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. Justificacion del estudio

Las enfermedades neurodegenerativas, como las de Parkinson, Alzheimer, Huntington
y la esclerosis lateral amiotréfica, suponen un reto en el drea de investigacion
biomédica, debido a su alta prevalencia derivada del envejecimiento de la poblacién y
a su coste sociosanitario. En la actualidad no existe tratamiento curativo para estos
procesos y las actuaciones terapéuticas son, por lo tanto, exclusivamente de tipo

paliativo y de atencidn social.

Por estas razones, resulta necesario el planteamiento de nuevas estrategias
terapéuticas que aborden algunos de los elementos clave de la fisiopatologia de estas
enfermedades. Dos de las bases fisiopatoldgicas consideradas mas importantes para el
desarrollo y progresion de estas complejas y multifactoriales enfermedades
neuroldgicas, son la neuroinflamacion y el estrés oxidativo, condiciones ambas que

estan intimamente relacionadas entre si.

Las neuronas y las células gliales son poblaciones celulares susceptibles de sufrir las
consecuencias derivadas del estrés oxidativo; por un lado, el alto consumo de oxigeno
qgue se produce durante su metabolismo y, por otro, su limitada capacidad
antioxidante, las predispone a tener que responder a una superproduccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas del nitrégeno (RNS). Estas especies
reactivas inducen i, un dafio directo en las macromoléculas celulares (ADN, proteinas y
lipidos); ii, la activacion de vias de sefalizacion intercelulares, dando como resultado la
expresion de genes sensibles al estrés y proteinas relacionadas con el dafio oxidativo y
jii, la inflamacién mediada por la glia (incluyendo la liberacién de mediadores inmunes,

como el éxido nitrico y citoquinas pro-inflamatorias).

Teniendo en cuenta estos datos en la actualidad, dos de los principales elementos en la
investigacion para el control de estas enfermedades, son el andlisis de la respuesta
neuronal al estrés oxidativo y la busqueda de nuevas estrategias dirigidas a prevenir o

superar la neurotoxicidad inducida por dicho estrés.

En la presente introduccion se abordan los mecanismos de produccidn de especies
reactivas del oxigeno (ROS), sus funciones bioldgicas, los sistemas bioldgicos
antioxidantes, el concepto de estrés oxidativo y su influencia en la neurodegeneracion,
para finalizar con las propuestas terapéuticas que tienen como objetivo hacer frente al
estrés oxidativo: la utilizacion de agentes farmacoldgicos antioxidantes naturales y
sintéticos y, la terapia con células madre como nueva via de abordaje de las

enfermedades neurodegenerativas.
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I.1. ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO Y DEL NITROGENO (RONS)

En las reacciones bioldgicas que intervienen en el metabolismo celular se producen
una gran variedad de especies reactivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas del
nitrégeno (RNS), las cuales resultan fundamentales para la vida celular. A pesar de que
el oxigeno molecular (O,) es crucial para la vida de la mayor parte de los organismos, se
trata de una molécula que no es totalmente inocua. Asi, el efecto perjudicial del O, es
una consecuencia de su reduccion metabdlica univalente que conlleva la formacién de
moléculas téxicas quimicamente reactivas, denominadas especies reactivas de
oxigeno. Los ROS engloban a los radicales libres como el anién radical superéxido (O,"),
el radical hidroxilo (OH), asi como otros derivados del O, como el perdxido de
hidrégeno (H,0,) y el acido hipocloroso (HOCI). Los RNS incluyen las diferentes formas
de oxido nitrico (NO°), el anién nitrosilo (NO'), el catidn nitrosonio (NOY) y el
peroxinitrito (ONOQO’) y desempefian un papel esencial en la sefializacién celular. Asi,
pueden eliminar de forma efectiva las respuestas dependientes del NO o, por el
contrario, los compuestos derivados pueden actuar duplicando los efectos del NO o

antagonizandolos.

11.1.1. Produccion de ROS

Los RONS pueden tener un origen exégeno y enddgeno. Las fuentes de RONS exdgenas
son la luz ultravioleta, la radiacion ionizante, ciertos medicamentos o quimicos y
toxinas presentes en el medio ambiente. La produccién de los RONS enddgenos es
mediada por las enzimas mitocondriales, del reticulo endoplasmatico y de los

peroxisomas (Mani S, 2015; Song P, 2015).

La mitocondria es la principal productora de RONS en la mayoria de las células. Se han
propuesto diferentes vias de produccidn de RONS, las cuales son principalmente
moduladas por la cadena de transporte de electrones (Mancuso M, 2006). EI complejo
| de la cadena de transporte de electrones es el responsable de la produccion de O,y
facilita la transferencia de electrones de la NADH al CoQ, a la vez que los protones son
traslocados desde la matriz hasta el espacio intermembrana. El complejo Il esta
involucrado en la reduccién del CoQ, mientras que el complejo Ill participa en la

generacion de O, en el espacio intermembrana (Bolisetty S, 2013).
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Produccién de ROS. El O, es el precursor de la mayoria de los ROS y es capaz de
modificar diferentes biomoléculas como el ADN vy, causar daino en proteinas mediante
la oxidacidn de ciertos aminodacidos como el triptéfano, la metionina, la histidina y los
residuos de cisteina. La principal fuente de esta especie reactiva son los complejos |, Il
y lll de la cadena respiratoria en la mitocondria. El O, mitocondrial esta asociado con
la regulacién de las vias inflamatorias, la sintesis de las citoquinas inflamatorias y los

mecanismos de la inmunidad innata.

Este anidn es catalizado en la matriz mitocondrial por la superdxido dismutasa (SOD)
en HzOz.

SOD
20, + 2H* == H,0,+ O,

El H,0, también se genera en los peroxisomas mediante diferentes enzimas como la
urato oxidasa, la 1-a-hidroxiacido oxidasa y la D-aminoacido oxidasa (Llesuy S, 1994).
En el reticulo endoplasmatico lo hace a través de la autooxidacion del citocromo Pso

(FMNH):

FMNH,+ O, )y H,O,+ FMN

El H,0, es considerado una especie reactiva intermedia de gran importancia ya que
posee la capacidad de generar OH™ en presencia de metales como el hierro mediante la

reacciéon de Fenton (Chance B, 1979):
Fe2t + H,O, e Fe2*+ OH + OH-

Este radical hidroxilo también se puede generar mediante la reaccién de Haber-Weiss,

donde el radical superéxido reacciona con el peréxido de hidrégeno (Halliwell B, 2006):

20,"+ H,0, w—— OH +OH +0O,

Ademas de la mitocondria, otro importante productor de ROS en las células es el
reticulo endoplasmatico. En condiciones fisiolégicas normales, las reacciones de
formacion de puentes disulfuro y el plegamiento de proteinas, catalizadas por la
oxidorreductasa-1 del reticulo endoplasmatico (ERO-1) y la proteina disulfuro

isomerasa (PDI), generan un aumento en los niveles intracelulares de ROS. En
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condiciones de estrés oxidativo, los niveles de glutation (GSH) intracelular disminuyen
al reducir la formacién incorrecta de puentes disulfuro durante el plegamiento de
proteinas, lo cual también genera un aumento de los niveles intracelulares de los ROS
(Gordillo G, 2010). Ademas, el gasto de ATP que se produce durante el plegamiento de
proteinas en un ambiente oxidante puede provocar la fosforilacion oxidativa en la
mitocondria y, como consecuencia, provocar también un aumento en los niveles

intracelulares de ROS (Bhandary B, 2012; Malhotra JD, 2007).

Otro organulo que interviene en la produccion de ROS en las células son los
peroxisomas. Estos orgdnulos participan en numerosas vias metabdlicas como la
oxidacién de acidos grasos, la sintesis de fosfolipidos, el catabolismo de aminoacidos y
en la ruta de las pentosas fosfato. Bajo condiciones fisiolégicas normales, el consumo
de oxigeno puede conducir a la produccién de H,0, mediante la transferencia de O, de
diferentes enzimas como la acil-coA oxidasa, la D-aspartato oxidasa o la urato oxidasa
(Mani S, 2015). Las catalasas presentes en los peroxisomas descomponen el H,0, y asi
se mantiene el equilibrio redox (Schrader M, 2006). Cuando los peroxisomas se dafian
y los niveles de catalasa decrecen, se produce un incremento de H,0, en el citosol, lo

gue genera un estado de estrés oxidativo en las células (Valko M, 2007).

La produccion de RNS comienza con la reaccidn del O, con el NO* (generado a partir
de la L-arginina). El NO' genera otras especies reactivas intermedias capaces de
desencadenar dafo nitrosativo (Drew B, 2002). Una excesiva produccion de NO" estd
relacionada con isquemia, enfermedades neurodegenerativas y enfermedades

inflamatorias crénicas (Lee J, 2004; Salman KA, 2013).

La reaccién entre el O, y el NO* forma ONOO’, especie reactiva con una alta capacidad
para dafiar lipidos, bases de ADN y proteinas (Ahmadinejad F, 2017) o incluso inducir la

muerte neuronal excitotoxica (Valko M, 2007).

NOS
L-arginina + 20, = |-citrulina+ NO" + H*

NADPH  NADP

mtNOS
NO + O, we————m— ONOO"
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Estas reacciones estan catalizadas por la oxido nitrico sintetasa (NOS). Esta enzima
presenta varias isoformas en funcién de su localizacion: la isoforma NOS neuronal
(nNOS), la cual se expresa en células gliales; la NOS endotelial (eNOS) que se expresa
en el endotelio vascular; la NOS insensible al calcio (iNOS), cuya expresion puede ser
inducida por citoquinas y liposacdridos bacterianos (Foerstermann U, 2012) y la

isoforma localizada en la mitocondria (mtNOS).

11.1.2. Funciones fisioldgicas de los ROS

Los ROS actian como mensajeros celulares en multiples eventos fisioldgicos (Droge W,

2002), entre los que cabe destacar:

e Regulacion de cascadas de sefializacion celular. Los diferentes tipos de células,
como los fibroblastos, células del musculo liso vascular, cardiomiocitos o células
endoteliales, producen ROS a través de la NADPH oxidasa para regular la transmision

de sefales intracelulares (Thannickal V, 1995; Jones S, 1996).

e Regulacion del tono vascular. La regulacidn del tono vascular por el guanosin
monofosfato ciclico (cGMP) es un caso especial. La activacion de la enzima guanilato
ciclasa soluble (sGC) se produce por el H,0, y el radical NO' (Wolin M, 1999). La sGC
cataliza la formacion de cGMP, el cual es empleado como un mensajero secundario en
un gran numero de respuestas fisiolégicas. La activacion de cGMP modula funciones de
proteinas quinasas, canales idnicos, el tono del musculo liso y la inhibicién de la

adhesién plaquetaria.

e Sensor de los cambios en la concentracion de oxigeno. La homeostasis del
oxigeno es preservada en los organismos por una fuerte regulacién de los glébulos
rojos (Acker H, 1995). Se cree que los cambios en la concentracién del oxigeno son

reconocidos por diferentes proteinas productoras de ROS, como el citocromo b.

e Regulacion de la adhesion celular. La adhesion celular juega un papel
importante en la embriogénesis, la proliferacidon celular, la diferenciacién o en la
reparacion de heridas. Los cambios en las propiedades adhesivas de las células y
tejidos estan relacionados con cambios en el estado redox de la célula (Frenette P,

1996).

e Regulacion de la respuesta inmune. La activacién de linfocitos T durante la

respuesta inmune es regulada por un cambio en el estado redox del GSH. Las funciones

10
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de células T, como por ejemplo la produccién de interleucina-2 (IL-2), pueden ser
inducidas por la concentracion de O,” y H,0, (Los M, 1995). También existe la
evidencia de que el estado redox intracelular modula la funcién de los macréfagos

(Hamuro J, 1999).

e Induccidn de la apoptosis. La entrada en la apoptosis depende del equilibrio
entre las senales inductoras de la muerte celular, como las provocadas por el
desequilibrio redox, y las sefales inductoras de supervivencia celular, como factores de

crecimiento y citoquinas (Hengartner M, 2000).

e Supervivencia celular bajo condiciones de hipoxia. El factor inducible por
hipoxia (HIF) regula el metabolismo y la supervivencia celular en condiciones de
hipoxia. El incremento de ROS estabiliza a la subunidad a del factor 1 inducible por

hipoxia (HIF-1a) mediante un incremento de la generacidon del radical OH* por H,0..

11
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11.2. SISTEMAS ANTIOXIDANTES CELULARES

Los RONS pueden ejercer un papel bioldgico dual, actuando como agentes beneficiosos
o dafinos, en funcién de su concentracidon. Asi, mientras una concentracion moderada
de RONS resulta imprescindible para generar los efectos deseados en la respuesta
celular, una produccién excesiva de RONS genera estrés oxidativo, un proceso nocivo
para la estructura celular mediado por el dafio en los lipidos, membranas, proteinas y
ADN (Schwab L, 2014). Existen una gran variedad de mecanismos antioxidantes con los
que las células pueden defenderse cuando los RONS exceden sus niveles fisioldgicos.

