neuroblastos

(rosa). Por otra parte, se observa como los neuroblastos generados (rosa) en la SVZ migran hacia el OB

a través de la CMR formando unas cadenas de neuroblastos agregados rodeados por astrocitos. Tras la

llegada al OB, la cadena de neuroblastos se disocia en células individuales y migran de forma radial
dentro del OB. Adaptado de (Gonzalez-Perez et al., 2012) y (Sawada and Sawamoto, 2013).

Es importante sefialar que las células de microglia que encontramos en la pared

ventricular estan en intimo contacto con las células tipo B. Esto sugiere una interaccion local

entre las células inmunes y las aCMN. Como hemos comentado anteriormente, en el SNC, la

microglia es el principal efector de inmunidad en el cerebro y fuente de numerosas citoquinas,

entre ellas, el factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1, Insulin Growth factor-1) y TNFa (von
Zahn et al., 1997, Ben-Hur et al., 2003, Schwamborn et al., 2003, Widera et al., 2004, Wong et
al., 2004, Song et al., 2005, Bauer and Patterson, 2006, Butovsky et al., 2006, Covey and
Levison, 2007, Oshima et al., 2007, Choi et al., 2008, Johansson et al., 2008, Whitney et al.,

2009). La microglia puede incrementar la neurogénesis al producir IGF-1, que activa la via de
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la quinasa reguladora de la sefial extracelular (ERK)/proteina quinasa, activada por mitdbgenos
(Choi et al., 2008). Parece que el TNFa también puede tener tanto un efecto negativo como
positivo sobre la neurogénesis dependiendo del subtipo de receptor que sea activado. Cuando
el TNFa se une al receptor TNFR1 la neurogénesis es inhibida y cuando se une al receptor
TNFR2 tanto la proliferacion como la supervivencia de las CMN son mejoradas (losif et al.,
2006, Gomez-Nicola et al., 2011).

6.2. Angiogénesis en el sistema nervioso central durante estadios adultos

Para el desarrollo de cualquier tejido, sano o patolégico, es absolutamente necesario
que haya un aporte sanguineo continuo a través de la amplia red vascular, que nutra a las
células, de elementos basicos como glucosa, oxigeno y otras moléculas necesarias para el
desarrollo de sus funciones metabdlicas. La formacion de estos vasos se da de dos maneras
diferentes: la vasculogénesis y la angiogénesis. La vasculogénesis se produce en la fase
embrionaria, a partir de las primeras células mesenquimales progenitoras (angioblastos), que
se diferencian en células endoteliales encargadas de formar los primeros vasos sanguineos.
En el proceso de angiogénesis se forman nuevos capilares a partir de los ya existentes, por
una proliferacién y migracion al espacio extravascular de células endoteliales. A diferencia de la
vasculogénesis, la formacion de nuevos vasos a partir de los ya existentes se da tanto en la
fase embrionaria como durante el desarrollo y en la vida adulta (Risau and Flamme, 1995,
Pepper, 1997, Marti and Risau, 1999). En concreto, como se ha mencionado anteriormente, la
unidad neurovascular del SNC esta formada por complejos multicelulares que consisten en
células endoteliales, pericitos, neuronas y células gliales, asi como factores de crecimiento y
proteinas de la MEC que estan en proximidad fisica con el endotelio (Lok et al., 2007, Guo and
Lo, 2009).

Sobre la angiogénesis se reconocen dos variantes de la misma: una beneficiosa, en
procesos de cicatrizacion de heridas, ovulacién, remodelaciéon del esqueleto o tisular, en
Ulceras cronicas, en la isquemia miocardica, etc (Marti and Risau, 1999, Henry et al., 2003); y
otra perjudicial, en el crecimiento tumoral, la artritis reumatoide o la retinopatia diabética,
situaciones en las que la angiogénesis permite el desarrollo de la enfermedad.

Se ha sugerido que tras un dafio cerebral, la finalidad de la aparicion de angiogénesis
es la de revascularizar una zona dafiada, algo necesario para la supervivencia y el desarrollo
de nuevas neuronas (Slevin et al., 2006, Lizasoain |, 2007). Dandose al mismo tiempo la
infiltracion de macrofagos para la eliminacién de tejido necroético, la formacion de nuevos vasos
y la regeneracion del tejido. Este efecto es principalmente beneficioso en la zona de penumbra
(Rosell-Novel and Montaner, 2004). Pues, aunque algunos autores proponen que cuanto
menor sea la respuesta inflamatoria mayor sera la capacidad de regeneracion (Mescher and
Neff, 2006, Bonfanti, 2011), las citoquinas inflamatorias también producen un bucle de
realimentacion que puede traer no solo consecuencias perjudiciales, sino también
consecuencias positivas para la neurogénesis (Ekdahl et al., 2003, Monje et al., 2003, Das and
Basu, 2008, Miller et al., 2008, Whitney et al., 2009, McPherson et al., 2011).
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Algunos de los factores proangiogénicos que se han descrito son citoquinas
proinflamatorias (IL-18, TNFa), NO y factores de crecimiento como el TGFpB, el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF; platelet derived growth factor), el VEGF, el TGFf o
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF; fibroblast growth factor), que son también
expresados tras un proceso isquémico (Rosell-Novel and Montaner, 2004, Slevin et al., 2006,
Lizasoain |, 2007, Turu et al., 2008). Pero para el proceso de angiogénesis, la sobreexpresién
de promotores no es suficiente, ya que también es imprescindible que haya una regulacién de
las moléculas inhibidoras. Por ello, hay que valorar la angiogénesis como un proceso activo;
con expresion de promotores e inhibidores que varian espacial y temporalmente (Rosell-Novel
and Montaner, 2004).

Como resultado diremos que puede ser de gran ayuda promover la angiogénesis, ya
que esta directamente relacionada con la neurogénesis. Esta uUltima necesita de nueva
vasculatura para sobrevivir durante mas tiempo. Ademas, los vasos sanguineos tienen un
papel muy importante como andamio para la migracion de las células progenitoras neurales

hacia la region dafiada del cerebro (Kojima et al., 2010).

6.3. Neurogénesis y angiogénesis tras daino en el sistema nervioso central

Una significante autorecuperacién ocurre tras los episodios de dafo cerebral traumatico
(Anderson et al., 2000, Demeurisse, 2000, Ewing-Cobbs et al., 2003). El mecanismo todavia no
esta claro, pero se ha visto que la neurogénesis inducida por el dafo, es uno de los
mecanismos convincentes que contribuyen a la recuperacion (Eriksson et al.,, 1998,
Chirumamilla et al., 2002, Chen et al., 2003d, Richardson et al., 2007).

Tras un accidente cerebrovascular, los neuroblastos generados en la SVZ migran a
la zona de limite isquémico donde ocurre la angiogénesis y durante esta migraciéon los
neuroblastos quedan estrechamente asociados con los vasos cerebrales (Ohab et al., 2006,
Thored et al., 2007). Con la migracién, los neuroblastos derivados de la SVZ se diferencian en
neuronas maduras en la zona de limite isquémico (Zhang et al., 2004, Yamashita et al., 2006,
Katakowski et al., 2007, Zhang et al., 2007a).

Por lo tanto, siguiendo un dafio cerebral traumatico, se observa que las células
procedentes de la SVZ pueden diferenciarse en neuronas y glia en las aéreas dafiadas (Kernie
et al., 2001, Arvidsson et al., 2002, Nakatomi et al., 2002). Este dafo cerebral también estimula
la neurogénesis en el SGZ del hipocampo (Kernie et al., 2001, Zhang et al., 2001, Lu et al,,
2005, Urrea et al., 2007, Kadam et al., 2008, Xiong et al., 2008).

Asi pues, tanto la angiogénesis como la neurogénesis pueden jugar un papel
importante en mediar una recuperacion funcional tras un dafo cerebral traumatico (Chen et al.,
2003c, Lu et al., 2005, Chopp et al., 2007, Chopp et al., 2008, Wu et al., 2008, Xiong et al.,
2008, Li and Chopp, 2009, Zhang and Chopp, 2009, Rocamonde et al., 2012, Paradells et al.,
2015).

Clinicamente, se relaciona la angiogénesis y neurogénesis observadas en el cerebro
de pacientes que sobrevivieron desde dias a semanas tras un derrame cerebral,
demostrandose una correlacion positiva entre la densidad de los microvasos y la supervivencia
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de los pacientes (Krupinski et al., 1994). Ademas, un incremento de la sintesis de factores de
crecimiento angiogénicos como el TGF, FGF, PDGF, VEGF vy sus receptores, han sido vistos
en el cerebro tras un derrame cerebral (Krupinski et al., 1994, Krupinski et al., 1996, Krupinski
et al., 1997). Respecto al conocimiento de los diversos factores con actividad neurotréfica, cabe
destacar el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF; brain derived neurotrophic factor)
involucrado en la regulacién de la supervivencia y diferenciacion de células nerviosas durante
el desarrollo y mantenimiento funcional de las neuronas adultas (Chao, 2000, Huang and
Reichardt, 2001).

En concreto, el BDNF pertenece a la familia de las neurotrofinas también llamadas
factores neurotréficos, dentro de una familia de factores de crecimiento con importantes
propiedades neuroprotectoras; que mejoran la neurogénesis y modulan la plasticidad sinaptica
(Agerman et al., 2003, Patterson, 2014, Failla et al., 2015).

Sin embargo, se ha visto que aunque una lesiéon por contusién cortical es capaz de
estimular la proliferacion en la SVZ, este incremento no resulta en un incremento en la
neurogénesis del OB. Una explicacion para este fallo en el que los neuroblastos inducidos por
una lesion no incrementan la neurogénesis del OB puede ser debido a que la contusién cortical
interrumpe el proceso de maduracion normal desde la SVZ al OB, debido a una interrupcién de
la CMR (Doetsch and Alvarez-Buylla, 1996, Doetsch et al., 1997).

Todo lo anterior demuestra que los tres procesos implicados en la neuroreparacién
(angiogénesis, neurogénesis y plasticidad sinaptica), se pueden producir de manera natural en
el cerebro adulto tras diferentes situaciones patoldgicas; sin embargo, es de interés destacar
que también podrian ser estimulados estos fendmenos de neuroreparacién endégena, con
diferentes tratamientos farmacolégicos (Zhang and Chopp, 2009) o mediante terapia celular

adicional (Font et al., 2010) y sus consiguientes beneficios.

7. Estrategias de rescate, reparacion y regeneracion

tisular en el sistema nervioso central

El término reparacion hace referencia al restablecimiento de la arquitectura y funcién
tisular después de una lesion, sin que este conserve su estado original, por lo tanto siendo sus
propiedades mecanicas Yy fisicas inferiores. Esta reparacion implica la proliferacion de varias
células y unas interacciones estrechas entre las células y la MEC. Si los tejidos lesionados son
incapaces de un restablecimiento completo, o si las estructuras de soporte del tejido han
resultado seriamente dafnadas, la reparacion se produce depositando tejido conjuntivo (fibroso),
proceso denominado cicatrizacion. Sin embargo, algunos tejidos son capaces de reemplazar
los componentes dafiados y esencialmente retornar a un estado normal, con propiedades
indistinguibles del tejido original; este proceso recibe la denominacién de regeneracion (Kumar
et al., 2008).

En las lesiones cerebrales, las células del cerebro y, en particular, las neuronas debido
a su gran sensibilidad, quedan dahadas o mueren. Por tanto, la neurorecuperacion "rescate"

tiene que englobar tanto reparacion como regeneracion, procesos que pueden estimularse con
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terapias que promueven la supervivencia de las células dafadas y generan el reemplazo
celular a partir de progenitores existentes en el sistema nervioso (Montaner, 2009) ya que el
SNC compuesto de cerebro, medula espinal y retina tiene una capacidad limitada de
regenerarse de manera espontanea.

Sin embargo, estrategias terapéuticas exitosas son dificiles de encontrar, por una parte
debido a la complejidad del SNC y al medioambiente inhdspito en y alrededor de la lesién para
el trasplante celular y por otra parte, debido a la difusion limitada de farmacos que atraviesen la
BHE mediante métodos comunes de administraciéon (como oral o intravenosa). Por ello, varias
estrategias para promover la regeneracion del tejido tras el dafio estan siendo buscadas,
incluyendo terapias celulares y liberacion local y controlada de moléculas bioactivas como
pequefias moléculas, factores de crecimiento y anticuerpos con sistemas de administracion
eficaces (Shoichet et al., 2008, Chen et al., 2010, Pakulska et al., 2012).

En concreto, nos vamos a centrar en las tres principales estrategias que estan siendo

estudiadas actualmente: el uso de antioxidantes, la terapia celular y el uso de biomateriales.

7.1. Terapia antioxidante

Como hemos mencionado previamente, el organismo cuenta con sistemas
antioxidantes que protegen a las células del dafio que pueden causar los agentes oxidantes.
Estos sistemas se pueden dividir en enzimaticos o no enzimaticos (Sanchez et al., 2008). El
primero corresponde a enzimas como la superdxido dismutasa, catalasa, GPx y GSSG-R.
Estos factores enzimaticos dependen de otros nutrientes esenciales como el selenio, el cobre o
el zinc o vitaminas como la rivoflavina. El segundo sistema antioxidante y paralelo al primero,
esta formado por depuradores no enzimaticos de las ERO; algunos de estos compuestos son
el GSH, el LA, las vitaminas C, E, A y los carotenoides, entre otros (Clarkson and Thompson,
2000).

Diferentes criterios deben ser considerados cuando se evalua el potencial antioxidante
de un compuesto. Algunos de estos aspectos quimicos y bioquimicos son:

-Especificidad de eliminacion de radicales libres

-Actividad queladora de metales

-Interaccion con otros antioxidantes

-Efectos en la expresién de genes

Otros criterios que son importantes cuando se consideran aplicaciones preventivas o
terapéuticas son:

-Absorcion y biodisponibilidad del compuesto

-Concentracion en tejidos, células y fluido extracelular

-Localizacion en un campo acuoso, en la membrana celular o en ambos (Packer et al.,
1995a).

Ademas, es necesario que el antioxidante tenga una baja toxicidad (Larghero et al.,
2007).

Pero, aunque no es necesario que una sustancia cumpla todos estos criterios para ser
considerado un buen antioxidante, un antioxidante “ideal” si que los deberia cumplir. La pareja
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redox LA/DHLA se aproxima a este ideal, por eso es conocido como “un antioxidante universal”
(Kagan et al., 1992).

7.1.1. Definicién del acido lipoico
El &acido lipoico, también conocido como &cido tioctico o 1,2-ditiol-3-pentanoico;
CsH1402S,, vy 1,2-ditiolano-3 acido valérico, se aislé por primera vez del higado bovino en 1950
(Reed, 2001). Al igual que el antioxidante GSH, el LA forma parte de una pareja redox, siendo
esta la forma oxidada de su forma reducida, el acido dihidrolipoico o 6,8-dimer-capto-acido
octanoico; CgH160,S, (DHLA,; dihydrolipoic acid). Pero a diferencia del GSH en el que solo la
forma reducida es antioxidante, tanto la forma reducida como la forma oxidada del LA son
antioxidantes. El LA es reducido in vivo a su forma DHLA, el cual también posee actividad
bioldgica, DHLA es un potente agente reductor con la capacidad de reducir la forma oxidada de
varios antioxidantes importantes, incluyendo la vitamina C y el GSH (Jones et al., 2002).
Debido a su carbon asimétrico que tiene cuatro grupos diferentes unidos, el LA
existe como dos enantiémeros, el enantiomero-R (acido lipoico +) y el enantidmero S (acido
lipoico -) (Figura 14). El LA de origen natural es de forma R pero el LA sintético es una mezcla
racémica de enantidmeros-R y enantiémeros-S (LA +/-) (Grasso et al., 2014). Este ultimo sera

el utilizado en nuestros estudios.
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Fig.14. Estructura quimica de los enantiomeros R y

S del LA. Adapatado de (Shay et al., 2009)

El acido lipoico (LA) no se encuentra en nuestro cuerpo en una forma circulante libre
detectable sino que se encuentra unido a residuos de lisina en proteinas. En su forma unida a
proteinas, llamada lipoamida, el LA es requerido como cofactor de varios complejos
multienzimaticos que catalizan reacciones criticas del metabolismo energético (Larghero et al.,
2007, Grasso et al., 2014).

Pero ademas, el LA es facilmente absorbido con la dieta (Packer et al., 1995a), en
concreto en alimentos como carnes rojas, higado, espinacas y levadura (Larghero et al., 2007,
Kwiecien et al., 2013).
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7.1.2. Biodisponibilidad y toxicidad del acido lipoico

Como ya se ha mencionado, el acido lipoico (LA) es absorbido con la dieta, pero,
aunque esta disponible en las fuentes nutricionales normales, en la dieta occidental no se
consumen cantidades sustanciales de LA, por tanto son los suplementos dietéticos la fuente
principal de LA, entre un rango de 50 mg a 600 mg. Por eso la mayoria de informacion
referente a la biodisponiblidad procede de estudios realizados usando suplementos (Shay et
al., 2009). La absorcién gastrointestinal del LA parece ser bastante variable. Por ejemplo,
Teicher y colaboradores, midieron el LA en plasma de diferentes voluntarios a los que se les
habia dado 200 mg de R, S-LA (la mezcla racémica obtenida por procesos de manufactura) y
se observo que aproximadamente el 20-40% fue absorbido (Teichert et al., 1998). Pero esta
biodisponiblidad puede fluctuar dependiendo de si es ingerido como un &cido libre o una sal y
dependiendo de si se ingiere con la comida o no (Shay et al., 2009).

El acido lipoico (LA) se acumula principalmente aunque de manera transitoria en el
higado, corazén y musculo esquelético, pero también se encuentra en otros tejidos. Pues se ha
visto en diferentes estudios que el LA atraviesa la BHE. Estudios en los que se administré LA a
dosis intravenosas de 25mg/kg de peso corporal en ratas resulté estar presente en la corteza
cerebral a los 60 minutos de la administracién (Panigrahi et al., 1996) y dosis intraperitoneales
de 100 mg/Kg de peso corporal durante 7-14 dias tanto en ratas jovenes como adultas
mostraron la acumulacion del LA en varias regiones del cerebro (Arivazhagan et al., 2002).

En todos los modelos animales estudiados el LA y sus metabolitos son facilmente
excretados, principalmente en la orina (Biewenga et al., 1997). Por lo que el LA, tanto de
fuentes dietéticas como de suplementos nutricionales es facilmente absorbido, metabolizado y
excretado, resultando en una cantidad insignificante de LA libre (Shay et al., 2009). Mientras
que no se han establecido limites para el consumo de LA en humanos, si que han sido
definidos en animales, con diferencias segun la especie. Para los perros, la dosis letal 50
(LD50; lethal dosage 50), que representa la dosis individual requerida para matar al 50% de la
poblacion de los animales estudiados, es de 400-500 mg/Kg de peso corporal (Packer et al.,
1995a). Sin embargo, las ratas parecen ser mas tolerantes y la LD50 se establece en > 2000
mg/Kg de peso corporal. Por lo tanto, se ha establecido el nivel de LA que no produce ningun
efecto adverso (NOAEL; no observed adverse effect level) en ratas en 60 mg/Kg/dia durante un
periodo largo (Shay et al., 2009). También se ha visto en humanos que la administracién
intravenosa en dosis de 600 mg/dia durante tres semanas no ha dado ningun efecto adverso
(Ziegler et al., 1995). Tampoco se han visto efectos adversos en humanos tras la
administracion oral de 1800 mg de LA (600 mg tres veces por dia) durante 6 meses (Ziegler et
al., 1999a). No obstante, Cakatay y colaboradores realizaron una serie de experimentos en
ratas de edad avanzada con administracion intraperitoneal de LA racémico (100 mg/Kg de peso
corporal/dia) durante dos semanas y mostraron que estas dosis cronicas elevadas (el
equivalente a 5-10 gramos/dia en humanos) producen dafios oxidativos (Cakatay and Kayali,
2005). Por lo tanto, se debe tener precaucion con el uso de elevadas dosis de LA (Shay et al.,
2009).
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7.1.3. Propiedades del acido lipoico

Hay muchas evidencias de que el acido lipoico (LA) procedente de la dieta no puede
ser usado como cofactor, sin embargo, lleva a cabo actividades bioquimicas con gran potencial
farmacoterapéutico (Shay et al., 2009).

Este antioxidante protege a las células contra el dafo producido por las ERO. Ademas
es un quelador de metales. Es soluble en agua como en medio graso, por lo que es capaz de
atravesar la BHE, neutralizando los radicales libres dentro de la membrana celular, en el citosol
y en el espacio extracelular. Ademas, el LA interactia con otros antioxidantes enddgenos,
siendo capaz de regenerarlos (Roy et al., 1997, Roy and Packer, 1998, Cakatay, 2006,
Schreibelt et al., 2006, Shay et al., 2009, Szelag et al., 2012). Por lo tanto, el LA y DHLA actuan
como antioxidantes no solo de forma directa, a través de la eliminacion de los radicales y la
quelacion de metales, sino también de forma indirecta a través del reciclaje de otros
antioxidantes y la inducciéon de un incremento intracelular de los niveles de GSH. Por ultimo,
hay evidencias de que puede tener efectos en proteinas reguladoras y en genes que estan
involucrados en el normal crecimiento y el metabolismo (Packer et al., 1995a). Por esta razén
el LA es llamado "el antioxidante de los antioxidantes" (Goraca et al., 2011), pudiendo ser

tenido como antioxidante "ideal", protector de otros antioxidantes.

7.1.4. Uso terapéutico del acido lipoico en el sistema nervioso

Por todas estas propiedades descritas, el LA ha sido identificado como un potente
agente terapéutico antioxidante en la prevencién o tratamiento de condiciones patoldgicas
mediadas por el estrés oxidativo (Bilska and Wlodek, 2005), incluyendo los trastornos
neurodegenerativos (Packer et al.,, 1997, Evans and Goldfine, 2000, Smith et al., 2004,
Salinthone et al., 2008). Se ha estudiado pues el efecto neuroprotector del LA en las células
neuronales, siendo un posible mecanismo su actividad queladora de metales (Ou et al., 1995),
asi como su actividad neuroprotectora en alteraciones del sistema nervioso caracterizadas por
un dafo vascular (Hager et al., 2007, Shay et al., 2009). Ademas, se sugirié que el LA juega un
papel fundamental en la proteccién cardiovascular y puede también actuar como un agente
anti-inflamatorio (Wollin and Jones, 2003, Smith et al., 2004, Skibska et al., 2006, Zhang et al.,
2007b, Jesudason et al., 2008, Choi et al., 2010, Odabasoglu et al., 2011).

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado en un estudio realizado a corto plazo (15
dias) que el LA es una estrategia farmacoldgica capaz de llevar a cabo procesos de
neuroproteccion y neovascularizacion tras un dafio cerebral focal. El LA es capaz de restaurar
los niveles de GSH tras un dafio cerebral, reducir la apoptosis y la reactividad glial, aumentar la
proliferacion y estimular la angiogénesis (Rocamonde et al., 2012).

Se ha usado también en la dieta, por ejemplo como suplemento dietético para tratar
diabéticos con neuropatia periférica (Ziegler et al., 1999b). En diferentes estudios con animales
y humanos se ha visto que el LA puede proteger contra el dafio ocular y otros dafos del SNC.
Estudios preliminares sugirieron que podia ser de ayuda para tratar el glaucoma (Filina et al.,
1995), asi como disminuir el estrés oxidativo y la muerte de fotoreceptores en modelos
animales de retinosis pigmentaria (Komeima et al., 2006, Komeima et al., 2007, Sanz et al.,
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2007). Ademas, hay evidencias de que el LA puede rescatar la muerte de fotorreceptores en
dafios inducidos por la luz, modelos de degeneracion de la retina asi como de degeneracion
macular relacionada con la edad (Zhao et al., 2014). También se ha demostrado como el LA
protege contra diferentes tipos de dafios como la disfuncion renal (Bae et al., 2008) el dafio de
miocardio (Schonheit et al., 1995), o la enfermedad hepatica inflamatoria (Bustamante et al.,
1998, Bludovska et al., 1999, Marley et al., 1999), entre otros.

7.2. Terapia celular

Como hemos indicado anteriormente, el tejido neuronal tiene una capacidad de
reparaciéon limitada tras el dafio cerebral. Por eso, otra de las terapias estudiadas con
resultados prometedores para el tratamiento del dafo cerebral son las terapias celulares
(Roitbak et al., 2008, Miljan and Sinden, 2009, Bao et al., 2011, Zhao et al., 2015a).

Pero, a pesar de que las células madre embrionarias (ESC; embryonic stem sells) o
el tejido fetal son fuentes apropiadas para la terapia celular, sus aplicaciones clinicas son
limitadas debido a consideraciones éticas y otros problemas especificos como tumorigenicidad,
viabilidad y compatibilidad antigénica (Vescovi et al., 1999, Blum and Benvenisty, 2008, Politis
and Lindvall, 2012). Sin embargo, las células madre adultas (aCM) son una alternativa con
resultados prometedores. En concreto las células madre mesenquimales (CMM), células
derivadas del mesodermo, han sido aisladas de la médula ésea, el tejido adiposo, sangre del
cordon umbilical, placenta y pancreas. Las CMM ejercen efectos inmunomoduladores,
incluyendo la inhibicién de la proliferacion y la funcién de las células T, las células B y las
células natural killer, por lo tanto reduciendo las reacciones inmunes e incrementando la
tolerancia de los beneficiarios que van a ser trasplantados con estas CMM (Siegel et al., 2009).
Estas propiedades inmunosupresoras convierten a estas células en fuentes alternativas
importantes, ya que ademas, pueden ser aisladas de los propios donantes, expandidas y
criopreservadas (Torrente and Polli, 2008, Kode et al., 2009, Li and Chopp, 2009, Bao et al.,
2011). Otro aspecto fundamental es que estas células son capaces de mejorar la angiogénesis,
neurogénesis y sinaptogénesis y asi mismo, se ha visto en estudios realizados en ratas que las
CMM disminuyen de manera significativa la formacién de la cicatriz glial tras accidentes
cerebrovasculares (Li et al., 2005). Por lo tanto, aunque los beneficios terapéuticos de las CMM
probablemente no son atribuidos a las pocas CMM que logran diferenciar en células cerebrales
(Lu et al., 2001), parece ser que estas células trabajan como generadores neurotroficos que
promueven la recuperacion funcional del cerebro mediante la angiogénesis, neurogénesis,
sinaptogénesis y remodelacion axonal. Aunque, el tratamiento 6ptimo (tipo de CMM, dosis
celular, tiempo del tratamiento, via de administracion celular) esta todavia por determinar. Para
ello, en los siguientes apartados vamos a conocer un poco mas sobre las células madre.
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7.2.1. Células madre: Definicidn y propiedades

Se define como célula madre (CM) a aquella célula no diferenciada que es capaz de

autorrenovarse y de diferenciarse en otros tipos celulares.

Las células madre presentan dos tipos de divisiones: la simétrica y la asimétrica. La
caracteristica de autorrenovacion viene dada a través de la divisién simétrica. En ella las CM se
dividen para dar dos células hijas que conservan las mismas propiedades de la CM de la que
proceden. Mientras que la division asimétrica da lugar a células progenitoras en un estado mas
diferenciado que la CM inicial.

Bajo las condiciones apropiadas y recibiendo los estimulos correctos, las CM pueden
diferenciarse hacia algunos, muchos o todos los tipos de células especializadas de un
organismo maduro. Es lo que se conoce como potencialidad de las CM, la cual dependera en
gran medida de su origen, es decir, del estadio del desarrollo y de la zona del organismo donde
resida (McKay, 2000, Lovell-Badge, 2001, Temple, 2001). Dependiendo de su potencialidad
pueden clasificarse en:

Totipotente: si es capaz de generar todas las células del embrion y del tejido
extraembrionario. Unicamente los zigotos poseen este potencial.

Pluripotente: si puede crear todos los tipos celulares que formaran el embrién. Son
ejemplos las CM embrionarias.

Multipotente: si s6lo es capaz de generar los tipos celulares del tejido de donde
proviene. Son la mayoria de las CM del adulto.

Unipotente: si tan solo puede dar lugar a un unico tipo celular. Son también
denominadas como progenitoras.

Actualmente, sabemos que existen CM en todas las etapas del desarrollo de un
organismo, desde el inicio hasta su muerte. La CM por excelencia es el 6vulo fecundado o
zigoto. Es totipotente y a partir de ella se desarrollan todas las células que daran lugar al
organismo, tanto las células somaticas como las germinales, incluidas las células
extraembrionarias que formaran la placenta. A medida que el embrion se desarrolla, las CM
van dividiéndose, migrando y diferenciandose en todos los tipos celulares que formaran los
distintos 6rganos. Esto lo haran siguiendo una compleja secuencia de expresiones génicas
orquestada por precisos programas genéticos y regulados por la informaciéon de las células
vecinas, en un patron espacio-temporal muy definido. En este proceso las células van
especializandose cada vez mas y su potencialidad va reduciéndose (Gage, 2000, Temple,
2001). Es importante tener en cuenta que la propia definicion de CM o su clasificacion en
subtipos son puramente funcionales y no morfolégicas. Atiende a propiedades observadas
experimentalmente y bajo condiciones muy particulares. Estas propiedades pueden ser
diferentes dependiendo de si consideramos a la célula en su entorno natural in vivo, si esta
siendo cultivada in vitro, o si ha sido trasplantada otra vez in vivo en emplazamientos

homotdpicos o ectopicos.
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7.2.2. Células madre: Tipos y origenes
Las fuentes de células madre (CM) son numerosas y se pueden agrupar en dos tipos

principales de acuerdo a su origen: las células madre embrionarias (ESC) y células madre
adultas (aCM) (Montiel-Eulefi, 2011) (Figura 15).

-Las ESC son células aisladas de la masa celular interna de un embriéon pre-
implantacional en el estadio de blastocisto (dia 4-5 de gestacién en humanos o dia 4 en
ratones). Son células pluripotenciales, con capacidad de generar todos los tipos celulares de un
organismo, incluidas las células germinales, aunque no pueden dar lugar a las células de la
placenta. Tienen el problema de la posible generaciéon de un rechazo inmunolégico y un
elevado riesgo de formacion de teratomas si son trasplantadas en estado proliferativo, lo que
obliga a una maxima cautela antes de ser utilizadas en ensayos de terapia celular para
pacientes (Olsson et al., 1997, Bjorklund et al., 2002, Politis and Lindvall, 2012).

-Las células madre embrionarias geminales (EGC; embryonic germ cells) son células
provenientes de embriones mas desarrollados. Se aislan de los precursores germinales
extraidos de los primordios de las gonadas de un embridn post-implantacional (5-10 semanas
de vida en humanos). Estas células son las que daran lugar, en el adulto, a los gametos. Son
pluripotenciales, por lo que pueden generar todos los tipos de células, tanto somaticas como
germinales, pero no extraembrionarias. En este caso no desarrollan teratomas después de su
implante (Shamblott et al., 1998, Rosenthal, 2003).

Sin embargo, aunque las ESC poseen una gran capacidad proliferativa que las
convierte en una fuente inagotable (Xue et al., 2005), el trabajo con células de embrién humano
tiene limitaciones técnicas y éticas; lo que no se plantea con el uso de distintos procedimientos
de recoleccion de CM de tejidos adultos (Montiel-Eulefi, 2011).

-Las células madre fetales se encuentran formando parte de los tejidos que forman los
6rganos fetales. Su potencial de diferenciacion es similar al de las aCM, aunque parecen
mostrar mayor capacidad de expansion y diferenciacion que éstas al encontrarse en un estado
mas primitivo (Shambilott et al., 1998).

Es posible por tanto, aislar células que cumplan las dos condiciones basicas que las
definen como CM, tanto de los 6rganos fetales en desarrollo, como de un organismo adulto,
aunque con capacidades de expansion y diferenciacion reducidas. Normalmente son
consideradas como multipotenciales: pueden dar lugar a los tipos celulares presentes
solamente en el propio tejido al que pertenecen. Estas células generan los llamados
precursores o progenitores, que estan a su vez mucho mas restringidos. Los progenitores
pueden dividirse, aunque no indefinidamente, y su potencial se limita ya a un solo tipo de célula
madura y especializada (Temple, 2001). En el cerebro, las células multipotenciales son las
CMN. Las CMN pueden aislarse del cerebro en desarrollo o en el adulto (Gage, 2000, Temple,
2001).

Sin embargo, la dificultad de obtencion y la elevada antigenicidad de estas células
suponen un problema importante a la hora de su aplicacion en pacientes. La necesidad de
fuentes alternativas a las CMN ha generado la busqueda y el desarrollo de otras células, y asi
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se ha avanzado en la utilizaciéon de aCM procedentes de otros érganos que sean capaces de
diferenciarse hacia distintas estirpes celulares (Otero et al., 2012).

-Las CM de origen adulto son células indiferenciadas aisladas de 6rganos o sistemas
completamente desarrollados en el estadio adulto. En principio, son consideradas
multipotenciales, dando lugar exclusivamente a células adultas del tejido en el que se localizan.
Aunque se encuentran en muy pocas cantidades, se ha demostrado la presencia de aCM en
numerosos tejidos: médula dsea, musculo esquelético, higado, pancreas, epitelio de la dermis
y del intestino, grasa, pulpa dental, cornea y retina del ojo, y en el SNC, incluyendo el cerebro y
la médula espinal. Pero sin duda, el tejido considerado como la mayor fuente de aCM es la
médula 6sea (Toma et al., 2001). Estas células son las encargadas de realizar la
imprescindible autorrenovacién y mantenimiento de la homeostasis tisular.

