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Resumen

Un exceso en la generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno se ha visto
implicado en la patogenia del ictus isquémico. En este estudio se examina la respuesta a
la privacion de nutrientes en un modelo celular in vitro que nos permite recrear una
situacion de isquemia, asi como el papel del neuroindol pineal melatonina en la
reversibilidad del efecto desencadenado. Para ello, se empled la linea neuronal de raton
HT22 cultivada en ausencia de glucosa. Tras la privacion de glucosa y el tratamiento con
melatonina, se evaluaron los niveles de estrés oxidativo, asi como el dafio producido en
términos de lipoperoxidacion y muerte celular, y la produccién de enzimas antioxidantes.
Los resultados obtenidos demuestran que el tiempo es un factor clave en la recuperacion
de las neuronas potencialmente salvables, y que la aplicacion de melatonina facilita esta
recuperacion, protegiendo a las células y reduciendo la muerte celular. Asimismo, a modo
de comparacion con el modelo, se cuantificé el estrés oxidativo en muestras de sangre de
pacientes de ictus isquémico. Gracias a ello se confirmd la relevancia del estrés oxidativo

en la patologia y con ello, su interés como diana terapéutica.

Palabras clave: estrés oxidativo, ictus isquémico, privacion de glucosa, melatonina.
Abstract

An excessive production of reactive oxygen and nitrogen species has been
implicated in the pathogenesis of ischemic stroke. In this study, we examined the response
to nutrient deprivation in an in vitro cell model that mimics an ischemic situation, as well
as the role of the pineal neuroindol melatonin in the prevention of this effect. For this
purpose, HT22 cell line was cultured in the absence of glucose. After glucose deprivation
and melatonin treatment, oxidative stress levels were evaluated, as well as
lipoperoxidation, cell death, and antioxidant enzymes production. Our results show that
time is a key factor for the recovery of neurons, and that melatonin facilitates this recovery
by protecting cells and reducing cell death. Likewise, to confirm this in an in vivo model,
oxidative stress was quantified in blood samples of ischemic stroke patients. Our results
confirmed the relevance of oxidative stress in the pathology of stroke and its potential

interest as a therapeutic target.
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1 Introduccién

El ictus isquémico constituye un problema cada vez mas frecuente en la actualidad.
Supone un agotamiento energético, consecuencia directa del blogueo del aporte
sanguineo en el cerebro’. La ausencia de oxigeno y nutrientes interfiere sobre la actividad
celular normal a través de una progresiva cascada de eventos que conduce a una alteracion

del balance redox que deriva hacia una situacion de estrés oxidativo?2,

Esta cascada de eventos incluye una excitotoxicidad inicial* que favorece la entrada
de calcio y su acumulacion intracelular. Las altas concentraciones de calcio estimulan la
actividad de enzimas prooxidantes y, por ende, la produccidn de especies reactivas, tanto
derivadas de oxigeno (EROs), como de nitrgeno (ERNS)°. La sobreproduccion de
oxidantes en ictus isquémico incluye un incremento en la produccion de: anién
superoxido (02s-), radical hidroxilo (--OH), peroxido de hidrogeno (H202)° y especies
derivadas de 6xido nitrico (NO»)®. Dada la elevada reactividad de estas especies, al verse
sus niveles aumentados resultan toxicas y promueven el dafio oxidativo sobre las
principales macromoléculas celulares” y la permeabilizacion de la barrera

hematoencefalica®’.

El balance redox esta determinado por la tasa de produccidn de especies reactivas
y su depuracion por mecanismos antioxidantes®. Entre ellos, los enzimas con accion
antioxidante mas importante como son las superoxido dismutasas (SOD), la catalasa y la
glutation peroxidasa, tienen un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis
redox®, y en situaciones graves de estrés en activar la respuesta apoptéticall. Sin
embargo, el sistema nervioso central (SNC) tiene unos niveles relativamente bajos de
estos enzimas, lo que facilita en mayor medida el desplazamiento del equilibrio?. Este
hecho, junto con la continua exposicidn a oxigeno convierten al SNC en un entorno clave

para favorecer el estrés oxidativo.

Ademas, el SNC presenta unos niveles elevados de acidos grasos poliinsaturados,
potenciales dianas de lipoperoxidacion?®, principal consecuencia del estrés oxidativo en
el tejido nervioso. Los productos generados, denominados de forma genérica como
lipoperdxidos, repercuten sobre la integridad de las membranas de las células, facilitando

la lesion y muerte celular®®,



Dadas estas caracteristicas el estudio del estrés oxidativo resulta especialmente
relevante para la comprension de la patogenia del ictus isquémico®®, asi como, para la

valoracion de tratamientos terapéuticos preventivos.
1.1 Privacion de glucosa como modelo de estudio de ictus isquémico

La privacion de glucosa en cultivos celulares constituye una buena estrategia para
imitar un ambiente isquémico localizado®. La retirada de un nutriente esencial en el
metabolismo de las neuronas tiene importantes consecuencias en su fisiologia y
supervivencia. Para mantener el elevado aporte energético que requiere el mantenimiento
de su correcto funcionamiento, las neuronas necesitan elevadas cantidades de energia,
que obtienen de la glucosa?’, y dada su facil aplicacion, se ha propuesto como modelo de

estudio in vitro del contexto de lesion isquémica cerebral.
1.2 Estrategias antioxidantes. Papel de la melatonina

Ante una situacion grave de estrés, como ocurre en ictus isquémico, la
supervivencia celular depende de la capacidad de la célula de resistir y/o adaptarse al
estrés®!. Por esta razon, el desarrollo de estrategias que frenen la produccion oxidante,

tales como la administracion de antioxidantes®®, resulta especialmente relevante.