Estos sistemas pueden ser enzimaticos y no enzimaticos.

11.2.1. Sistemas antioxidantes enzimaticos

Las superdxido dismutasas (SODs) son una clase de metaloenzimas fundamentales en
el sistema de defensa antioxidante del organismo, cuya funcidn es catalizar la

dismutacién del radical superdxido en oxigeno y H,0, (Fridovich I, 1995).

20,7 +20," + 4H* 2H,0,

20,

En los mamiferos existen tres isoformas de la enzima codificadas por tres genes
diferentes. Las isoformas de SOD difieren en su localizacién y en el metal unido a ellas.
La SOD-1 es una enzima citosélica con cobre y zinc como cofactor (Cu/Zn-SOD), la SOD-
2 es una enzima mitocondrial con manganeso en su centro (Mn-SOD) y la SOD-3 es una

enzima extracelular que contiene Cu/Zn denominada EC-SOD (Sentman M, 2006).

La importancia fisioldgica de las SODs se ha demostrado en numerosos estudios en los
que una sobreexpresion de las SODs sirve para atenuar las condiciones
neuropatolégicas, como los dafios isquémicos (Keller J, 1998) y la enfermedad de

Alzheimer (Dumont M, 2009; Massaad CA, 2009).

La catalasa es una enzima antioxidante que se encuentra en casi todos los organismos
vivos. Su principal funcién es catalizar la descomposicion del H,0, en agua y oxigeno

(Chelikani P, 2004).

12
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2H,0, Catalasa 2H,0

0,

En estudios directamente relacionados con el envejecimiento y la neurodegeneracion,
se muestra que las disfunciones cognitivas relacionadas con la edad pueden ser
parcialmente paliadas mediante tratamiento con analogos sintéticos SOD/catalasa (Liu

R, 2003; Clausen A, 2010).

Las enzimas glutation peroxidasas (GPx) constituyen un grupo de enzimas
antioxidantes encargadas principalmente de reducir el H,0, en agua y los
hidroperdéxidos lipidicos en sus correspondientes alcoholes. Para dichas funciones, la
GPx requiere de la oxidacidon del glutatién reducido (GSH), el cual se convierte en
glutatidn disulfuro oxidado (GSSG); posteriormente, éste es reconvertido de nuevo en
GSH gracias a la accion de la glutation reductasa (GR, enzima inducible en condiciones

de estrés oxidativo), en presencia de NADPH (Ballatori N, 2009).

2GSH

i reducido H,0,
Glutation Glutation
reductasa peroxidasa
NADPH + H* _/\ GSSG (/\) 2H,0
oxidado

De este modo, el efecto de la GPx y de la GR como enzimas antioxidantes no puede
disociarse del precursor principal del sistema, el GSH. De hecho, la eficacia de estas
enzimas en la neuroproteccion depende de la disponibilidad del GSH y del GSSG como

equivalentes de reduccién (McLean C, 2005; Donahue A, 2006).

El grupo de las tiol-disulfuro oxidorreductasas incluye la glutarredoxina (GRX), la
tiorredoxina (TRX) y la proteina disulfuro isomerasa (Wells WW, 1993). Tanto la GRX
como la TRX son antioxidantes enddgenos que contribuyen a la proteccidén contra el
estrés oxidativo, actuando especificamente en la formacidn de puentes disulfuro intra

e intermoleculares en las proteinas (Barhwal K, 2009).

13



. Introduccién

Las peroxirredoxinas (PRXs) estan involucradas en la descomposicién del H,0,,
hidroperdxidos organicos y peroxinitritos (Chae H, 1993). Diversos estudios muestran
que las PRXs son necesarias para el mantenimiento de la homeostasis en el estado
redox (Kim S, 2008) y que durante la enfermedad de Alzheimer estas enzimas
aumentan su concentracién en respuesta al incremento de los niveles del péptido B-
amiloide, con el propdsito de proteger a las neuronas de la toxicidad inducida por este

péptido (Zheng Y, 2007).

11.2.2. Sistemas antioxidantes no enzimaticos

Ademas de los sistemas enzimdticos ya mencionados, existen otros sistemas

antioxidantes no enzimaticos que se describen a continuacion.

El glutation (GSH, L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) es la molécula antioxidante mas
abundante en el citoplasma celular. El GSH es un tripéptido de glutamato (Glu), cisteina
(Cys) y glicina (Gly), que interviene en el mantenimiento del estado redox, asi como en
la viabilidad y el 6ptimo funcionamiento de las células (Aoyama K, 2008). El GSH actua
como co-sustrato de la GPx en la reduccién del H,0, y de los lipidos hidroperéxidos

(Anthonymuthu TS, 2016).

Como agente antioxidante, el GSH juega un papel muy importante en la defensa
oxidativa neuronal. Se ha observado que los niveles de GSH disminuyen durante el
envejecimiento y en multiples patologias, como la lesién medular traumdtica y las
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o el Parkinson (Saharan S,
2014). Esta situacién origina una serie de reacciones en cadena que dan como
resultado, entre otras, una alteracién en la homeostasis del calcio, provocando

finalmente la muerte celular (Kraft R, 2004).

La vitamina C o acido ascérbico, es un potente antioxidante que puede neutralizar los
radicales libres mediante la donacién de un dtomo de hidrégeno. Durante este proceso
la vitamina C se convierte en un radical libre, aunque esto carece de importancia, ya
que el radical de vitamina C es muy estable debido a su estructura. Normalmente el
Fe®* es oxidado por el H,0, dando lugar a Fe* junto a un OH" y un anién hidroxilo en la
mencionada reaccidn de Fenton. Tras esta reaccion el Fe** puede reducirse de nuevo a
Fe®* por la accidn del H,0,, produciendo un radical peroxilo y un protén durante el

proceso.
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Fe3*+H,0, — > Fe? +HOO +H*

Sin embargo, en presencia de hierro y cobre, la vitamina C puede convertirse en un
potente pro-oxidante. Ante la entrada de metales contaminantes del exterior o
durante una lesion cerebral en la que la presencia de hierro y cobre es mayor (Halliwel
B, 1990), la vitamina C puede acelerar esta ultima reaccion, actuando como un aceptor

de Fe** en lugar del H,0,, ocasionando estrés oxidativo.

- — .-
Fe3* + ascH Fe2* + asc™+ H*

Vitamina E es el término genérico referido a un grupo de tocoferoles y tocotrienoles,
de los cuales el mas estudiado es el a-tocoferol, siendo ésta la forma mds generalizada
de vitamina E en el cerebro (Roy S, 2002). La vitamina E es una vitamina liposoluble
conocida por su papel antioxidante, involucrada en eliminar los ROS formados en las

membranas sometidas a peroxidacién lipidica.

La coenzima Q10 es una benzoquinona que se encuentra en la mayoria de las células
transfiriendo electrones en la cadena transportadora de electrones (Voet D, 2008).
Esta funcidn es lo que hace que la coenzima Q pueda actuar como antioxidante. Por
esta razon, la coenzima Q es ampliamente empleada como un suplemento alimenticio
con el objetivo de revertir los efectos producidos por el estrés oxidativo durante el
envejecimiento y el desarrollo de multiples patologias como las enfermedades
mitocondriales (Haas RH, 2007) y las enfermedades neurodegenerativas (Beal M,

2002).

La melatonina es la principal hormona pineal derivada del precursor serotonina. Su
funcién es la regulacién del ciclo del suefio, pero también es un potente neutralizador
de ROS, siendo por ello un poderoso antioxidante (Hardeland R, 2005). A diferencia de
la vitamina C y el GSH (los cuales son sélo efectivos en fase acuosa) y la vitamina E
(efectiva en fase lipidica), la melatonina puede funcionar en ambas fases (Tan DX,
2002). Por este motivo puede atravesar facilmente las membranas celulares y la
barrera hematoencefalica (Reiter R, 2005), siendo por ello un agente importante para
la proteccion contra el dafio inducido por el estrés oxidativo en el SNC (Sharma M,

2001).
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I1.3. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es la consecuencia de una situacion en la que las defensas
antioxidantes celulares se ven superadas por una excesiva generacion de RONS. Bajo
estas condiciones de estrés oxidativo, numerosas biomoléculas celulares como el ADN,
los lipidos o las proteinas sufren modificaciones que conducen a la disfuncién celular y

como consecuencia, al dafio en los tejidos y érganos (Shahrani MA, 2017).

Se distinguen cinco estados basados en la relacidn entre la suma total de la
concentracion de RONS en la célula y la capacidad de la barrera antioxidante. Se habla

de equilibrio redox cuando:
e los niveles de la barrera antioxidante y los niveles de RONS estan equilibrados.

e Jlos niveles de RONS aumentan y este incremento va acompafiado de un

aumento equivalente de los sistemas antioxidantes.
Por el contrario, se produce estrés oxidativo cuando:
e |os niveles de RONS aumentan, pero la barrera antioxidante no varia.

e los niveles de RONS permanecen inalterados, pero el sistema antioxidante

disminuye.

e los niveles de RONS aumentan y, a la vez, los niveles de antioxidantes

disminuyen (Niki E, 2012).

En el caso concreto del SNC, el estrés oxidativo actia a diferentes niveles, activando
una serie de vias relacionadas con el dafio oxidativo, la apoptosis y la inflamacién. Sin
embargo, aun no estd clara la razén por la cual en las enfermedades
neurodegenerativas la inflamacién deja de ser un proceso de defensa y reparacion,

para convertirse en un factor poderoso de destruccidén neuronal.

El control del estrés oxidativo esta regulado a nivel transcripcional principalmente por
un mecanismo enddgeno. Los promotores de los genes que participan en la reduccion
del estrés oxidativo, la inflamacidn y la acumulacién de metabolitos tdxicos contienen
una secuencia especifica de unidon comin denominada elemento de respuesta
antioxidante (ARE, por sus siglas en inglés Antioxidant Response Elements), que puede

ser activada por diversos factores de transcripcion entre los que se incluyen:
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El factor activador Nrf2. En condiciones normales, el Nrf2 se encuentra unido a la
proteina 1 asociada a ECH tipo kelch (Keap1) en el citoplasma dirigida a su degradacién
en el proteosoma. En un estado de estrés oxidativo, la proteina Keapl libera a Nrf2,
que se trasloca al nucleo donde se une a ARE, permitiendo la expresidn de enzimas
antioxidantes como la superdxido dismutasa, la glutatién transferasa o la NAD(P)H
(Ramsey CP, 2007). Ademas, la activacion de Nrf2 también permite la expresion del
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), el factor antiinflamatorio IL-10, el co-
factor de transcripcién mitocondrial Nrf-1 y la proteina la coactivadora del receptor
activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1a) (Sandberg M, 2014). Por todo
ello, el Nrf2 podria ser una buena diana terapéutica para controlar la neuroinflamacién

asociada con la neurodegeneracion.

El factor nuclear kappa B (NF-kB). La actividad transcripcional de NF-kB estd
relacionada con la plasticidad neuronal y la neurodegeneracidn, por lo que este factor
es crucial para el mantenimiento de la homeostasis del sistema nervioso central (SNC)
(Mattson M, 2005). En condiciones normales se sitia en el citoplasma formando un
complejo inactivo que consiste en dos subunidades, p50 y p65, y una subunidad
inhibitoria llamada IkB. En respuesta al estrés oxidativo, IkB es fosforilada, ubiquitinada
y degradada por el proteosoma, lo cual permite la traslocacién de NF-kB al ntcleo para
regular la expresion de genes y la codificacidn de citoquinas proinflamatorias y factores

de crecimiento como el BDNF (Gutierrez H, 2011).

Las proteinas activadas por mitégenos o MAPKs. La cascada de transduccién de las
MAPKSs estd organizada en 3 subfamilias: quinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERKs), quinasas c-Jun N-terminal (JNK) y la MAPK p38. El papel de de las ERKs esta
asociado principalmente con sefales de supervivencia, aunque dependiendo del tipo y
la funcidn de la célula, la activacion de esta quinasa puede tener un efecto protector o
de promocion de muerte celular (Murugaiyah V, 2015). Las JNKs regulan las vias
apoptéticas e inflamatorias que se activan durante la neuroinflamacidn, mediante el
mantenimiento de la homeostasis mitocondrial (Coffey ET, 2014; Mehan S, 2011). Por
ultimo, numerosos estudios muestran que la elevada activacion de p38 contribuye a la
neuroinflamacidn y al dafio neuronal caracteristicas de patologias como la enfermedad

de Alzheimer o el Parkinson (Coulthard LR, 2009).
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I.4. PAPEL DESEMPENADO POR EL ESTRES OXIDATIVO EN LA
NEURODEGENERACION

Las enfermedades neurodegenerativas son dolencias en las cuales se produce un
deterioro progresivo e irreversible del SNC. Son ejemplos de este tipo de
enfermedades la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la

enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis lateral amiotrofica (ELA).