Algunas aCM no solo se especializan a células del mismo tejido en el que residen, sino
también a otras células que derivan de la misma capa embrionaria de la que proceden
(Prockop, 1997). De modo que, por ejemplo, CM procedentes de la capa ectodérmica van a ser
capaces de especializarse a células epiteliales, o células procedentes del endodermo podran

dar lugar a células pancreaticas (Weissman et al., 2001).
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Fig.15. Tipos de células madre segtn su origen. Adaptado de (Liuzzi and Lasek, 1987)

-Por ultimo las células madre pluripotentes inducidas (iPSC; induced pluripotent stem
cells) son el resultado de la reprogramacion de células somaticas hasta un estado similar al
embrionario. Ello se consigue mediante la expresion de factores de transcripcion y posterior
cultivo en las mismas condiciones que las ESC. La disponibilidad de cualquier tipo celular a
partir de iPSC procedentes de cualquier individuo adulto supone una enorme revolucion para la

nueva biomedicina.
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7.2.3. Células derivadas de la médula 6sea

A lo largo de las ultimas décadas se ha llegado al conocimiento de que las ESC
humanas no son la Unica fuente existente de CM potencialmente Utiles para la reparacion de
6rganos y tejidos. Diversos autores han demostrado que la administracion terapéutica de las
aCM tras una lesion en diferentes 6rganos permite la reparacion tisular y obtener efectos
beneficiosos desde el punto de vista funcional (Zurita and Vaquero, 2006, Vaquero and Zurita,
2011, Anbari et al., 2014).

Una de las fuentes mas importantes de obtencién de aCM propuestas en investigacion
para terapias celulares es la médula 6sea. Las aCM procedentes de la médula 6sea son
relativamente faciles de aislar y sencillas de manipular in vitro. Ademas, estas células poseen
baja antigenicidad, lo que permite que el trasplante pueda ser incluso alogénico. Por ultimo, no
se ha observado ninguna formaciéon de tumores en procesos experimentales a causa de la
utilizacion de aCM (Pittenger et al., 1999).

La médula 6sea llena el espacio existente entre las trabéculas 6seas de la sustancia
esponjosa y el espacio tubular interno de los huesos largos de los miembros. Representa
alrededor del 5% del peso corporal. Mientras que en los neonatos toda la médula dsea forma
células sanguineas, en el adulto la hematopoyesis se limita a ciertas regiones: vértebras,
costillas, esternén, coxales, epifisis proximales del humero y el fémur. En el resto de las
cavidades medulares la médula ésea hematopoyética es reemplazada por tejido adiposo. La
médula formadora de células sanguineas se llama médula ésea roja mientras que la médula
reemplazada por tejido adiposo recibe el nombre de médula 6sea amarilla.

Ademas de contener células madre hematopoyéticas (HSC; hematopoietic stem cells)
que pueden diferenciarse en todas las células de la sangre, en la médula 6sea hay CMM, que
pueden continuar su desarrollo para convertirse en células del tejido conjuntivo o células
musculares, asi como otro tipo de CM con la potencialidad de diferenciarse en células
hepaticas, endoteliales y nerviosas (Welsch, 2008, Zhang et al., 2010, Ding et al., 2011) (Figura
16) .

Las CMM representan menos del 0,01% del total de la poblacion celular de la médula
6sea. Son relativamente faciles de aislar y fueron identificadas por primera vez en la rata por
Friedenstein et al (Friedenstein, 1976). En humanos se aislan generalmente de la cresta iliaca.
Muestran multipotencialidad para diferenciarse en cultivo o tras su implante in vivo (Barry and
Murphy, 2004, Ding et al., 2011). Originariamente, se pensaba que las CMM eran células
capaces de diferenciarse a elementos Unicamente procedentes del mesodermo, como
osteoblastos, adipocitos y condrocitos o células musculares. Sin embargo, en los ultimos afios
se sabe que las CMM adultas poseen la capacidad de generar distintos tipos celulares
especializados, diferentes al de su origen embrionario, fendmeno definido como
“transdiferenciacion”. Los datos recogidos de la literatura sugieren que las CMM tienen la
capacidad de transdiferenciarse in vitro hacia células nerviosas (Sanchez-Ramos et al., 2000,
Woodbury et al., 2000, Vaquero and Zurita, 2011), lo que ha llevado a su utilizacion como

terapia celular en lesiones del SNC.
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Por lo tanto, cuando hablamos de células derivadas de la médula 6sea (BMDC; bone
marrow derived cells) estamos hablando de todo este conjunto de células provenientes de la
médula 6sea que bajo condiciones homeostaticas abandonan la médula ésea, circulan en la

sangre y contribuyen a la reparacién de los tejidos en respuesta al dafio de los mismos (Jones

and Rankin, 2011).
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Fig.16. Esquema representativo de la médula 6sea y del conjunto de células provenientes de la médula 6sea,

tanto células hematopoyéticas como células mesenquimaticas (Carr and Rodak, 2010).

7.2.4. Aplicacion de la terapia celular en el sistema nervioso

Debemos resaltar que estudios recientes indican que la terapia celular podria ser un
acercamiento valido para recuperar alteraciones del SNC como el dafo cerebral traumatico
(Kuroda et al., 2011), recuperacion que actualmente no se puede llevar a cabo mediante
estrategias terapéuticas tradicionales (Savitz and Fisher, 2007).

Ha sido demostrado que tras una isquemia cerebral, las BMDC infiltran rapidamente el
parénquima cerebral, diferenciandose principalmente en microglia (Priller et al., 2001, Beck et
al., 2003, Hess et al., 2004) o células endoteliales (Hess et al., 2002, Zhang et al., 2002) y un
numero limitado de células también expresaron marcadores astrociticos (Eglitis et al., 1999,
Anbari et al., 2014) y neuronales (Hess et al., 2002, Cogle et al., 2004, Hess et al., 2004, Zhang
et al., 2010, Anbari et al., 2014). Por lo tanto, se ha visto que el reclutamiento de BMDC tras un
accidente cerebrovascular representa un intento de autorreparacion endégena y por ello estas
células pueden representar una nueva estrategia terapéutica para estimular la
revascularizacién y reparacién, suponiendo una via para el suministro de genes terapéuticos

(Kokovay et al., 2006).
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Por otra parte, las CMM trasplantadas pueden promover de manera directa o indirecta
la neuroproteccion o neuroregeneracion y la angiogénesis actuando como mini-bombas
repartiendo factores beneficiosos al microambiente del cerebro dafiado (Tate and Case,
2012a). Se ha visto que las CMM producen citoquinas neurotréficas, como el factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF; hepatocyte growth factor) (Chen et al., 2002), VEGF (Chen et
al., 2003a), factor de crecimiento nervioso (NGF; nerve growth factor) (Li et al., 2002), BDNF
(Chen et al., 2002, Li et al., 2002), FGF (Chen et al., 2003a), IGF-1 (Zhang et al., 2004), todos
ellos importantes en el proceso de neurogénesis y angiogénesis. Ademas, se ha sugerido que
la liberacion del TGFB ayuda a reducir la formacién de la cicatriz glial y, por lo tanto ayuda en la
restauracion del flujo sanguineo cerebral y la BHE en modelos de dafio cerebral traumatico y
accidentes cerebrovasculares (Kokovay et al., 2006).

Tras varias observaciones sobre las CMM se puede concluir que la administracion
experimental de una suspension de CMM obtenidas del estroma de la médula 6sea se asocia a
una progresiva recuperacion funcional en modelos experimentales de hemorragia intracerebral.
Esta mejora funcional puede atribuirse a un efecto sinérgico de las células trasplantadas. Por
una parte, las CMM trasplantadas al cerebro pueden sobrevivir en el cerebro huésped y
diferenciarse hacia células de glia y neuronas. Por otra parte, las CMM liberan factores tréficos
que ejercen un efecto neuroprotector y neuroregenerador en el cerebro lesionado al activar la
neurogénesis enddégena y evitar que los neuroblastos formados presenten fenémenos de
apoptosis (Otero et al., 2012).

De forma interesante, en un estudio reciente, Kawabori y colaboradores, resaltaron las
dos rutas principales de administracion de BMDC en un modelo de accidente cerebrovascular
en rata: administracion intracerebral respecto a la intravenosa, en el que las células se
inyectaron 7 dias tras producirse el dafo cerebral. Este estudio demuestra de forma clara que
las BMDC mejoran de forma significativa la recuperacion funcional tras el infarto cerebral en
ratas, cuando estas células son trasplantadas dentro del tejido cerebral (Kawabori et al., 2012).

En otros estudios también se han explorado varias rutas de administracion de CM,
como son la intravenosa, intracerebral, intraarterial e intraventricular para determinar sus
beneficios terapéuticos y los mecanismos involucrados en el accidente cerebrovascular (Wu et
al., 2010). Se eligio la inyeccion intracerebral porque las células podian ser trasplantadas de
forma precisa en el estriado del cerebro isquémico para mayor aprovechamiento, mientras que
en la inyeccién vascular podria ocurrir que las CM quedasen atrapadas en los érganos
sistémicos, de modo que pocas de estas CM alcanzarian el hemisferio isquémico del cerebro
(Li et al., 2010). Ademas, estudios previos mostraron que tanto un trasplante temprano como
retardado de las CMN reducia el volumen de tejido infartado, mejoraba los resultados
neuroconductuales, e incrementaba la angiogénesis y neurogénesis. Sin embargo, la
superviviencia celular era mas elevada en transplantes tempranos tras el accidente
cerebrovascular (Darsalia et al., 2011).

Por todos estos beneficios observados en otros estudios mediante una terapia tanto

antioxidante como celular tras un dafo en el SNC, en esta tesis se estudian los posibles
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beneficios terapéuticos individuales y sinérgicos del tratamiento con LA y BMDC tras dafio
cerebral focal inducido por criolesion.

7.3. Uso de biomateriales con fines reparativos

En el campo de la ingenieria tisular se esta produciendo un creciente interés por
disefiar nuevos biomateriales compatibles con el sistema nervioso (Cao et al., 2013). Se han
obtenido excelentes respuestas in vitro por parte de diversos biomateriales en términos de
supervivencia y diferenciacién celular (Soria et al., 2006, Soria et al., 2007, Martinez-Ramos et
al., 2008). Ademas, en el estudio en paralelo in vivo e in vitro, materiales poliméricos formados
por etil acrilato (EA) e hidroxi-etil acrilato (HEA) han sido estudiados recientemente, también en
nuestro grupo, con fines neuroregenerativos y resultados prometedores (Soria et al., 2006,
Campillo-Fernandez et al., 2007, Veiga et al., 2011), observandose que, la colocacién de un
scaffold en el area danada o cavidad puede proporcionar soporte para el tejido cerebral
circundante, funcionando como sustrato para el crecimiento celular, la regeneracion de axones
y para la formacién de neuritas (Tsai et al., 2004, Veiga et al., 2011, Martinez-Ramos et al.,
2012, Martinez-Ramos et al., 2015).

Adicionalmente, la sustitucion de los tejidos dafiados con scaffolds que ademas
contienen farmacos podrian ayudar a promover la regeneracion y la recuperacion funcional de
este tejido dafado (Willerth and Sakiyama-Elbert, 2007, Nitta and Numata, 2013).

Pero todas las estrategias experimentales obedecen a una misma idea basica:
favorecer la supervivencia de las neuronas lesionadas y proporcionar a los axones los factores
y el entorno adecuado para que puedan crecer y ser funcionales.

Por tanto, una combinacién del uso de farmacos antioxidantes junto con células
liberadas en un scaffold adecuado seria de gran interés en futuras investigaciones relacionadas

con estrategias regenerativas y de reparacion tisular.
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Hipotesis

Las hipétesis que se proponen en este trabajo son las siguientes:

Hipétesis 1. El uso de acido lipoico aplicado in vitro e in vivo como tratamiento tras una
lesion cerebral focal es capaz de disminuir el estrés oxidativo y como consecuencia aumentar
la capacidad de supervivencia celular tras la lesion, permitiendo la reparacion y reorganizacion

del tejido nervioso y vascular.

Hipétesis 2. El trasplante de células derivadas de la médula 6sea es una estrategia
alternativa para tratar el dafio cerebral focal facilitando la reparacion del tejido dafiado,
pudiendo tener efectos sinérgicos al combinarlo con el tratamiento farmacoldgico de acido

lipoico.
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Objetivos

Por todo ello en este proyecto se plantean tres objetivos:

1. Analizar in vitro el efecto del acido lipoico sobre la viabilidad celular y el estrés
oxidativo tras el uso de diferentes estresores celulares en cultivos primarios de la corteza
cerebral. Asi como evaluar ex vivo el efecto del acido lipoico en una situacién de estrés

oxidativo provocada quimicamente.

2. Estudiar in vivo el efecto del acido lipoico sobre poblaciones de astroglia, microglia

asi como el efecto sobre la angiogénesis local tras dafio cerebral focal por criolesion.

3. Analizar in vivo el posible beneficio terapéutico del trasplante de células derivadas de
la médula ésea tras la criolesidon, comparando sus efectos con los observados tras el
tratamiento con acido lipoico y con los observados tras una terapia combinada que incluya

terapia celular asociada a una terapia farmacologica tras la lesion cerebral.
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Material y métodos

1. Animales de experimentacion

Para el desarrollo de este proyecto de investigacion, la parte experimental se llevé a
cabo en tres laboratorios distintos en los cuales, por motivos técnicos, se utilizaron cepas
murinas diferentes:

C57BL/6: cepa de ratones macho Holandeses, procedentes del laboratorio de Charles
River (Calco, Italia), utilizados en el Instituto Cientifico San Raffaele de Milan (Italia) para la
seccién experimental 2.1.Los animales que se utilizaron fueron ratones post-natal 0 (PNO) de
estas cepas mantenidas en las instalaciones propias del estabulario del Hospital San Raffaele.
También se utilizaron ratones adultos de esta cepa C57BL/6 procedentes del laboratorio de
Harlan (Barcelona, Espana) con un peso de aproximadamente 30-40g en la Universidad CEU-
Cardenal Herrera de Moncada, en Valencia (Espafia) para la seccidén experimental 2.2.

Wistar: cepa de ratas macho albinas Italianas, procedentes del laboratorio de Harlan
(Barcelona, Espana), utilizados en la Universidad CEU-Cardenal Herrera de Moncada, en
Valencia (Espafia) para la seccion experimental 2.3. Los animales tenian un peso al inicio del
experimento de aproximadamente 250-300 g. Se dejaron aclimatar durante una semana antes
de iniciar los experimentos.

CD1: cepa de ratones macho albinos Holandeses, procedentes del laboratorio de
Harlan (Barcelona, Espafia), utilizados en el Centro Andaluz de Biologia Molecular y Medicina
Regenerativa (CABIMER) de Sevilla (Espafia) para la seccion experimental 2.3. Los animales
tenian un peso al inicio del experimento de aproximadamente 30-40g. Se dejaron aclimatar
durante una semana antes de iniciar los experimentos.

GFP'/ICD1: cepas de ratones macho transgénicos (Tg (CAG-EGFP)
B5Nagy/J _N°003115) modificadas para la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP;
Green Fluorescent Protein) en fondo genético CD1, procedentes del laboratorio de Jackson
(California, Estados Unidos) y mantenidas en las instalaciones propias del estabulario del
CABIMER, para la seccion experimental 2.3. Esta cepa se empleé como donante de las células

para el trasplante y su seguimiento.

1.1. Condiciones de estabulacion y manejo de los animales

La estabulacién se realizé en cada una de las diferentes instalaciones de los tres
centros (Hospital San Raffaele, CABIMER y Universidad CEU-Cardenal Herrera) donde se
mantuvieron en jaulas en condiciones controladas de temperatura (20°C) y humedad (60%)
bajo ciclos constantes de luz-oscuridad de 12 horas. Durante su estabulacién tuvieron libre
acceso al agua y la comida.

La manipulacién y cuidado de los animales se realizd siguiendo la Normativa del Real
Decreto 1201/05 y el Consejo Europeo de Comunidades (Directiva 2010/63/EU de Septiembre
22, 2010) y los protocolos fueron previamente aprobados tanto por la Comisién de Etica del
Bienestar Animal de la Universidad CEU-Cardenal Herrera como del CABIMER y del Hospital

San Raffaele. Ademas, se tuvo la precaucion de evitar cualquier estrés innecesario o infligir
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dolor a los mismos. El numero de animales se redujo al minimo necesario para garantizar la
fiabilidad de los resultados obtenidos. El sacrificio de los animales se llevé a cabo mediante la
técnica mas incruenta, rapida e indolora que, por otra parte, no influyera en las variables

consideradas en cada experimento.

1.2. Distribucién y numero de animales usados
Se utilizaron ratas o ratones segun el experimento, es decir, el laboratorio de ejecucion,

distribuidos en los siguientes grupos:
1.2.1. Modelo de tratamiento con acido lipoico en situacion de estrés
oxidativo in vitro
e 16 ratones machos C57BL/6 PNO utilizados para el cultivo primario de la corteza cerebral y

posterior expansion de las células.
1.2.2. Modelo de tratamiento con acido lipoico en situacion de
peroxidacion lipidica ex vivo
¢ 5 ratones controles machos adultos C57BL/6
1.2.3. Modelo de tratamiento con acido lipoico tras criolesiéon a corto y
largo plazo in vivo

e 44 ratas machos adultas Wistar repartidas como sigue:
o Grupo Control 15 dias:6
o Grupo CR 15 dias:10
o Grupo CR+LA 15 dias:10
o Grupo Control 60 dias:6
o Grupo CR 60 dias:6
o Grupo CR+LA 60dias:6

1.2.4. Modelo de tratamiento con acido lipoico y células derivadas de la
médula ésea tras criolesion in vivo

e 70 ratones machos adultos CD1 repartidos como sigue:
o Grupo Control:14
o Grupo CR:14
o Grupo CR+LA:14
o Grupo CR+BMDC:16
o Grupo CR+LA+BMDC:16

¢ 3 ratones machos adultos GFP*/CD1 como donantes de las células para el trasplante

2. Diseno experimental y metodologia

En este trabajo se detalla por una parte el estudio in vitro basado en la determinacién
de la viabilidad celular y el estrés oxidativo con el tratamiento de LA tras el uso de diferentes

estresores celulares en cultivos primarios de la corteza cerebral. Asi como el estudio ex vivo del
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tratamiento de LA en un estrés oxidativo obtenido mediante la estimulacion de la peroxidacion
lipidica a partir de sales de Fe (ll) y acido ascoérbico. Por otra parte, se detalla el estudio in vivo

del tratamiento con LA como estrategia reparativa tras el modelo de criolesiéon (CR) en la
corteza cerebral a corto y largo plazo y por ultimo, el estudio in vivo del efecto del trasplante de
BMDC tras el modelo de CR, comparando sus efectos con los observados tras el tratamiento

con LA y evaluando el posible efecto sinérgico aplicando ambos tratamientos.

2.1. Estudio in vitro

2.1.1. Cultivos celulares

2.1.1.1. Realizacion del cultivo primario de la corteza cerebral

El cultivo primario de la corteza cerebral se realizé siguiendo el protocolo que se detalla
a continuacion:

Primero, se cubrieron los flask P-75 con Matrigel 1:100 (Sigma Aldrich, Milan, ltalia)
diluido con medio modificado (DMEM/F12; Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium/Nutrient
Mixture F12) (Sigma Aldrich, Milan, Italia). Seguidamente, se diseccionaron las cabezas de los
ratones PNO en una placa con tampon fosfato salino (PBS; phosphate buffered saline) y
Penicilina-Estreptomicina al 1% (Pen/Strep) (Sigma Aldrich, Milan, Italia). Se hicieron lavados
continuados de los cerebros con esta solucion. Posteriormente, se introdujeron los cerebros
diseccionados en un tubo estéril (Falcon) con el PBS-Pen/Strep y se cortaron en porciones muy
pequefias. A continuacion, esto se homogenizé con Tripsina-DNasa al 1% (Sigma Adrich,
Milan, Italia) y la ayuda de una micropipeta y se dejé 15 min a 37 °C en el incubador. Tras estos
15 min, se anadi6 el mismo volumen usado de Tripsina-DNasa al 1%, de medio constituido de
suero fetal bovino al 10% (FBS; fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich, Milan, Italia), Pen/Strep al
1% y glutamina 2mM (GIn) (Sigma Aldrich, Milan, Italia), para inhibir la tripsina. Todo esto se
centrifugé a 1000 rpm durante 5 min. Tras quitar el sobrenadante, el pellet se resuspendio y
homogenizé con este medio, se filtrd con un cell strainer de 70 um (BD Falcon, California, USA)
y se cultivé en los flasks de P75 que se habian cubierto previamente con el Matrigel.

Se realizaron 2 pases celulares en algunos de los flask cultivados, con la finalidad de
expandir estas células y obtener la cantidad celular necesaria para todo el estudio.

En cuanto obtuvimos la densidad celular requerida, se establecieron las condiciones
optimas de cultivo para el experimento y por tanto se cultivaron las células en placas de 96
pocillos a una densidad de 50.000 células/pocillo con el medio constituido por FBS al 10%,

Pen/Strep al 1% y glutamina 2 mM.

2.1.1.2. Administracion de los estresores celulares y el acido lipoico mediante post-
tratamiento

Determinados los parametros de cultivo (50.000 células/pocillo en placas de 96
pocillos) se definieron los cinco grupos de estudio para el analisis del post-tratamiento:

Grupo 1. Cultivo
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Grupo 2. LPS 0,001 mg/ml + DOP 50 uM 36 h + Medio 24 h

Grupo 3. LPS 0,001 mg/ml + DOP 50 uM 36 h + LA 100 uM 24h

Grupo 4. BSO 1 mM 36 h + Medio 24 h

Grupo 5. BSO 1 mM 36 h + LA 100 uM 24 h

Por una parte, para el estudio de la viabilidad celular mediante el bromuro de 3-(4,5-
dimetil-tiazolil)-2,5-tetrazolio (MTT), se cultivaron tres pocillos de la placa de 96 pocillos para
cada uno de los grupos y el estudio se realizoé por triplicado. Para el estudio de la muerte
celular mediante inmunofluorescencia, se utilizaron de nuevo tres pocillos de la placa de 96
pocillos para cada uno de los grupos y el estudio también se realizé por triplicado. Por ultimo,
para el estudio del estrés oxidativo mediante la determinacion del GSH, GSSG y glutamato se
utilizaron 9 pocillos para cada uno de los grupos y el estudio se realizé también por triplicado
(Figura 17).

1 1 1 1 1 1|1 1 1(5|5]|5
1 (1 |1(1|1]1 5|5 |5
2 (2|2 |2|2(2(2|2|2|5|5]°5
2022222 5|55 Sl
3|13(3|3|3|3|3|3|3|5]|5]5 Pl/Hoechst —
333|333 GSH, GSSG, Glutamato
4 |4 /|4|4|4|4|4)|4)|14
4 |4 |4|4)|4)|4
Dia Dia 0
Grupo 1,2,3,4y5
Tratamiento Cultivo 50.000 células/pocillo
Dia Dia 2
Grupo 1 2y3 4y5
Tratamiento Medi;sﬁuevo o,omegd/i:q|n:jeDVng§guL|\|j|s36h Medio nuevo con BSO 1mM 36h
Dia Dia 3
Grupo ly2 3 4 5
Tratamiento Medi;4l:uevo Medio Nuevo + LA 100uM 24h I\/Iedi;)4l:uevo Medio Nue;z; LA 100uM

Fig.17. Desarrollo experimental del modelo de tratamiento con acido lipoico en situacion de estrés oxidativo in

vitro. Se muestra una representacion de la placa de 96 pocillos donde se realiz6 el cultivo celular y la distribucion de

los cinco grupos de estudio. Seguidamente se representa el tratamiento seguido en cada uno de ellos.

En primer lugar, se cultivaron todos los pocillos a una concentracion de 50.000
células/pocillo. A los dos dias, en los pocillos del grupo 1 se cambié el medio (10 % FBS-
Pen/Strep-Gin), por medio nuevo (10 % FBS-Pen/Strep-GlIn), sin embargo, el resto de pocillos
se trataron con los estresores respectivos utilizados que se detallan a continuacion:

-Una combinacion de LPS disuelta en medio (10 % FBS-Pen/Strep-Gin) y filtrada con el
cell strainer de 70 pm, junto con Dopamina disuelta en PBS vy filtrada con el cell strainer de 70

pm.

62



Material y métodos

-BSO disuelto en medio (10 % FBS-Pen/Strep-GIn) y filtrado con el cell strainer de 70
pm.

Para obtener las concentraciones necesarias de cada uno de estos estresores, estos
se diluyeron finalmente con el medio (10 % FBS-Pen/Strep-GIn).

Por tanto, tras estos dias de cultivo, los pocillos del grupo 2 y 3 se trataron con LPS
0,001 mg/ml + Dopamina 50uM durante36 h. Por otra parte, los pocillos del grupo 4 y 5 se
trataron con BSO 1 mM durante 36 h. Pasadas estas 36 h, a los pocillos de los grupos 1,2y 4
se les cambié el medio con los estresores por unicamente medio nuevo (10 % FBS-Pen/Strep-
GIn) durante 24 h. Mientras que a los pocillos de los grupos 3 y 5 se les cambié el medio con

los estresores por un medio con LA 100 uM durante 24 h.

2.2. Estudio ex vivo

2.2.1. Modelo de induccién de la peroxidacion lipidica en homogenado de

cerebro de ratéon

En segundo lugar, se realizé el estudio ex vivo del tratamiento con LA en un estrés
oxidativo provocado mediante la estimulacién de la peroxidacién lipidica a partir de sales de Fe
(Il) y acido ascorbico. Para esto se siguido el modelo experimental modificado de Fraga vy
colaboradores (Fraga and Tappel, 1988) tal y como se ha mencionado en el apartado 5.3. de la
introduccion y que se detalla a continuacion:

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical y se extrajeron los cerebros de los
cuales se desecharon el bulbo olfatorio y el cerebelo. Primero se afadieron 10 ml de tampodn
fosfato 0,1 M a un tubo esteril (Falcon) de 50 ml en el que se habian depositado los cerebros
de ratdon diseccionados. Seguidamente, se homogenizaron con el ultraturrax T25 (Labortech,
Staufen, Alemania) a 13.000 rpm durante 3 min. Finalmente, se centrifugé el homogenado a
6000 rpm durante 4 min y se extrajo el sobrenadante.

A continuacion, se prepararon las diferentes concentraciones de antioxidante, para ello
primero se preparé una concentracion madre de 5 mM de LA disuelto en dimetil sulféxido
(DMSO, Sigma Aldrich, Madrid, Espafa), y a partir de aqui se prepararon concentraciones
intermedias de 0-50-100-200-400 y 1000 uM del LA diluido en DMSO.

Luego, se afiadieron en diferentes viales 268 pL del homogenado de cerebro de raton
(7,46mg/ml) + 3uL de LA (a las diferentes concentraciones intermedias para obtener las
concentraciones finales de 0-0,5-1-2-4 y 10 uM). Seguidamente, se afiadieron 19 uL de acido
ascorbico (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia), con el fin de obtener una concentracion final en el
vial de 0,50 mM en 300 L totales. Por ultimo, previo a la incubacion, se afadieron 10 uL de
FeSO, (Guinama, Valencia, Espafia), para tener una concentracion final en 30 pyL de 0,05 mM.
Se incubaron las muestras a 37 °C durante dos horas con los viales abiertos y al terminar se
pard la reaccion de peroxidacion afadiendo 10 yL de butil hidroxitolueno (BHT) (Guinama,

Valencia, Espafia) (Figura 18).
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Fig.18. Desarrolio experimental del modelo de la peroxidacién lipidica en homogenado de cerebro de ratén.

2.3. Estudio in vivo

2.3.1. Modelo de criolesion

En tercer lugar, se llevd a cabo el estudio in vivo del tratamiento con LA como
estrategia reparativa tras el modelo de CR en la corteza cerebral. Para ello se desarrollé un
modelo experimental con ratas Wistar a corto (Figura 19) y largo plazo (Figura 20) que se

detalla a continuacion:

| Criolesién
Solucién Fisiolégica (i.p)

Acido lipoico (100mg/kg, i.p)
J BrdU (100mg/kg, i.p)
v Sacrificio

l\L 15d
Control (T

Iyl
I 1T 1
lwl
| I |

Criolesion |

Criolesién+Lipoico |

Fig.19. Desarrollo experimental del modelo de tratamiento con LA como estrategia reparativa tras CR

en la corteza cerebral a corto plazo (15 dias). BrdU: bromodesoxiuridina, i.p: intraperitoneal, 15d: 15

dias.
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Fig.20. Desarrollo experimental del modelo de tratamiento con LA como estrategia reparativa tras

CR en la corteza cerebral a largo plazo (60 dias). BrdU: bromodesoxiuridina, i.p: intraperitoneal, 7d:
7 dias, 15d: 15 dias, 20d: 20 dias, 30d: 30 dias, 40d: 40 dias, 50d: 50 dias y 60d: 60 dias.

Para llevar a cabo la lesidn en la corteza cerebral se realizé la técnica de CR adaptada
del protocolo de Quintana y colaboradores, (Quintana et al., 2007). El animal se anestesié
mediante inyeccién intraperitoneal de una mezcla de ketamina (12mg/Kg) (Imalgene, Leonvet,
Ledn, Espafa) y acepromacina (0,4mg/Kg) (Calmo Neosan, Pfizer, Madrid, Espafna). Siendo la
ketamina un anestésico y la acepromacina un tranquilizante/sedante. El animal se colocé en
posicion de decubito prono en el estereotaxico (Digital Lab Standard Stereotaxic Stoelting Co,
Wood Dale, USA) utilizando soportes tanto intraauriculares como para el maxilar superior, con
el fin de mantener el craneo sujeto.

Se rasuré con una maquina eléctrica la zona a intervenir, cubriendo toda el area con
una solucion de povidona yodada al 10 %. A continuacion, se realizé una incision longitudinal
en la linea media de la cabeza, se separo la piel, exponiéndose asi el craneo y con ayuda del
bisturi se fue limpiando toda esta zona hasta observar el punto de referencia Bregma.
Tomando Bregma como punto de referencia (0,0) y con la ayuda de un taladro quirurgico se
realizd una craneotomia de 2 mm de diametro, profundizando hasta alcanzar la duramadre
pero sin llegar a perforarla, en el punto (0, 1,5 mm) siguiendo las coordenadas del atlas de
Patxinos y Watson (Figura 21 A) (Paxinos and Watson, 1986). A continuacion, se empled un
estilete de acero inoxidable (1 mm @), previamente sumergido en nitrégeno liquido (-183 °C),
que se insertd hasta una profundidad de 1 mm y se mantuvo durante 20 segundos, con el

objetivo de lesionar la corteza cerebral (Figura 21 B).
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A

Fig.21. Posicién de la criolesion en rata. (A) Se muestra una imagen superior del créneo de una rata, el

punto naranja indica donde se realizé la trepanacion y posterior CR. (B) Lamina de un corte coronal a la
altura de bregma indicando la posicién y extensiéon de la CR. Adaptado de (Paxinos and Watson, 1986,
Cervantes, 2015)

Al acabar el procedimiento, se suturé la piel y se le administré los analgésicos
buprenorfina (0,015 mg/kg) y metamizol (20 mg/kg) en el postoperatorio.

Por ultimo lugar, se realiz6 el estudio in vivo del efecto del trasplante de BMDC tras el
modelo de CR, comparando sus efectos con los observados tras el tratamiento con LA y
realizando la evaluacién del posible efecto sinérgico aplicando ambos tratamientos (Figura 22).
Para ello se desarrollé6 un modelo experimental con ratones CD1 y GFP/CD1 que se detalla a

continuacion:

I Criolesion
V Trasplante BMDC

Solucion Fisiolégica (i.p)
Acido lipoico (100mg/kg, i.p)
| BrdU (50mg/kg, i.p)

V sacrificio
oy o
Control CI_T T T T T T T 1 T T T ¥ T T T 1]
Jr i i’ i i 8d 16d
Criolesion IS s o)
L4 4 bl 15
. . . v v
Criolesiéon+Lipoico I T 1 1 1 | I I N I I N I
Y L4l e 16d
. VYVVVV\ v A 4
Criolesion+BMDC I W e
S TI1T11Y ¥
Criolesiéon+Lipoico+BMDC (I 11T 7 T 7 T 7 7 T T T T 7 7T 7]

Fig.22. Desarrollo experimental del modelo de trasplante de BMDC y tratamiento con LA como estrategia

reparativa tras CR en la corteza cerebral. BrdU: bromodesoxiuridina, i.p: intraperitoneal, 8d: 8 dias, 16d: 16
dias.
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En este estudio se realizé el procedimiento descrito anteriormente con el fin de llevar a
cabo la CR, pero esta vez se utilizé un modelo animal de raton CD1 y por tanto cambiaron las
coordenadas usadas para la CR. Los animales se colocaron en posicién de decubito prono en
el estereotaxico (Digital Lab Standard Stereotaxic Stoelting Co, Wood Dale, USA) utilizando
soportes tanto intraauriculares, como para el maxilar superior con el fin de mantener el craneo
sujeto. La CR se llevé a cabo a través del cortex fronto-parietal derecho, siguiendo el protocolo
de Quintana y colaboradores.(Quintana et al., 2007) y usando las coordenadas desde bregma
(L: +1,5mm; A:-0,1mm; D:-1,5mm) de acuerdo con el atlas de cerebro de ratéon de Paxinos y
Franklin (Figura 23) (Paxinos and Franklin, 2004).