Desde hace mas de 20 afios, la melatonina, principal neuroindol producido por la
glandula pineal, se ha presentado como un excelente agente neuroprotector dado su papel
antioxidante de amplio espectro y su escasa o nula toxicidad®®. La melatonina tiene la
capacidad de neutralizar especies reactivas de forma directa, y también de actuar como
antioxidante indirecto, estimulando la expresion génica, produccién y actividad de
enzimas antioxidantes, e inhibiendo algunas enzimas prooxidantes®®?!, Una ventaja
adicional con respecto a otros antioxidantes es el hecho de que los metabolitos generados
durante su cascada antioxidante también presentan esta propiedad, potenciando su
funcion?. Dadas estas caracteristicas, son varios los estudios que han contemplado la
utilizacion de melatonina para prevenir la generacion de estrés oxidativo y muerte celular

en condiciones isquémicas?.



2 Objetivos

El objetivo principal del presente estudio es evaluar la respuesta de células tipo
neuronal ante la privacion de glucosa, imitando una situacion de isquemia, asi como,

estudiar el efecto de la melatonina en la supervivencia celular.
Para ello, nos hemos planteado los siguientes objetivos particulares:

-Analizar los efectos de la privacién de glucosa en células de hipocampo de raton

(HT22) en términos de supervivencia neuronal.

-Evaluar el potencial de la melatonina, como tratamiento preventivo, sobre la

muerte neuronal causada por la privacion de glucosa.

-Analizar parametros de estrés oxidativo en muestras de eritrocitos y plasma de

pacientes que han sufrido un ictus isquémico.

3 Material y métodos
3.1 Metodologia
3.1.1  Cultivo celular

Se han escogido las células hipocampales de raton, HT22 consideradas un excelente
modelo para estudiar la muerte celular in vitro causada por excitotoxicidad y estrés
oxidativo®. Las células fueron amablemente cedidas por el Dr. David Shubert (Scripts
Institute, CA, EE. UU.)®. Las HT22 se mantuvieron en DMEM alto en glucosa
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) y un 1% de coctel antibiotico-
antimicético como se detalla en el Anexo I, a 37°C en el incubador bajo una atmosfera

enriquecida al 5% de CO..

El medio de cultivo se cambi6 cada 2 dias. Las células se pasaron cuando se alcanzé
una confluencia superior al 80%. Los subcultivos se realizaron por suave tripsinizacion,

basado en la utilizacién de una solucién de tripsina al 0,05 % y EDTA 0,53 mM.



3.1.2  Estudio de morfologia celular

Transcurrido el tiempo indicado en cada aproximacion experimental, las células se
lavaron con tampon fosfato salino (PBS) pH 7,4 y se fijaron con paraformaldehido al 4%
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se procedio a la permeabilizacion celular
con una solucién de tween-20 al 0,15% y seroalbumina bovina (BSA) al 0,5% durante 30
min. A continuacion, las células se incubaron con una dilucion de faloidina (1 mg/mL)
1:500 a 4 °C en condiciones de oscuridad. Posteriormente, las células se lavaron con PBS
pH 7,4. Los nucleos se tifieron con DAPI (10 mg/mL) durante 10 min de incubacién en
condiciones de oscuridad. Se realizé un ultimo lavado, y las muestras se montaron en un
medio hidréfilo Fluoromont, (Sigma-Aldrich, F4680) para la observacién microscopica.

Las muestras se fotografiaron en un microscopio Nikon Eclipse 80i.
3.1.3  Estimacion de la viabilidad celular mediante tincion con azul de tripan

Una vez finalizado el tiempo de incubacion indicado en cada aproximacion
experimental, se recogieron tanto las células flotantes en el medio de cultivo, como las
células adheridas a la placa. Estas se despegaron mediante suave tripsinizacién. Una vez
recogidas, se centrifugaron 5 min a 500xg, y se resuspendieron en 1 mL de PBS pH 7,4.
Esta suspension se tifid con azul de tripan al 0,4% en una relacién 1:1 justo en el momento

en que se procedio al recuento en el hemocitémetro.
3.1.4  Anaélisis Western blot

Para la extraccion de proteinas y analisis de las principales enzimas antioxidantes,
las células se cultivaron a una densidad de 10° células en una placa de 100 mm. Las
células se recogieron por tripsinizacion y se resuspendieron en 200 pL de tamp6n de lisis
RIPA. Las muestras se incubaron en hielo 30 min. Posteriormente, se centrifugaron a 4
°C a 10000xg durante 10 min, y el sobrenadante se recuperé a un tubo nuevo. Los
sobrenadantes fueron congelados a -80 °C hasta su uso. El procesamiento por analisis
“western blot” fue realizado siguiendo el protocolo detallado en el Anexo I. Los
anticuerpos utilizados en este TFM y sus especificaciones principales se detallan en la

tabla 1.



Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el TFM.

o ~
Acl UCL LG Dilucion Hospedador Ac 2° Dilucion
contra del Ag comercial

SOD-1 16 kDa C?gt;fgg%m 1:1000  Oveja Calbiochem ~ 1:8000
SOD-2 24kpa  Milipore 5000 Conejo 1:10000

(#06-948) .
Calbiochem Calbiochem

Catalasa 60 kDa (219010) 1:1000 Conejo 1:10000
B-actina 43 kDa S(g(r;éagSC?rg)z 1:8000 Raton Santa Cruz  1:12000

La concentracién total de proteina de cada muestra se determind utilizando el
ensayo colorimétrico de Bradford, que valora la cantidad de proteina de la muestra a
través de la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm, leida en el espectrofotometro
Varian Cary 50-UV-Vis 50 Miroplate Reader Chemolabor (348988). Como control de
carga se utilizd la proteina de expresion constitutiva B-actina. Para el analisis

densitométrico de las bandas se utilizé el software ImageJ (https://imagej.nih.gov).
3.1.5 Citometria de flujo