La fisiopatologia de estas enfermedades es multifactorial, siendo determinantes el
estrés oxidativo, los factores genéticos, la excitotoxicidad, la agregacidn de proteinas y
la alteracién en el desarrollo de importantes procesos celulares, como los producidos
en las mitocondrias. EI SNC es especialmente sensible al estrés oxidativo debido a
varias razones: i, sus células tienen un elevado consumo de O,, el cerebro puede
catabolizar mas de 4x10** moléculas de glucosa/minuto; ii, se producen elevadas
cantidades de ROS y RNS como consecuencia de reacciones neuroquimicas especificas,
como la oxidacién de la dopamina; iii, el incremento del depdsito de iones metalicos
como consecuencia de la edad, catalizando la produccion de cantidades crecientes de
ROS y RNS vy iv, existe una elevada cantidad de lipidos en el SNC (mielina) que son
particularmente sensibles a la oxidacién, ocasionando una acumulacién de productos
de descomposicién como el malondialdehido (MDA) o los acidos grasos nitrogenados

(NO2-Fas).

En el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas se producen elevados niveles de
ROS y RNS como consecuencia de la infiltracion de monocitos/macrofagos y la
activacion de la microglia, actuando como mediadores en la neurodegeneraciény en el
dafio axonal tipico de estas enfermedades (figura 1, modificada de Chiurchiu V, 2014).
Asimismo, los radicales libres pueden activar algunos factores de transcripcion, como
el NF-kB, que incrementan la expresion de genes implicados en la fisiopatologia de
estas enfermedades, como los que codifican las citocinas proinflamatorias o moléculas
de adhesién a los endotelios vasculares. Por otro lado, se ha observado que el
incremento de ROS y RNS en el tejido cerebral se ve acompafiado de una reduccién
significativa del sistema antioxidante celular que incluye una disminucién de la
actividad de la SOD, catalasa, GSH/GPx, a-tocoferol y 4cido Urico. Como consecuencia,
se incrementa la actividad de la lipooxigenasa, manteniendo el estatus inflamatorio en

el SNC (Chiurchiu V, 2016).
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Figura 1. Relacion entre el estrés oxidativo, la inflamacion y la neurodegeneracion. Las especies

reactivas son producidas por diferentes tipos celulares provocando un proceso inflamatorio
mediante la liberacidn de citocinas proinflamatorias y, un proceso de neurodegeneracion, que
induce la muerte neuronal y axonal. O,": anidn radical superéxido; OH': radical hidroxilo; H,0,:
peréxido de hidrégeno; HOCI: 4cido hipocloroso; NO*: éxido nitrico; NO™: anién nitrosilo; NO™:
cation nitrosonio; ONOQ': peroxinitrito.

11.4.1. Enfermedad de Alzheimer

La EA es la causa mds comun de demencia, se caracteriza por un progresivo deterioro
de las funciones cognitivas y una pérdida de neuronas, principalmente en el
hipocampo, la zona del cerebro encargada de la memoria y la orientacion espacial. Las
dos principales caracteristicas neuropatoldgicas de la EA son la anormal acumulacion
de placas B-amiloides (BA) y de ovillos neurofibrilares debidos de la hiperfosforilacion

de la proteina Tau (Butterfield DA, 2014; Winner B, 2015).

El estrés oxidativo es un factor importante en la patogénesis de la EA (Bonda DJ, 2010).
Las placas proteicas BA pueden reducir los niveles del Ca*" almacenado en el reticulo
endoplasmatico, dando como resultado un exceso de Ca®* citosdlico. En respuesta a
este incremento del Ca** citosélico, se reducen los niveles de GSH endégeno y, como
consecuencia, se elevan los niveles de ROS intracelulares (Ferreiro E, 2008). Se ha
demostrado que el estrés oxidativo observado en pacientes de EA es resultado de la
activacion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) lo cual conduce a una
excesiva entrada de Ca®*, promoviendo la permeabilidad celular y el consecuente

aumento de los niveles intracelulares de RONS (Nakamura T, 2010; Nakamura T, 2011).
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Ademas, las proteinas BA pueden provocar la formacion de radicales libres
directamente por la activacion de la NADPH oxidasa (Shelat PB, 2008) y pueden activar
la via de las caspasas, jugando un papel importante en la induccidn de la apoptosis

neuronal (fig.2; Awasthi A, 2005).

Por otro lado, la superproduccion de ROS inducida por la proteina BA modifica las vias
de sefializacidn celulares e inicia la hiperfosforilacion de la proteina Tau, a través de la
activacion de p38 MAPK, produciéndose una anormal acumulacién de proteinas Tau
hiperfosforiladas lo que conduce a la formacién de mas ovillos neurofibrilares (fig.2;

Bulat N, 2009; Giraldo E, 2014).

11.4.2. Enfermedad de Parkinson

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun después de la EA. Es
una enfermedad progresiva y crénica, causante de trastornos motores como
hipocinesia, rigidez, temblor, inestabilidad postural, asi como sintomas no motores
como depresion, ansiedad y déficits cognitivos y olfativos. Se caracteriza por una
pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra del cerebro (Winner B,
2015). Los mecanismos patoldgicos responsables de la pérdida neuronal han sido
relacionados con un aumento de los niveles intracelulares de ROS y otros radicales

libres (Dias V, 2013).

El estrés oxidativo generado en la EP estd asociado con la disfuncidon del complejo | de
la mitocondria. Esta disfuncién mitocondrial se produce por la mutacidon de diversas
proteinas como PINK1, parkin o alfa-sinucleina (aSyn). La proteina PINK1, proteina
presente en los tejidos humanos, juega un papel importante en la lucha contra el
estrés oxidativo y el mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial (Zuo L,
2013). La proteina Parkin mutante puede contribuir a la patogénesis de la EP
autosémica recesiva, debido a su papel critico en la supresion de ROS y en la
prevencidon de la formacidn de proteinas neurotdxicas causadas por ubiquitinacion
(Jiang H, 2004; Zuo L, 2013). Ademas, el estrés oxidativo también provoca un mal
funcionamiento del proteosoma, lo que provoca la agregacion de aSyn, que
interrumpe la actividad del complejo | y, por ello, la sintesis de ATP se ve

comprometida ocasionando la disfuncién mitocondrial (fig.2; Ganguly G, 2017).
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11.4.3. Enfermedad de Huntington

La EH es una enfermedad neurodegenerativa asociada a la repeticién inestable del
triplete citosina-adenina-guanina (CAG) en el gen HTT, que afecta a la coordinacion
muscular. Es un trastorno caracterizado por movimientos anormales involuntarios y
que conduce a una disminucidn cognitiva y a problemas psiquidtricos. (Aylward E,

2004; Kipps C, 2005).

La expansidn de CAG repetido a lo largo del exonl del gen HTT, da lugar a una proteina
mutante (mHTT) que tiende a la agregacidn (Labbadia J, 2013). Los agregados de mHTT
se acumulan en el cerebro de los enfermos afectados, lo cual provoca la desregulacién
del proceso de transcripcién. Estas alteraciones son las responsables de los problemas

motores y cognitivos de la EH (Gil-Mohapel J, 2014; Labbadia J, 2013).

Diversos estudios han demostrado la estrecha relacién que existe entre el estrés
oxidativo, las alteraciones mitocondriales y la pérdida de neuronas que tiene lugar en
el cuerpo estriado y en la corteza cerebral durante la EH (fig.2; Bolanos JP, 2009;
Zuccato C, 2010). Bajo condiciones de estrés oxidativo, se reduce la expresién del
transportador de glucosa 3 (GLUT-3) inhibiéndose el consumo de glucosa lo que
produce una acumulacién de lactato en las células (Covarrubias-Pinto A, 2015).
Ademas, se ha identificado que el extremo N-terminal de la mHTT puede interaccionar
con las membranas mitocondriales, causando cambios en el calcio mitocondrial. La
mMHTT también puede inhibir el transporte de electrones en el complejo Il mitocondrial
dando lugar a un aumento de los niveles intracelulares de ROS y un descenso en la
produccién de ATP (Bossy-Wetzel E, 2008). Otros investigadores sugieren que el estrés
oxidativo puede inactivar la actividad catalitica de la gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH), causando dafio mitocondrial (fig.2; Liot G, 2017).

11.4.4. Esclerosis lateral amiotrofica

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a la unién neuromuscular,
como consecuencia de un dafo en las neuronas motoras de la corteza motora
primaria, dando lugar a una paralisis muscular progresiva de prondstico mortal. Se
clasifica en dos tipos: ELA esporadica que aparece alrededor de los 50 ¢ 60 afos,
siendo su origen incierto, por lo que es dificil identificar sus causas genéticas o
ambientales (Ingre C, 2015), y la ELA familiar, en la que alrededor de un 20% de los
casos estan relacionados con mutaciones en el gen que codifica la SOD1 (Gamez J,

2006). Las funciones de SOD1 son diversas e incluyen neutralizar el exceso de O,

21



. Introduccién

modular la respiracion celular, el metabolismo vy las modificaciones
postranscripcionales. Es por ello que las alteraciones en la actividad de la SOD1 causan
un aumento de los ROS conduciendo a un estrés oxidativo que dafa a las células

(Saccon RA, 2015).

Diversos estudios muestran que las mutaciones de la SOD1 provocan dafio en las
neuronas motoras por varias vias: pueden alterar la sintesis de aminodacidos en las
células (Bastow EL, 2016), aumentar la produccién de Nox-2 (Li Q, 2011) o alterar la
actividad de las células gliales de soporte, astrocitos y microglia (Lee J, 2016). La
expresion de SOD1 mutante en los astrocitos reduce la expresion del transportador de
glutamato 1 (GLT-1), lo que provoca un incremento en la concentracion de glutamato

extracelular, ocasionando el dafio neuronal (fig.2; Li K, 2015).
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Figura 2. Esquema sobre la relacion del estrés oxidativo en el desarrollo de las enfermedades

Neurodegeneracion

Astrocitos y T Glutamato

extracelular

neurodegenerativas. EA: enfermedad de Alzheimer, EP: enfermedad de Parkinson, ELA:
Esclerosis lateral amiotrofica, EH: enfermedad de Huntington, BA: placas B-amiloides, MAPK:
proteinas activadas por mitégenos; aSyn: alfa-sinucleina, GLUT-3: transportador de glucosa 3,
GAPDH gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, SOD: superdxido dismutasa, GLT-1:
transportador de glutamato.

22



II. Introduccién

11.5. MODELOS EXPERIMENTALES IN VITRO PARA EL ESTUDIO DEL EFECTO DEL
ESTRES OXIDATIVO NEURONAL

Las neuronas humanas son células altamente diferenciadas, cuyo cultivo in vitro es
dificil de mantener, lo que supone una limitacidn para los estudios de neurotoxicidad y
neuroinflamacién. Por esta razén, es necesario desarrollar modelos experimentales
gue permitan garantizar un suministro ilimitado de células con caracteristicas similares
a las de las neuronas humanas. Entre las lineas celulares mas empleadas como

modelos in vitro para los estudios de neurotoxicidad, se pueden citar las siguientes:

PC12, linea celular establecida en 1976 a partir de un feocromocitoma de la médula
suprarrenal de rata. El factor de crecimiento nervioso (NGF) induce la diferenciacion
neuronal de estas células, las cuales liberan diferentes neurotransmisores, como

dopamina, noradrenalina y acetilcolina (Popova D, 2017).

Diversos estudios muestran que el tratamiento de estas células con H,0, aumenta los
niveles intracelulares de ROS (Choi Y, 2005) y que algunos compuestos antioxidantes
son capaces de neutralizar dicho incremento. Nakajima y cols. (2009) demostraron que
la 3,4-dihidroxibenzalacetona y el acido cafeico ejercen un mayor poder antioxidante
gue la NAC a la misma concentracién sobre células PC12 tratadas con H,0,. Hou y cols.
(2003), demostraron que la sesamina y la sesamolina previenen la muerte de las PC12

inducida por el H,0,, mediante la inhibicion de MAPK y la activacion de la caspasa 3.

P19, linea celular establecida en 1981 a partir de un teratoma de ratén. Son células
multipotentes que pueden diferenciarse hacia las tres capas embrionarias: endodermo,
mesodermo y ectodermo. En estudios de neurotoxicidad se utilizan porque se
diferencian a fenotipo neuronal al ser expuestas al acido all-trans retinoico (ATRA, un
derivado natural de la vitamina A), pudiendo diferenciarse también a células de la
astroglia. Las P19 diferenciadas expresan receptores para glutamato, GABA vy

acetilcolina (Popova D, 2017).