A B

FIGURE 32

Interaural 3.70 mm Bregma -0.10 mm

Fig.23. Posicién de la criolesion en ratén. (A) Se muestra una imagen superior del créneo de un ratén, el punto

naranja indica donde se realizé la trepanacion y posterior CR. El punto verde indica el sitio de trasplante de las
BMDC. (B) Lamina de un corte coronal a la altura de bregma indicando en naranja la posicion y extension de la
CR y en verde los cuatro puntos de profundidad donde se liberaron las BMDC. Adaptado de (Paxinos and
Franklin, 2004, Cervantes, 2010).

2.3.2. Administracion de acido lipoico

El tratamiento antioxidante aplicado fue una solucién de LA, disuelta en suero
fisiolégico (NaCl 0,9 %) a pH 7,4. Este se administré por via intraperitoneal una vez al dia,
durante 7 dias consecutivos, comenzando en el caso del modelo de tratamiento con LA tras CR
a corto y largo plazo in vivo, el mismo dia que se realizd la lesion (Figuras 19 y 20) y
empezando un dia tras la lesion en el caso del modelo de tratamiento con LA y BMDC tras CR
in vivo (Figura 22). Por otra parte, al grupo experimental criolesionado no tratado con LA, se le
administré el mismo volumen de una solucion de suero fisiolégico. Finalmente, a otro grupo de
animales se les realiz6 la craneotomia, pero los animales no fueron criolesionados y se les
administré el mismo volumen de solucion de suero fisioldgico. Este grupo fue considerado
como grupo control.

Ademas, con el objetivo de realizar un estudio sobre la proliferacion celular se procedio

a la administracion de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU).
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2.3.3. Administracion de bromodesoxiuridina

El 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) es un nucleétido sintético analogo de la timidina. La
técnica de BrdU es comunmente empleada para la deteccién de células en divisién en tejidos
vivos ya que el BrdU puede incorporarse a la nueva sintesis de ADN durante la fase S del ciclo
celular, sustituyendo a la timidina durante la replicacion del ADN.

El estudio de la proliferacion celular se llevo a cabo de la siguiente manera:

En el caso del modelo de tratamiento con LA tras CR a corto y largo plazo in vivo, a los
animales se les administrd por via intraperitoneal una dosis diaria (100 mg/kg) de una solucion
de BrdU (Sigma Aldrich, Espana) disuelto en tampén Tris 0,1 M a pH 7,4, los dos primeros dias
tras la operacién (Figuras 19 y 20). Por otra parte, en el caso del modelo de tratamiento con LA
y BMDC tras CR in vivo, a los animales se les administré por via intraperitoneal una dosis diaria
(50 mg/Kg) de una solucion de BrdU disuelto en tampdn Tris 0,1M a pH 7,4 durante cinco dias
consecutivos empezando el tercer dia tras la operacion (Figura 22).

En el disefio experimental del tratamiento con LA tras CR realizado a corto plazo, los
animales fueron sacrificados a los 15 dias para determinaciones inmunohistoquimicas (n=6
para cada uno de los grupos) y microscopia electronica (n=4 para los grupos de CR y CR+LA)
(Figura 19). En el caso del disefio experimental realizado a largo plazo, los animales fueron
sacrificados a los 60 dias para determinaciones inmunohistoquimicas (n=6 para cada uno de
los grupos) (Figura 20). Por ultimo, en el modelo de tratamiento con LA y BMDC tras CR, los
animales fueron sacrificados a los 8 dias de la operaciéon para realizar determinaciones
bioguimicas (n=4 para cada uno de los grupos) e inmunohistoquimicas (n=5, para cada uno de
los grupos), y a los 16 dias para determinaciones inmunohistoquimicas (n=5 para cada uno de
los grupos) (Figura 22). De manera adicional, dos animales del grupo CR+BMDC y dos
animales del grupo CR+BMDC+LA fueron sacrificados a los 6 dias de la operacién para

detectar la presencia de células trasplantadas en este punto.

2.3.4. Extraccion de células derivadas de la médula 6sea

Tras 24 horas de la CR, se realizo la extraccion de las BMDC. Dos ratones GFP" se
sacrificaron por dislocacion cervical. Sus huesos fémur, tibia y los huesos de la cadera se
extrajeron en un ambiente aséptico y se realizo la rotura del extremo superior € inferior de los
huesos con la ayuda de unas pinzas, dejando expuesto el canal medular. Rapidamente,
mediante una jeringa se lavé la cavidad medular con PBS 0,1 M a pH 7,2. La suspension
celular obtenida se paso6 a través de un filtro de nylon de 50 ym, eliminando asi las fibras y
restos de tejido. La médula asi obtenida se lavd con PBS y se procedio al lisado de los
eritrocitos por choque osmatico con cloruro amoénico a temperatura ambiente (RT; room
temperature). Finalmente, se centrifugd para resuspenderla a una densidad de 10-5x10°

células/pL. Las células asi preparadas estaban listas para ser trasplantadas (Figura 22).
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2.3.5. Inyeccion/trasplante intracerebral de células derivadas de la médula
Osea

La suspension concentrada de BMDC (10-5x10° células/pL) se cargd en una aguja
Hamilton adaptada a un microinyector y se administr6 intracranealmente a una velocidad de
0,84 pl/min con la ayuda del estereotaxico. El volumen de suspensién celular (0,14 L) se liberd
en cuatro diferentes puntos a lo largo del axe dorsal (D: -1,4/-1,2/-1,0/-0,8). Ademas, para dar
tiempo a las células a asentarse, tras cada inyeccién se esperaron 2 min y posteriormente se
extrajo el inyector suavemente, minimizando asi la pérdida de células del sitio de inyeccion.

Por lo tanto, las células fueron dispersadas en cuatro diferentes profundidades
permitiendo una distribucion mas uniforme en el parénquima cerebral y evitando tanto un dafio
secundario no especifico, debido a una gran acumulacién de células en un Unico punto, asi

como el desgarro del tejido debido al volumen de inyeccion.

3. Obtencion y procesado de muestras

3.1. Obtencién de muestras para determinaciones bioquimicas

Para la obtencion de las muestras de los cultivos de la corteza cerebral destinadas a
las determinaciones de GSG, GSSG y glutamico, se recolectaron las células de los 9 pocillos
de cada uno de los grupos de estudio. Se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min y tras quitar
el sobrenadante, el pellet celular se conservé a -80 °C hasta su uso.

Del mismo modo, las muestras obtenidas del tratamiento de LA en un estrés oxidativo
ex vivo provocado mediante la estimulacién de la peroxidacion lipidica a partir de sales de Fe
(I1) y acido ascorbico, se congelaron a -80 °C hasta que se realizé el andlisis de GSH, GSSG y
glutamato mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC; high pressure liquid
chromatography). Asi como el analisis de MDA también mediante HPLC.

Para la obtencién de las muestras de los estudios realizados in vivo mediante CR que
se destinaron a determinaciones bioquimicas, los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical, se extrajo el cerebro y se realizé la diseccion de la zona lesionada con la ayuda de un
sacabocados (2 mm de diametro interno). Este material se conservé a -80 °C hasta su

utilizacion.
3.2. Obtenciéon de muestras para determinaciones inmunohistoquimicas

3.2.1. Perfusién con paraformaldehido al 4 %

La fijacion tiene como principal objetivo la interrupcién de los procesos de degradacion
que aparecen tras la muerte celular, asegurando la maxima conservacion de las estructuras
tisulares y celulares y de las caracteristicas quimicas del tejido. No existe un método de fijacion
ideal, por lo cual debe adecuarse a cada tejido y/o estudio. En este estudio se optd por el
proceso de perfusion transcardiaca y para ello se empled una solucion de paraformaldehido
(PFA, J.T.Baker, Deventer, Holanda) al 4 % en suero fisioldgico salino (NaCl 0,9 %)y pH 7,5,
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que proporciona una fijacion uniforme de alta calidad y que conserva la estructura celular y
tisular a gran escala en el SNC.

Los animales fueron sacrificados por sobredosis de pentobarbital sédico que es un
eutanasico (Dolethal, Vetoquinol especialidades veterinarias, S.A., Madrid, Espafia). Antes de
comenzar la perfusion se lavé la bomba de perfusiéon (Minipuls 3 Gilson, Villiers, Francia) con
solucién salina y se purgdé para eliminar las burbujas. A continuacion, alcanzado el plano
quirargico (ausencia del reflejo podal) se colocé el animal en posicion de decubito supino en un
bloque y se inmovilizd. Se realizd un corte sobre el esternén lo suficientemente largo para
exponer el final del esternén. Se pinzé el mismo, se cortd el diafragma y se realizaron ambos
cortes laterales en las costillas. Asi pues, se agarré el final del esternén y se estiré hacia la
cabeza para exponer el corazén. A partir de este momento el animal ya no puede respirar pero
el corazén sigue funcionando por un corto periodo de tiempo. Es importante empezar el
proceso de fijacion antes de la abolicion del latido cardiaco, a raiz del cual empezaria el
proceso de coagulacion. Por tanto, rapidamente se introdujo una canula dentro del corazoén,
entrando por el ventriculo izquierdo. Posteriormente, se encendi6 la bomba y rapidamente con
unas tijeras de microdiseccion se realizd una pequefa incision en la auricula derecha para
evitar el exceso de presién en el corazon y facilitar la circulacion de retorno. Se lavé el sistema
con salino durante 10 min para el caso de las ratas y durante 3 minutos para el caso de los
ratones. Finalmente, se hizo fluir de modo continuo e ininterrumpido la solucion fijadora de PFA
al 4 % y se mantuvo durante 15-20 min en el caso de las ratas y durante 10-15 min en el caso
de los ratones. Una vigorosa contracciéon muscular es indicativa de la correcta fijacion animal.
Una vez perfundido el animal, se decapité a nivel de las orejas y se extrajo el cerebro completo
sin diseccionarlo. Las muestras se colocaron durante 24 h en la misma solucién fijadora de
PFA al 4 % a 4 °C para una postfijacion adicional por inmersion. Posteriormente, en el caso de
los cerebros de rata del modelo de tratamiento con LA tras CR a corto y largo plazo in vivo, se
cambiaron a una solucion de sacarosa al 30 % entre 24-48 h a 4 °C y se incluyeron en OCT,
(Sakura, Torrance, USA) para poder ser cortadas a 20 ym en el criostato (Leica, Heidelberg,
Germany). Los cortes fueron guardados a -80 °C hasta su utilizacion. Por otra parte, en el caso
de los cerebros de raton del modelo de tratamiento con LA y BMDC tras CR in vivo, se
conservaron en tampon fosfato 0,1 M, a pH 7,4 (PB; phosphate buffer) con azida sédica al 0,05

% y 4 °C hasta que se cortaron a 50 ym en el vibratomo (Leica, Saint Louis, USA).

3.3. Obtenciéon de muestras para microscopia electrénica

Parte de los animales de los grupos CR y CR+LA del modelo de tratamiento con LA
tras CR a corto plazo in vivo fueron perfundidos con 100 ml de una solucién de NaCl al 0,9 % y
200 mL de PFA al 2 % mas glutaraldehido al 2,5 % (EMS, Hatfield, USA) disuelto en PB 0,1 M
a pH 7,4, para el estudio de microscopia electrénica. Una vez perfundidos, los cerebros fueron
extraidos y postfijados a 4 °C con la misma solucion de fijacion toda la noche (ON; overnight).
Los cerebros fueron entonces cortados con vibratomo a 200 um. Las secciones fueron
postfijadas con tetradxido de osmio al 1 % y glucosa al 7 % durante 1 h a RT, lavadas 3 veces

con acido malico e incubadas con acetato de uranilo durante 1 h (2 % en acido malico). Las
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secciones fueron lavadas con acido malico y deshidratadas con soluciones crecientes de
alcoholes (30°, 60°, 90°, 100°). Luego, se lavaron durante 2 min en oxido de propileno y se
embebieron en Durcupan (Fulka, Sigma Aldrich, St. Louise, USA). A partir de este momento el
procesado de las muestra se llevé a cabo segun el protocolo de Doetsch y colaboradores
(Doetsch et al., 1997).

4. Procedimientos y técnicas

4.1. Estudio in vitro

4.1.1. Determinacidn de la viabilidad celular mediante MTT

Al finalizar el tratamiento respectivo a cada uno de los grupos que hemos detallado
previamente en el apartado 2.1.1.3. de material y métodos, se llevé a cabo la técnica de MTT
(Sigma Aldrich, Milan, ltalia) para determinar la viabilidad celular mediante el siguiente
protocolo:

1. Se cambié el medio de los pocillos por medio nuevo (10 % FBS-Pen/Strep-GIn).

2. Se anadieron 20 pyL de MTT a cada uno de los pocillos.

3. Se pusieron las células en el incubador durante 1 hora.

4. Se elimind el medio y se afadieron 50 yL de DMSO (Sigma Aldrich, Milan, Italia)
para lisar las células.

5. Tras 15 min se leyo la placa al espectrofotémetro (Genesys 20, Thermo Scientific,
Waltham, USA) (A=550nm).

Este ensayo colorimétrico se basa en la reduccion metabdlica del MTT realizada por la
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa de las células vivas en un compuesto coloreado
azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas.
Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferaciéon celular. La cantidad
de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido y cuantificado mediante

un espectrofotémetro (Park et al., 2010).

4.1.2. Determinacion de la viabilidad celular mediante

inmunofluorescencia de ioduro de propidio/hoechst

Por otra parte, al finalizar el tratamiento respectivo a cada uno de los grupos
mencionados en el apartado 2.1.1.3. de material y métodos, se llevd a cabo una
inmunofluorescencia de ioduro de propidio/Hoechst (PI; propidium iodide) (Sigma Aldrich,
Milan, Italia) mediante el siguiente protocolo:

1. Se afadioé a cada pocillo el medio (10 % FBS-Pen/Strep-GIn) con el Pl (3 mL de
medio + 15 yL de PI)

2. Se incub6 20 min a RT

3. Se afiadio 2 pL de Hoechst en cada pocillo y se agito la placa

4. Se incub6 10 minutos a RT
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5. Se retiré el medio y se lavé con PBS 1X

6. Finalmente, se afiadié medio a cada pocillo para realizar las fotos en el microscopio
invertido de fluorescencia (Nikon) (3 fotos por pocillo).

Esta es una técnica de marcaje fluorescente para los acidos nucleicos. De esta forma
se marca la degradacion del ADN justo en el momento del andlisis. Cuando las células en
cultivo sufren apoptosis, al no ser fagocitadas, sufren una necrosis secundaria al proceso
apoptético, por lo tanto puede incrementar el niumero de células que dan positivo en PI, ya que
el Pl es impermeable a la membrana de células no danadas, de tal forma que permite distinguir
entre células viables y muertas, puesto que solo las muertas emitiran fluorescencia (Jung et al.,
2010).

4.2. Estudio in vitro y ex vivo

4.2.1. Determinaciones bioquimicas

4.2.1.1. Determinacién de proteinas (Método de Lowry)

El método consiste en la realizacion de una curva patrén de concentraciones crecientes
de albumina de suero bovino (BSA; bovine serum albumin). Tras la adicion de las soluciones
de trabajo y del reactivo de Folin, se mide la absorbancia de cada uno de los tubos de ensayo
en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 696 nm. La absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de proteinas, por tanto, con los valores de absorbancia
obtenidos para los distintos estandares se obtiene la recta patrén y por interpolacion se
cuantifican las concentraciones de proteinas de las muestras que estan siendo analizadas.

La determinacion se realizé segun el procedimiento descrito por Lowry y colaboradores
(Lowry et al., 1951) con las modificaciones que a continuacién se detallan.

La soluciones que se utilizaron fueron:

- Solucion 1: Na,COj; (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) al 4 % + NaOH (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa) al 0,8 %, en 1 litro de agua bidestilada.

- Solucién 2a: CuSO, (Guinama, Valencia, Espana) a 1,25 mM, en 1 litro de agua
bidestilada.

- Solucion 2b: C4H4KNaOg (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) a 1,42 mM, en 1 litro de
agua bidestilada.

Las soluciones 1, 2a y 2b se conservaron a 4 °C hasta su utilizacion.

- Solucion 3: Reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) diluido a 1 N.

- Solucion 4: Estandar de 1 mg/ml de BSA (Sigma-Aldrich, Madrid, Espania).

Las soluciones 1, 2 y 3 se prepararon en el momento previo a su uso:

Solucién 1+2 = solucién 1: solucion 2a: solucién 2b (2:1:1).

Solucién 3 diluida 1:2 con agua bidestilada

Para llevar a cabo el procedimiento primero se prepararon tubos de ensayo de la curva
patron con cantidades diferentes de la solucion 4 (0, 10, 25, 50, 75y 100 uL) y se ahadi6 agua

bidestilada hasta un volumen de 200 pL. Los tubos de ensayo donde se afadieron las
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muestras contenian 25 pyL de muestra y 175 pL de agua bidestilada. Tanto la curva patrén
como las muestras se hicieron por duplicado. Posteriormente, a cada tubo de ensayo se le
anadié 1 ml de la solucion 1+2. Se dej6 reaccionar durante 10 min a RT y en oscuridad, tras lo
cual se anadieron 100 pL de la solucion 3 a cada uno de los tubos. Se agité bien y se espero
durante 20 min a RT y en oscuridad. Pasado este tiempo se midi6 la absorbancia de cada uno
de los tubos de ensayo en el espectrofotdmetro (Genesys 20, Thermo Scientific, Waltham,
USA) a una longitud de onda de 696 nm. La absorbancia a 696 nm es directamente

proporcional a la concentracién de proteinas.

4.2.1.2. Determinacion de las concentraciones de glutation, glutation disulfuro y
glutamato.

La concentracion de GSH en las distintas muestras se determiné por el procedimiento
descrito por Reed y colaboradores (Reed et al., 1980). El método se basa en la reaccién del
acido iodoacético con los grupos tioles para formar derivados carboximetilos seguido de una
derivatizaciéon cromoéfora de los grupos amino con el reactivo de Sanger o 1-fluoro-2,4-
dinitrobenceno (DNFB) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) dando lugar a derivados 2,4-
dinitrofenil (DNP; 2,4-dinitrophenyl). Estos derivados son rapidamente separados por HPLC; lo
que permite la cuantificacion de niveles nanomolares de GSH, GSSG y aminoacidos
relacionados. Los valores de glutamato, GSH y GSSG se refirieron a los niveles de proteinas
determinadas por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

Se empled un equipo de HPLC (Gilson, Middleton, USA) que consta de los siguientes
componentes:

+ Bombas cromatogréficas: Gilson 322 Pump.

+ Detector: Gilson 156 UV/VIS.

¢+ Lampara UV y visible.

+ Desgasificador: Gilson 864

+ Autoinyector: Gilson 234 con bucle de 100 L.
+ Gilson serial Input /Output Chanel (GSIOC).

¢ Ordenador 486/50 Hz.

¢ Programa informatico: Unipoint TM System.

La columna para la determinacion cromatografica fue una Kromasil Amino 5 ym, de
250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos, Barcelona, Espafa). Las condiciones iniciales del flujo fueron
de 1 mL/min, 80 % de la fase movil Ay 20 % de la fase movil B. Estas condiciones iniciales se
mantuvieron durante 10 min, seguidas de un gradiente lineal hasta el 95 % de la fase movil B
durante 40 min y reequilibrado con las condiciones iniciales durante 10 min previos al analisis
de la siguiente muestra. La longitud de onda utilizada fue de 365 nm. El rango del detector
ultravioleta empleado fue 0,005 y el tiempo de respuesta de 5 segundos. La inyeccién de cada

muestra se realiz6 automaticamente con un autoinyector con capacidad para 45 muestras.
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La fase movil A se prepardé con metanol HPLC (J.T. Baker, Deventer, Holanda) al 80 %
en agua HPLC y la fase moévil B se prepar6 con acetato sodico (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia) 5 M en acido acético glacial (J.T. Baker, Deventer, Holanda) mas agua HPLC. Una
vez disuelto se diluyé en 80 % de fase A. Posteriormente, se filtraron a través de un filtro-
membrana de celulosa de 0,2 ym (Sartorius stedim biotech, Madrid, Espafa). La solucién
madre de calibracion se preparé diariamente y se conservé en nevera a 4 °C. Dicha solucion
madre consistié en una concentracion de 10 mM de glutamato, GSH y GSSG reducido en agua
ultrapura.

La solucién 1 es una preparacion de acido iodoacético 100 mM (Sigma-Aldrich, Madrid,
Esparfia) y m-cresol 0,2 mM (Acros Organics, New Jersey, EE.UU). Esta solucion permanece
estable dos semanas tras su preparacion y se mantiene a 4 °C protegida de la luz. La solucion
2 es una preparacién de 10 M de KOH (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) y 3 M de KHCO;
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), solucién estable a 4 °C. La solucién 3 es una preparacion de
DNFB al 15 % v/v en etanol absoluto HPLC (J.T. Baker, Deventer, Holanda). Este se preparo
fresco cada dia y se conservé a 4 °C protegido de la luz.

Para cada una de las determinaciones en tubos de 1,5 mL se prepararon un blanco y
una curva de calibracion de estandares: 0—20-40-60-80 y 100 uyM para las dos formas del
glutation; GSH (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) y GSSG (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y de
0-200—400-600-800 y 1000 uM para el glutamato (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).
Posteriormente, en tubos de 1,5 mL se afiadieron 20 pL de la solucion 1 a 100 yL de muestra 'y
de los estandares, previamente acidificados y congelados. El pH se ajusté a 8,5-9 al afadir 30
ML de la solucion 2, tras este paso se incubaron los tubos 30 min en oscuridad a RT.
Finalmente, se anadieron 100 pyL de la soluciéon 3 para formar los derivados DNP, que
requieren de un minimo de 4 horas a 4 °C en oscuridad para formarse.

En caso de que las muestras no se vayan a analizar tras un tiempo de incubacion de
24 horas a 4 °C, las muestras se almacenan a -20 °C durante un maximo de 20 dias.

Tras el tiempo de incubacién, los tubos se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 min y
el sobrenadante se utilizd6 para su analisis en el equipo de HPLC. La cantidad minima de

muestra inyectada fue de 115 uL para tener la seguridad de llenar el bucle de 100 L.

4.3. Estudio ex vivo

4.3.1. Determinaciones bioquimicas

4.3.1.1. Determinacion de la concentracion de Malondialdehido

Para la cuantificacion del malondialdehido (MDA) de las muestras de homogenado de
cerebro tras el ensayo de peroxidacion lipidica, utilizé una modificacion del método de Richard
y colaboradores (Richard et al., 1992), en el cual se determina el nivel del complejo formado
entre el MDA con el acido tiobarbiturico (TBA, thiobarbituric acid) en base a la reaccion de dos

moléculas de TBA con una de MDA.
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Para la determinacién de la concentracion de MDA se emple6é el siguiente
equipamiento:

-Bombas cromatograficas: Waters 1525 binary HPLC Pump
-Detector de fluorescencia: Waters 2475 Multi A fluorescence
-Inyector: Waters 717 plus Autosampler con bucle de 50 uL
-Controlador Multiport modelo RS.232.

-Ordenador: IBM Windows

-Programa informéatico: Data System MT2

La columna empleada para la determinacién cromatografica fue la Kromasil C18 Amino
5 um, 250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos, Barcelona, Espafia). Las condiciones del flujo fueron de
1,0 ml/min. La longitud de onda de excitacién fue de 532 nm y la de emisiéon de 553 nm. El
voltaje del detector de fluorescencia empleado fue de 600 voltios y la respuesta de 2 segundos.
La inyeccion de cada muestra se realizé manualmente con una jeringuilla de 100 uL tipo
Hamilton (Reno, Nevada)

La preparacion de las soluciones empleadas se realizé del modo siguiente:

La fase movil se prepara con tampén fosfato 50 mM a pH 6 y metanol (mezclados en
proporcién 580 mL de tampon y 420 mL de metanol). Posteriormente, la fase movil se filtra a
través de un filtro-membrana de celulosa de 0,2 um. (Sartorius stedim biotech, Madrid,
Espafia).

La soluciéon madre de calibracién se prepara previo a su uso y se conserva a 4 °C.
Dicha solucion madre consiste de 20 mM de 1, 1, 3, 3-tetraetoxipropano (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa) en etanol absoluto HPLC.

La solucion de trabajo consiste en una preparacién de TBA (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia) al 0,37 % y acido perclérico (Panreac, Barcelona, Espafa) al 6,4 %, 2:1 viv
respectivamente. La solucion de trabajo también se prepara de forma diaria previamente a su
uso.

El procedimiento experimental seguido fue el siguiente:

Para la determinacién del MDA se prepararon en tubos de 1,5 mL un blanco y una
curva de calibracion de estandares: 0-0,2-0,4-0,5-1-1,5 y 2 yM. Se tomaron 100 uL de los
patrones y de las muestras y se mezclaron bien con 75 pL de la solucion de trabajo en tubos de
2 mL. A continuacion, se incubaron los tubos sellados con teflén en un bafio con agua a 95 °C.
Para detener la reaccién se enfriaron los tubos 10 min en un bafo con hielo (se mantendran en
hielo hasta el siguiente paso). Posteriormente, se centrifugaron las muestras 10 minutos a
12.000 rpm a 4 °C.El aducto MDA-TBA es inestable a pH neutro, por ello cada muestra y patron
se neutraliza 10 min antes de cada inyeccion.

De este modo, se neutralizé el sobrenadante obtenido en el paso anterior con hidroxido
potasico a 0,7 M (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana). Se neutraliz6 hasta obtener un pH de 6, esto
se comprueba aplicando unos microlitros de muestra en tiras de papel indicadoras de pH
universal pH 1-11 (Macherey-Nagel, Hoerdt, Francia). Una vez se ajusto el pH se centrifugaron
las muestras durante 1 min a 12.000 rpm, con la finalidad de precipitar las sales insolubles que

podrian interferir en la determinacion. Finalmente, se filtraron 100 yL de muestra con filtros de
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jeringa no estériles y se inyectaron en el equipo de HPLC. La cantidad de muestra inyectada

fue de aproximadamente 100 uL para tener la seguridad de llenar el bucle de 50 pL.

4.4. Estudio in vivo

4.4.1. Determinaciones bioquimicas

4.4.1.1. Determinacion de proteinas (Método de Bradford)

Como se habia especificado anteriormente, tras el sacrificio de los animales
criolesionados y sus respectivos controles destinados a determinaciones bioquimicas, se
extrajo el cerebro y se realizdé la diseccion de la zona lesionada con la ayuda de un
sacabocados, siendo los bloques extraidos de 2 mm de diametro y 1,5 mm de profundidad y
este material se conservé a -80 °C hasta su utilizacion para la determinacion de proteinas por
el método de Bradford y la metodologia de western blot.

Este método se usa para cuantificar las proteinas de las muestras destinadas a
western blot, y se basa en el procedimiento descrito por Bradford (Bradford, 1976).

En primer lugar se realizd una recta patrén de concentraciones conocidas (0-0,5-1-5-
10-20 y 50 pg) de la proteina BSA. Para ello se mezcl6 reactivo de Kit de deteccion “Bio-rad
protein assay” (Bio-rad, Hercules, EEUU) diluido 1:5 en agua bidestilada con la cantidad de
proteina correspondiente hasta 1 ml. Para cuantificar las proteinas de las muestras se
afnadieron 2 ul de muestra y hasta 1 ml de reactivo de kit de deteccion y se esperaron 5 min
para que se produjese la reaccién. La absorbancia de la reaccién colorimétrica se midié a 595
nm en un espectrofotdmetro. Con los valores de absorbancia obtenidos se cuantificaron las
concentraciones de proteinas de las muestras puesto que la absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de proteinas.

4.4.1.2. Electroforesis y Western blot para Caspasa 3, COL4A2, BDNF, TNF alpha y NFkB

La metodologia de western blot empleada esta descrita en “Current Protocols in Protein
Science” (Laki et al., 1958).

Este procedimiento consiste en la migracion de proteinas del tejido fraccionado por
medio de una electroforesis desnaturalizante en geles de acrilamida. Estas proteinas una vez
que se han separado en el gel por su tamafo, se transfieren a una membrana de nitrocelulosa.
La presencia de las proteinas se pone de manifiesto por medio de anticuerpos especificos
ligados a un sistema de deteccion y visualizacion.

El procedimiento experimental que se utilizo fue el siguiente:

1. Aislamiento de las proteinas: las muestras obtenidas de la zona criolesionada de los
animales se homogenizaron en un tampon de lisis (150 mM NaCl (Sigma Aldrich, Madrid,
Espafa), 1 % Triton (Sigma Aldrich, Madrid, Espana), 1 mM Ditiotreitol (DTT) (Sigma Aldrich,
Madrid, Espafia), 50 mM Tris a pH 8,0 mas un coctel de inhibidores de proteasas (Complete
Mini, Roche, Mannheim, Alemania) y de fosfatasas (10 mM NaF,1 mM NazVO, (J.T. Baker,

Deventer, Holanda)) y con la ayuda mecanica de un pistilo para tubos conicos de 1,5 mL.
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Posteriormente, se incubaron durante 30 min en hielo. Tras la centrifugacion de los lisados
(20.800 g, 20 min) se recogio el sobrenadante para su posterior cuantificacion.

2. Cuantificacion de la proteinas: la cuantificacion de las proteinas se realizé mediante
el método de Bradford (Bradford, 1976) descrito previamente en el apartado 4.4.1.2. de
material y métodos.

3. Migracioén electroforética en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): la electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realiz6 en cubetas Mini Trans-Blot Transfer Cell (Bio-Rad,
Hercules, USA) en geles del 7,5y 11 % de poliacrilamida al 40 % (Bio-rad, Hercules, USA),
cargando 60 ug de proteina total. Antes de realizar la carga, se afiadié a las muestras tampodn
de carga 5X compuesto de 15 % sodio dodecil sulfato (SDS) (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia);
50 % glicerol (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia); 0,1 % azul de bromofenol (Sigma Aldrich,
Madrid, Espafia); 312,5 mM Tris-HCI (Sigma Aldrich, Madrid, Espana) a pH 6,8; 16 % [3-
mercapto-etanol (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia). Seguidamente, se calentaron a 95 °C
durante 5 min y se centrifugaron 1 min a 13.000 rpm.

Para la separacion por electroforesis vertical en los geles de poliacrilamida, se cargaron
las muestras y se utilizé un tampén compuesto por 50 mM Tris, 27 mM glicina (Sigma Aldrich,
Madrid, Espafia) y 0,1 % SDS. La electroforesis se realizé a 200 V durante 60 min. Como
patréon para identificar el peso molecular de las proteinas se utilizo el marcador de peso
molecular SeeBlue Plus 2 Pre-stained estandar (Invitrogen, Lifetech, Madrid, Espafia).

4. Transferencia: la transferencia se realiz6 en un equipo Mini Protean 3 (Bio-Rad,
Hercules, USA) y a una membrana de nitrocelulosa, Amersham Hybond ECL (GE Healthcare
Life Sciences, Barcelona, Espafa) durante 60 min a 300 mA, con un tampdén compuesto por 20
% metanol, 20 mM Tris y 150 mM glicina.

Transcurrido ese tiempo, las membranas se tifieron en una solucién de rojo Ponceau
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) para comprobar la eficiencia de la transferencia.
Seguidamente, las membranas se lavaron con PBS-T (PBS 0,01 M pH 7,5 + Tween-20 0,1 %
(Qbio gene, Carlsbad, USA)) y se incubaron en solucion de bloqueo (5 % de leche descremada
en polvo en PBS-T) durante 60 min a RT y en agitacion.

5. Incubacién con el primer y segundo anticuerpo: a continuaciéon las membranas se
incubaron con los respectivos anticuerpos primarios (Tabla 1) diluidos en PBS-BSA 3 %-azida
0,01 % ON a 4 °C en reposo.

Posteriormente, se lavaron en PBS 0,01 M a pH 7,5 durante 15 min para eliminar los

restos de anticuerpo.
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Anticuerpo 12 Nombre Dilucion Casa comercial Referencia
Capase-3 (H-277) ) Santa Cruz, Dallas,
Capase-3 rabbit 1:1000 USA sc-7148
Cleaved Capase-3 Cell signalin
Cleaved Capase-3  (Asp 175)(5A1)  1:1000 € sighaiing, #9664
. Leiden, Holanda
rabbit
COL4A2 (T-15) ) Santa Cruz, Dallas,
COL4A2 rabbit 1:200 USA sc-70246
BDNF (N-20) ) Santa Cruz, Dallas,
BDNF rabbit 1:1000 USA sc-546
TNFa TNFa (52B83) 1:200 Santa Cruz, Dallas, «c-52746
mouse USA
NFkB p65 (C-20) Santa Cruz, Dallas,
NFkB 1 -372
« rabbit >00 USA se:3
Actina anti-B-Actin- 1:25000 Sigma Aldrich, A3854

Peroxidase mouse

Madrid, Espafia

Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios utilizados para WB. Se detallan su nombre comercial y

completo, la dilucién a la que se ha usado, su casa comercial y su referencia del catalogo.