Para evaluar la muerte celular se utilizé el ensayo de deteccion de apoptosis de
AnexinaV-FITC con yoduro de propidio (IP) (Immunostep, Salamanca, Espafia). Para
medir el ciclo celular, se tifieron las células con una solucion IP/ARNasa (Immunostep,
Salamanca, Espafia). En ambos casos, los protocolos se llevaron a cabo de acuerdo a las

instrucciones del fabricante (Anexo I).
3.1.6  Evaluacion de lipoperoxidacion

Para valorar los niveles de lipoperoxidacion se empled la sonda de difenil-1-pirenil-
fosfina (DPPP). EI DPPP reacciona especificamente con lipoperéxidos generando un
producto fluorescente?®. La relacion estequiométrica de la reaccion permite el analisis

cuantitativo con respecto a otros métodos.

Para el tratamiento, la sonda de DPPP se afiadio a una concentracion 50 uM disuelta
en DMSO 0,1 % en el mismo momento que los tratamientos experimentales. Se
recogieron las células en suspensién del medio, y aquellas que permanecian adheridas por
tripsinizacion. Se centrifugaron a 500xg durante 5 min. Se resuspendieron en 250 pL de
PBS pH 7,4 para medir la fluorescencia en el fluorimetro Synergy H4 hybrid reader (Bio-
Tek, Vermont, EE. UU.) a una luz de excitacion de 351 nm, y luz de emision de 380 nm.



Para analizar las muestras de eritrocitos y suero de pacientes se siguié el protocolo
descrito por Santas® (Anexo 1). Para el calibrado se utilizaron concentraciones
decrecientes de agua oxigenada 1 M (100, 80, 60, 40 y 20 puM).

3.1.7  Determinacion de la capacidad antioxidante total

Para la determinacion de capacidad antioxidante total se utilizé el ensayo
colorimétrico del 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazol-6-sulfonico) (ABTS). Se basa en la
generacion del radical ABTSe*, de color turquesa oscuro, que reacciona con los
antioxidantes presentes en la muestra, produciéndose la decoloracion del mismo?’. La
decoloracién es proporcional a la capacidad antioxidante de la muestra. Se siguid el
protocolo de Tan?® (Anexo 1). Para la calibracion se utilizaron diluciones seriadas de
acido ascorbico (1 mM, 800, 600, 400, 200 y 100 uM).

3.1.8  Determinacion de concentracion de perédxido de hidrogeno

Para la medida de H2O del medio de cultivo se recogieron 500 pL de medio
completo. Se utilizd el ensayo Amplex Red/HRP?® que se basa en la reaccion de la sonda
Amplex Red con el H2O, presente en la muestra en presencia de peroxidasa de rabano
(HRP), generando un producto fluorescente y cuantificable. La fluorescencia es
directamente proporcional a la cantidad de H2O».

Se mezclaron 50 pL de la suspension celular y 50 pL de la mezcla ya preparada de
solucion de Amplex Red 10 mM y HRP 1 U/mL. Se dej6 incubar a temperatura ambiente
30 min, en condiciones de oscuridad. Finalmente se midio la fluorescencia a una longitud

de onda de 560 nm de excitacion, y 590 nm de emisién.
3.1.9  Anélisis estadistico

Los datos se representan como media + desviacion estandar. Para el analisis de
diferencias entre grupos experimentales se aplico analisis de la varianza (ANOVA).
Cuando se compararon solo dos grupos experimentales se aplicé un t-test bilateral. Un p-
valor< 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Todos los andlisis estadisticos

se realizaron con SigmaPlot 12.0.



3.2 Disefio experimental

Con la finalidad de responder a los objetivos propuestos, el estudio se basé en dos
tipos de condiciones experimentales en las células: la evolucion de la respuesta celular a
la privacion de glucosa respecto al tiempo, y el efecto de la melatonina en la privacion
durante 18 y 24 h.

Para los experimentos de privacion, las células una vez subcultivadas se dejaron
adherir durante 48h a la placa de cultivo. Una vez adheridas, se retir6 el medio de cultivo
en las placas de los grupos controles y experimentales. Las células se lavaron al menos 2
veces con PBS pH7,4 y se reemplazd el medio por medio completo en las placas de los

grupos controles y por medio sin glucosa en los grupos experimentales.

En el caso de los experimentos con melatonina, se utilizO una concentracion de
melatonina 1 mM, afiadida justo en el momento de la incubacioén con medio sin glucosa.
La melatonina se prepar6 en un stock 1M en dimetil-sulfoxido (DMSO). EI DMSO (0,1%)
se afladio a todos los grupos experimentales, incubados o no con melatonina. La Fig. 1

resume el disefio experimental:

- Estudio tiempo respuesta

DMEM
Alto en glucosa
Morfologia celular
24h Viabilidad celular
6h 8h  overnight
Western blot
RPMI 1640
Sin glucosa Concentracion H,C,
- Efecto de la melatonina L dacis
DMSO 0,1% Melatonina 1 mM Ipoperoxidacion
e
/5\ losg) 18h
% S % @ 24 h
DMEM RPMI 1640 DMEM RPMI 1640
Alto en glucosa Sin glucosa Alto en glucosa Sin glucosa

Figura 1. Disefio experimental del presente estudio.

En lo que respecta a los pacientes, se utilizaron dos tipos de muestra, plasma y
eritrocitos, de un total de 10 pacientes: 5 pacientes sanos, tomados como controles, y 6
pacientes que sufrieron un ictus isquémico en un maximo de 24 h antes de la recogida de

la muestra. Las muestras que se tomaron en cuenta fueron recogidas 1 h tras el ingreso



por episodio isquémico. De dos de estos sujetos se consiguieron también muestras 3

meses despues del ictus, de utilidad para analizar pardmetros de estrés oxidativo.