Algunos estudios han demostrado que la exposicidon de estas células a H,0, reduce su
viabilidad (Ishihara I, 2000), efecto que se puede prevenir mediante el tratamiento con
quercetina (Jembrek MJ, 2012). El efecto neuroprotector de este flavonoide estd
asociado a la disminucidn de la generacion de ROS, la inhibicion de la actividad de las

caspasas 3/7 y la prevencion de la condensacion de la cromatina.
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NT2, linea celular de teratocarcinoma humano, establecida en los afios 80 a partir de
una biopsia de un paciente con carcinoma de testiculos (Andrews PW, 1988). Estas
células se pueden diferenciar a neuronas mediante el empleo de dos inductores, el
ATRA o el antimitético andlogo de la citosina (AraC), tras lo cual expresan marcadores
neuronales tales como NF-200, DCX y B-llI-Tubulina (Gonzalez-Burguera |, 2016;
Gordon J, 2013).

Varios estudios demuestran su sensibilidad al estrés oxidativo. Asi, el cultivo de estas
células en condiciones de hipoxia reduce la viabilidad de las NT-2 y aumenta la
expresion del HIF-la y HIF-2a (Martin-Aragon Baudel MAS, 2017). De la misma
manera, la exposicidn a H,0, reduce la viabilidad celular y aumenta los niveles de la 8-
hidroxiguanina (8-OHG), biomarcador empleado para medir el dafio oxidativo

producido en el ADN (Lee M, 2001).

Células madre neurales (NSCs), corresponden a poblaciones obtenidas a partir de
células progenitoras neurales, cultivadas en presencia de mitégenos, como el factor de
crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2). En esas
condiciones, crecen en monocapa o formando agregados esféricos, conocidos como
neurosferas, y son capaces de diferenciarse hacia un linaje neural o glial (Svendsen C,
1998; Reynolds BA, 1992; Vescovi A, 1999). Estas células se emplean como modelo en
el estudio de enfermedades neurodegenerativas, ya que pueden ser modificadas
genéticamente y, asi, expresar mutaciones caracteristicas de estas patologias (Jakel R,

2004).

Distintos estudios muestran que la exposiciéon de estas células al H,0, provoca un
descenso de la viabilidad celular y un incremento de los niveles intracelulares de los
ROS, efectos que son evitados con el pretratamiento de estas células con compuestos
como el adjudin, un analogo de la lonidamina, compuesto que suprime la glicolisis en
células tumorales y que se ha empleado junto con otros agentes para el tratamiento de
diversos cdnceres vy, el osthol, un tipo de cumarina natural con potencial terapéutico

frente al estrés oxidativo (Yan Y, 2017; Zhang T, 2017).

Células Madre Pluripotentes Inducidas (iPSCs), descubiertas por Yamanaka en 2007,
son obtenidas a partir de fibroblastos dérmicos humanos reprogramados mediante la
induccidn de la expresion de los genes Oct3/4, Sox2, c-Myc y KIf4 (Takahashi K, 2007).

Esta linea celular es empleada como modelo en el estudio de enfermedades
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multigénicas, en estudios de toxicidad y en terapia celular. Para conseguir iPSCs
especificas para una enfermedad son necesarias unas herramientas de ingenieria
gendmica precisas y flexibles. Entre todas las técnicas innovadoras de reprogramacién
empleadas, el sistema de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR) es considerada como la menos compleja y la mas flexible para
conseguir la edicion gendmica en células madre pluripotentes (Kime C, 2016). También
se ha descrito una nueva técnica para generar neuronas in vitro empleando
CRISPR/Cas9 para la inactivaciéon de genes especificos asociados a diferentes
neuropatologias en humanos (Rubio A, 2016). Ademas, un estudio reciente demostré
gue CRISPR puede ser empleado para ejercer alteraciones genémicas precisas en la
expresion del gen critico relacionado con la enfermedad de Parkinson, alfa sinucleina
(SNCA), en neuronas humanas derivadas de iPSCs (Heman-Ackah SM, 2016). Otro
estudio establecid un procedimiento que permite la sefalizacion de mutaciones con
CRISPR, generando asi iPSCs humanos con combinaciones especificas de mutaciones
asociadas a la enfermedad de Alzheimer (Paquet D, 2016). Las neuronas diferenciadas
a partir de iPSCs especificas del paciente proporcionan una herramienta valiosa para el
estudio in vitro del fenotipo molecular especifico de enfermedades
neurodegenerativas (Heman-Ackah SM, 2016). Sin duda, el rapido desarrollo de las
iPSCs y las tecnologias de edicién gendmica, son herramientas importantes para el

estudio de enfermedades neurodegenerativas mediante la terapia génica.

Diversos estudios muestran como la exposicién a H,0, de células iPSCs provoca un
aumento de los niveles intracelulares de los ROS. El posterior tratamiento con
antioxidantes, como el genipin (un conocido activador de la via Nrf2) o la curcumina,
produce un descenso de los niveles de los ROS y una disminucién de la muerte celular

(Chang K, 2016; Chang Y, 2014).

SH-SY5Y, subclon de la linea celular SK-N-SH, establecida en los afios 70 a partir de una
biopsia de la médula 6sea de un paciente con neuroblastoma (Biedler J, 1973). Es una
de las lineas mds empleadas como modelo celular de enfermedades
neurodegenerativas, para el estudio in vitro de neurotoxicidad inducida por estrés
oxidativo y para evaluar tratamientos antiinflamatorios, antioxidantes 'y

neuroprotectores (Shipley MM, 2016).

Sin embargo, la utilizaciéon de las células SH-SY5Y no diferenciadas implica diversas

desventajas. En primer lugar, es una linea celular que estd continuamente
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dividiéndose, por lo que es dificil distinguir si los agentes neuroprotectores o
neurotoéxicos influyen en la proliferacién celular o en el indice de muerte celular (Datki
Z, 2003). En segundo lugar, las células SH-SY5Y en cultivo no siempre muestran los
tipicos marcadores de neuronas maduras, lo cual conduce a una incertidumbre en los
experimentos (Presgraves S, 2004). En tercer lugar, las células SH-SY5Y no
diferenciadas muestran menor sensibilidad a los agentes neurotéxicos vy
neuroprotectores que las neuronas del mesencéfalo primario (Storch A, 2000). Estos
puntos débiles muestran que esta linea celular sin diferenciar no es un modelo ideal

para el estudio de enfermedades neurodegenerativas.

Por el contrario, muchas lineas de investigacion indican que la induccién de la
diferenciacién neuronal de las células SH-SY5Y da lugar a células con funcionalidad y
fenotipo neuronal maduro. Tras la diferenciacion, las células reducen su capacidad
proliferativa, constituyen una poblacidon estable y muestran una red extensa de
neuritas con morfologia similar a la de las neuronas del cerebro humano (Fagerstrom S,
1996). Por estas razones son consideradas un buen modelo para el estudio de

enfermedades neurodegenerativas.

Desde que en 1981 el 12-O-tetradecanoforbol-13-acetato (TPA) bioactivo fuera
empleado para inducir la diferenciacidon en células SH-SY5Y, se han publicado un gran
numero de protocolos de diferenciacion neuronal que emplean una combinacion
secuencial de retinoides, principalmente el ATRA y la neurotrofina BDNF (Encinas M,

2000).

Los efectos del ATRA en las células SH-SY5Y estan bien caracterizados. El ATRA se une a
dos clases de receptores hormonales nucleares no esteroideos, los receptores de acido
retinoico (RARs) y los receptores X retinoides (RXRs). El ATRA induce la diferenciacion a
través de la regulacidn de la transcripcién de los genes reguladores de neurotrofinas
(Clagett-Dame M, 2006), la via de sefializacion WNT (Uemura K, 2003) y vias que
implican a la proteina quinasa A (PKA) (Kim S, 2000). Se ha demostrado que las
neurotrofinas modulan la supervivencia, la diferenciacién, la sinaptogénesis y la
actividad en neuronas. La familia de las neurotrofinas esta formada principalmente por
el factor de crecimiento nervioso (NGF), el BDNF, la neurotrofina-4 (NT-4/5) y la
neurotrofina-3 (NT-3). Estas neurotrofinas pueden unirse a dos tipos diferentes de
receptores de superficie, el receptor tirosin quinasa (TRK) y el receptor de

neurotrofinas p75 (NTR) (Kaplan D, 2000). Hay ademas otros factores de crecimiento
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gue también participan en la induccion de la diferenciacion celular, como son el factor
basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), el factor de crecimiento insulinico |
(IGF1), el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) y el factor neurotrofico ciliar

(CNTF) (Lavenius E, 1994).

La linea celular SH-SY5Y expresa un nimero reducido de receptores de neurotrofinas,
razén por la cual no se diferencian cuando son estimuladas solamente con factores
neurotréficos. Sin embargo, el tratamiento con ATRA causa la sobreexpresién de los
receptores neurotréficos, haciendo a las células SH-SY5Y receptivas a las neurotrofinas
(Cernaianu G, 2008). Ademads, la supervivencia de las células SH-SY5Y estd
condicionada por la coexistencia de neurotrofinas en el medio de cultivo (Kou W,
2008), de manera que, si son eliminadas del medio de cultivo, las células entran en
apoptosis. Por este motivo, se ha utilizado de forma clasica la neurotrofina BDNF cuya
presencia continua en el medio de cultivo permite una 6ptima diferenciacién y evita

que las células entren en apoptosis.

Sin embargo, el ATRA presenta importantes limitaciones derivadas de su inestabilidad y
su alta susceptibilidad a la fotoisomerizacién, lo cual puede afectar a la concentracién
intracelular de ATRA vy, en consecuencia, a la respuesta efectiva en la diferenciacion
celular (Suzuki T, 1998). Por esta razdén se ha propuesto la utilizacion de analogos

sintéticos del 4cido retinoico mas estables que el ATRA, como el ec23.

Los efectos a nivel bioquimico del ec23 en la diferenciacion de las células SH-SY5Y no
son conocidos aun, pero recientemente se ha comprobado que el ec23 induce una
diferenciacidon neuronal dptima, de una manera similar al ATRA (Clemens G, 2013;
Cordero M, 2015) y, posee una estabilidad quimica vy fisica superior a éste (Christie VB,
2010), por lo que se puede considerar un buen sustituto del ATRA en la diferenciacidn

de las células SH-SY5Y.
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1.6. TERAPIA FARMACOLOGICA ANTIOXIDANTE

Dada la implicacién del estrés oxidativo en la fisiopatologia de las
enfermedades neurodegenerativas, se ha propuesto como estrategia terapéutica la
utilizacidon de agentes antioxidantes para paliar, al menos en parte, la sintomatologia

de estas enfermedades.

De este modo, se han llevado a cabo un gran nimero de estudios empleando tanto
antioxidantes naturales como sintéticos. Muchos de ellos se han realizado sobre
modelos animales y modelos celulares in vitro de enfermedades neurodegenerativas,

como son los cultivos de células SH-SY5Y y las células de feocromocitoma PC12.

El grupo de los antioxidantes naturales estad formado por moléculas con diferentes
propiedades y estructuras quimicas (Guerra-Araiza C, 2013; Landete JM, 2012) (tablal).
Se puede dividir en tres subgrupos, los polifenoles, las vitaminas y sus derivados v, los

minerales antioxidantes (Carocho M, 2013).

Los polifenoles son los antioxidantes naturales mds numerosos. Los dos tipos de
polifenoles mas abundantes son los acidos fendlicos y los flavonoides. Estos ultimos se
pueden clasificar, a su vez, en flavonoles, flavonas, catequinas, antocianinas e
isoflavonas. Las principales fuentes de polifenoles son los vegetales, el vino, el té o la
fruta (Quideau S, 2011). Numerosos estudios llevados a cabo durante los ultimos afos
han demostrado que los polifenoles confieren proteccién contra enfermedades como

la diabetes, el cancer, infecciones y enfermedades neurodegenerativas (Graf B, 2005).

Uno de los polifenoles mas estudiados por sus propiedades neuroprotectoras es el
resveratrol. El mecanismo exacto del resveratrol como inductor de la neuroproteccién
no se conoce con claridad (Morris-Blanco KC, 2014), pero parece que muchos de sus
efectos beneficiosos son promovidos por los siguientes mecanismos: i, la activacién de
la proteina SIRT1 o sirtuina-1 deacetilasa dependiente de NAD, que promueve la
supervivencia celular en el SNC; ji, la activacidén de AMPK, que activa la acetil-coA
carboxilasa y SIRT1, provocando una mejora en el metabolismo celular (Borra M, 2005)
y iii, la activacién del factor de transcripciéon Nrf2, responsable de inducir la expresién
de la superdxido dismutasa, catalasa y otras enzimas que actuan durante el estrés

oxidativo (Yang Y, 2013; Ungvari Z, 2010).
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La curcumina, otro importante polifenol extraido del rizoma de la Curcuma longa,
presenta propiedades antivirales, antioxidantes y antiinflamatorias (Tabatabaei-
Malazy, 2013). En estudios in vitro se ha demostrado que la curcumina suprime la
sobreexpresion de mediadores inflamatorios, inhibiendo la via TLR4-MAPK/NF-kB.
También es capaz de bloquear la produccidn intracelular de ROS (Meng Z, 2013) y de
suprimir la activacion de la NF-kP inducida por la inhibicién de la actividad k-Quinasa
(Youn HS, 2006). Se ha observado que, en ratones con lesidn cerebral traumatica, el
tratamiento con curcumina reduce la activacién de la microglia y la apoptosis neuronal

via TLR4-MAPK/NF-kB (Zhu H, 2014).