Tras estos

lavados,

las membranas se

incubaron durante 60 min con los

correspondientes anticuerpos secundarios (Tabla 2) diluidos en solucion de bloqueo y unidos a

peroxidasa de rabano (HRP; horseradish peroxidase) y se volvieron a realizar dos lavados de

10 min cada uno con PBS-T y un ultimo lavado de PBS 0,01 M a pH 7,5 durante 10 min.

Anticuerpo 22 Nombre Dilucion Casa comercial Referencia
. Anti- mouse IgG- . Thermoscientific,
Anti-mouse HRP (Fc) 1:5000 Waltham, USA 31437
Anti-rabbit A"t'A;an:DF'E)'gG' 1:5000  Santa Cruz, Dallas, USA  sc-3837

Tabla 2. Lista de anticuerpos secundarios utilizados para WB. Se detallan su nombre comercial y

completo, la dilucion a la que se ha usado, su casa comercial y su referencia del catalogo.

La deteccion de las proteinas se hizo mediante quimioluminiscencia empleando el kit

ECL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Las membranas fueron analizadas con un
lector de imagenes por quimioluminiscencia con la ayuda del equipo ImageQuant LAS 4000
(GE Healthcare, Barcelona, Espafia) y el programa informatico de analisis de imagen

ImageQuant TL (GE Healthcare, Barcelona, Espana).
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4.4.2. Tincién de hematoxilina-eosina

El fundamento de cualquier método de tincién radica en la propiedad que poseen todos
los tejidos para incorporar y fijar, de manera variable, diversas sustancias capaces de tefir
llamadas colorantes.

Para el estudio histolégico macro y microscépico se realizé la tincion de hematoxilina-
eosina (HE). En esta tincidn se usan dos colorantes, el colorante basico, la hematoxilina, que
tifne las estructuras acidas como la cromatina de color azul purpureo, y la eosina que al ser
acida tifie estructuras basicas como las proteinas citoplasmaticas de color rosaceo.

Para ello, se hidrataron las muestras con alcoholes de graduaciones decrecientes, se
sumergieron en agua y se incubaron en hematoxilina de Harris (Sigma Aldrich, Madrid,
Espana) durante 5 min. Seguidamente, se pasaron 5 segundos por etanol clorhidrico y se
lavaron con agua. Por ultimo, se incubaron en eosina (Sigma Aldrich, Madrid, Espafa) al 2 %
durante 2 min, se deshidrataron y se fijaron los cubreobjetos con medio de montaje Eukitt
(Sigma Aldrich, Madrid, Espafa).

4.4.3. Determinaciones inmunohistoquimicas

Las técnicas de inmunohistoquimica consisten en la identificacion in situ de un
constituyente celular o tisular mediante la interaccion especifica antigeno-anticuerpo, que es
identificada por medio de un marcador visible.

Los anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de deteccion inmunohistoquimica

se detallan en la tabla 3 y los anticuerpos secundarios en la tabla 4 (Tablas 3 y 4).

4.4.3.1. Técnica de inmunoperoxidasa
La inmunohistoquimica por actividad peroxidasica se basa en revelar el antigeno de
interés por una reaccion enzimatica conjugada al anticuerpo primario o secundario, que hace

precipitar un croméforo que puede visualizarse al microscopio 6ptico con la luz transmitida.

4.4.3.1.1. Inmunohistoquimica para BrdU

Una vez seleccionados los cortes, se realizaron lavados con PBS 0,01 M a pH 7,5.
Antes de llevar a cabo la unién del anticuerpo es necesario hacer accesible el ADN al
anticuerpo primario. Para ello se llevé a cabo un desenmascaramiento:

Las muestras se introdujeron en un bafio de PBS-Tritén + Metanol 10 % durante 20
min, a RT y en agitacion. A continuacion, los cortes se introdujeron en un bafio con tampén
citrato 10 mM a pH 8 hirviendo y se mantuvieron en agitacion durante 30 min a RT.
Seguidamente, los portas se colocaron en HCI 2 N durante 30 min a 37 °C. Ademas, el HCI se
atemperd previamente a 37 °C. Luego, los portas se colocaron en un bafio de tampoén borato
0,1 M a pH 8,5 durante 10 min a RT y en agitacion, tras lo cual se realizaron lavados con PBS
0,01 MapH7,5.

Tras el desenmascaramiento, se procedid a realizar el bloqueo de la peroxidasa
enddgena para evitar la reactividad propia del tejido. Para ello se incubaron los portas con una

solucion de H,O, al 3 % en PBS-Tritén 0,1 % + 10 % metanol durante 15 min, a RT y en
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oscuridad. Seguidamente, se realizé el bloqueo de la reaccion de fondo inespecifica, poniendo
los cortes 60 min a RT en solucién conocida como tampon de bloqueo (TB), formada por FBS
al 20 % en PBS—Triton 0,1 %. Ademas, se recurre al uso del tritbn como detergente con el fin
de permeabilizar la membrana y facilitar la penetracién del anticuerpo para que alcance los
antigenos que se quieren detectar.

A continuacién, se diluyd el anticuerpo primario rata anti BrdU (1:200; Abcam,
Cambridge, UK) en el TB y se incubaron los cortes con esta solucion ON y en oscuridad a 4 °C

en una camara humeda (Tabla 3).

Anti P . .
n |c11;erpo Nombre Marcaje Dilucion Casa comercial Referencia
BrdU Rat anti-BrdU Proliferacion  1:200 Abcam, ab6326

’ Cambridge, UK
Rabbit anti-ionized
. - . , Wako, ka,
Ibal calcium binding adapter Microglia 1:200 axo (?sa @ 019-19741
Japon
molecule 1
GFAP Rabbit z.an.tl-gllal flbrlllar Astrocitos 1:500 Dakg, Glostrup, 70334
acidic protein Dinamarca
Cola Abcam,
Collagen IV Rabbit anti-Collagen IV ~O.28cn9 V3305 1500 cam ab6586
sanguineos Cambridge, UK
Mouse anti- -
ED1 macrophages/monocytes Macréfago 1:200 Merck Millipore, MAB1435
. Temecula, USA
antibody, clone ED-1
Mouse anti-MAP2 alexa Neuronas ) Merck Millipore,
MAP2 fluor 488 conjugated maduras 1:150 Temecula, USA MAB3418X

Tabla 3. Lista de anticuerpos primarios utilizados para técnicas de inmunohistoquimica. Se detallan su

nombre comercial y completo, el marcaje, la dilucién a la que se ha usado, su casa comercial y su referencia
del catalogo.

Al dia siguiente, se lavaron los cortes con PBS 0,01 M a pH 7,5 y se incubaron con el
anticuerpo secundario biotinilado (1:200; Vectastain, California, USA), diluido en TB durante 60
min a RT en una camara humeda. En este caso el anticuerpo secundario utilizado es
biotinilado, es decir, unido covalentemente a una pequefa proteina, biotina, que servira como
sitio de anclaje para amplificadores de sefial. Seguidamente se llevé a cabo la incubacion con
el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC, Vector Laboratories, Burlingame, USA) durante 1
h a RT. Este complejo actua como el amplificador de sefal, triplicandola ya que la avidina, un
homotetramero, se une a la biotina con la que estd marcado el anticuerpo primario.
Transcurrido el tiempo, los cortes se lavaron con PBS 0,01 M a pH 7,5 y se revelaron con
tetracloruro de la diaminobenzidina (DAB) (Vector Laboratories, Cambridgeshire,UK). Una vez
se observd que las muestras iban adquiriendo un cierto color marrén, se cortd la reaccién

lavando con H,O bidestilada. EI DAB es el cromégeno mas popular de la actividad
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peroxidasica, en la reaccion el H,O, actia como un sustrato enzimatico y el DAB es el donante
de electrones que como resultado lleva a la oxidacién del DAB que forma un precipitado
coloreado marron e insoluble. Finalmente, los cortes se lavaron bien con PBS 0,01 M a pH 7,5,
se deshidrataron con etanol de graduaciones crecientes y se montaron con medio de montaje
Eukitt.

4.4.3.1.2. Inmunohistoquimica para Iba1, GFAP, Collagen IV

En el caso de estas inmunohistoquimicas con los diferentes marcadores de glia y vasos
sanguineos, el protocolo seguido fue el mismo descrito en el apartado 4.4.3.1.1. de material y
métodos, pero sin realizar los pasos correspondientes al desenmascaramiento, ya que estos
anticuerpos se sitlan de manera accesible en el citoplasma. Por lo que, tras los lavados con
PBS 0,01 M a pH 7,5 y el bloqueo de la peroxidasa endégena con la soluciéon de H,O, 3% en
PBS-Tritén 0,1 % + 10 % metanol durante 15 min, a RT y en oscuridad, los cortes se incubaron
60 min con el TB. Posteriormente, se incubaron ON con el anticuerpo primario adecuado
diluido con el TB (Tabla 3).

Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados en PBS-Triton 0,1 % y se incubaron los cortes
con el anticuerpo secundario adecuado (Tabla 4). Finalmente, se lavaron con PBS 0,01 M pH
7,5, se incubaron con ABC, se revelaron con DAB, se deshidrataron y se montaroncon medio
de montaje Eukitt.

Anticuerpo Eolonce
20 P Nombre emision o Dilucion Casa comercial Referencia
revelado
Biotinilado Biotinilated anti-rat , . Vectastain, California,
rat 1gG (H+L) Marrén 1:200 USA BA-9400
Biotinilado Biotinilated anti- , Vectastain, California,
M 1:200 PK-6101
rabbit rabbit 1gG (H+L) arron USA
Alexa Fluor Alexa 488- Molecular Probes,
488 conjugated anti- Verde 1:200 Llinars del Valles, A11008
rabbit 1gG (H+L) Barcelona
Cy3' conjugated . Jackson 115-165-
Cy3 anti-mouse IgG Rojo 1:200 Immunoresearch, 003
(H+L) Baltimore, USA
Alexa Fluor Alexa 488- Molecular Probes,
conjugated anti-rat Verde 1:200 Llinars del Valles, A11006
488
IgG (H+L) Barcelona
Alexa Fluor Alexa 594- Molecular Probes,
594 conjugated anti- Rojo 1:200 Llinars del Valles, A21207
rabbit IgG (H+L) Barcelona

Tabla 4. Lista de anticuerpos secundarios utilizados para técnicas de inmunohistoquimica. Se detallan su

nombre comercial y completo, el color de emisién o revelado, la dilucién a la que se ha usado, su casa

comercial y su referencia del catalogo.
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4.4.3.2. Técnica de inmunohistoquimica de fluorescencia

La inmunofluorescencia consiste en visualizar el antigeno de interés con un marcaje
realizado con un fluorocromo unido directamente al anticuerpo secundario que emite
fluorescencia a una longitud de onda especifica y que es detectada a través del microscopio de

fluorescencia.

4.4.3.2.1. Inmunohistoquimica de fluorescencia simple: GFAP, ED1, Collagen IV y MAP2

Todo el proceso se realizé en una camara humeda y en oscuridad.

Se seleccionaron los cortes y se lavaron previamente con PBS 0,01 M a pH 7,5. A
continuacion, se realizé el bloqueo con TB durante 2 h. Se incubaron con el anticuerpo primario
adecuado ON a 4 °C (Tabla 3).

Al dia siguiente, se realizaron lavados con PBS-Tritén 0,1 % e incubaron con el
anticuerpo secundario adecuado que lleva el fluoréforo durante 2 h (Tabla 4). Se lavaron
repetidamente con PBS-Triton 0,1 % y se montaron con medio de montaje que incluye DAPI
(Vectashield, Vector Lab, Cambridgeshire, UK). Para el caso de la inmunofluorescencia de
MAP2, se omitié el paso de incubacion con el anticuerpo secundario, puesto que el anticuerpo
primario y el secundario con el fluoréforo estaban unidos. Los cortes fueron observados en un

microscopio de fluorescencia a una longitud de onda adecuada al fluoréforo.

4.4.3.2.2. Inmunohistoquimica de fluorescencia de doble marcaje: CollagenlV/BrdU,
GFAP/BrdU, Iba1/BrdU y MAP2/BrdU

Para los estudios de colocalizacion el protocolo seguido es el siguiente:

Una vez seleccionados los cortes, se realizaron lavados con PBS 0,01 M a pH 7,5.

Seguidamente, se llevd a cabo el desenmascaramiento y bloqueo de la peroxidasa
enddgena siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.4.3.1.1.de material y métodos.

A continuacion, se incubaron durante 60 min con TB y luego se diluyé el anticuerpo
primario rata anti BrdU (1:200; Abcam, Cambridge, UK) en TB y se incubaron los cortes con
esta solucion ON y en oscuridad a 4 °C. Al dia siguiente, se lavaron los cortes con PBS 0,01 M
a pH 7,5.y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 4), diluido en TB
durante 2h a RT.

Posteriormente, se realizaron lavados con PBS-Triton 0,1% e incubaron con el
anticuerpo primario adecuado para cada caso diluido en TB, ON y en oscuridad a 4 °C (Tabla
3). Al dia siguiente, se lavaron los cortes con PBS 0,01 M a pH 7,5 y se incubaron con el
anticuerpo secundario adecuado para cada caso (Tabla 4). Finalmente, se lavaron
repetidamente con PBS-Tritén 0.1 % y se utiliz6 medio de montaje que incluye DAPI. Los
cortes fueron observados en un microscopio de fluorescencia a una longitud de onda adecuada

a cada fluoréforo.
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5. Obtencién y tratamiento de los resultados

5.1. Obtencién de imagenes

5.1.1.Microscopia de campo claro

Las imagenes de las tinciones y las imagenes de las inmunohistoquimicas realizadas
mediante la técnica de inmunoperoxidasa fueron observadas al microscopio de campo claro
(Leica DM2000) y fotografiadas mediante una camara digital (Nikon DS-Fi1) unida al

microscopio.

5.1.2. Microscopia de fluorescencia y confocal

Las inmunofluorescencias obtenidas de las muestras fueron observadas al microscopio
de fluorescencia (Leica DM2000) y fotografiadas con una camara digital (Nikon DS-Fi1) unida
al microsocpio y/o con un microscopio confocal (Nikon, Confocal Microscope D-Eclipse C1) y

fotografiadas con una camara digital (Nikon DS-Fi1).

5.1.3. Microscopia electrénica de transmision

La microscopia electrénica de transmisién se basa en la irradiacion de una muestra
delgada con un haz de electrones de densidad de corriente uniforme. Para que se produzca la
transmisién de electrones a través de la muestra es necesario que ésta sea delgada (< 100
nm), ya que cuanto menor sea el espesor de la muestra mejor calidad de imagenes se puede
obtener. Parte de esos electrones son transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da
lugar a interacciones que producen distintos fendmenos como emision de luz, electrones
secundarios y Auger, rayos X, etc.

Todas estas sefales se pueden emplear para obtener informacion sobre la naturaleza
de la muestra como morfologia, composicion, estructura cristalina, estructura electrénica, etc.
De modo que, las muestras tratadas para este fin fueron observadas al microscopio electronico
de transmision (FEI Europe, Eindhoven, Netherlands) y se obtuvieron imagenes digitales de las
zonas colindantes a la lesién (Morada, Olympus Soft Image Solutions GmbH, Munster,

Germany).

5.2. Contaje y analisis estadistico

5.2.1. Estudio in vitro

Los datos de la técnica de MTT se obtuvieron mediante un espectrofotémetro

realizando la lectura a 550 nm. Luego se analizaron los datosy se realiz6 el andlisis estadistico
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de estos mediante el programa estadistico SPSS 17.0. Los datos se presentaron como el
porcentaje de viabilidad obtenido.

Por otra parte, para el estudio de la inmunofluorescencia de PI, se realizaron 3 fotos
aleatorias en cada pocillo mediante el microscopio de fluorescencia invertido, posteriormente
se llevd a cabo un contaje celular de las células marcadas con Hoechst y las células marcadas
con Pl de forma manual mediante el programa informatico adobe photoshop CS6 y por ultimo
los datos se analizaron y se determiné la diferencia estadistica mediante el SPSS 17.0. Los
datos se presentaron como el porcentaje de muerte celular obtenido.

En ambos casos, las diferencias estadisticas fueron medidas mediante el analisis de la
varianza de una via (one-way-ANOVA) seguido de Fishe’s LSD test para la comparacion de
mas de dos variables.

Los datos se representaron como la media + error estandar (SEM) y las diferencias
fueron consideradas significantes a p<0,05.

Los datos de las areas de GSH, GSSG y glutamato se determinaron mediante HPLC
para cada una de las muestras del estudio, asi como de cada uno de los patrones. Conocidas
estas areas obtuvimos las concentraciones de GSH, GSSG vy glutamato. Dichas
concentraciones de GSH, GSSG y glutamato, se refirieron a sus respectivas concentraciones

de proteinas obtenidas mediante el método de Lowry y colaboradores (Lowry et al., 1951).

5.2.2. Estudio ex vivo e in vivo

Los datos de las areas de GSH, GSSG, glutamato y MDA se determinaron mediante
HPLC para cada una de las muestras de los cinco animales, asi como de cada uno de los
patrones. Conocidas estas areas obtuvimos las concentraciones de GSH, GSSG, glutamato y
MDA. Las concentraciones de GSH, GSSG y glutamato, se refirieron a sus respectivas
concentraciones de proteinas obtenidas mediante el método de Lowry y colaboradores (Lowry
et al., 1951).

Por otra parte, los recuentos celulares se realizaron en 4 cortes de cada animal a partir
de las inmunohistoquimicas realizadas. En el caso del primer estudio del modelo de tratamiento
con LA tras CR a corto y largo plazo in vivo, se delimitaron las primeras 500 um colindantes a
la lesion. En el caso del segundo estudio del modelo de tratamiento con LA y BMDC tras CR in
vivo, se delimitaron las primeras 100 um colindantes a la lesién. El numero total de células
trasplantadas se llevd a cabo contando todas las células GFP" encontradas en todas las
secciones coronales de todos los animales controles y criolesionados trasplantados. El niumero
de células de las técnicas inmunohistoquimicas fue determinado por la presencia de nucleos y
referido al total de area cuantificada (n° cells/mm?). El porcentaje de area ocupada por la glia y
vasos sanguineos fue calculado como el total de area ocupada por los diferentes marcadores
referido al area total cuantificada. En el segundo estudio del modelo de tratamiento con LA y
BMDC tras CR in vivo, se realizé la cuantificacion del nimero de vasos sanguineos y diametro
de los vasos sanguineos en las 100 primeras micras colindantes a la lesion. El numero de
vasos sanguineos fue estimado como el numero total de vasos sanguineos referidos al area

total cuantificada (n° cellssmm?®). Por otra parte, el didmetro de los vasos sanguineos fue
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expresado como la media del didmetro de todos los vasos sanguineos situados en estas
primeras 100 micras colindantes a la lesiéon para cada uno de los diferentes grupos. La
medidas planimétricas de los cuerpos celulares y del area total se calcularon mediante el
software Image J (National Institutes of Health, Besthesda, USA).

La cuantificacion de las células BrdU se realiz6 mediante un Microscopio Leica DM
2000 en las primeras 100 micras colindantes a la lesion y se representdé como el ratio del
numero total de cuerpos celulares marcados mediante la técnica inmunohistoquimica referidos
al area total cuantificada.

La cuantificacion de las colocalizaciones celulares de BrdU, Colageno IV, GFAP e Iba 1
fue estimada en las primeras 100 micras colindantes a la lesién de todas las secciones
coronales que presentaron CR y fue expresado como el porcentaje de células doble positivas.
Para el estudio bioquimico los homogenados de cada grupo de animales fueron realizados por
duplicado y la densidad de las bandas (expresados como el ratio de COL4A2, Caspasa 3,
BDNF o NFkB/ Actina) fueron analizados con el programa ImageQuant TL.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizé el programa estadistico SPSS 17.0.
Las diferencias estadisticas fueron medidas mediante el analisis de la varianza de una via
(one-way-ANOVA) seguido de Fishe’s LSD test para la comparacién de mas de dos variables.

Los datos se representaron como la media + desviacion estandar (SD) y las diferencias
fueron consideradas significantes a p<0,05. El primer asterisco sobre las barras indica
diferencias estadisticamente significativas respecto al control y el segundo asterisco sobre las

barras indica diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo criolesionado.
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1. Evaluacion in vitro del efecto del acido lipoico sobre
la viabilidad celular y el daino oxidativo en células

sometidas a estrés.

1.1. Estudio de la viabilidad celular tras el uso de diferentes estresores
celulares y el post-tratamiento con acido lipoico en cultivos primarios de

la corteza cerebral.

Una de las principales consecuencias de las lesiones cerebrales es la muerte celular.
Debido a esta muerte, muchas sustancias neurotéxicas se liberan al medio extracelular,
promoviendo un aumento de ERO (Kaur and Ling, 2008), un descenso de GSH y la activacion
de procesos de apoptosis/necrosis. Ademas, hemos destacado como las ERO pueden tener un
papel importante en promover la neuroinflamacién post-traumatica que conlleva a una
activacion glial crénica y una muerte neuronal causando estrés oxidativo (Cederberg and
Siesjo, 2010, Raslan et al., 2012).

Por tanto, el primer objetivo de este trabajo fue analizar en un cultivo primario de
corteza cerebral (Figura 24), el efecto del tratamiento del LA como antioxidante y
antiinflamatorio, tras la aplicaciéon de diferentes moléculas que simulan los efectos ocasionados

en un trauma cerebral o tras un proceso neurodegenerativo.

Fig.24. Fotografias del cultivo primario de la corteza cerebral realizado con

ratones C57BL/6 PNO. Escala: 40 um

Para ello, primero se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT y
también a través de la inmunofluorescencia de Pl/Hoechst, en células que se trataron con LA
posteriormente a la aplicacion de una combinacion de dos moléculas que incrementan el dafio
celular. Estas moléculas son, la dopamina, que produce una disfuncién celular y un aumento de
radicales libres y el LPS, que desencadena una respuesta inflamatoria.

Los resultados de la inmunofluorescencia ponen de manifiesto un incremento de las
células positivas para Pl en los pocillos celulares a los que se les aplicaron los estresores LPS
0,001 mg/ml + Dopamina 50 uM durante 36 h (Figura 25 B), asi como en los pocillos celulares
que fueron tratados posteriormente con LA 100 uM durante 24 h (Figura 25 C), con respecto a

los controles (Figura 25 A).
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Fig.25. Efecto del LA utilizado como post-tratamiento en la toxicidad mediada por el LPS y Dopamina. (A) La células

fueron cultivadas en placas de 96 pocillos a una concentraciéon de 50.000 células/pocillo y (B) tratadas con LPS 0,001
mg/ml + Dopamina 50 uM 36 h o (C) tratadas con LPS 0,001 mg/ml + Dopamina 50 uM 36 h + LA 100 uM durante 24 h.
Posteriormente, la viabilidad celular (%) y la muerte celular (%) se determinaron con el ensayo de MTT y la inmuno de
Pl/Hoechst respectivamente. (Graficos) Los valores demuestran que el uso de los estresores LPS + Dopamina reduce
la viabilidad celular y aumenta la muerte celular (p<0,001) comparado con los valores controles. Ademas, el tratamiento
con el LA no es capaz de aumentar esta viabilidad de manera significativa, comparado con los valores obtenidos tras la

administracion de los estresores. Escala: 100 um. ** p<0,01; *** p< 0,001.

Para determinar de manera cuantitativa esta viabilidad y muerte celular se realizé un
ensayo con MTT mediante el cual se evalud el porcentaje de viabilidad obtenido en cada uno
de los grupos de estudio, asi como el porcentaje de muerte celular obtenido tras la realizacion
de la inmunofluorescencia Pl/Hoechst. Los valores muestran que el uso de los estresores LPS
0,001 mg/ml + Dopamina 50 uM durante 36 h en las células de cultivo (LPS+DOP 36h), reduce
la viabilidad y aumenta la muerte celular de manera significativa (p<0,001) comparado con los
valores controles (Control). Sin embargo, este aumento es menos pronunciado tras el
tratamiento con el LA durante 24h (LPS+DOP 36h+LA 24h), pues se observa una tendencia a
la disminucion de la muerte celular comparado con los valores obtenidos tras la administracion
de los estresores LPS + Dopamina (LPS+DOP 36h). Por el contrario, no se observa una mejora
de la viabilidad celular tras el tratamiento con el LA (LPS+DOP 36h+LA 24h), mostrando una
disminucion significativa (p<0,001) respecto al grupo control (Figura 25 Graficos).

Por ultimo, se evalu6 el porcentaje de viabilidad asi como el porcentaje de muerte
celular con el post-tratamiento del LA tras el uso del estresor BSO que como se ha comentado

anteriormente, es un inhibidor del GSH, causando finalmente la muerte celular.
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Los resultados obtenidos con la inmunofluorescencia de Pl/Hoechst sugieren un
incremento de las células positivas para Pl en los pocillos celulares tratados con el estresor
BSO 1 mM durante 36 h (Figura 26 B) respecto a los controles (Figura 26 A) y a los pocillos
tratados con LA 100 pM durante 24 h (Figura 26 C).

Control BSO + LA 100
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Fig.26. Efecto del LA utilizado como post-tratamiento en la toxicidad mediada por BSO. (A) Las células

fueron cultivadas en placas de 96 pocillos a una concentraciéon de 50.000 células/pocillo, y (B) tratadas con
BSO 1 mM 36 h o (C) tratadas con BSO 1 mM 36 h + LA 100 uM durante 24 h. Posteriormente, la viabilidad
celular (%) y la muerte celular (%) se determinaron con el ensayo de MTT y la inmuno de Pl/Hoechst
respectivamente. (Gréficos) Los resultados sugieren que el uso del estresor BSO reduce la viabilidad celular y
aumenta la muerte celular significativamente (p<0,01; p<0,001 respectivamente) cuando lo comparamos con
los valores controles. Sin embargo, el tratamiento con el LA mejora esta viabilidad celular (p<0,01) y disminuye
la muerte celular (p<0,01) de manera significativa respecto a los valores obtenidos tras la administracién del
estresor BSO. Escala: 100 um. ** p< 0,01; *** p< 0,001.

Con el fin de comprobar estos datos se realizd6 un ensayo con MTT y se evalud el
porcentaje de viabilidad obtenido en cada uno de los grupos de estudio, asi como el porcentaje
de muerte celular obtenido tras la realizacién de la inmunofluorescencia Pl/Hoechst. Los
valores sugieren que el uso del estresor BSO 1mM durante 36 h (BSO 36h), reduce la
viabilidad celular y aumenta la muerte celular de las células de cultivo de manera significativa
(p<0,01 y p<0,001 respectivamente) cuando lo comparamos con el grupo control (Control). Sin
embargo, el tratamiento con el LA durante 24h (BSO 36h+LA 24h) aumenta esta viabilidad
celular y disminuye la muerte celular significativamente (p<0,01), respecto a los valores
obtenidos tras la administracion del estresor BSO (BSO 36h) (Figura 26 Graficos).
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1.2. Estudio del estrés oxidativo tras el uso de diferentes estresores
celulares y el post-tratamiento con acido lipoico en cultivos primarios de
la corteza cerebral.

Se determind el estrés oxidativo de las células de los mismos grupos de estudio en los
que se analizé la viabilidad celular. Para ello se cuantificaron las concentraciones de GSH,
GSSG y glutamato mediante HPLC.

Los resultados de los niveles de GSH (Figura 27) muestran un aumento severo y
estadisticamente significativo (p<0,01) de sus valores en las células tratadas con los estresores
LPS+DOP, asi como un aumento menos elevado, pero también estadisticamente significativo
(p<0,05), tras el tratamiento con LA (LPS+DOP+LA), cuando se comparan los valores con los
obtenidos en las células del grupo control. Por otra parte, no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo no tratado (Control), el grupo tratado con BSO y
el grupo tratado posteriormente con LA (BSO+LA).
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Fig.27. Efecto del LA utilizado como post-tratamiento en la toxicidad celular mediada por

LPS y Dopamina, asi como BSO, sobre la concentracién de GSH (nmol/mg prot) determinado
por HPLC. * p< 0,05; ** p< 0,01.

En cuanto a los niveles de GSSG (Figura 28) se observa un aumento estadisticamente
significativo (p<0,01) de sus valores en las células tratadas con LPS+ DOP. Sin embargo, se
muestra una tendencia a la disminucién de estos valores cuando las células son tratadas con
LA, aunque sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Por otra
parte, no se encuentran tendencias ni diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
no tratado (Control), el grupo tratado con BSO y el grupo tratado posteriormente con LA
(BSO+LA).
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Fig.28. Efecto del LA utilizado como post-tratamiento en la toxicidad celular mediada por LPS

y Dopamina, asi como BSO, sobre la concentracion de GSSG (nmol/mg prot) determinado por
HPLC. ** p< 0,01.

Obtenidos estos valores, se calculé el ratio GSH/GSSG (Figura 29), observandose una
tendencia a la disminucién en el grupo tratado con los estresores LPS+DOP cuando se
compara con el grupo no tratado (Control). Sin embargo, se muestra una tendencia al
incremento de estos valores tras el tratamiento con LA, aunque sin encontrase diferencias
estadisticamente significativas entre grupos. Por otra parte, se observa una tendencia a la
disminucion de los valores obtenidos en los grupos tratados con BSO o BSO+LA con respecto

al grupo control.
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Fig.29. Efecto del LA utilizado como post-tratamiento en la toxicidad celular

mediada por LPS y Dopamina, asi como BSO, sobre el ratio de GSH (nmol/mg
prot)/GSSG (nmol/mg prot) determinado por HPLC.
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Por ultimo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto a los
niveles de glutamato de los grupos estudiados (Figura 30). Estos datos sugieren que no hay
una nueva sintesis de GSH puesto que los niveles de glutamato, precursor para la sintesis de

GSH, no disminuyen.
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Fig.30. Efecto del LA utilizado como post-tratamiento en la toxicidad celular mediada por LPS y

Dopamina, asi como BSO, sobre la concentracion de glutamato (nmol/mg prot) determinado por
HPLC.

2. Evaluacién ex vivo del tratamiento con acido lipoico
en una situacion de estrés oxidativo provocada

quimicamente

Muchos estudios han dado a conocer las propiedades antioxidantes del LA después de
un trauma cerebral (Packer et al., 1997, Lynch, 2001, Ozbal et al., 2015) aumentando la
producciéon de GSH (Packer et al., 1995a, Toklu et al., 2009) y ayudando a la recuperacion de
la BHE. De manera similar, en estudios previos realizados en nuestro laboratorio se midieron
los valores de GSH mediante HPLC tanto de animales controles, como de animales a los que
se les habia realizado una CR y animales criolesionados tratados con LA, todos ellos
sacrificados a los 7 dias de la CR, observandose como en los animales tratados con LA, los
niveles de GSH se incrementaban significativamente (p<0,01) comparado con el grupo
criolesionado no tratado (Rocamonde et al., 2012).

Sin embargo, en el presente trabajo damos un paso mas intentando elucidar el posible
mecanismo del LA en este incremento del GSH. Para ello, provocamos un dafio oxidativo en un
homogenado de cerebro mediante el uso del Fe (ll) y acido ascérbico que luego tratamos con
diferentes concentraciones de LA tal y como hemos descrito en el apartado 2.2.1. de material y
métodos, para posteriormente medir las concentraciones de GSH, GSSG y glutamato, asi

como el MDA, uno de los productos finales de la peroxidacion de los lipidos de membrana.
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En primer lugar (Figura 31), se detecta un aumento significativo en los niveles de GSH
de las muestras tratadas con LA a 4 uyM (p<0,05) y 10 uM (p<0,001) cuando comparamos con
muestras no tratadas con LA (LA 0) o tratadas a una concentraciéon de 0,5, 1 o 2 uM de LA.
Ademas, se observa un incremento significativo (p<0,001) en los niveles de GSH de las
muestras tratadas con LA 10 uM comparado con las muestras que tienen concentraciones de 4
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Fig.31. Efecto de Ia aplicacién de diferentes concentraciones de LA (0-0,5-1-2-4 y 10 uM)

en homogenados de cerebro sobre la concentracién de GSH (nmol/mg prot) determinado
por HPLC. Significado de los diferentes simbolos sobre las barras de error: * p<0,05 vs LA
0; *** p<0,001 vs LA 0; * p<0,05 vs LA 0,5; ** p<0,001 vs LA 0,5: ¢ p<0,05 vs LA 1; %¢
4p<0,001 vs LA 1.

En cuanto a los niveles de GSSG (Figura 32), se observa una disminuciéon de sus
valores al aumentar la concentracion de LA.
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Fig.32. Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de LA (0-0,5-1-2-4 y 10 uM) en

homogenados de cerebro sobre la concentracion de GSSG (nmolmg prot) determinado por
HPLC. Significado de los diferentes simbolos sobre las barras de error: ** p<0,01 vs LA 0; ***

p<0,001 vs LA 0: * p<0,05 vs LA 0,5: # p<0,001 vs LA 0,5; ¢ p<0,05 vs LA 1; %4 p<0,01 vs LA 1.
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En concreto, se ha observado una disminucion significativa de GSSG especialmente
severa en las muestras tratadas con LA a 10 uM (LA 10) comparado con las muestras no
tratadas (LA 0) o tratadas con LA a 0,5 pM (p<0,001). Asi como una disminucién significativa
de este grupo (LA 10) cuando se compara con las muestras tratadas con LA a 1, 2 y 4 uM
(p<0,01). Por ultimo, se observan diferencias significativas en las muestras tratadas con LA a 1,
2 y 4 uyM comparado con las muestras no tratadas (p<0,01) o tratadas con LA a 0,5 uyM
(p<0,05).