Todas las muestras fueron evaluadas y autorizadas por el comité de ética del HUCA,
y los pacientes firmaron su consentimiento explicito. Las muestras se mantuvieron

almacenadas a -80 °C hasta su uso.

4 Resultados

4.1 Estudio tiempo respuesta del efecto de la privacién de glucosa en las
células HT22
4.1.1  Viabilidad celular

A través del contaje con azul de tripan se evalud el efecto de la privacion de glucosa
en la supervivencia de las células HT22 a lo largo del tiempo. La observacién
microscopica de la morfologia celular nos indicd que los cambios mas notables se
observaban tras 24 h de privaciéon (Fig. 2A), periodo en que el que se advierte una
disminucion considerable del volumen citoplasmico, la pérdida de la integridad celular,
la aparicion de pequefios cuerpos apoptéticos y un gran contenido en restos celulares en

la placa.

En primer lugar, se observo una caida del numero de células que ya es significativa
a las 8 h (Fig. 2B). En cuanto a la viabilidad celular, se observo que el efecto de la
privacion fue creciente a lo largo del tiempo, siendo ya significativo a las 8 h (P< 0,05)
(Fig. 2C).
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Figura 2. (A) Ejemplos representativos de la observacién microscdpica de la respuesta en presencia y ausencia
de glucosa durante 24 h. (B) Recuento celular en la privacion de glucosa y (C) porcentaje de viabilidad de la privacion
de glucosa a lo largo del tiempo. Los datos se representan como la media + desviacion estandar (n=3); *P< 0,05, ***P<
0,001 vs control (C); P<0,05, +4P<0,01 vs 8 h.

La viabilidad celular también mediante citometria después de la tincion de las
células con Anexina V (marcador de apoptosis) y de IP (marcador de necrosis). En la Fig.
3 se muestra un experimento representativo donde se analizan las células HT22 en
presencia y en ausencia de glucosa durante 18 h. Tras la retirada de glucosa, el nimero

de células apoptoticas incrementa considerablemente, asi como también las necroticas.
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Figura 3. Niveles de células apoptéticas, tefiidas con AnexinaV y yoduro de propidio de las células HT22
después de una privacion de glucosa de 18 h. Q2-LL representa la poblacion de células vivas, Q2-LR/UR la suma de
células apoptdticas y Q2-UL las células necroéticas

4.1.2 Produccién de enzimas antioxidantes

Se evalud la produccion de las enzimas antioxidantes mas importantes en el control
de la concentracion celular de EROs en neuronas: la catalasa y las superdxido dismutasas
citosolica (SOD1) y mitocondrial (SOD2) (Fig. 4). Se observé un incremento notable de

SOD1 en todos los tiempos, con respecto al control, especialmente a las 14 h.



De igual manera, la produccion de SOD2 también se incremento6 con el tiempo a
todos los tiempos estudiados. Por el contrario, la produccion de catalasa disminuyo

significativamente con el transcurso del tiempo.

Glucosa + - - - - B
Tiempo (h) 24 6 8 14 24 12 I SOD1
. SOD2
E CAT
soD1 ‘- 16kDa £ 40 -
SOD2 24 kDa
B-actina " - |43kDa

B-actina | "IN -~ - (43kDa

Densidad 6ptica (a.u.) % vs control

6 8 14 24
Tiempo (h)

Figura 4. (A) Niveles de SOD1, SOD2, catalasa de las células HT22 tras la privacién de glucosa a lo largo del
tiempo. (B) Cuantificacion de las sefiales obtenidas en los niveles de SOD1, SOD2 y catalasa (CAT).

4.1.3  Concentracion de H,0O»

Dado que se observo a las 24 h de cultivo sin glucosa un incremento importante de
SOD y una caida de catalasa, se cuantifico la concentracion de H.O2 como medida directa

del nivel de estrés oxidativo en cada condicién.

De acuerdo con lo esperable, la privacion de glucosa causé un aumento significativo
de H202en comparacion al control en el medio de cultivo de las células HT22 cultivadas
en ausencia de glucosa (Fig. 5).

1,4 4
1,2 4
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Figura 5. Concentracion de H202 en las células HT22 en su medio normal (C), y tras la privacion de glucosa
24 h (S). Cada valor esta representado por la media + desviacion estandar (n=3); *** P<0,001 vs C.
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4.1.4  Medida de lipoperoxidos

Una vez comprobado que se producia un desbalance en la produccion de enzimas
antioxidantes tras la privacion de glucosa en las células HT22, decidimos analizar el dafio

oxidativo posiblemente derivado.

Se analiz6 la cantidad de lipoperdxidos tras la incorporaciéon de DPPP a las células
controles y privadas de glucosa. Para evaluar el grado de lipoperoxidacion en ambas
condiciones y compararlas, se normalizo6 la produccion de fluorescencia por nimero de
células (Fig. 6A) y por la concentracion de proteina presente en la muestra (Fig. 6B). Se
observd un incremento estadisticamente significativo de la cantidad de lipoper6xidos

producidos cuando las células eran cultivadas en ausencia de glucosa.
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Figura 6. Niveles de lipoperoxidos en las células HT22 tras la privacion de glucosa. (A) Unidades relativas de
fluorescencia de DPPP por 10° células. (B) Unidades relativas de fluorescencia por pg de proteina. Células sin tratar
(C), células privadas de glucosa de 24 h (S). Cada valor esta representado por la media + desviacion estandar (n=3); *
P<0,05vs C.