Dentro del grupo de las vitaminas y derivados, destacan las vitaminas B, Cy E, la
vitamina K y los carotenoides. Los carotenoides son un grupo de pigmentos presentes
en numerosas frutas y vegetales. Existen mds de seiscientos tipos, pero sélo unos
pocos presentan propiedades bioldgicas demostradas, como el licopeno. En células
SH-SY5Y sometidas a la neurotoxina 1-metil-4-fenil piridinio (MPP*), el tratamiento con
licopeno reduce la producciéon de ROS en la mitocondria y, de este modo, es capaz de
evitar la apertura de poros de transicién, restaurar el potencial de membrana

mitocondrial e incrementar la produccidn de ATP (Yi F, 2013).

Un estudio reciente llevado a cabo en ratones C57BL/6 con lesion isquémica cerebral,
ha demostrado que la instauracion de una dieta suplementada con vitaminas B (acido
folico, riboflavina, vitamina B12 y colina) limita los mecanismos de muerte celular
dependientes de p53, incrementa la expresion de BDNF y activa mecanismos de

antioxidacion, incrementando los niveles de Nrf2 y SOD2 (Jadavji NM, 2017).

La vitamina C o acido ascérbico es conocida por su capacidad para donar electrones, lo
cual evita la acumulacidn de agentes oxidantes y radicales libres. En particular, elimina
de forma eficaz los radicales anién superdéxido, hidroxilos, perdxido de hidrégeno y RNS
(Traber MG, 2011). Se ha demostrado que el tratamiento con vitamina C en ratas a las
que se les ha inducido inflamacién en el cerebro, reduce los niveles de ROS, citoquinas

y nitritos en su hipocampo (Ahmad A, 2016).

La familia de la vitamina E incluye a los tocotrienoles y tocoferoles. Estas son
moléculas muy lipofilicas que ejercen una accién antioxidante debido a su capacidad
para unirse a las membranas, estabilizdndolas y protegiéndolas de la peroxidacién

lipidica (Bennett LL, 2012). Se ha observado, en un modelo in vitro de enfermedad de

29



. Introduccién

Alzheimer, que la vitamina E inhibe el dafio inducido en la mitocondria por el péptido

B-amiloide y la reduccidn de ATP (Dhitavat S, 2005).

La vitamina K, también conocida como fitomenadiona, es una molécula lipofilica vy,
aunque no es considerada como un antioxidante cldsico, diversos estudios han
demostrado su capacidad para evitar la reduccidn del glutatiéon causado por el estrés

oxidativo (Giammanco M, 2012).

Dentro del grupo de los antioxidantes minerales, el selenio tiene especial importancia
porque actla como cofactor de enzimas antioxidantes, como la glutatidn peroxidasa
(GPX) y la tioredoxin reductasa, entre otros (Puspitasari IM, 2014). Ademas, posee la
capacidad de inhibir la NADPH oxidasa, la cual cataliza la transformacién del oxigeno en
oxigeno singlete. También se ha encontrado que el zinc previene la peroxidaciéon

lipidica y, por lo tanto, protege las membranas celulares (Prasad AS, 2014).

En los ultimos afios ha aumentado la importancia de la melatonina como antioxidante
natural. La melatonina, principal hormona producida por la glandula pineal, ejerce su
efecto antioxidante de una forma directa e indirecta. Asi, puede eliminar directamente
los radicales libres, como el radical hidroxilo, el oxigeno singlete, el perdxido de
hidrégeno y el peroxinitrito; a través de un mecanismo indirecto, la melatonina induce
la produccién de enzimas antioxidantes como la GPX, la glutatién reductasa, la glucosa
6P-DH y la SOD. Entre otras caracteristicas ventajosas de de esta hormona, cabe citar
su capacidad para atravesar la barrera hematoencefdlica, carecer de efectos
prooxidantes dosis-dependientes y poseer ademas propiedades antiinflamatorias

(Vijayalaxmi, 2002).
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Tabla 1. Antioxidantes naturales y sus fuentes.

Polifenoles
Flavonoides
Quercetina Frutas, cebollas, vino tinto y vegetales de hoja verde
Flavonoles Cebolla, brdcoli, té y manzanas
Flavonas Perejil, tomillo, apio y orégano
Catequinas Té verde, cacao y bayas
Antocianinas Arandanos, zarzamoras y arandanos azules

Vitaminas y derivados

Vitamina B Legumbres, platanos, huevos y judias verdes

Vitamina C Bayas, citricos, algunas especies y legumbres

Vitamina E Semillas, cacahuetes, nueces y aceites vegetales
Vitamina K Vegetales de hoja verde, especias y hierbas aromaticas

Carotenoides

Licopeno Tomates y sandia
B-Caroteno Espinacas, zanahorias y frutas (mango o melocotones)
Minerales
Selenio Champifiones, cereales, nueces y pifiones
Zinc Cacao, cacahuetes, semillas de calabaza y espinacas

El grupo de los antioxidantes sintéticos esta formado por compuestos que actian de
forma directa sobre la mitocondria. La Mitoquinona (Mito Q) fue disefiada por Kelso y
cols. en los afios 90. El complejo ubiquinona de la estructura de la Mito Q puede

activarse en el interior de la mitocondria (por el complejo Il de la cadena respiratoria) y

31



. Introduccién

formar el antioxidante ubiquinol, incrementando asi la capacidad antioxidante in situ y
disminuyendo, en consecuencia, el dano oxidativo mitocondrial. La eficacia de este
compuesto como tratamiento antioxidante se ha estudiado en modelos in vitro e in
vivo de EP, donde se ha observado que inhibe la traslocacién de la proteina pro-

apoptodtica Bax a nivel mitocondrial (Jin H, 2014).

La Coenzima Q10 (CoQ10), también conocida como Ubiquinona, es un aceptor de
electrones del complejo | y Il, actuando también como antioxidante mitocondrial
(Hargreaves |, 2012). Las principales funciones de este compuesto son: i, transferir
electrones (Muller T, 2003); ii, intervenir en la produccién de ATP (Cleren C, 2008); iii,
reducir la generacion de radicales libres (Kasparova S, 2006) y iv, inhibir la activacién de
la permeabilidad mitocondrial, ejerciendo, de este modo, una actividad antiapoptética
(Matthews R, 1998). En estudios con cultivos primarios de neuronas, se ha observado
que la CoQ10, a través de la inhibicidn de la generacidon de ROS, es capaz de enlentecer
el proceso degenerativo neuronal, (Chaturvedi RK, 2008); por otro lado, en estudios in
vivo, se ha demostrado que el tratamiento con CoQ10 permite incrementar la
concentracién de esta coenzima a nivel cerebral, protegiendo, de este modo, frente al
estrés oxidativo local (Hargreaves |, 2012) y restaurando significativamente la actividad
acetiltransferasa de colina, como se ha observado en un modelo murino (ratas ICV-STZ)

de EA (Ishrat T, 2006).

La latrepirdina es un inhibidor de los receptores NMDA y de los canales de voltaje de
calcio. Esta molécula actia como neuroprotector manteniendo la funcidn y estructura
mitocondrial y la produccién de ATP (Sachdeva D, 2011), efecto que ha sido observado
en modelos in vitro con células SH-SY5Y y cultivos primarios de neuronas murinas
(Zhang S, 2010). Ademds, en un modelo murino de EA, se ha demostrado que la

latrepirdina ejerce un efecto protector contra el péptido BA (Leuner K, 2012).

La MitoVitE es un compuesto formado por un trifenilfosonio (TPP) conjugado con la
vitamina E, que protege la mitocondria frente al estrés oxidativo a través de la
inhibicién de la peroxidacién lipidica. Modelos celulares in vitro de EP mostraron su
eficacia a través de la reduccién de la concentracidn de perdxidos, evitando la muerte
celular por activacidn de caspasas provocadas por el estrés oxidativo caracteristico de

esta enfermedad (Dhanasekaran A, 2004; Hughes G, 2005).

32



II. Introduccién

De todos los agentes antioxidantes sintéticos, la NAC es el compuesto que ha sido mas
empleado en los estudios de neuroproteccion. La NAC es un derivado de la cisteina,
con un grupo acetilo unido a su dtomo de nitrégeno y, como la mayoria de los tioles
(RSH), puede ser oxidado por una gran cantidad de radicales libres y sirve como
nucléofilo.Este compuesto puede actuar mediante un mecanismo directo, al ser
transportada la cisteina al interior de la célula por el sistema de aminodcidos bdsicos
(alanina-serina-cisteina), y también puede actuar de forma indirecta al penetrar en la
célula y ser rapidamente hidrolizada a cisteina, un precursor del GSH (fig.3).
Originalmente empleado como mucolitico y como tratamiento de la intoxicacion por
paracetamol, se ha demostrado que, dependiendo de la via de administracién, es
capaz de atravesar la membrana hematoencefilica de una forma dosis-dependiente.
Ademas, presenta propiedades antiinflamatorias, ya que inhibe la activacién de NF-kf3

y disminuye la expresion de TNF-a, IL-6 e IL-1B (Nascimento MM, 2010).

0 Hidrolisis
H ‘ NAC————— «cys NAC

© S / Sintesis de GSH E \ \

[ ’ o
Hidrolisis
H
NAC | cys NAC
glu \
y-GSC
y-glucys
gly \
GSH sintasa
NADP- GSH H,0,
GSH reductasa GSH peroxidasa

\ NADPH GSSG H,0 /

Figura 3. Formula quimica de la NAC [A]. Mecanismo de accién de la N-acetilcisteina [B]. NAC,

N-acetilcisteina; ASC, sistema de transporte alanina-serina-cisteina; y-GSC, y-glutamilcisteina
sintetasa; cys, cisteina; glu, glutamina; gly, glicina; GSH, glutatidn.

En relacion a la utilizacidn de la NAC en las enfermedades neurodegenerativas, Clark y
cols. (2010) observaron que en ratones transgénicos con EP tratados con NAC durante
5-7 semanas, se producia un aumento de los niveles de GSH; sin embargo, este
aumento no se mantenia tras un afio de tratamiento. Otros estudios llevados a cabo

por Tchantchou y cols. (2005) comprobaron que la NAC reduce el estrés oxidativo en
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modelos murinos de EA. Mas recientemente, Sandhir y cols. (2012) estudiaron el
efecto de la NAC sobre un modelo murino de EH, provocada por el tratamiento con
acido nitropropdnico (3-NP), observando que la NAC era capaz de revertir la disfuncién

mitocondrial provocada por el 3-NP.

Las dos tablas siguientes resumen investigaciones recientes in vitro (tabla 2) e in vivo
(tabla 3) llevadas a cabo con los diferentes agentes antioxidantes en enfermedades

neurodegenerativas.

Tabla 2. Efectos neuroprotectores producidos por los antioxidantes naturales y sintéticos,
observados en diferentes modelos experimentales in vitro. Modificada de Arrozi AP, 2017.