Por lo tanto, se calculd el ratio GSH/GSSG (Figura 33), observandose un aumento de
este al aumentar la concentracion de LA. En concreto, se produce un aumento significativo del
ratio en las muestras tratadas con LA a 10 uM (LA 10) comparado con las muestras no tratadas
(LA 0) o tratadas con LA a 0,5-1-2 y 4 uM (p<0,001). Asi como un aumento significativo en el
grupo LA 4 cuando se compara con las muestras no tratadas o tratadas con LA 0,5 uM
(p<0,05).
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Fig.33. Efecto de la aplicacién de diferentes concentraciones de LA (0-0,5-1-2-4
y 10 uM) en homogenados de cerebro sobre el ratio de GSH (nmol/mg prot)/GSSG

(nmol/mg prot) determinado por HPLC. Significado de los diferentes simbolos
sobre las barras de error: * p<0,05 vs LA 0; *** p<0,001 vs LA 0; # p<0,05vs LA 0,5;
## h<0,001 vs LA 0,5; **% p<0,001 vs LA 1.

Por ultimo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto a los
niveles de glutamato de los grupos estudiados (Figura 34). Estos datos sugieren que no hay
una nueva sintesis de GSH puesto que los niveles de glutamato, precursor para la sintesis de

GSH, no disminuyen.
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Fig.34. Efecto de la aplicacién de diferentes concentraciones de LA (0-0,5-1-2-4 y 10 uM) en

homogenados de cerebro sobre la concentracion de glutamato (nmol/mg prot) determinado por HPLC.

Ademas, como hemos descrito anteriormente, el modelo de dafo oxidativo utilizado se
basa en la peroxidacion lipidica. Por ello determinamos también en todos los grupos de estudio
los niveles de MDA, observando una bajada de estos niveles al aumentar la concentracion de
LA. En concreto, se muestra una disminucién estadisticamente significativa en los valores de
MDA de las muestras tratadas con LA 0,5 uM comparando con las muestras no tratadas
(p<0,05). Sin embargo, el nivel mas bajo de MDA se establece en las muestras tratadas con LA
10 pM, la maxima concentracion empleada del antioxidante, en el que se observa una
disminucion estadisticamente significativa en los niveles de MDA comparado con las muestras
no tratadas (LA 0) o tratadas con LA 0,5y 4 uM (p<0,01; p<0,001 y p<0,05; respectivamente).

LA (uM) MDA (nmol/mg prot)
0 2,87+0,49
0,5 2,76 £ 0,12
1 2,38+ 0,20
2 2,51+0,16
4 2,70+ 0,05
10 2,16 £ 0,05

Tabla 5. Tabla en la que se presenta Ia

concentracion de MDA (nmol/mg proteina) determinado
por HPLC a las diferentes concentraciones de LA (0-

0,5-1-2-4 y 10 uM) + la desviacion estandar.
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Fig.35. Efecto de la aplicacién de diferentes concentraciones de LA (0-0,5-1-2-4 y 10 uM)

en homogenados de cerebro sobre la concentraciéon de MDA (nmol/mg prot) determinado por
HPLC. Significado de los diferentes simbolos sobre las barras de error: * p<0,05 LA 0,5 vs LA
0; ** p<0,01 LA 10 vs LA 0; ™ p<0,001 LA 10 vs LA 0,5: * p<0,05 LA 10 vs LA 4.

3. Efecto in vivo del tratamiento con acido lipoico como
estrategia reparativa tras el modelo de criolesion a

corto y largo plazo.

3.1. Caracterizacion histologica del area danhada

Los resultados obtenidos en los estudios realizados en los apartados previos 1y 2 junto
con los resultados publicados previamente por nuestro grupo de investigacidn, sugieren
fuertemente que el LA tiene un importante efecto beneficioso tras un dafio cerebral.

Con el fin de evaluar este efecto in vivo tras un modelo de CR a corto y largo plazo, se
plante6 como primer objetivo la caracterizacién morfologica del dafio cerebral cortical realizado
en los animales, y para ello primero se llevé a cabo una tincion de HE a los 15 y 60 dias tras la
CR, tal y como se explica en el apartado 4.4.2. de material y métodos. Posteriormente, se
estudiaron las imagenes obtenidas tanto de secciones de semifino como mediante microscopia
electronica de animales no tratados.

Tras el analisis de secciones coronales y transversales de cerebros de animales
procedentes del estudio a corto plazo, se observé que la CR se localizaba préxima al ventriculo
lateral (LV; lateral ventricle) (Figura 36 A y B). Ademas, cuando examinamos secciones de
semifinos tefidos con azul de toloudina, procedentes de animales no tratados se observé que
en el area adyacente a la lesién quedaban muy bien definidas tres zonas claramente

distinguibles y delimitadas (Figura 36 C).
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Fig. 36. Caracterizacion histolégica del drea dafiada en rata. (A)Tincién de HE de la CR, situada préxima

al LV en una seccién transversal y (B) una seccién coronal de animales no tratados sacrificados 15 dias tras
la CR. (C) Fotografia de un semifino de un animal no tratado y sacrificado 15 dias tras la CR. Las lineas
punteadas delimitan las tres zonas principales. CC: cavidad cistica;, GS: cicatriz glial; DZ: zona dafada; IZ:

zona intacta. (D) Imagen obtenida por TEM de la cicatriz glial. Escala: (Ay B) 2 mm, (C) 50 um y (D) 10 um.

La primera zona es aquella mas proxima a la cavidad cistica (CC) formada por la
cicatriz glial (GS; glial scar). Le sigue una zona dafada (DZ; damaged zone) caracterizada por
la existencia de multiples espacios intercelulares, células en proceso de apoptosis y algunas
células de microglia. Por ultimo, detectamos una tercera zona o zona intacta (IZ; intact zone)
compuesta por tejido neural que no ha sufrido ninglin cambio debido a la CR. Analizando la GS
con mas detalle mediante microscopia electronica (Figura 36 D),confirmamos la existencia de
una gran cantidad de filamentos intermedios en estas células de astroglia que forman la GS, y
que se sitian de manera paralela al borde de la CR, creando una barrera.

En los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo, 15 dias tras la lesion se
observa que el tratamiento con LA evita la formacién de esta GS y produce el crecimiento de
tejido neural dentro de la CC. Estos resultados se mantienen en concordancia con el estudio
realizado a largo plazo (60 dias tras la CR), en donde observamos que los animales tratados
con LA (CR+LA) muestran un borde de la lesién totalmente irregular (Figura 37 B), mientras
que los animales no tratados (CR) presentan una CC perfectamente delimitada por una GS
(Figura 37 A).
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Fig.37. Tincién de HE que muestra el 4rea dafiada de (A) animales no

tratados sacrificados 60 dias tras la CR y (B) animales tratados con LA y
sacrificados 60 dias tras la CR. Las flechas sefalan el borde de la lesion.
Escala: 500 um.

3.2. Analisis de la reactividad glial tras el tratamiento con acido lipoico

3.2.1. Anadlisis de la reactividad astroglial tras el tratamiento con acido
lipoico

Como se ha mencionado en la introduccién, una de las respuestas producidas tras un
dafo cerebral es la formacién de la GS formada principalmente de astrocitos reactivos. Esta
cicatriz ha sido considera como uno de los mayores impedimentos a la regeneracién de los
axones dafiados (Liuzzi and Lasek, 1987, Davies et al., 1997, Kawano et al., 2012) y por lo
tanto a la reparacion del tejido nervioso y restablecimiento funcional.

Para comprobar el posible efecto del LA sobre esta GS tanto a corto como a largo
plazo, se procedié a un estudio de inmunofluorescencia para el marcador GFAP en secciones
de cerebro y para los diferentes grupos experimentales.

Experimentos realizados en nuestro laboratorio y publicados en la revista Neuroscience
muestran como el tratamiento con LA disminuye la GS que rodea el area dafiada 15 dias tras la
CR. Es interesante remarcar, que de manera adicional en este trabajo observamos que 60 dias
tras la CR el efecto del LA sigue siendo el mismo, ya que los animales no tratados (CR)
continlan mostrando una notable GS formada por astrocitos alrededor del area danada
(flechas en Figura 38 A), mientras que en los animales tratados (CR+LA) esta GS se muestra

claramente disminuida (Figura 38 B).
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Fig.38. Inmunofluorescencia para GFAP (astrocitos en verde) en (A) animales no

tratados y (B) animales tratados, 60 dias tras la CR. Los nucleos de las células estan

marcados con DAPI (azul). Escala: 50 ym.

Por otra parte, cuantificamos el porcentaje de area ocupada por las células astrogliales,
mostrando un incremento estadisticamente significativo tanto a los 15 como a los 60 dias en
los animales criolesionados (CR) (p<0,001 y p<0,05, respectivamente) comparado con el grupo
control. Sin embargo, este area se ve disminuida de manera significativa (p<0,01 y p<0,05,

respectivamente) en el grupo tratado con LA (CR+LA) respecto al no tratado (CR) (Figura 39).
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Fig.39. Cuantificacién del area ocupada por los astrocitos a

los 15 y 60 dias tras la CR (% Area GFAP). * p<0,05; ** p<0,01
y ***p<0,001.

3.2.2. Analisis de la reactividad microglial tras el tratamiento con acido
lipoico

Las células microgliales son las células del cerebro responsables de la respuesta
inmune. Por tanto, con el fin de evaluar la respuesta microglial tras la CR a corto y largo plazo,

realizamos una inmunohistoquimica para los marcadores Iba1 y ED1 tal y como se muestra en
los apartados 4.4.3.1.2. y 4.4.3.2.1. de material y métodos.
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Para ello, en el estudio previo nos centramos primeramente en la morfologia de las
células microgliales y observamos que 15 dias tras la CR las células inmunoreactivas para Iba1
de los animales criolesionados no tratados (CR) mostraban en la zona lesionada, una microglia
de morfologia ramificada especifica de microglia en reposo (Figura 40 A). Sin embargo, los
animales criolesionados y tratados con lipoico (CR+LA) mostraban en esta misma zona
lesionada una microglia ameboide, caracteristica de la microglia reactiva (Figura 40 B).
Ademas, en el presente estudio se analiza la morfologia de las células microgliales a largo
plazo (60 dias tras la CR) tanto del grupo criolesionado no tratado (CR) como del tratado
(CR+LA), y se observa una morfologia ameboide en ambos casos (Figura 40 C y D).
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Fig.40. inmunohistoquimica para Iba1 (microglia) a los 15 y 60 dias
tras la CR. Se muestra la inmunohistoquimica en animales no tratados

(A y C, respectivamente) y animales tratados con LA (B y D,

respectivamente). Escala: 100 um.

La cuantificacion de la densidad de las células Iba1® (n° células/mm?) muestra un
incremento significativo (p<0,001) tanto en el grupo criolesionado no tratado (CR), como en el
tratado (CR+LA) 15 dias tras la CR comparado con el grupo control. Sin embargo, no se

observan diferencias significativas entre ninguno de los grupos analizados 60 dias tras la CR

(Figura 41).
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Fig.41. Cuantificacion de la densidad celular de las células microgliales

(n° células Iba1"/mm®). *** p<0,001

Por otra parte, las células fagociticas se evaluaron mediante inmunohistoquimica de
fluorescencia para ED1 15 y 60 dias tras la CR (Figura 42). Las imagenes obtenidas indican
que a corto plazo los animales no tratados (CR) (Figura 42 A) presentan pocas células ED1
postivas cuando comparamos con los animales tratados con lipoico (CR+LA) (Figura 42 B). Sin
embargo, a largo plazo tanto en los animales no tratados (CR) como en los tratados (CR+LA)
se puede observar una gran cantidad de estas células (Figura 42 C y D).
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Fig.42. inmunofiuorescencia para el marcador ED1 (rojo) a los 15 y 60 dias tras la CR. Se muestra la

inmunofluorescencia en animales no tratados (A y C, respectivamente) y animales tratados con LA (B y D
respectivamente). Los nucleos celulares se marcan con el Dapi (azul). (Grafico) Cuantificacion de la densidad

celular (n° células ED1 +/mm2) de microglia activa/macréfagos. Escala: 200 um. * p<0,05; ** p< 0,01 y *** p< 0,001.
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Para verificar estas observaciones, se realiz la cuantificacion de la densidad de éstas
células (n° células ED1"/mm?). Cuando se analizan los resultados, se detecta un incremento
estadisticamente significativo en ambos grupos, tanto en el criolesionado no tratado (CR)
(p<0,01), como en el tratado (CR+LA) (p<0,001) 15 dias tras la CR comparado con el grupo
control. Ademas estas células fagociticas muestran un incremento estadisticamente
significativo (p<0,05) en el grupo criolesionado y tratado con lipoico (CR+LA) comparado con el
no tratado (CR). Sin embargo, 60 dias tras la CR se muestra un incremento de la densidad de
células ED1 positivas en animales no tratados (CR), igualandose los niveles a los encontrados
en los animales tratados con lipoico (CR+LA), y siendo este aumento estadisticamente

significativo en ambos casos (p<0,001) comparado con el control (Figura 42 Grafico).

3.3. Estudio angiogénico tras el tratamiento con acido lipoico

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio sobre la formacién de nuevos
vasos sanguineos transcurridos 15 dias desde la lesién y mediante inmunofluorescencia para
el marcador Colageno IV (Collagen V), demostraron que el LA tenia capacidad angiogénica.
Concretamente, se vio que en los animales no tratados los vasos sanguineos presentaban un
menor grosor y una distribucién aleatoria a lo largo del area dafada. Sin embargo, los vasos
sanguineos de animales tratados con LA presentaban una distribucién paralela y se
encontraban dispuestos perpendicularmente a la lesiéon al tiempo que mostraban un mayor
calibre. La cuantificacion del area ocupada por estos vasos sanguineos mostré un incremento
estadisticamente significativo (p<0,05) de este area en el grupo tratado con LA (CR+LA)
comparado con el grupo no tratado (CR) y con el grupo control (Figura 43 Grafico). Por tanto,
observamos que el LA promueve la formacion de nuevos vasos sanguineos tras el dafo
cerebral comparado con animales no tratados. Con el objetivo de evaluar esta actividad
angiogénica a corto y largo plazo, en el presente trabajo realizamos este mismo analisis para
los animales perfundidos 60 dias tras la CR y se observa una situacion similar a la presentada
en los animales perfundidos 15 dias tras la CR. Por tanto, en los animales criolesionados (CR)
los vasos sanguineos situados en la zona dafiada presentan una distribucion aleatoria (Figura
43 A) mientras que en los animales criolesionados y tratados con lipoico (CR+LA) estos vasos
se orientan hacia la CC paralelamente unos a otros (Figura 43 B).
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Fig.43. Inmunofluorescencia para Colageno IV a los 60 dias tras la CR. (A) Se muestra la inmunofluorescencia

en animales no tratados y (B) en animales tratados con LA. (Grafico) Cuantificacion del area ocupada por los

vasos sanguineos (% area ClIV) a los 15y 60 dias tras la CR. Escala: 50 um. * p<0,05 y ** p<0,01.
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La cuantificacion del porcentaje de area ocupada por estos vasos a los 60 dias de la
CR sigue el mismo patrén observado en el estudio a corto plazo, de modo que ésta area es
significativamente mayor (p<0,01) en los animales criolesionados y tratados con lipoico
(CR+LA) comparado con el grupo control. Ademas, se observa un incremento significativo
(p<0,05) del area ocupada por los vasos sanguineos en el grupo criolesionado y tratado con
lipoico (CR+LA) comparado con el criolesionado no tratado (CR) (Figura 43 Grafico).

3.4. Anadlisis de la presencia de neuronas tras el tratamiento con acido
lipoico

El traumatismo craneoencefélico (TCE) es un proceso complejo que resulta en una
disfuncién caracterizada por un dafo axonal que produce la muerte neuronal. La proteina
asociada a los microtubulos (MAP2) es esencial en las interacciones del citoesqueleto
neuronal, confiere estabilidad a los microtubulos y, por ende, se requiere para preservar la
morfologia y la conectividad neuronal. Tiene relacién con importantes cascadas bioquimicas de
reaccion intracelular y extracelular, lo que la hace particularmente sensible a las alteraciones
ocasionadas por la lesion cerebral (Arango-Davila et al., 2004). Se utilizé pues, este sensible
marcador neuronal para observar el estado de las neuronas en el presente estudio.

Las imagenes obtenidas de las inmunofluorescencias realizadas con el marcaje de
MAP2 sugieren que en los animales criolesionados y tratados con lipoico (CR+LA) estudiados
tanto a corto (Figura 44 D, E y F) como a largo plazo (Figura 44 J, Ky L), algunas neuronas
maduras que expresan el marcador MAP2 extienden sus terminaciones nerviosas en la zona
lindante a la CC (dos asteriscos en Figura 44 E, F, dos asteriscos en Ky L). Por el contrario, en
aquellos animales criolesionados no tratados con lipoico (CR) estudiados tanto a corto (Figura
44 A, B y C) como a largo plazo (Figura 44 G, H e |) no encontramos estas extensiones

nerviosas en la zona adyacente a la CC (flechas en Figura 44 B y H).
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Fig.44. Inmunofiuorescencia para MAP2 a los 15 y 60 dias tras la CR. Se muestran

imagenes de animales no tratados (A, B y C) y animales tratados con LA (D, E y F) del
estudio realizado a corto plazo. También se muestran imagenes de animales no
tratados (G, H e 1) y animales tratados con LA (J, K y L) del estudio realizado a largo
plazo. Siendo (F) una imagen magnificada de (E) correspondiente a los dos asteriscos y
siendo (L) una imagen magnificada de (K) correspondiente a los dos asteriscos. Escala:
(A,D,GyJ):100 um, (B,E,Hy K): 50 um y (C, F, l y L): 20 um.
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4 Estrategia de terapia celular y farmacolégica tras

dano celular por criolesion.

4.1.Caracterizacién histolégica del area dainada

En esta parte del trabajo se pretende llevar a cabo un andlisis in vivo del efecto del
trasplante de BMDC tras el modelo de criolesion, comparando sus efectos con los observados
tras el tratamiento con LA y realizar la evaluacién del posible efecto sinérgico aplicando ambos
tratamientos. Para ello, primero se realizé la caracterizacidn histologica del area dafiada.

En este caso, los resultados analizados son similares a los observados y desarrollados
en el apartado 3. de resultados, puesto que la Unica modificacién son las coordenadas
utilizadas para la CR, debido a que en este caso trabajamos con ratones en lugar de ratas. Por
tanto, de igual forma, la CR en el hemisferio derecho del ratén se realiz6 siguiendo el protocolo
descrito por Quintana et al (Quintana et al., 2007). Con el objetivo de caracterizar la morfologia

de la lesidn cortical se realizo la tincion de HE 8 dias tras la CR.

STENR

Fig.45. Caracterizacion histolégica del érea dafiada en ratén. (A) Trauma cerebral focal tras el dafio cortical

inducido por frio en la proximidad del LV. (B) Magnificacién del area dafiada mostrando el dafio primario
delimitado por la CC y el dafio secundario delimitado por la linea discontinua. (C) Imagen que muestra las tres
areas dafiadas: un area de dafio primario caracterizada por la presencia de la GS (un asterisco), una zona
necrotica de dafio secundario (dos asteriscos), una zona potencialmente afectada, correspondiente al area de
penumbra (tres asteriscos) y una zona no afectada (cuatro asteriscos). Escala: (A) 500 um, (B)200 um y (C)100

um.

Al igual que en el estudio previo, en el hemisferio ipsilateral se localiza el dafio primario
caracterizado por la ausencia de parénquima cerebral delimitada por la CC (Figura 45 A). El
dano se extiende por todo el tejido cerebral alterando la configuracion de la capa cortical hasta
el cuerpo estriado, dorsalmente al LV. Debido a los efectos criogénicos observamos mayores
cambios caracteristicos de dafio cerebral secundario hasta el cuerpo calloso (linea discontinua
en Figura 45 B).
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En concordancia con el anterior estudio, en este caso también somos capaces de
distinguir tres zonas muy delimitadas en los animales criolesionados no tratados. Una primera
capa formada por la GS, circunscrita por toda la CC (un asterisco en Figura 45 C). Seguida a
esta cicatriz es apreciable una zona de dafio secundario (dos asteriscos en Figura 45 C)
caracterizada por la relevante ausencia de nucleos celulares y un extenso espacio intercelular.
Adyacente a esta zona encontramos una poblacion de células potencialmente tratables para
evitar la progresion del dano celular (tres asteriscos en Figura 45 C). Finalmente, seguido a
este area nos encontramos con la zona intacta (cuatro asteriscos en Figura 45 C) compuesta
por una densa poblacion de tejido neural que no ha sufrido cambios significantes debido a la
CR.

4.2. Presencia y distribucion de las células derivadas de la médula 6sea
Trascurridas 24h tras la CR, se trasplantaron un total de 5x10° BMDC GFP" en cada
cerebro utilizando las mismas coordenadas estereotaxicas empleadas para la CR. El analisis
realizado 8 dias tras la CR de todos los cerebros trasplantados con BMDC muestra una
distribucién diferente de éstas células trasplantadas entre animales criolesionados y animales

controles (no criolesionados) (Figura 46).

Control+BMDC CR+BMDC CR+BMDC+LA

Fig.46. Distribucion de las BMDC GFP" trasplantadas en la zona lesionada 8 dias tras la CR. (A) Control
trasplantado sin criolesionar en el que se observa una pobre migracién de las células y acumulaciones de estas
en la zona superficial (cabezas de flechas). (B) Animales criolesionados trasplantados que presentan una
distribucion de las células principalmente alrededor del area dafiada. (C) Animales trasplantados, criolesionados y
tratados con LA donde las células también se extienden alrededor del area dafiada. Una pequefna area fue
seleccionada para mostrar la morfologia de las células trasplantadas. (A’) Imagen magnificada de (A)
correspondiente al cuadrado. (B’) Imagen magnificada de (B) correspondiente al cuadrado. (C) Imagen
magnificada de (C) correspondiente al cuadrado. Total de células GFP" en todos los animales trasplantados de
cada grupo de estudio: 130811289 en el control+BMDC, 2740+1631 en CR+BMDC y 1993922 en
CR+BMDCH+LA. Porcentaje de las células GFP" en todos los animales trasplantados de cada uno de los grupos,
considerando el control + BMDC como el 100%: 209% para CR+BMDC y 152% para CR+BMDC+LA. Escala: (A,
ByC)75um, (A", B’y C’) 35 um.
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En los animales controles se observa una migracion reducida de las células GFP" a
través de Iparénquima cortical alrededor del sitio de inyeccion. Ademas, en el area cortical de
estos animales se identifican pequefias agregaciones de BMDC (cabezas de flecha en Figura
46 A) mostrando su tendencia a unirse entre si que podria llevar a esta pobre capacidad de
migracién. Por otra parte, en los animales criolesionados trasplantados con BMDC las células
GFP" se concentran alrededor de la zona lesionada guiandose hacia la CC (Figura 46, By C).

Con el fin de cuantificar el ratio de supervivencia de las BMDC 8 dias tras la CR, se
determind el numero total de células en todos los animales trasplantados. En torno al area
dafada, concretamente alrededor de 100 um desde la CC, encontramos un 1,4 % (2013,9
1281,1) del numero total de células tasplantadas 8 dias tras la CR y no encontramos ninguna
diferencia en la supervivencia de estas células entre los grupos experimentales y el grupo
control. Sin embargo, estos datos se deben interpretar de manera cautelosa puesto que como
hemos comentado, en el grupo control se encontraron agregaciones celulares que podrian dar
lugar a una sobrestimacion del niumero real de células.

Por ultimo, se analizé la presencia de estas células 16 dias tras la CR, pero no

detectamos células GFP" en ninguno de los animales trasplantados.

4.3. Analisis del efecto del tratamiento celular y farmacolégico en la

muerte celular

Las observaciones realizadas en diferentes estudios demuestran que en numerosas
ocasiones las células trasplantadas mueren en un corto periodo de tiempo, pero sin embargo el
beneficio y la recuperacion tisular contindan, mostrando por lo tanto que la permanencia
limitada de las células trasplantadas tiene igualmente un efecto positivo, debido probablemente
a la modificacién de otros factores.

Consistente con estas observaciones, en el estudio realizado a los 6 dias tras la CR se
observa una gran densidad de células GFP" trasplantadas (Figura 47 A y B) que sin embargo
disminuye drasticamente en los animales analizados a los 8 dias tras la CR (Figura 47 C y D).
Finalmente, a los 16 dias tras la CR no se detecta ninguna célula GFP". Estas observaciones
coinciden con el andlisis realizado de la muerte celular a los 8 dias tras la CR mediante la
determinacion de la Caspasa 3 total y activa que es una molécula fundamental en un proceso
de apoptosis. Pues se observa la presencia de esta caspasa 3 activada, parcial o totalmente
responsable de la escision proteolitica de muchas proteinas clave, tan solo en los grupos de
animales trasplantados, corroborando que estas células GFP" podrian estar muriendo en este

punto (Figura 47 E).
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Fig.47. Anélisis de la muerte celular tras tratamiento celular y farmacolégico.(A y B) Distribucién de las

BMDC GFP' trasplantadas en la zona lesionada de los grupos tratados con BMDC y LA y sacrificados 6 dias
tras la CR y (C y D) de los mismos grupos sacrificados 8 dias tras la CR. (E) Imagen de western blot para
Caspase 3 cleaved y caspase 3, junto con su cuantificacion en unidades de densidad en animales
sacrificados 8 dias tras la CR. Escala: (A, B, Cy D) 75 um, (A’, B, C’y D) 35 um.* p<0,05.

4.4. Determinacion de la presencia de células nuevas en el area danhada
Con el fin de determinar el proceso de proliferacion celular tanto en el area dafiada
como en el area de penumbra, se determind el nimero de células en fase S tras aplicar de
forma intraperitoneal inyecciones de BrdU el tercer dia tras realizar la CR y durante cinco dias
consecutivos. Los animales se sacrificaron un dia tras la Ultima dosis de BrdU. El nimero total
de células BrdU" encontradas en el area dafiada en todos los grupos experimentales se
analizaron 8 dias tras la CR. La inmunohistoquimica para BrdU muestra que las células BrdU*
del grupo control se localizan solo superficialmente en la proximidad de las meninges (Figura
48 A), sin embargo en el resto de grupos experimentales las células BrdU" se encuentran
localizadas mas profundamente, en el tejido neural, pudiendo indicar su activa proliferacion
dentro del area dafiada, sin descartar la posibilidad de la llegada de nuevas células de las

areas colindantes (Figura 48 B - E).
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El anadlisis estadistico, muestra un aumento significativo en la densidad de células
BrdU" expresadas como un ratio respecto a los valores de los controles (nimero de células
BrdU® de cada grupo/nimero de células BrdU™ del grupo control). Los resultados obtenidos
muestran un incremento de 3,9 veces en el grupo criolesionado (CR) (p<0,05), incremento que
es incluso mas elevado para cada uno de los grupos tratados: 7,8 veces en el grupo
criolesionado y tratado con lipoico (CR+LA) (p<0,001), 7,9 veces en el grupo criolesionado y
trasplantado con BMDC (CR+BMDC) (p<0,001) y 12,6 veces en el grupo criolesionado y
tratado con lipoico asi como también trasplantado con BMDC (CR+BMDC+LA) (p<0,001)
comparado con el grupo control (Control: 694+422 células/mm?). Ademds, los resultados
demuestran un incremento significativo (p<0,01) en los grupos tratados individualmente con LA
o BMDC (CR+LA y CR+BMDC, respectivamente) que es incluso mas evidente (p<0,001) en el
grupo tratado con la terapia combinada (CR+BMDC+LA) cuando se compara con los animales
criolesionados (CR). Este grupo con terapia combinada (CR+BMDC+LA) presenta un
incremento estadisticamente significativo en la densidad de las células BrdU* comparado con
los grupos CR+BMDC y CR+LA (p<0,01 y p<0,001 respectivamente) (Figura 48 Grafico).
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Fig.48. Presencia de células nuevas en el érea lesionada 8 dias tras la CR. (A-E) Microfotografias de las

células BrdU" marcadas mediante inmunohistoquimica con DAB mostrando un incremento en la proliferacion en
animales tratados que es mas evidente en el grupo de terapia combinada (CR+BMDC+LA). (F y F) Vista
panoramica del hemisferio dafiado de animales tratados con BMDC y LA. (Gréfico) El gréfico muestra la
cuantificacién de la densidad de las células BrdU" (nimero de células/mmz) en las primeras 100 um del area
dafada. Escala: (A-E) 10 um, (F) 500 um, (F’) 50 um. * p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001.

Por otra parte, este incremento de células en proliferaciéon tiene un caracter local
puesto que las células BrdU™ se encuentran solo en la zona adyacente al area dafiada (Figura
48 F y F'). Por tanto, todos estos resultados sugieren que la CR estimula la proliferacién celular
local la cual incrementa significativamente cuando se aplica una terapia farmacolégica (LA) y/o
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células (BMDC). El numero de estas células nuevas incrementa drasticamente en combinacion

con estas dos terapias.

4.5. Caracterizacion molecular de las células nuevas

Con el fin de caracterizar las nuevas células presentes en el area danada tras
tratamiento, se realiz6 una doble inmunohistoquimica de fluorescencia para diferentes
marcadores neurales junto con el marcador BrdU, el cual nos indicaba la reciente formacién de
esas células presentes en torno a la zona dafiada.

Cualitativamente, los estudios de colocalizacion de BrdU/CollV (Figura 49 A - D),
BrdU/GFAP (Figura 49 E - H) y BrdU/Iba1 (Figura 49 | - L) muestran que las nuevas células
formadas CollV'y GFAP" se incorporan en la formacién de nuevos vasos sanguineos y la red
capilar respectivamente. Estos descubrimientos sugieren que las nuevas células formadas
participan activamente en la recuperacién y reorganizacién de los nuevos vasos sanguineos
dentro del area dafiada en todos los grupos tratados. Por otra parte, se observan células
BrdU/Iba1” indicando la contribucién de las nuevas células en la subpoblacién de células de
microglia, las cuales podrian participar en la fagocitosis de desechos y células muertas

encontradas en el parénquima cerebral dafiado.

CR+BMDC gD CR+BMDC+LA

Fig.49. Caracterizacion molecular de las nuevas células encontradas tras el tratamiento farmacolégico y
celular en el area lesionada 8 dias tras la CR. Co-localizacion en los animales criolesionados y los animales
tratados con LA, BMDC y BMDC + LA de las células BrdU y (A-D) el marcador endotelial Collagen 1V, (E-H)
el marcador astroglial GFAP y (I-L) el marcador microglial Iba1. Las flechas muestran células doble
positivas. (E-L’) Imagen magnificada de (E-L) correspondiente al asterisco. Escala: (A-L) 100 um, (E’-L’) 50

um.
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Por otra parte, la cuantificacion de la colocalizacién celular evaluada como el
porcentaje de células doble positivas, confirma un incremento de células BrdU*/Col IV* en
todos los grupos tratados CR+LA, CR+BMDC y CR+BMDC+LA (p<0,001) cuando comparamos
con animales criolesionados (CR). Ademas, la colocalizaciéon de células BrdU"/Iba1” se ve
incrementada de manera significativa en el grupo tratado individualmente con BMDC
(CR+BMDC) (p<0,01) e incluso mas elevada en el grupo con terapia combinada
(CR+BMDC+LA) (p<0,001) cuando comparamos con grupos criolesionados. Encontramos un
incremento significativo en la colocalizaciéon celular de estas células entre el grupo
CR+BMDC+LA y el grupo CR+LA (p<0,001), asi como entre los grupos CR+BMDC+LA y
CR+BMDC (p<0,01). Finalmente, no se observan diferencias significativas en la colocalizacién
de células BrdU*/GFAP™ entre ninguno de los grupos experimentales (Figura 50).
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Fig.50. Grafico que muestra la cuantificacion en el érea lesionada de la

colocalizacion celular (% de colocalizacioén celular) en cada uno de los grupos
experimentales. ** p<0,01 y *** p<0,001.

4.6. Analisis del efecto del tratamiento celular y farmacolégico en la

cuantificacién y distribucion glial

4.6.1 Analisis del efecto del tratamiento celular y farmacolégico en la
cuantificaciéon y distribucion astroglial

Tal y como se ha comentado a lo largo de este trabajo, uno de los principales
obstaculos para la regeneracion axonal y recuperacion funcional tras el dafio del SNC adulto es
la formacion de la GS (Fitch and Silver, 2008, Kawano et al., 2012, Rocamonde et al., 2012).
Con el objetivo de evaluar la presencia de la subpoblacién astroglial se realizé una
inmunohistoquimica del marcador molecular especifico de astrocitos, GFAP.
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La administracion de LA, BMDC o ambos resulta en una disminucién de la GS
alrededor del area danada 8 dias tras la CR (Figura 51 C - E). Se observa una distribucion
aleatoria de los astrocitos en el area dafiada, nunca formando grupos de células o una GS que
impide la penetracion de neuritas en regeneracion en el SNC lesionado. Es interesante
remarcar como en estos animales se observan brotes de tejido nuevo formado dirigido hacia la
CC (asteriscos en Figura 51 C - E), sugiriendo que se lleva a cabo un mecanismo de
recuperacion mediante la repoblacion del area dafiada. Por otra parte, la GS esta presente en
el grupo criolesionado (flechas en Figura 51 B), delimitando claramente el tejido danado
alrededor de toda la CC sin observar por lo tanto ninguna extension de tejido hacia esta
cavidad.
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Fig.51. Presencia de astrocitos tras el tratamiento celular y farmacolégico en el area lesionada 8 dias tras la CR.