4.2 Efecto protector de la melatonina en la citotoxicidad causada por la

privacion de glucosa
4.2.1  Estudio morfoldgico

El efecto de la melatonina se estudi6é en primer lugar mediante el andlisis de la
morfologia celular de las células HT22 tras la privacion de glucosa durante 24 h. La
adicion de melatonina al medio de cultivo previno los cambios morfoldgicos causados

por la privacion de glucosa, en términos de numero de células y volumen celular (Fig.7).
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Figura 7. Observacion microscopica del efecto del tratamiento con melatonina durante 24 h.

Para comprobar los posibles cambios que la melatonina podria causan en el
reordenamiento del citoesqueleto celular, y con el fin de explicar los cambios

morfoldgicos causados por el indol, las células se marcaron con faloidina y DAPI (Fig.

8).

Control

+ melatonina Sin glucosa + melatonina

Figura 8. Morfologia celular por tincion de faloidina (rojo) y DAPI (azul) después de tres dias de cultivo y 24
h de tratamiento.
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Tras la privacion de glucosa se observaron cuerpos celulares menos voluminosos y
un mayor nimero de prolongaciones citoplasmicas. El tratamiento con melatonina evito
los cambios producidos por la privacion de glucosa, observandose células con

caracteristicas morfoldgicas intermedias entre el control y la privacion.
4.2.2  Viabilidad celular

Se estudio el efecto de la melatonina tras 18 h y 24 h de la retirada de glucosa, en
las cuales se produce una caida de la proliferacion y la viabilidad muy significativa de las
celulas HT22. En este modelo, la melatonina no causé una recuperacion significativa ni
de los niveles de inhibicion de la proliferacion ni de la viabilidad tras la privacion de
glucosa. (Fig. 9 A, B, Cy D).
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Figura 9. (A) Recuento celular y (B) porcentaje de viabilidad de las células HT22 privadas de glucosa y tratadas
con melatonina tras 18 h. (C) Recuento de células HT22 y (D) viabilidad tras una privacion de glucosa y tratamiento
de melatonina de 24 h de duracién. Células sin tratar (C), privacién de glucosa por 18 h (S), pretratamiento con
melatonina 1 mM (CM y SM). Cada valor esta representado por la media * desviacion estandar (n=3); ** P< 0,05 vs
C, **P< 0,01 vs C, ***P< 0,001 vs C, ¢P<0,05vs CM.
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423 Ciclo celular

Dado que el tratamiento con melatonina disminuy6 por si mismo el nimero de
células HT22 tras 18 h de la retirada de glucosa, pero no alterd los mecanismos de muerte
celular inducidos por la privacion, se analizé la distribucién de las células HT22 en el
ciclo celular (Fig. 10). Tras la privacion se produce una disminucién estadisticamente
significativa de células en fase GO/G1, (Fig. 10B). La melatonina no muestra cambios

significativos en la distribucion del ciclo de las HT22 privadas de glucosa.
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Figura 10. (A) Ejemplos representativos de la distribucion de células a través del ciclo celular. M5 equivale a
fase GO/G1, y M6 a la fase G2 del ciclo celular. (B) Porcentaje de células acumuladas en las distintas fases del ciclo
celular en cada condicion experimental: células sin tratar (C), privacion de glucosa por 18h (S), pretratamiento con
melatonina 1mM (CM y SM). Cada valor esta representado por la media + desviacion estandar (n=3); * P<0,05 vs C.

4.2.4  Produccion de enzimas antioxidantes

Dado el papel de la melatonina en la produccion de las enzimas antioxidantes en
otros sistemas celulares, se evaluaron los niveles de SOD1, SOD2 y catalasa en células

HT22 tras la privacion de glucosa cultivadas en presencia o ausencia de melatonina a las
18 h (Fig. 11B).
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En lineas generales, no se observaron diferencias entre grupos. La melatonina

incremento la produccion de SOD1 tras la privacion de glucosa de forma notable, pero

esto no parecio suficiente para prevenir la muerte celular.
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Figura 11. (A) Niveles de SOD1, SOD2, catalasa y B-actina en células HT22 tras la privacion de glucosa y el
tratamiento con melatonina a las 18 h. (B) Cuantificacion de las sefiales obtenidas en los niveles de SOD1, SOD2 y
catalasa (CAT). Células sin tratar (C), privacion de glucosa por 18h (S), pretratamiento con melatonina 1 mM (CM y

CS).

425

Concentracion de H.O2

Basandonos en los resultados de produccion de enzimas antioxidantes, en los que

la adicion de melatonina no supuso cambios significativos con respecto a la privacion sin

melatonina, decidimos cuantificar los niveles de H-O; en las células HT22. De la misma

manera, la melatonina no disminuye de forma significativa la produccion de H2O: en

celulas HT22 privadas de glucosa (Fig. 12).
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Figura 12. Concentracion de H202 de cada condicion experimental: células sin tratar (C), privacion de glucosa
de 24 h (S), pretratamiento con melatonina 1 mM (CM y SM). Cada valor esta representado por la media + desviacion

estandar (n=3).
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42.6  Medida de lipoperoxidos

Asimismo, se estudio el efecto de la melatonina sobre la lipoperoxidacion en las
células cultivadas en presencia y ausencia de glucosa (Fig. 13). La retirada de glucosa del
medio de cultivo provoc6 un aumento significativo de la produccién de lipoperoxidos
aungue la preincubacion con melatonina no previno el aumento de los niveles de DPPP
(P=0,166).

500 - 250 -
400 - 200 - ok
[1+]
. £
B 300 - 150 -
o °
S &
200 | 2100 -
o [
l T = I T
100 - 1 50 4 I
0 . : 0 : :
C CM S SsM C CM s sMm

Figura 13. Niveles de lipoperoxidos en las células HT22 tras la privacion de glucosa y tratamiento con
melatonina durante 24 h. (A) Unidades relativas de fluorescencia de DPPP por 10° células. (B) Unidades relativas de
fluorescencia por pg de proteina. Células sin tratar (C) y privacion de glucosa de 24 h (S), pretratamiento con
melatonina 1 mM (CM y SM). Cada valor esta representado por la media + desviacion estandar (n=3); * P< 0,05 vs C.