Previene la
Neurotoxicidad neurotoxicidad
Vitamina E inducida por el pro'duc-itlzla por la Kolsch y cols.
+estradiol-178 cerebrosterol en activacion de caspas.a-3 (2001)
células SH-SY5Y y restaura el potencial
diferenciadas de membrana
mitocondrial

Inhiben el dafio
Dafio B-amiloide

Vitamina E + L- . . ) B-amiloide inducido en  Dhitavat y cols.
iti inducido en células b i dria v (2005)
a mitocondria y la
carnitina SH-SYSY c y
reduccion de ATP
Neuronas 3
Atenua la muerte
humanas
. . L. celular causada por la Ballaz y cols.
Vitamina C dopaminérgicas .,
elevada produccion de  (2013)
expuestas a
ROS
glutamato
Células SH-SY5Y Protege la funcion
. . con expresion de mitocondrial neuronal L
Epigalocatequina ) . Dragicevic y cols.
proteina y restaura el potencial
galate (EGCG) (2011)
precursora de membrana
amiloidea mitocondrial
Previene la apoptosis
celular por el
i incremento del Jangy cols.
Resveratrol Células PC12

potencial de membrana (2012)
y la reduccién de la
proporcién Bx/Bcl-xL
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Curcumina

Licopeno

Calicopterina

Melatonina

N-acetil cisteina
(NAC)

MitoQ

Latrepirdina

Coenzima Q10
(CoQ10)

Edaravone

Células HEK-293

Células SH-SY5Y
tratadas con MPP*

Células P12
tratadas con H202

Astrocitos de

cerebro de rata

sometidos a estrés
2+

con Ca

Células SH-SY5
sometidas a la
micotoxina
zearalenona

Modelo celular de
EP: células
SH-SY5Y tratadas
con 6-OHDA

Células SH-SY5Y
sometidas a estrés
oxidativo

Cultivo primario de
neuronas

Células N2a con
mutacién PPA
suecaytau9

Suprime la activacién
de la NF-kf inducida
por la inhibicién de la
actividad kB-Kinasa

Reduce la produccidn
de ROS mitocondrial,
previene la apertura de
poros de transicion,
restaura el potencial de
membrana e
incrementa la
produccion de ATP

Previene la reduccion
del potencial de
membrana y evita la
liberacién de citocromo
C al citosol

Previene la formacion
de ROS y la apoptosis
mediados por Ca**

Revierte los ROS
generados por la toxina
y atenua la pérdida del
potencial de membrana

Previene la apoptosis,
inhibiendo la
traslocacion de Bax a la
mitocondria

Mejora la funcidn
mitocondrial y la
produccion de ATP

Inhibe la generacién de
ROS

Disminuye la
proporcién Bax/Bcl-2,
atenua la liberacion de
citocromo Cy suprime
la activacion de
caspasa-3

Youny cols.
(2006)

Yiy cols.
(2013)

Sarvestani y cols.
(2013)

Jouy cols.
(2010)

Venkataramanay
cols. (2014)

Solesio y cols.
(2013)

Zhang y cols.
(2010)

Chaturvedi y cols.
(2008)

Yany cols.
(2012)
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Tabla 3. Efectos neuroprotectores producidos por antioxidantes naturales y sintéticos,

observados en diferentes modelos experimentales in vivo. Modificada de Arrozi AP, 2017.

Vitamina E
(a-tocoferol)

+ acido folico

Vitamina C

Vitamina C

Vitamina B

Resveratrol

36

Modelo murino de
EA (ratas tratadas
con Beta-
amiloide)

Modelo murino de
EA (ratas
transgénicas con
proteina Tau
humana)

Modelo murino de
EA (ratas tratadas
con etanol)

Modelo dafio
isquémico
(ratones C57BL/6)

Modelo murino de
EA (ratones
transgénicos
tratados con
neurotoxina
MPTP)

Restaura la funcién
mitocondrial al
disminuir la produccién
de NO y previene el
incremento en la
actividad de los
complejos
mitocondriales,
especialmente el
complejo ly IV

Atenua la
oligomerizacion de la
Beta-amiloide,
reduciendo asi el estrés
oxidativo

Disminucion de los
niveles de ROS,
citoquinas y nitritos en
el hipocampo

Limita los mecanismos
de muerte celular
dependientes de p53,
incrementa la expresion
de BDNF y activa
mecanismos
antioxidacion,
incrementando los
niveles de Nrf2 y SOD2

Incrementa la expresion
de PCG1-a,
favoreciendo el
metabolismo
mitocondrial

Figueiredo y cols.
(2011)

Murakami y cols.
(2011)

Ahmad y cols.
(2016)

Jadaviji y cols.
(2017)

Mudo y cols.
(2012)
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Licopeno

N-acetil cisteina
(NAC)

Coenzima Q10
(CoQ10)

Ubisol-Q 10

Latrepirdina

Modelo murino de
EP (ratas tratadas
con rotenona)

Modelo murino de
EP (ratas
transgénicas
sobreexpresion de
a-sinucleina)

Modelo murino de
EA (ratas ICV-STZ)

Modelo murino de
EA (ratas
expuestas a
paraquat)

Modelo murino de
EA (ratas tratadas
con rotenona)

Reduce los niveles de
malonildialdehido
(MDA), incrementa los
de glutation peroxidasa
y catalasa en la
sustancia negra, y
previene la liberacidon
de citocromo ¢

Atenua la pérdida de
terminales
dopaminérgicos
asociados a la
sobreexpresion de
a-sinucleina (aSyn)

Restaura la actividad de
la colina
acetiltransferasa

Bloquea la muerte
neuronal

Efecto protector ante la
B-amiloide

Kaury cols.
(2011)

Clark y cols.
(2010)

Ishrat y cols.
(2006)

Muthukumaran y
cols. (2014)

Leuner y cols.
(2012)
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I.7. TERAPIA CON CELULAS MADRE

La utilizacién de células madre representa en la actualidad una opcidn realista en el
tratamiento de multiples enfermedades, algunas de las cuales son incurables hoy en
dia, como la diabetes tipo |, las enfermedades articulares, cardiacas o hematoldgicas y

las enfermedades neurodegenerativas.

11.7.1. Definicidn y clasificacion de las células madre

Para que una célula sea clasificada como célula madre (Stem Cell, SC) debe de cumplir
dos condiciones fundamentales. En primer lugar, la célula debe tener la propiedad de
auto-renovacion (Chen S, 2006). Esto significa que tiene la capacidad de preservar el
estado desdiferenciado después de numerosos ciclos de division celular (Okano H,
2005; Olsson E, 2011). En segundo lugar, debe cumplir el criterio de plasticidad, que
hace referencia a la capacidad de diferenciarse, adoptando la expresion de un perfil
genético que con el tiempo conduzca hacia un fenotipo celular especifico (Scheel C,

2011).

Las células madre se clasifican en cuatro amplios grupos: células madre embrionarias,
células madre fetales, células madre pluripotentes inducidas y células madre del

adulto. A continuacién se explican las caracteristicas y aplicaciones de cada categoria.

Las células madre embrionarias humanas (hESCs) fueron aisladas por primera vez en
1998 por Thomson de la masa celular del blastocisto (Thomson J, 1998). Estudios mas
recientes muestran como la mérula y los blastémeros pueden constituir una fuente

alternativa de hESCs (Strelchenko N, 2004; Klimanskaya |, 2007).

Dada su alta plasticidad, las hESCs pueden diferenciarse en cualquier tipo de célula que
forma un organismo. En la actualidad, las consideraciones éticas y su tendencia a

formar teratomas, limitan su uso potencial.

Las células Madre Fetales (hFCSs) se presentan como una alternativa a los problemas
éticos derivados de la utilizacion de las hESCs. Las hFCSs se pueden obtener de fuentes
prenatales o postnatales (Anker E, 2004; Campagnoli C, 2001; Tsai M, 2004). Las
fuentes prenatales de hFCSs incluyen la sangre fetal del cordén umbilical y del liquido
amnidtico. Asi, del cordon umbilical se pueden aislar células madre fetales
hematopoyéticas (fHSCs) y células madre fetales mesenquimales (fMSCs) (Gucciardo L,

2009). Las fuentes postnatales de hFCSs se encuentran en las estructuras que forman
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la placenta. Aunque su numero decrece a lo largo de la gestacidn, tras su aislamiento
son aun mds numerosas que las células madre del adulto. En funcién de la zona de |la
placenta de la que se han obtenido se clasifican del siguiente modo: células epiteliales
amnidticas humanas (hAECs), células madre mesenquimales amnidticas humanas
(hAMSCs), células madre mesenquimales coridnicas humanas (hCMSCs) y células

trofoblasticas coridnicas humanas (hCTCs) (Cunningham FG, 1997).

De todas las células mencionadas anteriormente, las obtenidas de la sangre del cordén
umbilical son las que se han propuesto como las candidatas ideales para la terapia
celular debido a sus propiedades inmunosupresoras y a su alta capacidad de
diferenciacién. Entre sus posibles aplicaciones se han sefalado el tratamiento de

enfermedades hematolégicas y neurolégicas.

iPSCs. Uno de los propésitos de la medicina regenerativa es la generacién de células
especializadas para cada paciente. Yamanaka en 2007 fue el primero en conseguir
reprogramar fibroblastos dérmicos humanos en células madre pluripotentes, a través
de una transduccion de genes humanos. Las iPSCs son células madre pluripotentes que
poseen la capacidad de diferenciarse en células originarias de las tres capas
germinales. Diversos estudios demuestran que se pueden obtener miocitos (Citro L,
2014), neuronas (Wheeler HE, 2015), hepatocitos (Jia B, 2014) o islotes pancreaticos
(Kuise T, 2014) a través de la diferenciacién de iPSCs. De este modo, este tipo celular
brinda nuevas oportunidades terapéuticas en el campo de la medicina, pudiendo
resultar una alternativa importante a considerar en el tratamiento de enfermedades

como el Parkinson, el Alzheimer o la esclerosis lateral amiotrdfica (Ross CA, 2014).

Las células madre del adulto se pueden clasificar como células madre

hematopoyéticas (HSC) y células madre mesenquimales (MSC):

Las HSCs se aislan de la médula dsea y de la sangre periférica (Chong P, 2012).
Presentan los marcadores de superficie CD34, CD90 y CD133 (Hao Q, 1995; Yin A, 1997;
Nielsen JS, 2009), y poseen la capacidad de diferenciarse hacia todas las células de

estirpe hematopoyética.

Las MSCs, son células multipotentes que pueden aislarse de diferentes tejidos (médula
Osea, tejido adiposo, placenta y cordén umbilical; figura 4) y pueden diferenciarse en

numerosos tipos celulares. A pesar de que su nimero decrece con la edad, su potencial
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para expandirse ex vivo permite conseguir una cantidad suficiente para su uso

terapéutico (Ullah I, 2015).

Cordodn
umbilical

Tejido
adiposo

&) 3%//.
S ).

Higado —

Sangre
MSCs periférica
Membrana
Pulpa sinovial
dental

Figura 4. Tejidos y drganos de los que se extraen MSCs.

Las MSCs difieren entre si en la expresién de marcadores de superficie y en su
capacidad funcional tras haber sido estimuladas con mediadores proinflamatorios (Cao
W, 2015; Laranjeira P, 2015). Por ello la Sociedad Internacional de Terapia Celular

(ISCT) propone tres criterios minimos para definir las MSCs (Dominici M, 2006):
e Deben ser adherentes en condiciones de cultivo celular estandar.

e Deben expresar los marcadores CD105, CD73 y CD90 y no expresar los CD45,
CD34, CD14/CD11b, CD79a/CD19, ademas de expresar el antigeno leucocitario
humano HLA-DR.

e Deben ser capaces de diferenciarse (in vitro) en osteoblastos, adipocitos y

condroblastos.

Sin embargo, la no especificidad de estos criterios ha sido desde siempre un motivo de
discusion (Hematti P, 2016). Por ello, mas alla de criterios minimos, se puede decir que
las MSCs son una poblacién de células heterogénea, con gran variedad de perfiles

genéticos, cuyo fenotipo y su potencial para diferenciarse y expandirse esta
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influenciado por el tejido de origen y los procedimientos de aislamiento y expansion

(Krampera M, 2013; Uccelli A, 2008).

Las MSCs desempeiian un papel crucial en la homeostasis de los tejidos y érganos y en
el mantenimiento del nicho de células madre, debido principalmente al ya mencionado
potencial para diferenciarse en varios tipos celulares y a la secrecién de numerosos
factores de crecimiento (Tolar J, 2010; Zhao S, 2010). La capacidad regenerativa y
reparadora de las MSCs estd mediada a través de un doble mecanismo: la interaccion
directa célula-célula a través de sus receptores de membrana vy, la accidon indirecta a
través de factores solubles (efecto paracrino) (Klimczak A, 2016). Gracias a dichas
capacidades, existen en la actualidad mdultiples ensayos clinicos que analizan la
idoneidad de la terapia celular con MSCs para el tratamiento de diversas patologias
(tabla 4). De acuerdo a los datos recogidos en la base de datos clinicaltrails.gov a dia 24
de noviembre de 2017 (fig. 5A), actualmente se estan llevando a cabo 781 ensayos
clinicos con MSCs en distintas enfermedades De estos 781 ensayos clinicos, 149

estudian el efecto terapéutico de las MSCs en las enfermedades neurolégicas (fig. 5B).

Tabla 4. Ensayos clinicos (en marcha o completados) con MSCs.
Tabla tomada de Langrzyk A, 2017.