(A-E) Microfotografias de las células GFAP" marcadas mediante inmunohistoquimica con DAB mostrando la
formacién de la GS en los animales criolesionados no tratados (flechas en B) y las extensiones hacia la CC de
tejido nuevo en los tres grupos tratados (asteriscos en C-E). (F y F’) Vista panoramica del hemisferio dafado de los
animales tratados con BMDC. (G y G’) Vista panoramica del hemisferio dafiado de los animales tratados con BMDC
y LA. (Gréfico) El grafico muestra la cuantificacion del drea ocupada por los astrocitos (% area GFAP) en las
primeras 100 um del area dafiada en cada uno de los grupos experimentales. Escala: (A-E) 10 um, (F y G) 500 um,
(F’'y G’) 50 um. * p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001.

Para llevar a cabo la cuantificacion astroglial, evaluamos el porcentaje de superficie
ocupada por los astrocitos en las 100 primeras micras desde el limite del dafio 8 dias tras la
CR en todas las secciones coronales de todos los grupos experimentales y en el area
correspondiente del grupo control. Se observa un incremento significativo en el grupo CR
(p<0,05), CR+BMDC (p<0,01) y CR+BMDC+LA (p<0,05) cuando se compara con animales
controles. Ademas, este area fue significativamente mayor (p<0,01) en el grupo CR+LA
comparado con los grupos CR, CR+BMDC y CR+BMDC+LA (Figura 51 Grafico).

114



Resultados

Con el fin de analizar el desarrollo en el tiempo del nuevo tejido formado y la GS en
animales criolesionados y animales controles, realizamos el mismo estudio inmunohistoquimico
16 dias tras la CR (Figura 52).

12

2500

Tk *kk

n° vasos sanguineos / mm?

Diametro vasos sanguineos

Control CR CR+LA CR+BMDC CR+BMDC Control CR CR+LA CR+BMDC CR+BMDC
+LA +LA

Fig.52. Presencia de astrocitos tras el tratamiento celular y farmacolégico en el area lesionada
de animales sacrificados 16 dias tras la CR. (A-E) Microfotografias de las células GFAP"
reveladas con DAB mostrando la consolidacién de la GS en los animales criolesionados no
tratados (flechas en B) y las extensiones de nuevo tejido formado hacia la CC en los tres grupos
tratados (asteriscos en C-E) Véanse las células GFAP" alrededor de los vasos sanguineos en los
tres grupos tratados (cabezas de flecha en C-E). (F) Imagen magnificada de (D) correspondiente
al asterisco. (G) Imagen magnificada de (E) correspondiente al asterisco. (Gréficos) Los gréficos
muestran la cuantificacién del n° de vasos sanguineos/mm2 y el diametro de los vasos sanguineos

en las primeras 100 um del area dafiada. Escala: (A-G) 20 um.* p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001.
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No solo no se observa una aparicion tardia de la GS en todos los grupos tratados, sino
que ademas las células GFAP" se localizan dentro del nuevo parénquima neural formado.
Ademas, se observa una disminucién astroglial en todos los grupos tratados comparado con
los mismos grupos 8 dias tras la CR, sugiriendo que se produce una reduccion de la actividad
glial aguda (Figura 52 C - E). Es también importante resaltar como en los tres grupos tratados,
las células GFAP" se localizan alrededor de los vasos sanguineos dentro del area dafada,
sugiriendo su papel en la recuperacion de la BHE (cabezas de flecha en Figura 52 C - G). Por
otra parte, la GS persiste e incluso se muestra mas marcada en el grupo criolesionado (flechas
en Figura 52 B), mientras que en el grupo control se observa una distribucion normal de los
astrocitos (Figura 52 A).

4.6.2 Analisis del efecto del tratamiento celular y farmacolégico en la
cuantificacién y distribucién microglial

Para evaluar la subpoblacion de células microgliales realizamos estudios de
inmunohistoquimica para marcadores como el marcador molecular especifico Iba1 8 dias tras
la CR. Se observa un incremento de las células de microglia en los grupos tratados (Figura 53

C - E) cuando comparamos con los grupos no tratados (Figura 53 A y B). Ademas, este

incremento tiene un caracter local pues solo encontramos células Iba1” en la zona que rodea el
area dafada (Figura 53 F, F', Gy G').
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Fig.53. Presencia de microglia tras el tratamiento celular y farmacolégico en el area lesionada 8 dias tras la CR.

(A-E) Microfotografias de células Iba 1" reveladas con DAB mostrando un incremento en el area ocupada por esta
microglia en los animales tratados. (F y F') Vista panoramica del hemisferio dafiado de animales tratados con
BMDC. (G y G') Vista panoramica del hemisferio dafiado de animales tratados con BMDC y LA. (Grafico) El grafico
muestra la cuantificacion del area dafiada ocupada por la microglia (% del area de Iba 1)en las primeras 100 um de
cada uno de los grupos experimentales. Escala: (A-E) 10 um, (F y G) 500 um, (F'y G') 50 um. * p<0,05; ** p<0,01 y
*** p<0,001.
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Con el objetivo de cuantificar la microglia y analizar su distribucién, primero se evalué
el porcentaje de superficie ocupada por las células Iba 1" en todas las secciones coronales que
presentaban CR en las 100 primeras micras desde el limite de la lesion 8 dias tras la CR y el
area representativa en todos los animales controles. Se observa un incremento significativo en
CR+LA (p<0,01), CR+BMDC y CR+BMDC+LA (p<0,001) cuando se compara con los animales
controles. Ademas, este area es significativamente mayor (p<0,001) en los grupos CR+BMDC y
CR+BMDC+LA comparado con el grupo CR. Este incremento es también significativo (p<0,05;
p<0,001) en el grupo CR+BMDC+LA comparado con el grupo CR+BMDC y CR+LA
respectivamente. Ademas, estos datos son significativamente prominentes (p<0,05) en el grupo
CR+BMDC cuando comparamos con el grupo CR+LA (Figura 53 Grafico).

Con la perspectiva de analizar el desarrollo cronolégico de la microglia en todos los
grupos experimentales, se realizé el mismo estudio inmunohistoquimico para Iba1 16 dias tras
la CR. Aparentemente, se advierte la misma densidad de células Iba1* en todos los grupos
tratados y el grupo control (Figura 54 Ay C - E) pero sin embargo, se observa un incremento
con el grupo criolesionado (Figura 54 B). Ademas, no se encuentran agregaciones de células
microgliales en la zona adyacente al area dafiada, sino que las células estan distribuidas de
manera homogénea dentro del parénquima cortical (Figura 54 F, F', Gy G').
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Fig.54. Presencia de microglia tras el tratamiento celular y farmacolégico en el area lesionada 16 dias tras la CR.

(A-E) Microfotografias de células Iba 1 * reveladas con DAB mostrando una disminucion en el area ocupada por
esta microglia en los animales tratados alcanzando niveles similares a los controles. (F y F') Vista panoramica del
hemisferio dafiado de animales tratados con BMDC. (G y G') Vista panoramica del hemisferio dafiado de animales
tratados con BMDC y LA. (Grafico) El grafico muestra la cuantificacion del area ocupada por la microglia (% del
area de Iba 1) en las primeras 100 um dentro del area dafiada en cada uno de los grupos experimentales. Escala:
(A-E) 10 um, (Fy G) 500 um y (F'y G') 50 um.* p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001.

Para cuantificar la microglia en este punto se evalué el porcentaje de superficie

ocupada por estas células en las 100 primeras micras desde el limite del dafio de todas las
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secciones coronales que presentaban CR y en el area correspondiente del grupo control. Se
observa una disminucion significativa en el grupo CR+LA (p<0,001), CR+BMDC (p<0,01) y una
disminucion significativa en los grupos CR+BMDC+LA y el grupo control (p<0,05) cuando se

compara con animales criolesionados (Figura 54 Grafico).

4.7. Determinacion de la presencia de citoquinas y factores neurotréficos

en el area danada tras el tratamiento celular y farmacolégico

La funcion beneficiosa de la microglia esta relacionada con la funciéon de fagocitosis
que involucra la supervivencia neuronal (Petersen and Dailey, 2004, Shaked et al., 2004,
Mitrasinovic et al., 2005), mientras que la funcion perjudicial se asocia a la secrecién de
citoquinas proinflamatorias (Graeber and Streit, 2010). Entre estas encontramos el NFkB, un
importante factor de transcripcion para la inducciéon de mediadores inflamatorios que participa
en la neuroinflamacion mediada por la microglia (Jayasooriya et al., 2011, Gao et al., 20133,
Kim et al., 2013). Varios estudios sugieren que la expresion de citoquinas antiinflamatorias
como IL-10 y citoquinas proinflamatorias como TNFa o IL-1§3 es controlada por la activacion de
NFkB (Jung et al., 2010, Liu et al., 2011a, Chantong et al., 2012, Zhu et al., 2012).

Por tanto, nuestro préximo objetivo es analizar si los aumentos de células de microglia
encontrados en los animales tratados a los 8 dias tras las CR se asocian con un aumento de
factores proinflamatorios como NFkB o TNFa en este punto, no observando diferencias
estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos del estudio para el caso del NFkB
(Figura 55).
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Fig.55. Presencia de NFkB tras el tratamiento celular y farmacolégico en el érea
lesionada 8 dias tras la CR. (A) Imagen del western blot para NFkB en cada grupo
experimental no mostrando diferencias significativas entre ellos. (Grafico) El grafico
muestra la cuantificacion de la densidad de las bandas (expresado como el ratio de

NFkB /Actina) en cada uno de los grupos experimentales.

118



Resultados

En cuanto al TNFa, solo se observa un incremento estadisticamente significativo
(p<0,05) para el caso del grupo tratado con LA y BMDC comparado con el grupo control (Figura

56).
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Fig.56. Presencia de TNFa tras el tratamiento celular y farmacolégico en el area

lesionada 8 dias tras la CR. (A) Imagen del western blot para TNFa en cada grupo
experimental mostrando el incremento en los niveles de esta proteina en animales
tratados con BMDC y LA. (Gréfico) El grafico muestra la cuantificacion de la densidad de
las bandas (expresado como el ratio de TNFa /Actina) en cada uno de los grupos

experimentales. * p<0,05.

Por otra parte, ha sido mostrado como el factor neurotréfico BDNF mediado por las
células microgliales u secretado por CMM provoca rapidos potenciales de accién que
influencian la excitabilidad neuronal modulando tareas de aprendizaje y memoria (Fossati et al.,
2004, Nacmias et al., 2004). Debido al importante papel neuroprotector de esta proteina
decidimos investigar su expresion en las diferentes condiciones de estudio.

Los resultados de la cuantificacion por densitometria de western blot muestran un
aumento estadisticamente significativo (p<0,05) de la proteina BDNF en los animales tratados
(CR+LA, CR+BMDC y CR+BMDC+LA) comparado con los criolesionados no tratados y los

controles (CR y control), no encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los

diferentes grupos tratados (Figura 57).

119



Resultados

A Control CR CR+LA CR+BMDC CR+BMDC+LA

*
7 * ol *
8 s 2
=
'E 25
o)
o 2
c
2 s
3
1 4
- |
E 05
o |
0 ; — — — .
Control CR CR+LA  CR+BMDC CR+BMDC+LA

Fig.57. Presencia de BDNF tras el tratamiento celular y farmacolégico en el area

lesionada 8 dias tras la CR. (A) Imagen del western blot para BDNF en cada grupo
experimental mostrando el incremento en los niveles de esta proteina en todos los
animales tratados. (Gréfico) El grafico muestra la cuantificacién de la densidad de las
bandas (expresado como el ratio de BDNF/Actina) en cada uno de los grupos

experimentales. * p<0,05.

4.8. Estudio angiogénico tras el tratamiento celular y farmacolégico

Con el objetivo de evaluar la presencia de vasos sanguineos, realizamos una
inmunohistoquimica para la proteina Colageno IV. En animales no tratados los vasos
sanguineos presentan una distribucion arbitraria alrededor del area danada (Figura 58 A y B).
Sin embargo, los vasos sanguineos de los animales tratados adquieren una aparente
disposicion paralela orientados hacia la CC y la lesién cerebral (Figura 58 C-E). Asimismo, esta
distribucion paralela permanece de la misma forma en toda el area dafiada, y no solo
concentrada alrededor de la CC (Figura 58 F, F', Gy G').

Ademas, la cantidad y el diametro de los vasos sanguineos en los animales tratados
parece ser mayor. Por tanto, con el objetivo de analizar este tejido cuantificamos el area
ocupada por los vasos sanguineos 8 dias tras la CR (Figura 58 Grafico). Se observa un
aumento significativo del area ocupada por los vasos sanguineos en los tres grupos tratados
comparado con los animales no tratados. Especificamente, se observa un incremento
significativo (p<0,01) en el grupo tratado con LA (CR+LA) y el grupo con tratamiento combinado
(CR+BMDC+LA) en relacion con el grupo control y el grupo criolesionado (Control y CR).
Ademas, se obtiene un incremento significativo (p<0,001) en animales CR+BMDC comparados

con animales controles y animales criolesionados.
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Fig.58. Angiogénesis tras el tratamiento celular y farmacolégico en el area lesionada 8 dias tras la CR. (A-E)

Microfotografias de células Collagen IV* reveladas con DAB mostrando la presencia y distribucion de los vasos
sanguineos siendo esta mas organizada para el caso de los animales tratados. Véase la orientacion paralela hacia la
CC en el tejido de penumbra. (F y F') Vista panoramica del hemisferio dafiado de animales tratados con BMDC. (G y
G') Vista panorémica del hemisferio dafiado de animales tratados con BMDC y LA. (Grafico) El grafico muestra la
cuantificaciéon del area ocupada por los vasos sanguineos (% area vasos sanguineos). Escala: (A-E) 10 um, (Fy G)
500 um, (F'y G') 50 um.** p<0,01 y *** p<0,001.

La técnica de western blot para COL4A2 se realizé para verificar el efecto angiogénico
del tratamiento celular y farmacoldgico (Figura 59 A).
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Fig.59. Presencia de COL4A2 tras el tratamiento celular y farmacolégico en el area
lesionada 8 dias tras la CR. (A) Imagen del western blot para la proteina COL4A2 en
cada grupo experimental mostrando el incremento en los niveles de colageno en todos
los animales tratados. (Grafico) El gréfico muestra la cuantificacion de la densidad de las
bandas (expresado como el ratio de COL4A2/Actina) en cada uno de los grupos

experimentales. * p<0,05 y *** p<0,001.
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La cuantificacion muestra que la administraciéon de LA o el tratamiento con BMDC
(CR+LA y CR+BMDC) incrementa de manera significativa (p<0,001) los niveles de colageno
comparado con los animales del grupo control y criolesionado (CR). Los niveles de colageno
incrementan también (p<0,05) en el tratamiento combinado (CR+BMDC+LA) comparado con
los grupos control y criolesionado (CR) (Figura 59 Gréafico).

Con el fin de estudiar las caracteristicas de estos vasos sanguineos 16 dias tras la CR
como principal factor en la restauracién de la BHE, se empled una inmunohistoquimica de la
proteina GFAP seguida de la cuantificacion del numero y diametro de los vasos sanguineos.
Los datos se expresaron como el numero total de vasos sanguineos referido al total del area
cuantificada y como promedio del diametro de todos los vasos sanguineos dentro de las
primeras 100 micras, respectivamente. Por una parte, se observa una disminucion significativa
del numero de vasos sanguineos en el grupo criolesionado (CR) (p<0,001) cuando
comparamos con los animales controles. Ademas, se muestra un incremento significativo en
este nimero de vasos sanguineos (p<0,05 y p<0,01) en los grupos tratados de manera
individual con LA o BMDC (CR+LA y CR+BMDC, respectivamente) el cual es incluso mayor
(p<0,001) en el grupo tratado con la terapia combinada (CR+BMDC+LA) cuando comparamos
con los animales criolesionados (CR). Por otra parte, el diametro de los vasos sanguineos es
significativamente mayor en los tres grupos tratados comparado con los no tratados. Por lo
tanto, se observa un incremento significativo (p<0,01) del grupo tratado con LA (CR+LA)
comparado con el grupo control. De la misma forma, se observa un incremento significativo
(p<0,001) en el grupo tratado con BMDC vy el grupo tratado con ambas terapias comparado con
el grupo control. Ademas, los resultados muestran un incremento significativo del diametro de
los vasos sanguineos (p<0,05 y p<0,01) en los grupos tratados de manera individual con LA o
BMDC (CR+LA y CR+BMDC, respectivamente) los cuales son incluso mayores (p<0,001) en el
grupo tratado con terapia combinada (CR+BMDC+LA) cuando comparamos con los animales
criolesionados (CR). Por ultimo, estas medidas fueron significativamente mayores (p<0,05) en

el grupo CR+BMDC+LA cuando comparamos con el grupo CR+LA (Figura 52 Gréficos).

4.9. Anadlisis de la presencia de neuronas tras el tratamiento celular y

farmacolégico

Al igual que en el estudio realizado para el tratamiento de LA a corto y largo plazo, aqui
evaluamos la posible presencia de axones neuronales de nueva formacion en el area dafada y
para ello realizamos una inmunohistoquimica para el marcador molecular especifico MAP2
junto con el marcador especifico BrdU 8 dias tras la CR. Se observa un incremento del
marcador de neuronas maduras extendiendo sus terminaciones nerviosas hacia la zona
dafada en los grupos tratados (Figura 60 B - D) cuando comparamos con el grupo

criolesionado no tratado (Figura 60 A).

122



Resultados

CR+BMDC CR+BMDC+LA

MAP2/

Fig.60. inmunofiuorescencia doble para MAP2 (verde)y BrdU (rojo) en cada uno de los grupos de estudio 8 dias

tras la CR. (B-D) Se observa la presencia de axones neuronales en el area dafiada de animales tratados. Escala:
50 um.
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Discusion

1. Efecto del tratamiento con acido lipoico sobre la viabilidad celular ante
el estrés por dano oxidativo

El traumatismo craneoencefalico (TCE) como problema de salud, con alta morbilidad y
mortalidad, genera al mismo tiempo grandes costes econémicos. En el TCE se dan tanto dafios
primarios como secundarios, destacando el estrés oxidativo (Sullivan et al., 1998, Shao et al.,
20086).

Diferentes estudios han demostrado que el estrés oxidativo contribuye a la muerte
neuronal en diferentes patologias, entre ellas la isquemia cerebral y enfermedades
neurodegenerativas (Bossy-Wetzel et al., 2004, Mehta et al., 2007), pues el cerebro es
altamente susceptible al dafio oxidativo comparado con otros tejidos (Halliwell, 2006).

La defensa celular, con el sistema glutation (GSH) y las enzimas antioxidantes,
protegen al tejido del efecto dafino de los radicales libres, siendo el GSH el mayor antioxidante
intracelular (Ross, 1998). No obstante, la capacidad del sistema antioxidante enddgeno del
cerebro es limitada y por ello, el uso de antioxidantes como el acido lipoico (LA; lipoic acid)
podrian proteger el tejido neural del dafio ocasionado al aumentar las especies reactivas de
oxigeno (ERO).

Es conocido el efecto del LA por su papel como coenzima en el metabolismo
energético. Ademas, cuando es suplementado en la dieta se absorbe y localiza en todos los
compartimentos celulares donde actia como modulador del estado redox celular. EI LA es
transportado a diferentes érganos como el cerebro porque tiene la potestad de atravesar
libremente la barrera hematoencefalica (BHE) (Roy et al., 1997, Roy and Packer, 1998,
Cakatay, 2006, Schreibelt et al., 2006, Shay et al., 2009). EI LA o su forma reducida, el
dihidrolipoico (DHLA; dihydrolipoic acid) tiene muchas funciones bioquimicas actuando como
antioxidante bioldgico, como quelante de metales (Ou et al., 1995, Bast and Haenen, 2003,
Smith et al.,, 2004), atrapando las ERO, reduciendo la forma oxidada de otros agentes
antioxidantes como las vitaminas C y E y el GSH, reduciendo la peroxidacién lipidica y
modulando la transduccién de sefiales de varias vias, como la insulina y el factor nuclear kappa
B (NFkB; nuclear factor kappa B) (Packer et al., 1995a, Akpinar et al., 2007, Applegate et al.,
2008, Golbidi et al., 2011, Packer and Cadenas, 2011).

Se ha descrito como el ambiente redox extracelular tiol/disulfido, determinado por la
pareja cisteina/cistina, modula la proliferacién celular, la apoptosis, la liberacion de moléculas
de adhesion celular y sefales proinflamatorias (Go and Jones, 2010). El LA puede modular el
estado redox extracelular ya que el DHLA esta involucrado en la reduccién de cistina a cisteina,
facilitando por lo tanto la rapida entrada de este ultimo en la célula mediante el sistema de
transporte de aminoacidos y por consiguiente, aumentando la capacidad de estimular la
sintesis de GSH (Han et al., 1995, Han et al., 1997, Packer et al., 2001). Es decir, que el LA
puede no solo participar en la reducciéon de GSSG a GSH, sino que también incrementar la
sintesis de novo del GSH celular de manera indirecta mejorando la utilizacion de la cisteina
(Han et al., 1997, Packer et al., 2001). Aspecto muy importante, ya que la cisteina es muy
inestable extracelularmente y se auto-oxida rapidamente a cistina, en un proceso que produce
radicales libres (Meister, 1988)
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Por todo esto, nos planteamos como primer objetivo el analisis del efecto del LA tras el
uso de diferentes estresores tanto in vifro como ex vivo, estresores que simulan el dafio
oxidativo que forma parte del dafio secundario a un TCE, intentando elucidar el mecanismo de
accion de este antioxidante en situaciones de trauma cerebral.

Por una parte utilizamos como estresores una combinacién de lipopolisacarido (LPS) y
dopamina, siendo el LPS un potente inductor de inflamacién y activador de macroéfagos,
produciendo abundantes ERO en células de microglia del cerebro (Halliwell, 2006). Los efectos
neurotoxicos del LPS en las neuronas del cerebro estan mediados por la activacion de las
células microgliales, IL-18 y caspasa-11 (Arai et al., 2004). A este LPS se le anadio la
dopamina para su administracion simultdnea a los cultivos, pues se ha estudiado que el
aumento de ERO y especies reactivas de nitrégeno que inducen un estado de estrés oxidativo,
provoca un incremento en la oxidacion de la dopamina, autooxidacion de catecolaminas en el
sistema nervioso central (SNC), formacién de radicales superdxido, produccion de quinonas de
dopamina, liberacion y oxidacion de metales de transicion (Fe, Cu), peroxido de hidrégeno y
radicales hidroxilo, asi como también provoca un dafo proteico (Graham, 1978). Las quinonas
de dopamina pueden reaccionar con la cisteina y producir residuos de cistenil, estos residuos
son capaces de inhibir la funcion de muchas proteinas, y producir disminucion de ATP por el
bloqueo de la cadena respiratoria (Ramsden et al., 2001).

En el presente trabajo, se ha observado como tras la aplicacion de estos estresores en
un cultivo celular de corteza cerebral se produce una disminucién estadisticamente significativa
de la viabilidad celular y un aumento de la muerte celular, que sin embargo tiende a disminuir
tras la aplicacién del antioxidante LA. Estos resultados coinciden con los encontrados en otros
estudios como el de Tomassoni y colaboradores, en el que el uso de LA fue capaz de inhibir la
reduccién de la viabilidad ocasionada por estresores como el peréxido de hidrégeno (H,O,) en
células cancerigenas (Tomassoni et al., 2013). De manera similar ocurre en el estudio de Lee y
colaboradores, en el que estimularon un sistema de co-cultivo, formado por células neuronales
y microgliales, con dopamina y ABR(25-35)/IFNy, que actia de forma similar al LPS, aumentando
la muerte neuronal. Sin embargo, esta muerte se vio reducida de forma significativa al tratar el
sistema con curcumina (Lee et al, 2007), un antioxidante natural con propiedades
antiinflamatorias y anticancerigenas (Sharma et al., 2005). De igual forma, en otros estudios se
determind que el LA tenia efectos antiapoptéticos ademas de los citados efectos antioxidantes
(Bae et al., 2009, Dadhania et al., 2010).

Ademas, en el presente trabajo se observé que en los grupos tratados in vitro con los
estresores (LPS+DOP) y en los grupos tratados con los estresores y posteriormente tratados
con LA (LPS+DOP+LA) se producia un aumento estadisticamente significativo de los niveles
de GSH respecto al grupo control, sin embargo, los niveles de glutation disulfuro (GSSG) se
mostraban aumentados de manera significativa en el grupo estimulado Unicamente con los
estresores (LPS+DOP), aunque estos niveles tendian a disminuir tras el tratamiento con LA.
Por lo tanto, se observé una tendencia a la disminucion del ratio GSH/GSSG en el grupo
estimulado con los estresores (LPS+DOP), respecto al grupo control, mientras que el
tratamiento posterior con LA (LPS+DOP+LA) tendia a aumentar el ratio, aproximandose a los

valores obtenidos en el grupo control. Por lo que hipotetizamos que quizé debido al gran estrés
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producido en las células por el dafio oxidativo, éstas tiendan a incrementar la produccion de
GSH como mecanismo de defensa para contrarrestar los bajos niveles de GSH intracelular,
pero, el GSSG continua siendo elevado y por tanto el ratio aparece disminuido. Sin embargo, al
tratar las células con LA, los niveles de GSH aumentan y ademas los niveles de GSSG tienden
a disminuir, mostrandose un ratio GSH/GSSG mas elevado, lo que podria significar que el LA
esta actuando mediante la estimulacion de la conversiéon de GSSG a GSH y no mediante la
sintesis de novo de GSH, puesto que los niveles de glutamato, que es uno de los precursores
del GSH junto con la cisteina y la glicina, no varian entre los grupos. Esto confirmaria los
estudios que afirman como el LA es capaz de regenerar el GSH (Akpinar et al., 2007,
Applegate et al., 2008).

Por otra parte, aplicamos al cultivo celular de la corteza cerebral el estresor L-
Butionina-S,R-sulfoximina (BSO), que es un inhibidor de la sintesis de GSH ya que inhibe la
enzima limitante para dicha sintesis, la y-glutamil-cisteina sintetasa (y-GCS) (Giriffith, 1982).
Esta enzima es de gran importancia ya que la sintesis de GSH involucra dos pasos. En el
primero, se produce la formacion de la y-glutamilcisteina (yGC) por dos sustratos, el L-
glutamato y la L-cisteina mediante la y-GCS (Huang et al., 1988). En el segundo paso, la yGC y
el ATP se combinan para formar L-y-glutamil-L-cistenilfosfato que se combina con la glicina en
una reaccion catalizada por la GSH sintetasa para formar GSH. Bajo condiciones normales, el
ratio de sintesis de GSH esta determinado por dos factores, la disponibilidad de la cisteina y la
actividad de la y-GCS (Trotta et al., 1974, Griffith and Mulcahy, 1999).

En el presente trabajo se muestra que el tratamiento de las células con BSO disminuye
la viabilidad y aumenta la muerte celular de forma significativa, sin embargo, el posterior
tratamiento con LA mejora esta viabilidad y disminuye la muerte celular de forma significativa.
Esto se asemeja a lo encontrado en otros estudios como el de Yamada y colaboradores, en el
que el co-tratamiento con LA mejoré de manera significativa la viabilidad contra la toxicidad
inducida por el BSO en células cancerigenas (Yamada et al., 2011). Ademas, en nuestro
trabajo no se encontraron diferencias entre el grupo tratado con el BSO y el grupo tratado con
BSO+LA, en cuanto a los niveles de GSH, GSSG vy el ratio de ambos. Esto ocurre de manera
similar en el estudio de Yamada y colaboradores, en el que no encontraron diferencias en
cuanto a los niveles de GSH de los grupos tratados con BSO y los grupos tratados con BSO y
LA. En este estudio concluyeron que el LA prevenia la muerte celular inducida por farmacos
que disminuian el GSH a través de diferentes mecanismos, incluyendo vias como PI3K/Akt
(Yamada et al., 2011) confirmado también por otros estudios (Zhang et al., 2007b). Ademas,
estudios llevados a cabo por Han y colaboradores, mostraron que los niveles de GSH de
células de linfocitos T humanos Jurkat, que se utilizan para estudiar la leucemia aguda de
células, se vieron disminuidos por el inhibidor de la y-GCS, el BSO, siendo esta disminucién no
prevenida por el LA. De manera similar, el estudio realizado por Miranda y colaboradores,
mostraron que la administracion de BSO a ratones rd1, modelo de ratones ideal para el analisis
experimental de las distrofias de la retina, agotaba el GSH de la retina y ademas, la
administraciéon de un mix de antioxidantes, entre el que se encontraba el LA, no pudo

incrementar los niveles de GSH (Miranda et al., 2010).
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Esto sugiere que el mantenimiento del estado del GSH depende de la continua sintesis
de novo. Ademas, el fallo del LA en prevenir la perdida de GSH ocasionada por el BSO
muestra que el efecto del LA en los niveles de GSH requiere del funcionamiento de la y-GCS
(Han et al., 1997).

Con el fin de elucidar el mecanismo del LA en el cerebro realizamos también el analisis
de los niveles de GSH, GSSG y malondialdehido (MDA) en un modelo ex vivo, provocando un
dano oxidativo en un homogenado de cerebro mediante el uso de Fe (ll) y acido ascérbico que
luego tratamos con diferentes concentraciones de LA.

En este estudio observamos que el posible efecto beneficioso y la disminucion del
estrés oxidativo podria deberse a que el LA aumenta las concentraciones de GSH. Ademas,
este aumento de GSH se produce porque parece que el LA esta estimulando la conversion de
GSSG a GSH y no porque se sintetice GSH de novo. Esto lo observamos debido al aumento
significativo de los niveles de GSH en los grupos tratados con LA a 4 y 10 uM, la disminucion
significativa de las concentraciones de GSGG de las muestras tratadas con LA a partir de la
administracion de LA 1 uM y el aumento del ratio de GSH/GSSG de las muestras tratadas con
LA a4y 10 yM. Como hemos mencionado, esto es de gran importancia porque indica que la
mayor parte del par GSH/GSSH se encuentra en su forma reducida. Ademas, se observa que
este efecto es dosis dependiente y claramente observable en los grupos tratados a las mayores
concentraciones de LA, 4 y 10 uM. Por el contrario, no se encontraron diferencias entre los
valores de glutamato obtenido en los diferentes grupos de estudio, corroborando que esta
actuando por esta via y no mediante la sintesis de novo de GSH.

Estos resultados estan de acuerdo con aquellos que muestran como el LA/DHLA
pueden regenerar otros antioxidantes como la vitamina C, E y el ratio de GSH/GSSG (Packer
et al., 1995b, Szelag et al., 2012, Dalazen et al., 2014). Pero ademas se ha determinado como
el LA y su metabolito el DHLA puede proteger contra la peroxidacién lipidica, es decir la
modificacién oxidativa de los lipidos, mediante la quelacién de iones metalicos divalentes,
como el hierro y el cobre (Skibska et al., 2006). Por ello se obtuvieron en todos los grupos de
estudio los niveles de MDA, uno de los productos finales de la peroxidacion de los lipidos de
membrana, observando una bajada de los mismos al aumentar la concentracién de LA, siendo
especialmente marcada en los niveles de LA 10 pyM. Esto es importante ya que se considera
que la peroxidacion lipidica esta mediada por radicales libres actuando sobre los acidos grasos
insaturados componentes de los lipidos de las membranas y causa importante de la
destruccion de la membrana y muerte celular (Janero, 1990, Riedel et al., 2003, Derin et al.,
2004).

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en otros estudios. Se ha
demostrado como debido a un TCE se produce un incremento de la peroxidacion lipidica y una
disminucion de GSH, indicando dafio oxidativo (Kerman et al., 2005, Ozdemir et al., 2005,
McAllister, 2011, Bains and Hall, 2012). De manera similar a nuestro estudio, otros
investigadores han mostrado como el LA es capaz de aumentar los niveles de GSH que habian
disminuido debido a un trauma (Toklu et al., 2009). Asi mismo, estudios mas recientes han

demostrado que tras la administracion de LA oral en un modelo de TCE se produce un
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incremento en el numero de neuronas y una disminucion del estrés oxidativo y la apoptosis
(Ozbal et al., 2015).

2. Terapia farmacolégica con acido lipoico tras dafo focal en sistema

nervioso central. Efectos celulares y tisulares tras el tratamiento

2.1. Idoneidad del modelo de criolesion y respuesta al tratamiento

farmacolégico con acido lipoico

En términos generales, los dos tipos de dafo focal agudo en el SNC son el dafo
traumatico y el accidente cerebrovascular isquémico. Ambos han sido utilizados durante
décadas como el modelo tipo en experimentacién para el estudio de los mecanismos
responsables del dafio y reparacion en el SNC.