4.3 Estudio de los niveles de estrés oxidativo en sangre de pacientes de

ictus isquémico

Una vez demostrado que la privacién de nutrientes altera el balance redox de
neuronas de hipocampo de raton in vitro, se valoraron parametros de estrés oxidativo en
muestras de eritrocitos y de plasma procedentes de pacientes que sufrieron un ictus
isquémico, mediante la medida de lipoperoxidos y la capacidad antioxidante total. Se
observo también en los pacientes la evolucion de estos pardmetros 3 meses mas tarde de

la primera recogida de muestra del paciente diagnosticado.
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43.1 Medida de lipoperoxidos

Comparando la concentracion de H»O> equivalente a la intensidad de fluorescencia
medida a través del ensayo con DPPP, de controles y pacientes no se observan diferencias
significativas entre grupos en las muestras de eritrocitos, pero si en el plasma (P< 0,05)
(Fig. 14C).
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Figura 14. Concentracion de H202 a la que equivalen las unidades de fluorescencia de los lipoperoxidos
presentes en las muestras de eritrocitos. (A) y de plasma. (C). (B) Comparacion de la concentracion equivalente de
H202 después del diagnostico (T1) y 3 meses después del episodio (T3) (n=2) en muestras de eritrocitos (B) y plasma
(D). *P< 0,05 vs Controles.

Los resultados del estudio de seguimiento (Fig. 14 B y D) apuntan a que, desde que
se produce el evento isquémico la concentracion de H»O, va disminuyendo

progresivamente con el tiempo, aunque la diferencia no llega a ser significativa.
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4.3.2 Capacidad antioxidante total

Puesto que contrario a lo esperado, se produce una caida de los niveles de H,O, en
la sangre de los pacientes con respecto a los individuos sanos, se valoro la capacidad
antioxidante total y se determiné en funcidn de la concentracion del estandar, acido
ascorbico. Se observo que las muestras de plasma de pacientes tienen una capacidad

antioxidante significativamente menor (P< 0,01) que los sujetos control (Fig. 16C).
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Figura 16. Concentracion en equivalentes de acido ascorbico presente en la muestra de: (A) eritrocitos (B)
plasma. Comparacion de capacidad antioxidante 1 h después del diagnéstico (T1) frente a 3 meses después (T3). **
P<0,01 vs Controles.

La evolucidn con respecto al momento inicial del episodio isquémico, a pesar de no
mostrar diferencias significativas, apunta hacia una recuperacion de la capacidad

antioxidante hasta niveles similares a los sujetos controles.
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5 Discusion

En este trabajo fin de méaster se han estudiado los efectos de la privacion de glucosa
en las células de hipocampo de ratén HT22 en la supervivencia y en los niveles de estrés
oxidativo. Al igual que ocurre en el contexto de ictus isquémico, la retirada de glucosa
del medio tuvo un efecto directo sobre su viabilidad. La duracion y la magnitud de la
condicion repercute sobre lo que en ictus se denomina penumbra isquémica®!, neuronas
potencialmente recuperables si se restaurase el flujo sanguineo, o en este caso, si se

devolvieran las condiciones de normalidad.

Se comprobd una clara progresién descendente de la viabilidad a medida que
aumentaba el tiempo del tratamiento. Cuanto mayor era el tiempo, mayor caida de
viabilidad y mayor la afectacion a nivel morfoldgico. Segln estos resultados, se puede
establecer la existencia de una correlacion directa entre la mortalidad y la duracion del
tiempo en el que las neuronas permanecen en ausencia de nutrientes y posiblemente
oxigeno. El incremento de numero de células en apoptosis y necrosis, principales
mecanismos de muerte celular en lesiones isquémicas®? confirma que en un periodo de 18

h ya hay repercusiones sobre la viabilidad celular.

En modelos de ictus isquémico se ha observado un aumento de SOD2, que posiblemente
se produce en respuesta a un aumento de la formacion de O,+%. De hecho,
sobreexpresando este enzima, se ha conseguido un efecto de proteccion frente a la
isquemia y la reperfusion®®. Los resultados obtenidos en nuestro modelo celular
muestran un aumento temprano de SOD1 y SOD2, que a medida que se prolonga la
exposicion, llegan a un méaximo de produccion y comienzan a disminuir. Estos resultados
apoyan los expuestos por Zithanova® que interpreta como respuesta de
preacondicionamiento al evento isquémico. Sin embargo, en el caso de la produccion de
catalasa, uno de los enzimas que depura H202, su papel en el ictus isquémico no esta claro,
ya que hay estudios con ambos resultados posibles: un incremento de su produccion y

una disminucion®’.

Al igual que en modelos de privacion de suero®, la privacion de glucosa induce
estrés oxidativo incrementando la lipoperoxidacion de las células. Los lipoperoxidos se
detectaron con DPPP dadas sus propiedades: su estructura es biolégicamente inerte lo

cual aumenta su vida media, a la par que no provoca ninguna perturbacion en la célula®.
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En nuestro modelo, el incremento de fluorescencia de la sonda tras 24 h en ausencia
de glucosa refleja que la privacion de glucosa supone un aumento en el dafio oxidativo a
lipidos. De hecho, se confirma un aumento en la concentracion de H2O- tras la privacion,
que puede explicar los efectos deletéreos®. Al afadir a este modelo DMSO, este aumento
en la concentracion de H>Oz no es evidente. El tratamiento con DMSO supuso una
reduccion de la concentracion de H>O> en comparacion, pero no repercutio sobre las

medidas de otros parametros, ni supuso una disminucién de lipoperoxidacion.