Sangre * Hemofilia

= Sindrome mielodisplasico

= Shock séptico y neutropenia severa
= Anemia apldsica severa

= Anemia de células calciformes

Sistema cardiovascular = |nfarto agudo de miocardio
= Enfermedad de Buerguer

= Cardiomiopatia

= |squemia cronica de extremidades
= |nsuficiencia cardiaca

= Hipertensién

= Encefalopatia hipdxico-isquémica
= |squemia de extremidades

= Hemorragia intraventricular

= Aneurisma adrtico abdominal

Enfermedades * Diabetes mellitus tipo 1
metabdlicas = Diabetes tipo 2
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Sistema inmune

Enfermedad de injerto frente a huésped
Urticaria crénica autoinmune

Inflamacién severa o refractaria y/o enfermedades
autoinmunes

Dientes

Defectos infradseos periodontales

Infecciones

Citomegalovirus
VIH

Sistema reproductivo

Disfuncion eréctil

Insuficiencia ovarica prematura

Rifiones Nefropatia crénica del aloinjerto
Enfermedad renal crénica
Incontinencia urinaria de esfuerzo
Huesos, Tendinopatia aquilea
; Quiste 6seo aneurismatico
cartilago,

articulaciones

Espondilitis anquilosante

Dafios degenerativos de menisco
Fracturas

Gonartrosis

Artritis reumatoide
Enfermedades del manguito rotador
Osteoartritis

Osteoartrosis

Osteogénesis imperfecta
Osteoporosis

Lesién osteocondral del astragalo
Fractura diafisaria de la tibia

Pulmones

y sistema respiratorio

Lesién pulmonar aguda

Sindrome de dificultad respiratoria aguda
Insuficiencia respiratoria aguda

Asma

Fistula broncopleural

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
Enfisema

Fibrosis pulmonar idiopatica
Bronquiectasia no debida a fibrosis quistica

Bronquiolitis obliterante después de un trasplante
pulmonar

Neumonitis
Hemosiderosis pulmonar

Displasia broncopulmonar grave
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Enfermedad de Crohn

Intestino
Enfermedad inflamatoria intestinal
Enterocolitis neutropénica
Colitis ulcerosa
Musculos Distrofia muscular de Duchenne
Distrofia facioescapulohumeral
Ojos Glaucoma avanzado

Retinitis pigmentosa

Sistema nervioso

Adrenoleucodistrofia cerebral avanzada
Enfermedad de Alzheimer

Esclerosis lateral amiotréfica

Dafios cerebrales por anoxia o hipoxia
Ataxia

Autismo

Daios del sistema nervioso central
Paralisis cerebral

Paraplejia crénica

Enfermedad degenerativa de disco
Neuropatia diabética

Epilepsia

Enfermedad de Huntington

Esclerosis multiple

Neuroblastoma

Enfermedades del espectro de la neuromielitis dptica
Enfermedad de Parkinson

Lesién de la médula espinal

Depresion resistente al tratamiento

Higado

Lesiones biliares de tipo isquémico

Cirrosis hepatica

Insuficiencia hepatica causada por el virus de la
hepatitis B

Nefritis lUpica

Piel

Quemaduras

Cicatrices de cesareas

Ulceras de pie diabético

Epidermdlisis bullosa distréfica recesiva
Psoriasis

Defectos en la piel
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A Ensayos clinicos con MSCs (n=781)

Enfermedad del rifion

Enfermedades 22(3%)
hematoldgicas
26(3%)

Enfermedad ~Lupuseritematoso

de Crohn 8(1%)
Enfermedad pulmonar 22(3%)

40(5%)

Enfermedad injerto
contra huesped Otras
41(5%) 243 (24%)

Enfermedad
del higado
41(5%)
Diabetes

s Enfermedades

Enfermedadesde neuroldgicas
huesoy cartilago 149 (19%)
76 (10%) Enfermedades
cardiovasculares
118 (15%)

B Enfermedades neurolégicas (n=149)
Enfermedad de
Park;nson Enfermedad de

Huntington
Enfermedad de Duchenne / 2
Alzheimer S
10 |

ELA
19

Figura 5. Ensayos clinicos con MSCs clasificados por enfermedades [A]. Ensayos clinicos en
enfermedades neuroldgicas [B].
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11.7.2. Células Madre Derivadas de Tejido Adiposo

En las ultimas décadas se ha considerado el tejido adiposo como una fuente abundante
de MSCs. Este tejido estda compuesto principalmente por los adipocitos y la fraccién
vascular estromal que contiene el resto de componentes celulares (preadipocitos,
fibroblastos, células endoteliales, células inmunes y células madre). Aunque los
adipocitos son el principal componente del tejido adiposo y le confieren un papel
inmunomodulador, a través de la secrecién de unas proteinas conocidas como
adipocinas (la adiponectina, la leptina, el inhibidor del plasmindgeno-1, la resistina, los
inhibidores de proteasa de serina de tejido adiposo visceral y citoquinas
proinflamatorias), la fraccidon vascular estromal es una fraccidn importante, ya que es
de donde se obtienen las células madre derivadas de tejido adiposo (ADSCs; Makridakis

M, 2013).

Aislamiento de ADSCs

Una de las principales ventajas de las ADSCs frente a otras células madre adultas es su
facil obtencién mediante un método poco invasivo, lo cual las hace una de las
principales fuentes de células madre. Se ha observado que influye el tipo de tejido
adiposo del que se extraen (Skalska U, 2011). El tejido adiposo blanco es el mejor lugar
para aislar ADSCs por varias razones; en primer lugar, por su alto contenido en células
madre con alta actividad proliferativa y, en segundo lugar, porque las células madre del
tejido blanco adiposo demuestran un mayor potencial de diferenciacidn que las células

madre del tejido adiposo pardo.

Las ADSCs son extraidas del tejido adiposo a partir del contenido de lipoaspirados,
principalmente de caracter cosmético. El material extraido es una mezcla de fluido del
tejido, sangre y grasa creada por la desintegracion de los adipocitos y otros fragmentos
de tejido. La muestra se digiere empleando una mezcla de enzimas, entre los que se
incluye la colagenasa. Después de la digestidn, se centrifuga y la fraccién liquida es
separada de la fraccion estromal que se ha depositado en el fondo. Esta fraccién es una
mezcla heterogénea de células que contiene ADSCs, las cuales se seleccionan por su

capacidad de adhesidn en cultivo in vitro (Fraser J, 2006).

Por otro lado, se ha comprobado que la técnica empleada para la obtencién de tejido

tiene un impacto en la calidad de la poblacién de ADSCs obtenidas. Por ejemplo, los
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métodos mecdanicos para romper el tejido adiposo deberian ser limitados, ya que

pueden disminuir un 70% la viabilidad de las ADSCs obtenidas.

La terapia celular con ADSCs para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
ha mostrado importantes efectos beneficiosos en estudios llevados a cabo en modelos
animales, reduciendo los defectos neuroldgicos, regulando la respuesta inmune y la
inflamacién, y promoviendo mecanismos enddgenos de reparacion en el SNC (Fraser J,
2006; Muraoka K, 2008). Sin embargo, uno de los principales problemas de la
administracién directa de ADSCs es el reducido porcentaje de células viables que
permanecen en el lugar de la inoculaciéon; de hecho, muchas de las células

administradas se localizaron en érganos distantes de la zona de inoculacion.

Aunque inicialmente se penso que los efectos de las ADSCs eran el resultado de situar
estas células en los tejidos dafiados (Nauta AJ, 2007; Zhao S, 2010), posteriormente se
ha observado que el efecto terapéutico puede ser ejercido no sélo de forma directa
por las mismas, sino por un efecto paracrino (secretoma). El secretoma estd
compuesto por una fraccidn soluble proteica constituida por factores de crecimiento y
citoquinas y, una fraccién vesicular compuesta por microvesiculas y exosomas, los
cuales estan involucrados en la transferencia de proteinas y material genético a otras

células (Salgado AJ, 2015).

Las ADSCs pueden secretar varios factores neurotroficos como el GDNF, BDNF, factores
inductores de la vascularizacién como el VEGF, el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) o el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), entre otros (Nakagami H,
2005; Wei X, 2009; Zhao L, 2009; Kim 1G, 2013). Estos factores de crecimiento pueden
contribuir a frenar la degeneracién neuronal y reducir la muerte celular por apoptosis

(Wei X, 2009; Zhao L, 2009).

En el secretoma de las ADSCs también pueden encontrarse exosomas (vesiculas
extracelulares de 40-100 nm de didmetro) que actian como un vehiculo de
comunicacién para el mantenimiento de la homeostasis tisular (Lai RC, 2013). Estas
microvesiculas son portadoras de dacidos nucleicos, proteinas y lipidos. Algunos
investigadores han demostrado que la inyeccion intravenosa de exosomas derivados
de ADSCs pueden inducir un aumento de la densidad axonal y de las areas sinaptofisin
positivas a lo largo de la zona limite del cortex y el cuerpo estriado, confirmando que

los exosomas de MSCs podrian contribuir al remodelamiento neurovascular (Xin H,
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2013). También se ha observado que las ADSCs expresan niveles altos de neprilisina,
enzima que degrada a la proteina B-amiloide en el cerebro; por ello, los exosomas
pueden resultar una alternativa terapéutica importante en el tratamiento de la EA

(Katsuda T, 2013).

En los ensayos clinicos llevados a cabo mediante el trasplante de ADSCs se han
obtenido beneficios moderados, esto podria ser debido mas que al origen de las
células o a la enfermedad degenerativa investigada, a la limitada viabilidad de las
células trasplantadas (fig.6). Por esta razén, con la finalidad de incrementar las
capacidades bioldgicas y terapéuticas de las ADSCs, estas células pueden ser sometidas

a una situacién de precondicionamiento.

[ Principales causas de muerte en ADSCs trasplantadas }
Degradacion [ Estrés mecénico} [ Hipoxia ] [ Estrés nutricional ] [ Respuestainmune ]
matriz extracelular
[ Estrategias para promover la supervivencia de las ADSCs trasplantadas ]

— - " - 's : ) PP P
Ingenieria [ Hidrogeles ] [ Precond\cmnamlemto] Coadministracion Expansionin vitro en Vesiculas
tisular de factores de medios de cultivo extracelulares para
J

Hidrogeles crecimiento libresde xeno terapia celular

-
protectores P
N —
de ROS Coadministracién Inactivacion del
de plasma ricoen complemento
Manipulacién plaquetas
o \
genetica

Ty
Geles secuestradores
de factores
de crecimiento

Figura 6. Esquema sobre las limitaciones mas importantes para la supervivencia celular durante
el trasplante de ADSCs y posibles estrategias para la mejora de las terapias celulares. Tomado
de Baldari S, 2017.

De este modo, es posible conseguir células capacitadas con mayor capacidad de
respuesta ante el estrés y, obtener, a su vez, un medio acondicionado por las mismas,
rico en diversos factores como VEGF, BDNF o FGF, que posteriormente pueda

emplearse como tratamiento en diversas patologias (Kavanagh DPJ, 2014).

En este sentido, se han propuesto diferentes tipos de precondicionamiento, entre los

que cabe destacar los siguientes (fig.7):

Privacion de suero bovino fetal. Generalmente las células en cultivo se mantienen en
un medio que contiene suero bovino fetal (SBF). Al someter a estas células a una

privacion de SBF durante un periodo limitado de tiempo (12-48 horas), se obtiene un

47



. Introduccién

medio acondicionado rico en factores de crecimiento, como el BDNF, y citoquinas

como IL-6 o IL-8 (Mei W, 2014).

Hipoxia. Las ADSCs provienen de un microambiente con bajo nivel de oxigeno (1-5% de
0,), sin embargo, suelen ser cultivadas a nivel atmosférico de oxigeno (20-21% O,).
Recrear su microambiente mediante la hipoxia mejora su funcionalidad a nivel de
proliferacién, diferenciacidon y de secrecién de citoquinas y factores de crecimiento
(Fotia C, 2015). Se ha comprobado que la hipoxia no produce cambios morfoldgicos en
las ADSCs y que siguen expresando los marcadores caracteristicos como son CD73,
CD105 o CD90 (Choi JR, 2014; Roemeling-van RM, 2013). El precondicionamiento con
hipoxia también las capacita para responder al estrés oxidativo por ausencia de
oxigeno, como de hecho ocurre en numerosas condiciones patoldgicas. Asi, se ha
observado que, en comparacién con ADSCs cultivadas en normoxia, las ADSCs
precondicionadas por hipoxia tienen una viabilidad celular superior ante una
exposicién aguda posterior a ausencia de oxigeno (1,5 — 2%), debido a una menor
activacion de la caspasa-3 (Choi JR, 2014) y a la secrecién autocrina de factores de
crecimiento, como el VEGF o FGF (Hsiao ST, 2013) que confiriere, a su vez, al medio
acondicionado capacidad angiogénica, inmunosupresora y de reparacién de tejidos

(Choi JR ,2015).