El modelo experimental de lesion cerebral utilizado en este trabajo (modelo de
criolesién tanto en rata como en ratén) ha empezado a ser muy ventajoso en comparacién con
otros modelos establecidos de dafio cerebral traumatico (por ejemplo percusion lateral por
fluido, los modelos de caida de peso) (Klatzo et al., 1958, Feeney et al., 1981, Mclintosh et al.,
1989, Cernak, 2005), porque esta lesidén esta claramente circunscrita, es cuantificable
facilmente y altamente reproducible en tamafio y localizacion (Siren et al., 2006, Cederberg and
Siesjo, 2010, Sauerbeck et al., 2011, Raslan et al., 2012, Rocamonde et al., 2012).

La respuesta llevada a cabo por el SNC tras un dafo focal agudo se puede dividir en
términos generales en tres fases que pueden coincidir en el tiempo, una primera fase de
muerte celular e inflamacién, una segunda fase de proliferacion celular para el reemplazo del
tejido y una ultima fase de restauracion del tejido (Burda and Sofroniew, 2014).

Se ha establecido un interés creciente por identificar el mejor modo de manipular y
mejorar esta respuesta al dafio en el SNC. Incluyendo, no solo enfoques mas tradicionales
como el desarrollo de farmacos de administracion parenteral, sino también mediante
modificaciones del estilo de vida como por ejemplo la implementacién con estrategias de
ejercicio o la suplementacién dietética con antioxidantes (Arumugam et al., 2010, Mattson,
2012, Sun et al., 2012, Piao et al., 2013, Iwata et al., 2014). Ademas, se estan desarrollando
nuevas estrategias como el implante de biomateriales (Yang et al., 2009, Pakulska et al., 2012,
Song et al., 2012, Zhang et al., 2014, Martinez-Ramos et al., 2015) pudiendo contener un
deposito de moléculas para su liberacion local, asi como estrategias regenerativas basadas en
el trasplante de células madre o progenitoras. Respecto a estas ultimas, son varias las terapias
celulares que pueden ser efectivas para la reparacion del SNC (Martino and Pluchino, 2006,
Bliss et al., 2007, Snyder and Teng, 2012). De entre estas, las células estromales o
mesenquimales derivadas de la médula 6sea o del cordén umbilical y liberadas en el SNC
pueden proporcionar factores de crecimiento, citoquinas y otros factores que pueden influenciar
la respuesta a un dafo del SNC y los consiguientes procesos de reparacion (Bliss et al., 2007,
Kokaia et al., 2012, Lemmens and Steinberg, 2013).

Sin embargo, la informaciéon publicada sobre la eficacia funcional de todas estas

terapias es todavia limitada. Por ello, estudiar la respuesta multicelular y de gliosis reactiva tras
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un dafio en el SNC, asi como los cambios a lo largo del tiempo y sus mecanismos moleculares
es esencial para comprender ampliamente los desordenes ocasionados en el SNC y por tanto
poder desarrollar una estrategia terapéutica eficaz que permita llevar a cabo una mejora de
esta respuesta tras el dafio del tejido.

Por eso, en este trabajo se ha propuesto como segundo objetivo comparar la respuesta
al dafo cerebral por criolesién a corto y largo plazo con o sin tratamiento con el antioxidante
LA.

Se ha descrito que tras una lesién madura, considerada asi, tras dos o cuatro semanas
de evolucion del dafo, se presentan tres compartimentos (Burda and Sofroniew, 2014). Un
nucleo de lesion, seguido de una cicatriz glial (GS; glial scar) que rodea el nucleo de la lesion,
formada principalmente por astrocitos de nueva proliferacion (Wanner et al., 2013) y por
ultimo, una zona adyacente a la GS formada fundamentalmente por células del linaje neural
incluyendo neuronas y oligodendrocitos. Tanto las neuronas viables que sobreviven al dafio
como otros elementos del tejido neural estan entretejidas con los astrocitos reactivos y la
microglia reactiva (Burda and Sofroniew, 2014).

En concordancia con estos estudios, uno de los primeros resultados que obtuvimos en
nuestro grupo de investigacién respecto al tratamiento con LA tras una lesion cerebral in vivo,
fue la descripcién de tres zonas alrededor del area lesionada 15 dias tras la criolesion. Tal
como se ha descrito previamente, se encontrd una GS bien establecida alrededor de la cavidad
cistica (CC) situada proxima al ventriculo lateral (LV; lateral ventricle). A esta GS le siguié una
zona dafada denominada DZ (damaged zone). Finalmente, se observd una zona no afectada
llamada IZ (intact zone), como parte del parénquima neural (Figura 36). (Rocamonde et al.,
2012) Sin embargo, el tratamiento de LA durante 7 dias tras la criolesion provocd una
disminucion de la GS y una continuidad del tejido neural expandido hacia la CC a los 60 dias
tras la criolesion, tal y como se habia determinado en estudios anteriores a los 15 dias,
pudiendo todo esto ser interpretado como un proceso de renovacion tras muerte celular y

posterior proliferaciéon (Rocamonde et al., 2013).

2.2. Respuesta astroglial ante un tratamiento farmacolégico con acido
lipoico

Se conoce ademas coémo tras una lesién cerebral, moléculas inflamatorias procedentes
de las células dafiadas y muertas son liberadas al medio extracelular provocando la activacion
de la microglia y astroglia (Klatzo et al., 1958, Rocamonde et al., 2012). En el SNC normal, los
astrocitos llevan a cabo variedad de funciones entre las que se incluye el mantenimiento de la
BHE, la homeostasis ionica, la regulaciéon de los neurotransmisores y la formacion de sinapsis,
es decir, que los astrocitos son parte importante en el mantenimiento de la estructura, el
metabolismo y la funcién del cerebro (Barcia et al.,, 2008, Zhang and Barres, 2010), pero
ademas, los astrocitos se activan y responden ante cualquier dafio del SNC a través de un
proceso referido como astrogliosis reactiva (Laki et al., 1958, Bushong et al., 2004,
Wilhelmsson et al., 2006, Chvatal et al., 2007). Los astrocitos reactivos se caracterizan
morfolégicamente por un aumento de tamafio (hipertrofia) y un incremento en el ndmero y

extension de sus prolongaciones (Buffo et al., 2010). Ademas, tal y como hemos comentado
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anteriormente expresan altos niveles de la proteina acidica glial fibrilar (GFAP; glial fibrillary
acidic protein); que corresponde a un tipo de filamento intermedio especifico de los astrocitos
que se ha establecido como uno de los marcadores mas sensibles para observar la reaccion
astrocitica (Hatten et al., 1991); asi como también expresando un aumento de vimentina,
tenascina C y nestina. Ademas, en casos de dafio severo, pueden dar lugar a un aumento de la
proliferacion y a la formacién de la cicatriz glial (Wanner et al., 2013).

En relacién con estos conceptos, estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo
mostraron que el LA disminuye la reactividad astroglial, pues aunque no se observé una
disminucion en el numero de astrocitos, se mostré una reduccion del area ocupada por estas
células gliales y también se observé como el LA evita la formacion de la cicatriz glial 15 dias
tras la criolesion (Rocamonde et al., 2012). Adicionalmente, en el presente trabajo se han
comparado estos datos obtenidos a corto plazo con los obtenidos a largo plazo, mostrando que
la cicatriz glial permanece incluso 60 dias tras la criolesién en aquellos animales no tratados,
mientras que el tratamiento con LA evita por completo la formacién de la cicatriz a largo plazo y
las células astrogliales se distribuyen al azar por el tejido adyacente (Figura 38) (Rocamonde et
al., 2013).

Estos resultados que demuestran cémo la cicatriz glial persiste 60 dias tras una
criolesién, estan de acuerdo con los estudios obtenidos por Villapol y colaboradores, que
muestran una fuerte astrogliosis desde los 7 dias tras la lesién y hasta los dos meses
posteriores, siendo los astrocitos los que contribuyen a la formacion de la cicatriz glial (Villapol
et al., 2014). En otros estudios en los que se ha realizado una lesion de la medula espinal, se
ha visto como en los primeros estadios de la lesion, los astrocitos proporcionan soporte al area
danada manteniendo la barrera hematoespinal, secretando citoquinas y previniendo la
excitotoxicidad. Sin embargo, en un estado secundario de lesion, los astrocitos se vuelven
reactivos formando la cicatriz glial y produciendo proteoglicanos inhibitorios que impiden la
regeneracion axonal (Fitch and Silver, 2008).

En resumen, la astrogliosis puede tener efectos tanto beneficiosos como perjudiciales
sobre la recuperacion del tejido. Pues, se ha demostrado que estos astrocitos hipertroficos y la
formacion de la cicatriz glial tiene efectos inhibitorios para la regeneracion axonal y celular, sin
embargo, por otra parte, hay algunas evidencias que adjudican un papel positivo para los
astrocitos tras una lesién cerebral, ya que tienen capacidad fagocitica y son parcialmente
responsables de la eliminacion de desechos, minimizando asi la extension del dafo y la
inflamacion en los estados agudos tras el trauma cerebral (Schwab et al., 2001, Faulkner et al.,
2004). Recientes estudios han demostrado también que la preservacion de la funcion
astrocitica puede ser importante para prevenir la muerte neuronal programada en el cerebro
dafado (Min et al., 2012, Jeong et al., 2014). Por el contrario, se ha observado que en estadios
mas tardios estos astrocitos facilitan la formacion de la cicatriz glial post-traumatica (Fawcett
and Asher, 1999, Pekny et al., 2007) involucrada en la inhibicion de neuritas y por tanto en la
reparacion tras el dafio en el SNC (Muellner et al., 2003, Zhang et al., 2006, Busch and Silver,
2007). Segun estos estudios, la reduccion de la cicatriz glial que nosotros observamos 15 dias
y 60 dias tras la criolesion con el tratamiento antioxidante, podria favorecer la reparacion del
tejido.
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2.3. Respuesta microglial ante un tratamiento farmacolégico con acido
lipoico

Tras analizar la respuesta astroglial, estudiamos si esta reduccion de la cicatriz glial
tras el tratamiento con LA permite la llegada de células microgliales que estan involucradas en
procesos de remodelacion. Pues se ha descrito que ambos, astrocitos y microglia juegan un
papel fundamental en la sinapsis mediante la remodelacién del area lesionada vy
potencialmente recuperable (Stevens et al., 2007, Stephan et al., 2012).

La microglia se considera parte de la respuesta inmune del SNC (Mclintosh et al.,
1989). Pues la actividad de ingerir células apoptéticas ha sido atribuida tradicionalmente a
fagocitos profesionales como macréfagos, microglia y células dendriticas (Cernak, 2005).
Ademas, avances recientes en la biologia molecular han revelado que la microglia puede tener
funciones homeostaticas importantes (Cederberg and Siesjo, 2010) y son muy activas en la
vigilancia del medio ambiente neuronal en el cerebro normal, siendo las primeras células en
responder a algin cambio sutil producido en éste (Raslan et al., 2012). Bajo condiciones
patoldgicas, la microglia se transforma rapidamente en microglia reactiva con morfologia
ameboide y es expandida para responder al dafio o estimulo (Sauerbeck et al., 2011) y afectar
notablemente a las interacciones neuronales y las funciones del SNC, con la liberacion de
diversas sustancias citotdxicas entre las que se incluyen factores proinflamatorios como el
factor de necrosis tumoral (TNFa; tumor necrosis factor alpha), interferon gamma (IFNy) y
factores de estrés oxidativo que son téxicos para las neuronas (Chatzipanteli et al., 2002, Block
and Hong, 2005, Burda and Sofroniew, 2014). En estos ultimo anos se ha descrito también una
nueva morfologia microglial "rod microglia" y se ha hipotetizado como esta microglia con
morfologia alargada es capaz de aislar a las neuronas no dafiadas de un ambiente adverso
(Taylor et al., 2014).

En este trabajo, se ha identificado la morfologia de la microglia en los dos grupos de
estudio, para poder discriminar la microglia ramificada (en reposo), de la microglia ameboide
(fagocitica). Se ha visto como la microglia se incrementé a los 15 dias y disminuyé a los 60
dias tras la criolesion en aquellos grupos criolesionados tanto tratados como no tratados con el
LA, llegando a valores controles. Sin embargo, solo el grupo no tratado mostré6 microglia
ramificada a los 15 dias tras la criolesion (Figuras 40 y 41). Ademas, las células fagociticas se
incrementaron significativamente en el grupo tratado con LA a los 15 dias, mientras que el
grupo no tratado mostré su mayor incremento a los 60 dias, observado tanto por la morfologia
de las células microgliales mediante la inmunohistoquimica para el marcador Iba1, como por el
marcaje de células fagociticas con el anticuerpo ED1 (Figuras 40 y 42). En vista de estos
resultados, hipotetizamos que la administracion de LA tras el dafo cerebral evita la formacién
de la cicatriz glial, pudiendo promover la restauracién del tejido a través de la respuesta inmune
temprana desarrollada por la microglia (Rocamonde et al., 2013).

Sin embargo, actualmente hay una pregunta abierta sobre el papel de las células
microgliales. En general, se cree que al igual que los astrocitos, la microglia juega tanto un
papel perjudicial como beneficioso en el dafio cerebral, dependiendo del tiempo y la severidad

de la inflamacién. Pues, aunque durante las primeras horas y dias, la microglia puede facilitar
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la muerte y destruccion de las células nerviosas por la liberacion de agentes como el TNFa, el
oxido nitrico (NO; nitric oxide), el H,O, y aniones superdxido; mas tardiamente, la microglia
puede fomentar la supervivencia de las células y la reparacién de los tejidos por la sintesis de
factores de crecimiento que estimulan la astrogliosis y la supervivencia neuronal (Arango-
Davila et al., 2004). Por lo tanto, se cree que la activacion microglial en un corto periodo de
tiempo no es perjudicial pudiendo incluso tener efectos beneficiosos por producir substancias
neuroprotectoras en respuesta a un dafo, incluyendo citoquinas antiinflammatorias y factores
neurotréficos. Ademas, hay diversos estudios proponiendo que bajo ciertas circunstancias, la
microglia podria ser neuroprotectora (Hofmann et al., 1995, Ziegler et al., 1995, Siren et al.,
2006) y promover la neurogénesis adulta a través de la liberacion del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF; brain-derived neurotrophic factor) y el factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF1; insulin-like growth factor 1) (Cao and Phillis, 1995, Slepneva et al.,
1995). También se ha visto en estudios realizados sobre la isquemia cerebral, que la respuesta
inmune innata puede ser beneficiosa (Jacob et al., 1995, Schonheit et al., 1995). De hecho, se
ha mostrado que la microglia tiene un papel de soporte neuronal por la captacién de glutamato
(Sandhya et al., 1995) y la eliminacién de desechos celulares (Maitra et al., 1995). Sin
embargo, el TCE es de mayor complejidad por su variada respuesta celular que no solo incluye
astrocitos y microglia, sino también células endoteliales, leucocitos, neuronas y otros que

interactian en la respuesta al dafio (Kang et al., 2014).

2.4. Respuesta angiogénica ante un tratamiento farmacolégico con acido
lipoico

Se ha descrito que dentro de los procesos que se producen en el dafio secundario tras
la lesion, se incluye la alteracion de la unidad cerebrovascular (Martin-Lopez et al., 2013), con
una disminucién en el flujo sanguineo cerebral y por tanto en el consumo de oxigeno y glucosa
(ladecola and Nedergaard, 2007). Sin embargo, no hay estudios que analicen con profundidad
el patron temporal de esta disrupcion.

Se sabe que la integridad funcional y estructural del cerebro depende de un continuo
aporte vascular de oxigeno y glucosa, y si el flujo sanguineo cerebral es interrumpido o incapaz
de incrementar la demanda metabdlica, cesa la funcién neuronal conllevandola a una muerte
retardada (Ragaisis, 2002, Longhi et al., 2003, Alessandri et al., 2012). Es también sabido que
los antioxidantes como el LA, ayudan a reducir la permeabilidad de la BHE y por lo tanto el
dario celular, manteniendo el balance iénico de Ca* y M92+ en las células endoteliales del
cerebro. En el estudio realizado previamente a los 15 dias de la criolesién, se observé como el
LA era capaz de estimular la angiogénesis tras el dafio cerebral. Ademas era capaz de
estimularla por él mismo, puesto que esta angiogénesis estaba estimulada incluso tras
bloguear, mediante la administracién de bevancizumab, el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF; vascular endothelial growth factor) que es en parte responsable de la sintesis
de colageno. Ademas, se observo que la distribucion de los vasos sanguineos en los animales
tratados con LA era paralela en direccion a la CC formada tras la lesion (Rocamonde et al.,
2012). En el presente trabajo, se compararon estos resultados con los obtenidos a largo plazo
y se vio como a los 60 dias tras la criolesion el tratamiento con LA seguia estimulando la
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angiogénesis, mostrando, al igual que se presentdé en el estudio realizado a corto plazo, una
distribucién de los vasos dirigidos hacia la CC, al tiempo que mostraban un mayor calibre. Sin
embargo, en los animales no tratados los vasos sanguineos presentaban un menor grosor y
una distribucion aleatoria (Figura 43).

Tras todas estas observaciones, pensamos que tras el tratamiento con LA gracias en
parte a esta disminucién de la cicatriz glial, se produce un aumento de células microgliales con
actividad fagocitica en el area lesionada junto con una llegada de vasos sanguineos de nueva
formacion y direccionados hacia la CC que podrian ayudar a evitar la muerte neuronal en este
area lesionada adyacente a la CC y por tanto a su reparacién. Por ello decidimos estudiar la
presencia de neuronas en este area lesionada con y sin el tratamiento del LA tanto a corto
como a largo plazo. Ademas otros investigadores como Kojima y colaboradores, han mostrado
cémo las células progenitoras neurales derivadas de zonas neurogénicas como la zona
subventricular (SVZ; subventricular zone), migran a través de los vasos sanguineos desde la
SVZ hacia la regiéon dafada, sugiriendo que los vasos sanguineos juegan un papel muy
importante como andamio para la migracién y llegada de estas células a las regiones

cerebrales dafadas (Kojima et al., 2010).

2.5. Respuesta neuronal ante un tratamiento farmacolégico con acido
lipoico

Los cambios adaptativos en la estructura y la funciéon de las neuronas que ocurren
permanentemente en el cerebro adulto y que corresponden a la denominada plasticidad
cerebral, estan implicados en procesos como el aprendizaje y la memoria y ademas,
desempenan un importante papel en la recuperacion del sistema nervioso ante diferentes tipos
de lesién (Kolb and Whishaw, 1998, Tokuda and Hatase, 1998). Para poder observar el estado
neuronal, se realizaron técnicas de inmunofluorescencia mediante anticuerpos especificos para
la proteina asociada a los microtubulos (MAP2), pues debe recordarse, que el citoesqueleto de
la neurona es uno de los principales elementos relacionados con su morfologia y su plasticidad.
Este citoesqueleto esta constituido por microfilamentos, filamentos intermedios y microtibulos,
siendo esta proteina MAP2 responsable en gran parte de la polimerizacién, estabilidad y
organizacion de las unidades de tubulina a y B que constituyen los microtubulos (Wiche et al.,
1991, Mandelkow et al., 1995) y por ende, se requiere para preservar la morfologia y la
conectividad neuronal. Tiene relacién con importantes cascadas bioquimicas de reaccion
intracelular y extracelular, lo que la hace particularmente sensible a las alteraciones
ocasionadas por la lesion cerebral. Se establece pues como un sensible marcador de
sufrimiento neuronal y representa un modelo de reorganizacion estructural y sinaptica.

Por lo tanto, tras analizar nuestros resultados de inmunofluorescencia realizada de
MAP2 tanto a corto como a largo plazo, pudimos concluir que el LA es capaz de evitar parte del
sufrimiento neuronal ocasionado por la lesiéon, puesto que podemos encontrar axones
neuronales en el area adyacente a la CC, que sin embargo no encontramos en aquellos

animales no tratados con el antioxidante (Figura 44).
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Estos resultados, avalados por los también resultados previos obtenidos en nuestro
laboratorio, confirman el tratamiento con LA como una nueva estrategia reparativa tras el dafio
cerebral y quiza otras enfermedades neurodegenerativas. Ademas, por primera vez
presentamos los efectos de neurorestauracion del LA a largo plazo tras una criolesion. Estos
resultados son comparables con los obtenidos recientemente por Choi y colaboradores, que
muestran como el tratamiento inmediato de LA tras un accidente cerebrovascular tiene efectos
de neurorestauracién a largo plazo contra el dafo neural ocasionado en ratas jovenes.
Ademas, presentan que esto es debido, al menos en parte, a la mejora de la neuroproliferacién
(Choi et al., 2015).

Por tanto, varios estudios confirman el efecto beneficioso del LA en el tratamiento de
muchas enfermedades como diabetes, aterosclerosis, proceso degenerativo en neuronas,
enfermedades de las articulaciones o el sindrome de la deficiencia inmune adquirida, asi como
enfermedades oculares (Packer et al., 1995a, Sanz et al., 2007, Merida et al., 2013, Zhao and
Hu, 2014). Ademas, otros estudios entre los que se encuentran los realizados por nuestro
grupo de investigacion y que incluyen parte de los resultados mostrados en este trabajo,
demuestran que en modelos animales de dafio cerebral traumatico y accidente
cerebrovascular, el LA es capaz de restaurar la disrupcién de la BHE, estimular procesos
angiogénicos y normalizar la activacion astrocitica/microglial (Gonzalez-Perez et al., 2002,
Schreibelt et al., 2006, Toklu et al., 2009, Rocamonde et al., 2012, Rocamonde et al., 2013).
Diferentes estudios han mostrado también el efecto neuroprotector del LA como un
antioxidante y agente antiinflamatorio (Freitas, 2009, Toklu et al., 2009), asi como su capacidad
para regular varios genes involucrados en la supervivencia celular, inflamacion y estrés
oxidativo (Larghero et al., 2007).

Los datos obtenidos de nuestro trabajo resultan sin duda prometedores en el avance de
una correcta terapia con fines reparativos. No obstante, serian necesarios estudios ulteriores
que profundizasen en la respuesta de la microglia frente al dafo cerebral focal, atendiendo a
procesos mas concretos como la inflamacion o la respuesta a mas corto y largo plazo. Por otra
parte, y a pesar de no haber encontrado un aumento significativo en el nimero de neuronas en
la zona afectada, si que es cierto que el aumento de dendritas y proyecciones neuronales hacia
la zona dafada resultan evidentes, coincidiendo con estudios anteriores (Leon et al., 2000,
Kokaia and Lindvall, 2003, Schmidt and Leach, 2003). Siguiendo estos resultados, seria de
crucial interés profundizar en el estudio de la arborizacién neuronal y la posible conectividad
entre neuronas a fin de conectar areas dafadas.

Comprender el comportamiento de las células neurales tras un dafio cerebral focal y
entender mecanismos en su respuesta frente a una terapia farmacolodgica es algo de sumo

interés en el disefio de nuevas terapias con fines reparativos.
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3. Combinacién de terapia celular y farmacolégica con fines de reparacién

3.1. Idoneidad de la terapia celular empleada con fines de reparacion tras

daino cerebral focal

Estudios recientes sugieren que la reparacion del sistema nervioso requiere la
combinacién de estrategias terapéuticas para una restauracion eficaz de la pérdida celular
basada en la proteccién de la red neural ya establecida, el suministro sanguineo y la activacion
de un mecanismo intrinseco de reparacion (Shen et al., 2012, Kaengkan et al., 2013).

En el presente trabajo se pretenden analizar dos enfoques terapéuticos distintos,
basandonos principalmente en estudios morfoldgicos y de inmunohistoquimica junto con aporte
molecular.

Por ello, el tercer objetivo del trabajo ha sido comparar la terapia de LA con la terapia
basada en el trasplante de células derivadas de la médula ésea (BMDC; bone marrow derived
cells) tras criolesién, asi como estudiar posibles efectos sinérgicos del tratamiento combinado.
En concreto, este estudio no se ha centrado en la diferenciacién de las células trasplantadas en
células neurales, sino en como estas células son capaces de regenerar la zona lesionada.
Pues tal y como han mostrado otros estudios en los que se han desarrollado otros modelos de
dano cerebral, el efecto terapéutico de estos trasplantes tiene mayor importancia por su
capacidad en modificar el medioambiente del tejido lesionado, disminuir el estrés oxidativo y la
muerte neural por apoptosis ayudando a regenerar el area lesionada, que por su capacidad de
transdiferenciacion (Calio et al., 2014).

En particular, en el presente trabajo se ha demostrado que el trasplante de BMDC y el
tratamiento farmacoldgico del LA estimula la proliferacion y diferenciacion de nuevas células
hacia astroglia, células endoteliales y microglia, sugiriendo su participacion en la
reorganizacion del parénquima cerebral y la angiogénesis a los 8 dias tras el dafio cerebral
(Paradells et al., 2015).

Algunos autores han descrito la terapia celular como una estrategia fundamental para
la neuroregeneracion y la reconstruccion del tejido tras el dafo cerebral, mediante el uso de
células madre de diversas fuentes. Respecto a esto, ha sido mostrado que el trasplante de
células madre mesenquimales (CMM) tras un dafio cerebral o o bien de médula espinal
conlleva una mejora funcional significante. De la misma manera, ha sido descrito clinicamente
coémo la administracion de células mononucleares autdlogas de la médula 6sea (tanto intratecal
como intramuscular) en combinacién con un programa de rehabilitacion integral, produce
mejoras funcionales en dafos y enfermedades neuroldgicas incurables en nifios (Sharma et al.,
2012). En un estudio realizado con 114 humanos con efectaciones degenerativas (paraplejia,
ataxia y esclerosis multiple), Yang y colaboradores realizaron un total de 592 administraciones
intratecales e intravenosas de células mononucleares procedentes de la sangre del cordon
umbilical sin observar graves efectos adversos. El efecto colateral mas comun (en el 3,2 % de
los pacientes) fue dolor de cabeza atribuido a una hipotensién postural, complicacién conocida
tras un pinchazo lumbar, que se resolvio de manera espontanea sin la necesidad de

intervenciones drasticas (Yang et al., 2010b).
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Ademas, ha sido demostrada la eficiencia de la administracion intracerebral de células
multipotentes. En este sentido, ha sido mostrado que el trasplante intracerebral de CMM de la
médula 6sea en un modelo experimental de infarto cerebral mejora de forma significativa la
recuperacion funcional comparado con la administraciéon intravenosa de estas mismas células
(Kawabori et al., 2012). Por lo tanto, la estrategia celular mediante BMDC, se considera
adecuada no solo por los resultados funcionales obtenidos tras dafios en el SNC, sino porque
pueden ser obtenidas de los propios pacientes sin dificultades éticas o inmunolégicas (Azizi et
al., 1998, Bliss et al., 2007, Parr et al., 2007).

En nuestro estudio se realizaron una serie de injertos intracerebrales de BMDC
procedentes de donantes GFP* en la corteza cerebral de ratones previamente lesionados
mediante criolesién. En este modelo, las células trasplantadas desparecieron de manera
progresiva y no se detectaron tras 16 dias de la lesion. Esta situacion es aportada de manera
similar en otros estudios, pero con tiempos superiores, pues en éstos, las células todavia se
detectaron semanas e incluso meses tras el trasplante (Mahmood et al., 2006, Maruichi et al.,
2009, Calio et al., 2014). Esta discrepancia podria ser debida a multiples aspectos como el
modelo animal utilizado y el tipo de células usadas, el método y la ruta de administracion
celular, el numero total de células trasplantadas y de manera mas interesante el momento en el
cual se realiz6 el trasplante. En el presente trabajo, las células fueron inyectadas de manera
intencionada en el dia 1 para anticiparnos al mecanismo de dafo secundario severo. Sin
embargo, se ha propuesto que las condiciones inflamatorias microambientales hostiles que
siguen a un dafo cerebral podria explicar porqué las células trasplantadas desaparecen
prontamente (Li et al., 2001a, Li et al., 2001b, Zhao et al., 2002, Shen et al., 2007a, Shen et al.,
2007b, Mora-Lee et al., 2012). No obstante, se ha observado que las CMM tienen un potencial
neuroprotector previniendo la muerte neural por apoptosis a través de la regulacion de la
expresion de genes antiapoptéticos. Por ejemplo, en el estudio realizado por Calio y
colaboradores, en el que se trasplantaron CMM de forma intratecal tras un modelo de
accidente cerebrovascular en ratas, el numero de células apoptéticas en los animales
trasplantados fue significativamente menor que en los no tratados, sugiriendo que estas células
podrian prevenir la muerte neural por apoptosis a través de la regulacion de la expresion de
genes pro y antiapoptéticos (Calio et al., 2014). Contrariamente, en nuestro estudio se observo
la activacion de la caspasa 3, causante de la apoptosis, 8 dias tras la criolesion, tan solo en los
grupos de animales trasplantados. Sin embargo, creemos que esto podria ser debido a que las
células GFP" trasplantadas estan muriendo en este punto, puesto que observamos un gran
numero de estas células a los 6 dias tras la criolesion que disminuye drasticamente en los
animales analizados a los 8 dias y que finalmente ya no se detectan a los 16 dias tras la
criolesion (Figura 47).

Aunque otros estudios previos han demostrado que el tratamiento previo con factores
de crecimiento de las células a inyectar incrementa el ratio de supervivencia de las BMDC tras
el trasplante (Kuhn et al., 1997, Pencea et al., 2001, Li et al., 2002, Chen et al., 2003b, Zhang
et al., 2004), en nuestro estudio se llevd a cabo el aislamiento de BMDC de ratones adultos, sin
ninguna manipulacion adicional. Se realizd6 una Unica inyeccién de estas células en el

hemisferio derecho que fue capaz de cubrir un amplia area del cerebro adulto dafiado sin
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observarse grandes alteraciones morfolégicas debido a la ruta de la administracion. Sin
embargo, en el grupo control ( sin criolesion), la migracion se limitd al area que rodea el sitio de
inyeccion y/o la zona superficial. Ademas, las BMDC no se distribuyeron de manera
homogénea a través del tejido cerebral, sino que formaron varias agregaciones celulares. De lo
contrario, estas agregaciones de células GFP* no se observaron en los grupos criolesionados,
probablemente debido al intensivo proceso de reparacion en la zona de penumbra el cual
estimula la migracién celular y reorganizacién (Touzani et al., 2001).

Sin embargo, aunque en este trabajo se han visto diferencias en la distribucion de las
células en los diferentes grupos de estudio, no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas en el numero de BMDC trasplantadas entre los grupos tratados (CR+BMDC y
CR+BMDC+LA) y el grupo control (Control+BMDC) a los 8 dias tras la criolesién, observandose
tan solo una tendencia al incremento del numero de células GFP® en los animales
criolesionados comparado con los controles. Esto podria ser consecuencia de una
sobreestimacion del numero total de células GFP* debido a las autoagregaciones formadas
(Paradells et al., 2015). Ademas, tal y como se ha comentado estas células tendian a disminuir
con el paso del tiempo.

Auln asi, se ha demostrado que el beneficio y la recuperacion tisular contindan luego de
que las células donantes hayan desaparecido o disminuido respecto al niumero de células
trasplantadas inicialmente, mostrando que la permanencia limitada de las células trasplantadas
tiene un efecto positivo, probablemente debido a la modificacién de otros factores/células
huésped (Yang et al., 2010a, Calio et al., 2014). También hay estudios en los que se ha visto
que solo un pequefio numero de CMM inyectadas de manera intravenosa llegan al area
danada y llevan a cabo conexiones complejas para la recuperacion funcional, pero sin embargo
esta pequena proporcién de células que llegan al area dafada estimulan este area y activan
mecanismos enddgenos de restauracion y regeneracion (Chopp and Li, 2002), ya que estas
células secretan citoquinas y factores neurotréficos como el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF; fibroblast growth factor) o el BDNF (Parr et al., 2007). De acuerdo con los
estudios de Baraniak y Mc Devitt, las células madre o progenitoras no solo son capaces de
inducir factores de crecimiento, sino también factores angiogénicos, antifibréticos,
antiinflamatorios e inmunosupresores y compuestos responsables de la homeostasis de la
matriz extracelular (MEC), asi como moléculas antioxidantes y antiapoptoéticas que tienen un
papel muy importante en los procesos regenerativos (Baraniak and McDevitt, 2010).

Por lo tanto, un aspecto importante a considerar es si como se ha visto en otros
estudios, la estimulacion de la neuroplasticidad podria verse favorecida por la produccion de
BDNF, factor neurotréfico que ademas de poder ser inducido por las células trasplantadas,
podria ser mediado por la microglia o astrocitos (Binder and Scharfman, 2004, Lipsky and
Marini, 2007), actuando como un agente neuroprotector (Schabitz et al., 1997, Wu, 2005, Zhao
et al., 2015b).

En nuestro estudio, se ha observado un incremento significativo en el nivel de BDNF en
todos los grupos tratados. Este dato sugiere que tanto el tratamiento farmacolégico como
celular podria estar implicado en la estimulacion de esta proteina (Figura 57). Esto es de gran

importancia ya que de entre los factores neurotréficos, el BDNF tiene efectos beneficiosos en la
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cognicion, aprendizaje y la formacion de la memoria al modular la plasticidad sinaptica (Chao,
2003, Chakravarthy et al., 2006, Pardon, 2010).