En base a estudios previos en modelos animales de ictus isquémico, el tratamiento
con melatonina consigue reducir el dafio cerebral provocado®. La observacion
microscopica de las células en privacion de glucosa y tratamiento con melatonina por un
periodo de 24 h resulto destacable: las células mantenian mucho mejor su morfologia al

ser tratadas con melatonina.

La melatonina como neuroindol con capacidad antioxidante que es, se esperaba que
tuviera un efecto protector en la eliminacion de parte de los radicales producidos. Sin

embargo, el recuento y la viabilidad celular bajo estas condiciones no han sido positivos.

Atendiendo a la distribucion del ciclo celular, el aumento de células en la privacion
de glucosa en fase S durante la duplicacién sugiere que han quedado retenidas en el
momento. Existe una detencién del crecimiento que, podria ser debida a alteraciones en
la produccion de ATP o en la sintesis proteica, relacionados con los niveles intracelulares
de EROs™. El recuento de células sin glucosa es inferior al de células sin tratar y las
células presentan defectos morfol6gicos como una disminucion considerable del volumen

total citoplasmico con mayor nimero de proyecciones.

En lineas generales se puede decir que la adicién de melatonina no supuso cambios
especialmente significativos en los niveles de los enzimas. Si que potencid la actividad
de SODL1 a las 18 h, pero a partir de ese momento, y al igual que con SOD2, desaparece
el efecto. De acuerdo a la capacidad protectora de la melatonina a través de la
estimulacion de la actividad de enzimas antioxidantes®, los presentes resultados sugieren
un efecto neuroprotector puntual, hasta llegado un tiempo en el que este efecto desaparece

0 no es suficiente.
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La melatonina tampoco demostr6 un papel como depurador directo de radicales
libres ya que no redujo de manera significativa ni la lipoperoxidacién ni los niveles de
H,0>. Pei y Cheung* demostraron una neuroproteccion por parte de la melatonina, en un
modelo de privacién de glucosa y oxigeno, dosis dependiente tras 1 h de isquemia. La
mayor concentracion probada fue de 1 mM, la utilizada en este estudio, lo que nos sugiere
que el papel antioxidante probablemente en este contexto tenga un margen de actuacién

estrecho.

Por altimo, se midi6 la intensidad de fluorescencia de lipoperdxidos, asi como la
capacidad antioxidante total, en muestras de eritrocitos y plasma de pacientes que han
sufrido un ictus isquémico. Varios estudios han demostrado un incremento en los niveles
de marcadores de lipoperoxidacion en muestras de pacientes con ictus isquémico, asi
como caidas en los niveles de sistemas antioxidantes enddgenos*. En este caso, a
diferencia de lo esperado, las muestras de plasma de los controles tienen mayores niveles
de lipoperoxidacion que las de los pacientes con ictus isquémico. Sin embargo, esto puede
ser a causa de diversos factores relacionados fundamentalmente con el estilo de vida de
estos pacientes®?. En pacientes con ictus isquémico la menor capacidad antioxidante
respecto a los controles, indica una menor capacidad de frenar el estrés y el dafio
oxidativo. De hecho, Leinonen?observo una disminucion de la capacidad antioxidante de
muestras de pacientes con ictus isquémico que sirvié para establecer una correlacién entre
la actividad antioxidante y el rea infartada de los mismos. En este estudio, debido al
pequefio tamafio de la muestra (n=2) no se puede establecer una confirmacion clara de la
evolucion, los resultados apuntan a que con el tiempo la situacion isquémica se normaliza,
y la capacidad antioxidante se recupera. Por esta razon, la determinacion de marcadores
de estrés oxidativo se presenta como un método interesante para el seguimiento de la

evolucidn de los pacientes.
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6 Conclusiones

1) En este estudio se han corroborado los efectos negativos que produce la retirada
de un nutriente esencial, como resulta la glucosa en las células tipo neuronal HT22.
Simulando una isquemia cerebral focal, se ha establecido que el tiempo tiene un efecto

directo sobre el dafio generado.

2) La privacion de glucosa afecta al estado redox, tanto a nivel de produccion de
enzimas antioxidantes como de produccion de dafio oxidativo por aumento de especies

reactivas.

3) En este modelo neuronal HT22 la melatonina no previene la muerte celular ni el

dafio oxidativo a largo plazo derivado de la privacion de glucosa.

4) Las medidas en pacientes con ictus isquémico sugieren que el estrés oxidativo
podria ser un evento importante en la patologia, pero el tamafio de muestra ha sido

limitante en el estudio.
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ANEXos

Anexo |

Material

A continuacién se describen los medios de cultivo utilizados en el presente estudio, con
su composicion.

-Dulbecco’s modified Eagle’s medium high glucosa (DMEM Alto en glucosa) (Biowest).
Contiene L-glutamina (0,584 g/L). Suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS)
y 1% de coctel antibidtico-antimicético (ATB/ATM) (Gibco), constituido por penicilina
(10* U/mL), estreptomicina (10* pug/mL) y 25 pg/mL de antimicético Fungizone.

- Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640) sin glucosa (Biowest, PO833-
NIL). Suplementado con 10% FBS, 1% L-glutamina, 1% ATB/ATM, y 1% HEPES.

Protocolos

Cuando las células alcanzaban una confluencia superior al 80% se procedia al subcultivo.
Para ello, se retiraba el medio y se lavaba con PBS. Una vez retirado todo, se afiadian 5
mL tripsina 0,05%-EDTA 0,53 mM para romper las adhesiones celulares a la superficie
del flask, y se dejaba en el incubador por 3 min. Transcurrido el tiempo, se afiadian entre
6-8 mL de medio para neutralizar el efecto de la tripsina, y se recogia todo el volumen a
un falcon de 15 mL. Se centrifugaban a 500g durante 5 min, y tras la centrifugacion se
resuspendia el pellet, con las células precipitadas, en 2 mL de medio fresco. De esta
suspension se realizaba una dilucion 1:10 a un nuevo flask T75.

Todo el procedimiento se llevd a cabo en campana de flujo laminar.

Una vez recogidas las células, cada pellet fue tratado con 200 pL tampdn de lisis RIPA.
El buffer de lisis RIPA fue preparado con inhibidores de proteasas: PMSF (1mM),
aprotinina (2ug/mL), leupeptina (10ug/mL) y pepstatina (1pg/mL), e inhibidores de
fosfatasas: ortovanadato (200uM) y NaF (ImM). En ultimo lugar se afiadio a la mezcla
ditiotreitol (DTT) 1 mM, como agente reductor. Todo el procedimiento se realiz6 en
hielo.

Para extrapolar la concentracion de las muestras se realizd una curva estandar de
albumina de suero bovino (BSA) por el ensayo de Bradford.

Se emplearon geles de poliacrilamida al 10% y 12% dependiendo del tamafio de la
proteina a analizar. Para correr el gel se emple6 una corriente de amperaje constante de
15 mA/gel. Para la transferencia, se utilizaron membranas PVDF. La electrotransferencia
se realiz6 a 125 mA/gel en hielo. Para comprobar la eficiencia de la transferencia en las
membranas, se tifieron con Ponceau S. Una vez detectadas las bandas de proteinas, se
realizaron varios lavados con TBS-T para proceder al bloqueo de la membrana, que se
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llevd a cabo con leche en polvo al 5% durante 1 h en agitacion a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se afiadid el anticuerpo primario correspondiente en una
solucion de blogueo de BSA al 3% durante toda la noche en agitacion a 4 °C.
Posteriormente, se lavaron en TBS-T en agitacion, y se procedio a afadir el anticuerpo
secundario necesario de acuerdo al hospedador del primario, conjugado con HRP. La
dilucidn se realizé en leche al 3%. Se incubd durante 80 min en agitacion a temperatura
ambiente. Nuevamente, se realizaron lavados en TBS-T y se procedié al revelado
quimioluminiscente con el kit Amersham ECL Prime.

Para medir la muerte celular, una vez recogidas las células, se centrifugaron a 600g
durante 5 min. El pellet obtenido se resuspendid en 100 uL de PBS. Se utiliz6 un kit de
marcaje celular con anexina, marcada con FITC, y IP. Se afiadi6 el mismo volumen de
ambos para cada muestra. Se dejé incubar 15 min a temperatura ambiente en condiciones
de oscuridad y se procedié al andlisis en el citdmetro.

Para medir el estado del ciclo celular, las células, una vez recogidas, fueron fijadas con
etanol. Todo el procedimiento se realiz6 en hielo. Se centrifugaron a 4°C a 10000 g por
10 min. Posteriormente, se realiz6 un lavado con PBS. Por Gltimo, se resuspendi6 el pellet
de cada muestra en 0,5 mL de PBS, y, se fue afiadiendo 1 mL de etanol 70% mientras se
agitaba en el vortex. Las células se mantuvieron a 4°C hasta su uso. Se lavaron en 2 mL
en BSA al 2% en PBS, y se centrifugaron a 300 g 5 min. Se afiadio al pellet 0,5 mL de la
solucion de Pl con ARNasas, y se dejo incubar 15 min. a temperatura ambiente.
Posteriormente, se procedié al analisis por el citdbmetro.

-Células

Previamente a la medida directa de unidades de fluorescencia de lipoperoxidos, los pellets
se resuspendieron en 1 mL de PBS, de donde se apartaron 300 pL para medir la
concentracion de proteina presente en la suspensién, y 20 L para contar el nimero de
celulas.

-Muestras de pacientes

El procedimiento fue el siguiente: se tomo un volumen de muestra de 40 L, a los que se
afiadieron 160 pL de solucién de PBS con urea 6 M y 0,125 % EDTA. La urea actla
como agente desnaturalizante. Posteriormente se afiadieron 100 pL de la solucion de BHT
en metanol y 100 uL de la solucién de 400 uM de DPPP y de 4 mM de BHT en butanol.
El butanol es clave para favorecer la reaccion, y a su vez el metanol para permitirla, ya
que la sonda es altamente hidr6foba. Se incubd en un bafio en agitacion a 40 °C durante
3 h bajo condiciones de oscuridad. Pasado el tiempo, se detuvo en hielo durante 20 min.
Transcurrido el tiempo, se afiadié 1 mL de solucion de urea 6 M en PBS. De esta mezcla
se cogieron 100 pL y se mezcld con 1 mL de butanol, y agit6 en el vértex 2 min. Tras
ello, las muestras se centrifugaron a 15009 a 4 °C 10 min. Se determiné la fluorescencia
a 360/380 nm.
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Para partir de catién radical ABTSe" se afiadié una solucion de persulfato de potasio 2,45
mM a una de ABTS 7 mM vy se dejé 24 h de reposo.

La solucion de ABTSe" se diluyd 25 veces en PBS para obtener unos valores de
absorbancia optimos. De cada muestra se utilizaron 10 pL y se afiadieron 200 pL de
ABTSe*. Se dej6 en condiciones de oscuridad y en agitacién a temperatura ambiente,
durante 25 min. Finalmente, se midio6 la absorbancia a 734 nm. Al afladir un antioxidante,
se produce la decoloracion, cuyo grado sera proporcional a la capacidad antioxidante de
la muestra.