3.2. Aumento de la proliferacién celular como respuesta a la combinacién
de terapia celular y farmacolégica tras daino cerebral focal

Otra consecuencia importante tras el tratamiento combinado con LA y BMDC es el ratio
de proliferacion en la zona dafiada. Tal como se ha mostrado en resultados, hubo un
incremento evidente de las células marcadas con bromodesoxiuridina (BrdU) cuando los
animales dafados fueron tratados con LA y con BMDC 8 dias tras la criolesion (Figura 48). Sin
embargo, se ha establecido la hipétesis que las células responsables para la regeneracion
(BrdU") del area lesionada no fueron las células BMDC trasplantadas debido a que éstas
disminuyen en numero y desaparecen completamente tras 16 dias. De lo contrario, las células
endoteliales, los astrocitos y la microglia marcadas con BrdU persistieron y mostraron una
morfologia y patrones de marcaje normales, sugiriendo la reconstruccion del area dafada
(Figura 49). El ratio mayor de proliferacién se encontrd en el grupo de animales con la terapia
combinada con células y antioxidante (CR+BMDC+LA), aunque el mismo numero de BMDC
trasplantadas se presentaron entre los grupos controles y criolesionados. Estos datos sugieren
que las BMDC inyectadas podrian ayudar a mejorar la proliferacién endégena local y
probablemente estimular la proliferacion y subsiguiente migracion de las zonas circundantes
(Paradells et al., 2015). Esto estaria de acuerdo con otros estudios en los que se ha observado
cémo los factores neurotroficos secretados por las CMM, tienen un papel importante en crear
un medioambiente favorable para la proliferacion de células neurales en el area lesionada,
mejorando con ello la angiogénesis, sinaptogénesis y neurogénesis en el tejido cerebral
danado (Parr et al., 2007, Khalili et al., 2014). Ademas del efecto que también se ha visto del
LA sobre la proliferacion, tras un accidente cerebrovascular similulado mediante la oclusion de
la arteria cerebral media en ratas jovenes (Choi et al., 2015). Por lo tanto, considerando que las
nuevas células presentaron fenotipos de células gliales y vasos sanguineos, se decidié analizar

la respuesta glial y la angiogénesis en esta zona.

3.3. Respuesta astroglial ante la combinacion de terapia celular y

farmacolégica tras daino cerebral focal

Evaluamos la formacion de la cicatriz glial que supone un mayor impedimento para la
regeneracion en el SNC dafado y, como se ha mostrado en los resultados, encontramos una
reduccion en la cicatriz glial a los 8 dias de la criolesion en todos los grupos tratados cuando
comparamos con los animales que no recibieron células y/o administracion del antioxidante
(Figura 51). Ademas, la cicatriz glial estuvo incluso mas enfatizada a los 16 dias de la criolesién
en los animales no tratados, mientras que los grupos tratados no mostraron nunca la formacion
de una firme cicatriz glial (Figura 52). Hay que destacar que a este punto no se detectaron
células GFP" en los cerebros inyectados con células, lo cual sugiere que la reconstruccion del
nuevo tejido se llevé a cabo por las nuevas células del cerebro receptor. Por otra parte, el

efecto detectado en la nueva organizacion glial se observd incluso cuando las células
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trasplantadas habian desaparecido, sugiriendo que el efecto curativo fue consecuencia de la
actividad y estimulacién previa de las células inyectadas (Paradells et al., 2015) tal y como
otros autores publicaron en estudios similares (Chopp and Li, 2002, Munoz et al., 2005, Yang et
al., 2010a, Mora-Lee et al.,, 2012, Tate and Case, 2012b, Marquez-Curtis and Janowska-
Wieczorek, 2013).

3.4. Respuesta microglial e inflamatoria ante la combinacion de terapia

celular y farmacolégica tras dano cerebral focal

Otro punto interesante es que la ausencia de cicatriz glial tras el tratamiento de BMDC
y BMDC+LA permite la presencia de células nuevas (BrdU") como células de microglia, las
cuales podrian estar involucradas en procesos de restauracién (Rocamonde et al., 2012). De
acuerdo con esto, otros estudios han demostrado que la administracion sistémica de CMM tras
un accidente cerebrovascular de forma experimental, incrementa la microglia activa y los
astrocitos, mejorando también la secrecion de factores de crecimiento/citoquinas que juegan un
papel muy importante en la respuesta neuroprotectora y/o neuroregenerativa en el organismo
huesped (Yang et al., 2010a). Este trabajo ha mostrado un incremento de células de microglia
tras 8 dias de la criolesion en todos los grupos criolesionados, siendo este incremento
significativamente mayor en los animales trasplantados con las células de medula 6sea
(CR+BMDC y CR+BMDC+LA) (Figura 53). Sin embargo, no se puede determinar si esta
microglia procede de BMDC, de la microglia residente en el cerebro o de ambos (Paradells et
al., 2015). Estos descubrimientos estan en concordancia con otros estudios similares donde ha
sido mostrado que tras una lesion, el sistema inmune innato inicia una invasion o infiltraciéon de
microglia/macréfagos y células inmunes innatas residentes en el tejido (Giulian, 1987, Perry et
al., 1995, Glezer and Rivest, 2004, Davalos et al., 2005, Nimmerjahn et al., 2005).

Se considera que la funcién beneficiosa de la microglia esta asociada con la fagocitosis
involucrada en la supervivencia neuronal (Petersen and Dailey, 2004, Shaked et al., 2004,
Mitrasinovic et al., 2005), mientras que la funcion perjudicial procede de la secrecion de
citoquinas proinflamatorias (Graeber and Streit, 2010). Varios estudios han demostrado
también, que el NFkB es el principal factor regulador en la patogénesis de la neuroinflamacion
mediada por la microglia (Jayasooriya et al., 2011, Gao et al., 2013a). Se ha sugerido, que la
expresion de genes de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 (Cian et al., 2012, Lira et al.,
2012) y las citoquinas proinflamatorias como el TNFa o IL-1B, son controladas por la activacion
de NFkB (Jung et al., 2010, Liu et al., 2011a, Chantong et al., 2012, Dalal et al., 2012, Zhu et
al., 2012). Ademas, tal y como se ha comentado en la introduccion, se han descrito acciones
tanto de supervivencia como de muerte asociados al TNFa, hecho que depende del receptor
que es activado, no estando del todo claro bajo qué condiciones se promueve el efecto
beneficiosos a expensas del efecto de dafio neuronal; por eso podemos encontrar literatura
contradictoria en este campo (Tweedie et al., 2007, McCoy and Tansey, 2008, Clark et al.,
2010, Frankola et al., 2011, Tobinick et al., 2012, Tuttolomondo et al., 2014). Se cree que
TNRF1 estéd involucrado en la accion perjudicial asociado con la liberacién de TNFa tras un
dafo cerebral y que el TNRF2 participa tardiamente en la reparacion del tejido (Baratz et al.,

2015).
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En cuanto al NFkB, representa un marcador para el estrés celular, formado por cinco
subunidades (Rel A, también llamado p65, RelB, c-Rel, p105/50, p100/52), de las cuales solo
las proteinas Rel poseen funciones de activacion transcripcional. Se ha visto que la reduccion
de la muerte celular mediante la disminucién de la activacién de Rel A es una ventaja para
promover la regeneracion axonal y el sistema de restauracion (Choi et al., 2000). Asi como se
ha descrito que la inhibicién microglial de NFkB confiere neuroproteccion (Chen et al., 2005).
De la misma manera se ha determinado que la activaciéon de NFkB en los astrocitos conlleva la
destruccion del tejido por agravar la neuroinflamacién y el posterior dafio secundario (Brambilla
et al., 2005). Sin embargo, se postula también la contribucién de este factor de transcripcion en
la creacion de un medio permisivo para el crecimiento, que es especifico de la subunidad
(Engelmann et al., 2014).

El resultado obtenido en nuestro estudio muestra un incremento del nimero de células
de microglia (Figura 53), sin estar correlacionado con un incremento en marcadores
proinflamatorios como el NFkB o el TNFa, puesto que no se encontraron diferencias entre los
grupos de estudio 8 dias tras la criolesién (Figuras 55 y 56). Esto no se asemeja a otros
estudios en los que se han utilizado otros antioxidantes como por el ejemplo el llevado a cabo
por Song y colaboradores, en el que aplicaron resveratrol tras un modelo de lesién cerebral in
vitro y observaron cémo tras la lesion se produce un incremento en la activaciéon de NFkB y
TNFa microglial que sin embargo disminuye tras la aplicacion del antioxidante (Song et al.,
2014). De manera similar, en otros estudios se observa como siguiendo un dafio cerebral se
produce una sintesis substancial y liberacion de citoquinas proinflamatorias procedentes de
astrocitos y microglia, particularmente el TNFa (Lu et al., 2009). No obstante, creemos que esto
puede ser debido al tiempo de analisis, ya que en nuestro trabajo estos parametros fueron
analizados 8 dias tras la criolesion y sin embargo se ha determinado como la sintesis de estas
citoquinas proinflamatorias tras un TCE empieza a ser estadisticamente elevado respecto a un
control a los 17 minutos tras la lesidn en tejidos post-morten de pacientes que murieron tras un
TCE (Frugier et al., 2010). De igual forma, en otros estudios llevados a cabo en animales, el
incremento mayor se realizé a las 12 horas de la lesidn volviendo a valores normales a las 18
horas, por lo que hubiera sido importante analizar estos parametros previamente (Baratz et al.,
2015). Por otra parte, experimentos llevados a cabo en ratones con dafio espinal o del nervio
optico muestran que la activacion de NFkB ocurre en el lado del impacto en las 0,5 horas tras
la lesion persistiendo durante varios dias (Bethea et al., 1998). Es importante tener en cuenta
que otros articulos en los que han utilizado el LA como antioxidante tras un modelo de oclusion
arterial media, se ha observado una disminucién en factores proinflamatorios como TNFa e IL-
1B en los animales tratados con LA a los 7 dias tras la lesion, que sin embargo estaban
elevados en los animales no tratados pero lesionados. Sin embargo, en este caso utilizaron
ratas jovenes sabiendo que los marcadores inflamatorios cambian con la edad y el modelo
animal utilizado (Choi et al., 2015).

Con todo este analisis, podemos concluir que el posible incremento de factores
proinflamatorios no se da a tiempos tardios en los que si que encontramos alteraciones del
tejido. Mas estudios se deberian de realizar para determinar los niveles de estas citoquinas en

estadios tempranos tras criolesidon. Pues se ha observado en diferentes estudios como la
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cicatriz glial, encontrada también en el presente estudio, constituye una barrera que limita la
regeneracion por la permanente exposicién de inhibidores del crecimiento axonal y argumentan
que la sobreregulacién de estas moléculas esta orquestado por el NFkB. Por lo tanto, la
inhibicion de NFkB mejora la regeneracion de los nuevos axones formados (Brambilla et al.,
2005).

3.5. Respuesta microglial en el tiempo ante la combinacién de terapia
celular y farmacolégica tras dano cerebral focal

Con el fin de evaluar la evaluacion con el tiempo de la presencia de microglia tras el
tratamiento celular y farmacolégico, se realizé un analisis de estas células a los 16 dias tras la
criolesion. Se observd que esta subpoblacién microglial disminuyé de manera significativa en
todos los grupos tratados comparado con los niveles obtenidos a los 8 dias tras la criolesion
(Figura 61), sugiriendo que este incremento primario de células de microglia en los grupos
tratados podria ser beneficiosa para la eliminacién de desechos, una funcion muy importante
para conseguir un ambiente proregenerativo en el SNC (Bonde et al., 2006, Brown, 2007,
Mariotto et al., 2007, Mildner et al., 2007, Wang et al., 2007, Ohtaki et al., 2008).
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Fig.61. Comparacion estadistica de la cuantificacion de las células Iba 1 tras el
tratamiento celular y farmacolégico en el area lesionada 8 y 16 dias tras la
criolesion. El grafico muestra la cuantificacion del area ocupada por la microglia
en el area dafiada (% area Iba1) en cada uno de los grupos experimentales,
mostrando una disminucién estadistica en los grupos tratados 16 dias tras la
criolesién cuando comparamos con los mismos grupos 8 dias tras la CR.* p<
0,01; *** p< 0,001.

Durante varias décadas ha habido controversia sobre el papel de la microglia en el
dano del SNC (perjudicial o beneficiosa), porque por una parte, se ha sugerido que la microglia
reactiva produce neurotoxinas, ERO, prostanoides téxicos y contribuye a la excitotoxicidad
(Dirnagl et al., 1999, Kim et al., 2000, Cinelli et al., 2001, Tikka and Koistinaho, 2001). Sin
embargo, en otros estudios recientes se ha indicado que tanto la microglia como los
macroéfagos pueden tener un papel beneficioso para la neurogénesis por modular la respuesta

inmune/inflamatoria y disminuir la apoptosis.
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Hay que tener en cuenta que los tiempos de reaccion microgliales son diferentes en el
analisis realizado en nuestros estudios que aqui planteamos de rata y de ratéon. Sin embargo,
son similares respectivamente con los obtenidos por otros investigadores, como el llevado a
cabo por Batlle y colaboradores, en el que de manera similar a nuestro estudio, encontraron el
maximo valor de area ocupada por la microglia a los 15 dias tras la lesién en un modelo
realizado en rata (Batlle et al., 2015). De la misma forma que el realizado por Bachstetter y
colaboradores, en el que sin embargo encontraron el aumento de células microgliales a los 7
dias de la lesién en un modelo de lesion realizado en ratén (Bachstetter et al., 2013). Estos
experimentos demuestran y confirman respuestas similares a las encontradas en nuestro
trabajo tras la aplicacion de terapia celular combinada o no con terapia farmacoldgica tras dafio
cerebral focal.

3.6. Respuesta angiogénica ante la combinacién de terapia celular y

farmacolégica tras daino cerebral focal

Otro aspecto muy importante respecto a la terapia de recuperacién tras una dano
cerebral focal es la angiogénesis, la cual parece ser estimulada y acelerada por el tratamiento
con antioxidantes y factores neuroprotectores (Dong et al.,, 2008, Rocamonde et al., 2012,
Thau-Zuchman et al., 2012). Es importante destacar que la angiogénesis esta directamente
relacionada con la neurogénesis y la neuroregeneracion ya que el aporte de sangre es
necesario para la supervivencia y desarrollo de las nuevas neuronas (Slevin et al., 2006,
Lizasoain et al., 2007). Como hemos comentado anteriormente, en un estudio previo llevado a
cabo en nuestro laboratorio, se observé que el LA era capaz de estimular la angiogénesis por si
mismo, a pesar de ser bloqueado previamente el VEGF (Rocamonde et al., 2012). En la misma
linea, es bien conocido el potencial de las BMDC en promover la angiogénesis (Chen et al.,
2003a, Chen et al., 2003b, Guo et al., 2012) e incluso han habido estudios que han destacado
coémo las células de la médula 6sea secretan numerosos factores troficos con propiedades
angiogénicas (Ashwell et al., 2004).

En nuestro trabajo ha sido observado que ambos tratamientos, el LA o las BMDC,
fueron capaces de estimular la angiogénesis. Ademas, la combinacion de ambos tratamientos
(BMDC+LA) incluso promovieron la angiogénesis de manera mas destacada tras el dafo
cerebral focal (Figura 58). Cuando todos los tratamientos se compararon, no se encontraron
diferencias estadisticas (en términos de area ocupada por los vasos sanguineos, numero de
vasos sanguineos o el nivel de colageno). Sin embargo, cuando se analiz6 el diametro de los
vasos sanguineos a los 16 dias tras la criolesion, se observé que estos vasos eran de mayor
calibre en aquellos animales tratados con BMDC+LA en comparacion con los animales tratados
con LA, sugiriendo que el tratamiento podria repercutir beneficiosamente sobre la disposicion
de las células endoteliales durante la formacion de los vasos sanguineos (Figura 52).

Es importante observar que la orientaciéon de los nuevos vasos tras el tratamiento
farmacologico y/o celular a los 8 dias tras la criolesién, va dirigida perpendicularmente hacia el
area dafada, de forma paralela unos con otros (Paradells et al., 2015). Esto es concordante
con los datos previos obtenidos en nuestro laboratorio, en el que se mostré que el tratamiento
con LA promueve la angiogénesis dirigida al area dafiada a los 15 dias de la criolesion
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(Rocamonde et al., 2012). Y tal como hemos comentado anteriormente, en el estudio con
Unicamente tratamiento farmacolégico, esto podria también estar en relacion con otros
resultados, en los que los vasos sanguineos parecen jugar un papel como andamio para la
migracion de las células progenitoras neurales hacia la region de dafo cerebral (Kojima et al.,
2010). Ademas, es bien conocido que las células endoteliales juegan un papel muy importante
en la reorganizacion y reconstruccion del parénquima cerebral dafiado. Al mismo tiempo la
presencia y el contacto de astrocitos con el endotelio cerebrovascular es necesario para la
reconstruccion de la nueva BHE, asegurando asi una correcta reperfusion local (Capilla-
Gonzalez et al., 2010, Cederberg and Siesjo, 2010). En este sentido, se observé una
organizacion celular de los astrocitos diferenciados, rodeando a los nuevos vasos sanguineos
tras el tratamiento con el LA y también con BMDC y BMDC+LA (Figura 52) sugiriendo la
regeneracion y maduracion del nuevo tejido cortical tras el dano cerebral (Paradells et al.,
2015). La actividad angiogénica es crucial para una eficiente recuperacién tras el dafio cerebral
focal, como ha sido mostrado en modelos de de rata y ratén donde los animales con una mayor
densidad de vasos sanguineos se recuperaron mejor y supervivieron mas tiempo que aquellos

con una densidad vascular menor (Zhang et al., 2002, Lipsky and Marini, 2007).

3.7. Respuesta neuronal ante la combinacién de terapia celular y

farmacolégica tras daino cerebral focal

Para poder apreciar el estado neuronal se realizaron técnicas de inmunofluorescencia
mediante un anticuerpo especifico para MAP2 colocalizado con el anticuerpo especifico de
proliferacién, BrdU. Hemos podido observar que el tratamiento con LA y/o BMDC estimula la
migracién de axones neuronales hacia la CC, al encontrar marcaje de neuronas maduras en el
area adyacente a esta CC, que sin embargo no se observé en los animales no tratados. Sin
embargo, parece que estas neuronas no son de nueva formacion, ya que no observamos
marcaje BrdU". No obstante, seria interesante llevar a cabo mas estudios de cuantificacion de
esta arborizacion axonal. Ademas, no sabemos si estas neuronas con el tiempo seran capaces
de reconstruir completamente la arquitectura de la corteza cerebral y si conseguiran reconectar
el circuito.

En conclusion los resultados demuestran que el trasplante de BMDC es una buena y
valida estrategia para tratar el dafio cerebral focal. Ademas, el tratamiento con BMDC tiene
efectos similares que el tratamiento con LA en términos de angiogénesis, proliferacion celular y
formacion de la cicatriz glial. Sin embargo, el tratamiento con BMDC consiste en un unico
tratamiento local que podria reducir los efectos secundarios sistémicos y no deseados
mediados por el LA. En este sentido, BMDC podrian ser un tratamiento alternativo cuando el
LA no pudiese ser prescrito.

Estos resultados demuestran que los efectos sinérgicos fueron circunscritos a un

incremento de la proliferacion y el numero de células de microglia en el area tratada.
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1. La administracion de acido lipoico aumenta la supervivencia celular y provoca cambios en
los parametros indicadores de estrés oxidativo (incremento del ratio GSH/GSSG) en células de

cultivo primario de la corteza cerebral sometidas a estrés oxidativo.
2. La administracién de &cido lipoico provoca cambios estadisticamente significativos en los
parametros indicadores de estrés oxidativo (incremento del ratio GSH/GSSG y disminucion de

la concentracion de MDA) en homogenados de cerebro sometidos a estrés oxidativo.

3. La administracién de acido lipoico evita la formacion de la cicatriz glial y como consecuencia

favorece los procesos de reparacion y reorganizacion tisular.

4. El acido lipoico es capaz de promover la respuesta inmune temprana desarrollada por la

microglia.

5. El acido lipoico promueve la angiogénesis tras un dafo cerebral focal.

6. El acido lipoico promueve el crecimiento de axones neuronales hacia la zona dafada.

7. El tratamiento celular tiene efectos similares a los observado tras la administracion de acido
lipoico en términos de respuesta astroglial y de angiogénesis, promoviendo el crecimiento de
axones neuronales hacia la zona dafiada.

8. El tratamiento celular y/o farmacoldgico activa a las células microgliales y aumenta la
expresion de BDNF, sin observarse diferencias en cuanto a citoquinas proinflamatorias como

NFkB o TNFa

9. El efecto sinérgico del tratamiento celular y farmacoldgico es circunscrito a un incremento de

la proliferacion y el niumero de microglia en el area dafada.
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Abstract—After trauma brain injury, a large number of cells
die, releasing neurotoxic chemicals into the extracellular
medium, decreasing cellular glutathione levels and increas-
ing reactive oxygen species that affect cell survival and pro-
voke an enlargement of the initial lesion. Alpha-lipoic acid
is a potent antioxidant commonly used as a treatment of
many degenerative diseases such as multiple sclerosis or
diabetic neuropathy. Herein, the antioxidant effects of lipoic
acid treatment after brain cryo-injury in rat have been stud-
ied, as well as cell survival, proliferation in the injured area,
gliogenesis and angiogenesis. Thus, it is shown that
newborn cells, mostly corresponded with blood vessels
and glial cells, colonized the damaged area 15 days after
the lesion. However, lipoic acid was able to stimulate the
synthesis of glutathione, decrease cell death, promote
angiogenesis and decrease the glial scar formation. All
those facts allow the formation of new neural tissue. In
view of the results herein, lipoic acid might be a plausible
pharmacological treatment after brain injury, acting as a
neuroprotective agent of the neural tissue, promoting
angiogenesis and reducing the glial scar formation.
These findings open new possibilities for restorative strate-
gies after brain injury, stroke or related disorders.
© 2012 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Abbreviations: BBB, blood-brain barrier; BDNF, brain-derived
neurotrophic factor; BrdU, bromodeoxiuridine; CC, cystic cavity; DZ,
damaged zone; FBS, foetal bovine serum; GFAP, glial fibrillary acidic
protein; GS, glial scar; 1Z, intact zone; LA, lipoic acid; LV, lateral
ventricle; PBS, phosphate buffer saline; PFA, paraformaldehyde; ROS,
reactive oxygen species; RZ, regeneration zone; SVZ, subventricular
zone; TBI, trauma brain injury; TUNEL, terminal deoxynucleotidyl
transferase biotin-dUTP nick end labelling; VEGF, vascular endothelial
growth factor.

Key words: antioxidant, lipoic acid, neuroprotection, angio-
genesis, brain injury, glial scar.

INTRODUCTION

Traumatic brain injury (TBI) is the leading cause of death
and disability worldwide (Maegele and Schaefer, 2008). A
significant number of patients with TBI survive with
significant brain damage and behavioural impairment,
even after mild or moderate head injury (Jennett, 1972;
Harrahill, 1997). Brain cryo-injury model is placed in an
intermediate position within the hierarchy of models of
brain injury (Klementiev et al., 2008) between the
craniotomy model (Pierce et al., 1998; Hannay et al.,
1999; Laurer and Mclntosh, 1999; Royle et al., 1999;
Williams et al., 2005) and minor head injury model
(Tang et al., 1997; Zohar et al., 2003; Henninger et al.,
2005). This model requires a cryo-lesion minimally
invasive surgery and maintains the state of asepsis, but
produces severe changes in brain morphology and
cognitive and motor disorders (Jones et al., 2005;
Penkowa et al., 2006).

Acute CNS injury, such as mechanical trauma, stroke,
or subarachnoid haemorrhage, usually involves
pathological permeability of blood—brain barrier (BBB),
energy failure, ion homoeostasis misbalance, acidosis,
increased intracellular calcium, excitotoxicity, and free
radical-mediated toxicity leading to ischaemic necrosis
or apoptosis (Pulsinelli, 1992; Gennarelli, 1997; Dirnagl
et al.,, 1999). Reactive oxygen species (ROS) have
been pointed out as possible candidates for the
elicitation of the deleterious phenomena occurring after
TBI and ischaemia (Demopoulos et al., 1980; Hall and
Braughler, 1989; Siesjo et al., 1989; Yukido and Long,
1990; Helfaer et al., 1994; Kaur and Ling, 2008). The
brain is the organ with highest oxygen requirement in
the body and therefore with very high oxidative
metabolic activity, intensive production of ROS, and with
low antioxidant capacity (Evans, 1993). Nervous tissue
is rich in polyunsaturated fatty acids, mainly located in
the myelinated axons and the plasmatic membrane, and
ROS can easily react with these molecules producing
different products such as aldehydes, e.g. malondial-
dehyde, this process is known as “lipid peroxidation”
(Watson, 1993).

Glutathione is the most abundant non-protein thiol
found in the brain. The reduced glutathione form (GSH)
serves as a substrate for the enzymatic reduction of
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peroxides via glutathione peroxidase being transformed
to its oxidized form. The relevance of the oxidative
misbalance after TBI or other neuropathologies seems
to be closely related to the BBB integrity and infiltrative
processes. In this sense, cellular permeability
impairment seems to be secondary to oxidative stress
(Gursoy-Ozdemir et al., 2004; Parathath et al., 2006).
Some studies have been targeting on the oxidative
misbalance and antioxidant therapies in experimental
models of stroke or TBI revealing interesting findings.
The administration of S-nitrosoglutathione, a potent
antioxidant originated from GSH and nitric oxide
(Rauhala et al., 1998) restored BBB disruption after TBI
(Khan et al., 2009).

The use of lipoic acid (LA) on TBI and stroke animal
models seems to be effective restoring BBB disruption
and normalizing the astrocytic/microglial activation and
GSH levels (Gonzalez-Perez et al., 2002; Schreibelt
et al., 2006; Toklu et al., 2009). Cellular oxidative stress
and energy failure are involved in Glutamate
neurotoxicity, whereas, acetyl-L-cartinitine and LA are
known to be key players in the mitochondrial energy
production (Babu et al., 2010). It is known that LA is a
natural cofactor for mitochondrial enzymes and is critical
in breaking down fatty acids, which further enhance
cellular energy efficiency. Recent studies suggest that
LA works as a good neuroprotectant by acting as an
antioxidant and anti-inflammatory agent (Freitas, 2009;
Toklu et al., 2009), and is able to switch the regulation
of several genes linked to cell survival, inflammation and
oxidative stress (Larghero et al., 2007).

On the other hand, it is well known that TBI promotes
neovascularization processes and increases levels of the
vascular endothelial growth factor (VEGF) (Morgan et al.,
2007). Furthermore, it has been shown how VEGF
administration after TBI promotes neurogenesis
(Thau-Zuchman et al., 2010). Although little is known
about the effects of the antioxidants on the
neovascularization processes after TBI, some data on
ischaemia—reperfusion models have been reported. The
administration of resveratrol, a natural stilbene present
in grapes, improved the TBI outcome probably by
regulating VEGF and nitric oxide synthase (Tsai et al.,
2007; Dong et al, 2008) whereas it reduced the
metalloprotease-9 levels and decreased oxidative stress
values (Sinha et al., 2002; Gao et al., 2006).

The expression of brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) and VEGF can determine the size of neuronal
or glial populations in both developing and in adult brain
(Kuhn et al., 1997; Pencea et al., 2001b). These factors
are over expressed in some neurodegenerative models,
where they act as protective factors in nerve damage or
as inducing factors for the generation and differentiation
of new cells to replace damaged ones (Kuhn et al.,
1997, 2001; Aberg et al., 2000; Pencea et al., 2001b).
Furthermore, it is known that BDNF is necessary to
maintain the hippocampal neurogenesis rate in adult
mice (Lee et al., 2002).

To summarize, three important facts are implicated in
the evolution of the injured area after TBI, leading to cell
death or survival: (i) neovascularization, (ii) redox milieu,

and (iii) glial reactivity. Therefore, these three facts are
important targets to address new pharmacological
strategies with clinical interest for the positive outcome
of neural diseases, brain traumatic injuries and stroke.

In the present work, we suggest LA as a suitable
strategy for neuroprotection and neovascularization
processes, after TBl. In this sense, LA restored GSH
levels after a brain injury, reduced apoptosis and glial
reactivity, increased proliferation and stimulated
angiogenesis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Experimental animal models

Adult male Wistar rats (Harlan, Italy) weighing 250 + 25 g were
housed (two rats per box) 1week before starting the
experiment. Rats were housed in controlled conditions of
temperature (20°C) and humidity (60%), under constant
light—dark cycles of 12 h. Handling and care of animals were
done according the Real Decreto 1201/05 and supervised and
approved by the Committee of Ethics and Experimental
Procedures of the Universidad CEU-Cardenal Herrera.
Unnecessary stress or pain was avoided as far as possible.

Surgery and brain cryo-injury. Rats were anesthetized with a
mixture consisting of ketamine (12 mg/kg), acepromizine
(0.4 mg/kg) and fentanil (0.02 mg/kg) that was injected i.p. and
then placed in a stereotaxic frame. The dorsal part of the skull
was exposed and a hole was drilled on stereotaxic coordinates
(Paxinos and Watson, 1986) antero-posterior: 0 mm from
bregma and lateral: 1.5 mm from medial line (Fig. 1). The brain
cryo-injury was performed following the protocol described by
Quintana et al. (2007). Thus, the cryo-injury (1 mm deep) was
performed in the cerebral cortex by using a 28 G stainless steel
probe previously frozen in liquid nitrogen. Finally, animals were
sutured with a skin stapler (6.9 x 3.6 mm staples) and were i.p.
administered a dose of a mixture of buprenorphine (0.015 mg/
kg) and metamizol (20 mg/kg) was administered after surgery.

Another group of rats were anesthetized as described before
but were not cryo-injured.

Experimental groups and LA administration. Cryo-injured rats
were randomly selected immediately after surgery. One group
(n = 22) received daily LA 100 mg/kg i.p. (Sigma Aldrich,
Spain) for 7 days (CR + LA) starting the same day of surgery
and the other group (n = 22) received the same volume of
saline (NaCl 0.9% i.p.) for the same period of time (CR). Non-

Interaural Line

Fig. 1. Panoramic sigh of a rat skull (Paxinos and Watson, 1986).
Red point indicates the coordinates where the cryo-injury was done.
(For interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)



104 B. Rocamonde et al. / Neuroscience 224 (2012) 102-115

cryo-injured rats were divided in the same way: one group
(n = 18) received a daily dose of LA as described previously
(LA) and the other group (n = 18) received the same volume of
saline (control).

Anti-VEGF treatment. Bevacizumab (Avastin®, Roche, Spain),
an anti-VEGF agent (Kobold et al., 2009) was administered in
order to test if LA works on a VEGF-dependent manner.
Cryo-injury was also done as described previously in section
‘Surgery and brain cryo-injury’. Rats received one i.p. dose
bevacizumab (10 mg/kg) and were divided into two groups: one
group (n = 12) received a daily dose of LA (CR + AV + LA) for
7 days and the other group (n = 12) received the same volume
of saline (both i.p.) (CR + AV).

Bromodeoxiuridine (BrdU) administration protocol. In order to
study cell proliferation, 7 and 31 h after the surgery, animals
received an i.p. dose of BrdU 100 mg/kg (Sigma Aldrich).

Sacrifice and tissue preparation

One pool of animals was housed for 7 days and then sacrificed
by an i.p. overdose of pentobarbital 0.2g/kg in order to
evaluate the antioxidant capacity of LA and GSH values in the
brain tissue. Another pool of animals was housed for 15 days
for the rest of studies and then sacrificed by an i.p. overdose of
pentobarbital 0.2 g/kg.

Samples for histology and immunocytochemical proce-
dures. Once sacrificed, animals (n = 6 for each group) were
intracardially perfused with 100 mL of saline followed by
200 mL of 4% paraformaldehyde (PFA) in phosphate buffer
0.01M pH 7.2. Brains were removed and post-fixed in the
same fixative solution for 24 h at 4 °C. Then, brains were cryo-
protected by immersion in sucrose 30% in phosphate buffer
saline (PBS) 0.01 M pH 7.1 solution for five days also at 4 °C.
Sections of 20-um thickness were serially obtained with a
cryostat (Leica) and mounted in glass slides. Sections were
stored at —80 °C.

Samples for electron microscopy. Part of the animals of the
CR (n =4) and CR + LA (n = 4) groups were perfused with
100 mL of saline, 0.9% and 200mL of 2% PFA + 2.5%
glutaraldehyde for electron microscopy. Brains were post-fixed
in the same fixative solution for 2 h at 4 °C. Brains were serially
sectioned (200 um) and stained for alkaline phosphatase.
Sections containing alkaline phosphatase-positive cells were
washed overnight in PBS at 4 °C, fixed in 1% osmium tetroxide
(Electron Microscopy Sciences, UK) containing 7% glucose for
1h at room temperature, washed three times in maleic acid,
and incubated 1h in uranyl acetate (Electron Microscopy
Sciences) (2% solution dissolved in maleic acid). Sections were
then washed three times in maleic acid, dehydrated in an
ascending ethanol series, rinsed for 2min, two times in
propylene oxide, and embedded in Durcupan (ACM; Fluka
Neu-Ulm). Additional tissue processing was performed as
described by Doetsch and Alvarez-Buylla (1997). The
evaluation of the cellular characteristics was performed in the
first 500 um from the injury