Peroxido de hidrogeno (H,0,). Como ya se ha comentado, el H,0, es considerado una
de las moléculas dafiinas que pueden alterar a la célula de diferentes formas. Sin
embargo, su utilizacion adecuada puede fomentar mecanismos de supervivencia
celular frente al dafio oxidativo. Asi, el pretratamiento de las células a concentraciones
bajas de H,0, durante periodos cortos de tiempo, no sélo no produce un efecto
dafiino, sino que las células pueden movilizar los mecanismos protectores
compensatorios con los que protegerse o mitigar los dafos causados por una mayor
exposiciéon a los ROS. En el precondicionamiento con H,0, es preciso tener en
consideracion dos condiciones para obtener dicho efecto protector. La primera es la
concentracion del H,0, a utilizar, ya que si es demasiado baja puede no inducir los
mecanismos protectores compensatorios y, por el contrario, si es demasiado elevada
se producira dafio celular. Al igual que la concentracidn, si el tiempo de duracién del
tratamiento es corto no se conseguira el efecto protector deseado v, si por el contrario

es excesivo, el efecto protector se vera atenuado (Khatibi S, 2016).
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Tratamiento con citoquinas. El contenido del secretoma de las ADSCs puede ser
modulado para obtener una respuesta mas efectiva en situaciones de inflamacién. Una
de las vias para incrementar el potencial antiinflamatorio de las ADSCs es el
pretratamiento con citoquinas pro-inflamatorias. Asi, se ha observado que el
precondicionamiento de las ADSCs con interleucina-1 (IL-1) provoca la secrecién del
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). Este factor actia como un
factor neurotrdfico en las células neuronales, incrementando la neurogénesis, la
neuroplasticidad y contrarrestando la apoptosis. También se ha observado que, en
situaciones de inflamacion, el tratamiento de células de la glia con medio
acondicionado por ADSCs tratadas con IL-10, causa una reduccién en la secrecién de
marcadores inflamatorios como IL-6, G-SCF y TNF-a. Estos resultados muestran el
potencial uso de las citoquinas para intensificar las acciones beneficiosas de las ADSCs

en diferentes terapias (Redondo-Castro E, 2017).

Otro método para incrementar la capacitacion de las ADSCs, mejorar su supervivencia
ante el estrés y facilitar su integracién en las zonas dafiadas es el Cultivo
tridimensional (3D) de las mismas. A pesar de que el cultivo de ADSCs en monocapa es
el mds habitual, estda demostrado que el cultivo prolongado de estas células conlleva
una disminucion en la expresién de los marcadores de pluripotencia y de su capacidad
de diferenciacion (Baer PC, 2010). Por este motivo, la aplicacion de técnicas de cultivo
3D para la formacién de esferoides, adquiere cada vez mayor importancia. Estos
esferoides o agregados celulares pueden formarse mediante diferentes métodos de
cultivos 3D, como son el “hanging drop”, frascos de cultivo no adherentes, “scaffolds”
o geles con componentes de la matriz extracelular (Liu BH, 2013). Estos esferoides, una
vez administrados mediante inyeccion local, pueden disociarse permitiendo a las
células migrar hasta el lugar de la lesién, donde intervienen en el proceso de
reparacion. Distintos estudios muestran que las ADSCs cultivadas en esferoides
incrementan la expresion de citoquinas, factores de crecimiento (VEGFA, VEGFB, HGF,
PDGFA, PDGFG, entre otros) y de marcadores de pluripotencia (NANOG, OCT3/4 y
STAT3) (Kuroda Y, 2014).
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Figura 7. Resumen de tratamientos para el precondicionamiento de ADSCs.

En el presente estudio hemos

electrofisioldgicas e inmunohistoquimicas para evaluar el efecto de las ADSCs y del
medio condicionado por estas células (ADSC-MA), frente a la neurotoxicidad inducida
por estrés oxidativo en un nuevo modelo in vitro de células SH-SY5Y diferenciadas con
ec23+BDNF (SH-SY5Yd). También, hemos comparado dicho efecto con el obtenido tras
el tratamiento con BDNF. Finalmente, hemos investigado si la adicion de un agente

antioxidante como la NAC al ADSC-MA mejora la recuperacion de las células SH-SY5d

dafadas con H,0,.
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lIl. Hipdtesis y objetivos

Teniendo en cuenta, por un lado, la influencia de la inflamacidn y el estrés oxidativo en
la neurotoxicidad, y por otro lado, las propiedades inmunomoduladoras,
antiinflamatorias y antioxidantes que poseen las MSCs, los Objetivos Generales de
este estudio son, en primer lugar, analizar la posible utilidad terapéutica de la terapia
celular con ADSCs para revertir el dafio neurotéxico derivado del estrés oxidativo
neuronal; en segundo lugar, se pretende comparar la eficacia de dicha terapia celular
con la obtenida con agentes antioxidantes, como el NAC, asi como con la producida por

la combinacidn de ambas terapias.

Este objetivo general se fundamenta en la siguiente Hipdtesis: las ADSCs ejercen un
efecto neuroprotector frente al estrés oxidativo a través de la liberacion al medio

extracelular de factores con actividad paracrina.

Para confirmar esta hipdtesis se proponen los siguientes Objetivos Especificos:

1. Establecer un modelo de diferenciacidon neuronal in vitro.

Las neuronas humanas son células muy dificiles de obtener y mantener in vitro, por lo
gue es necesario desarrollar modelos en los que llevar a cabo estudios de
neurotoxicidad. Para la realizacién de este trabajo se ha seleccionado la linea de
células de neuroblastoma SH-SY5Y, que puede ser inducida hacia una diferenciacion

neuronal utilizando una combinacion secuencial de retinoide (ec23) y BDNF.

2. Determinar el efecto del estrés oxidativo sobre el modelo neuronal establecido.

Este objetivo persigue simular, en el modelo neuronal in vitro, un estado de estrés
oxidativo similar al que se produce durante las enfermedades neurodegenerativas.
Para ello, las células se expondran, de forma controlada, a diferentes concentraciones

de H,0,.

3. Determinar la eficacia de la terapia antioxidante como estrategia para revertir el

efecto del dafio oxidativo neuronal.

Los antioxidantes juegan un papel importante en la prevencidn del dafio causado por el
estrés oxidativo, neutralizando los radicales libres e inhibiendo la peroxidacién lipidica.
Para contrarrestar el efecto dafino del estrés oxidativo, se han propuesto numerosos
compuestos antioxidantes y agentes neuroprotectores, siendo la NAC el compuesto

mas empleado en los estudios de neuroproteccion.
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4. Determinar la eficacia de la terapia celular como estrategia para revertir el efecto

del daio oxidativo neuronal.

Existen evidencias de que las ADSCs poseen un efecto terapéutico sobre distintos tipos
celulares, en gran medida, debido a su actividad paracrina. Este objetivo persigue
analizar la capacidad terapéutica de las propias ADSCs, asi como la de su medio

acondicionado obtenido en condiciones de cultivo de las células en ausencia de SBF.

5. Determinar la eficacia de la combinacion del medio acondicionado y la NAC como

estrategia para revertir el efecto del dafio oxidativo neuronal.

Una vez analizados los efectos terapéuticos de las ADSCs y la NAC, de forma aislada,
sobre el modelo neuronal de estrés oxidativo, se estudiard el posible efecto
terapéutico de la combinacion del medio acondicionado por las ADSCs privadas de SBF

y la NAC.

54



IV. MATERIAL Y METODOS






IV. Material y métodos

IV.1. MATERIAL Y TECNICAS

IV.1.1. Células

IV.1.1.1. Linea celular de neuroblastoma humano (SH-SY5Y)

La linea celular SH-SY5Y es un subclén de las células SK-N-SH, las cuales fueron
obtenidas a partir de una biopsia de una paciente con neuroblastoma. Estas células son
diploides y con caracteristicas similares a las de las neuronas noradrenérgicas. En los
cultivos in vitro se identifican dos poblaciones de células, unas con fenotipo neuronal

(tipo N) y otras con fenotipo substrato-adherente (tipo S).

Las células SH-SY5Y empleadas en el presente trabajo fueron adquiridas en la American

Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA).

Estas células pueden diferenciarse y madurar adquiriendo un fenotipo neuronal, de
acuerdo a criterios morfoldgicos y bioquimicos, cuando son tratadas con distintos
agentes como el acido all-trans-retinoico (ATRA, Sigma-Aldrich Chemical Co.) o el factor

neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, Sigma-Aldrich Chemical Co), entre otros.

Figura 8. Cultivo de células SH-SY5Y con inmunomarcaje para NF-200 con Alexa Fluor® 488
(verde) y nucleos con Hoechst (azul). Imagen tomada en microscopio de fluorescencia, objetivo
20x. Las flechas identifican los dos tipos celulares Sy N.
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IV.1.1.2. Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADSC,
Adipose-derived Stem Cell)

Las ADSCs de origen humano fueron donadas por Histocell S.L. (Parque Cientifico-
Tecnoldgico de Bizkaia, Espafia). Estas células fueron aisladas a partir de muestras de
tejido adiposo procedentes de lipoaspirados. Se consiguié un stock que se almacend en
nitrégeno liquido, lo que asegurd una reserva de células suficiente para completar el

estudio.

Figura 9. Cultivo de células ADSCs en frasco de 75 cm’. Imagen tomada en microscopio de
contraste de fases, objetivo 20x.

IV.1.2. Cultivos celulares

IV.1.2.1. Descongelacion y mantenimiento del cultivo

Las células se mantuvieron almacenadas a -180°C en un tanque de nitrégeno liquido y
a -80°C en un ultracongelador (MDF-U52V, Sanyo Electric Biomedical Co., Japon). Para
llevar a cabo la experimentacion se procedio a la descongelacidn de los crioviales en un
bafio termostético a 37°C. La manipulacidn de los cultivos en esterilidad se llevé a cabo

en la cabina de flujo laminar vertical Faster Bio 48.
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Las células fueron cultivadas en frascos de 25y 75 cm? de superficie (Sarstedt AG & Co,

Alemania) en las siguientes condiciones:

e Linea celular SH-SY5Y: densidad de 4x10* células/cm® en medio de cultivo
Dulbecco’s modified Eagle’s médium/F12 (DMEM/F-12, Gibco, Life
Technologies™, Carlsbard, CA, EE.UU.), suplementado al 10% con SBF
(Biochrom AG, Alemania), 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de

estreptominicina (Lonza, Bélgica).

e Linea celular ADSC: densidad de 4x10° células/cm? en medio de cultivo DMEM-
Glutamax™ (Gibco, Life Technologies™), suplementado al 10% con SBF, 50

U/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptominicina.

Una vez realizada la siembra, los cultivos se mantuvieron en un incubador (CO,
incubator MCO-18AIC-UV, Sanyo Electric Biomedical Co.) a 37°C, humedad a saturacion
y un 5% de CO,. Alcanzado el estado de semiconfluencia (80-90% de la superficie de
cultivo ocupada), se despegaron las células con tripsina y acido
etilendiaminotetraacético (trispsina-EDTA) 0.05% (Gibco, Life Technologies™). La
suspension celular se centrifugd durante 5 minutos a 500g (Heraeus Labofuge 400R,
Alemania). Por ultimo, se procedid al recuento de las células en un hemocitémetro
Biirker (BlauBrand®, Alemania), estimando la viabilidad celular por el método de
exclusién del Azul Tripan (Gibco, Life Technologies™). En todos los casos se emplearon

células en pases 3 a 5.

IV.1.2.2. Congelacidn de las células

Con el fin de crear un stock celular, se procedid a congelar las células a una
concentracion de 1x10° células/ml de solucién de congelacion, compuesta por SBF con
10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich Chemical Co.). Una vez distribuidas las
células en los viales etiquetados, se introdujeron en un contenedor para congelacion
sumergido en propanol (Mr. Frosty, Nalgene® Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EE.UU.), el cual se introdujo directamente en el ultracongelador a -80°C. Este sistema
indujo una congelacion gradual (descenso de 1°C/min) desde la T2 ambiente hasta

-80°C.
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IV.1.2.3. Siembra de la suspension celular en placas multipocillos

Para la experimentacion en placa (Sarstedt AG&Co.), se sembraron las células SH-SY5Y
a una concentraciéon de 20x10° células/pocillo, para las placas de 24 pocillos y, de
12x10° células/pocillo, para las placas de 96 pocillos. Para los experimentos de
inmunomarcaje se utilizaron cubreobjetos redondos (Menzel-Glaser, Alemania) como

soporte de cultivo. En ellos se sembraron 15x10° células/cubreobjetos.

1V.1.2.4. Induccidn de la diferenciacion neuronal de células SH-SY5Y

Para inducir la diferenciacion de las células SH-SY5Y, se llevaron a cabo las siguientes

modificaciones en las condiciones de cultivo:

e Recubrimiento de la superficie de cultivo con 1mg/ml de Poli-D-Lisina (Becton,
Dickinson and Company, Bedford, MA, EE.UU.) o 10pg/ml de laminina (Sigma-
Aldrich Chemical Co.) en agua destilada estéril (12 h de incubacién), para

facilitar la adhesion celular.

e Tratamiento de las células con agentes inductores de la diferenciacién: se
utilizaron dos tipos alternativos de agentes diferenciadores, ATRA y ec23 (4-
(5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-tatrahydronaphthalen-2-ylethynyl) benzoic acid)
(Reinnervate Ltd, United Kingdom), a concentraciones de 10 uM y 1 uM
respectivamente, aplicando, en ambos casos, dos dosis espaciados con un

intervalo de 72 horas.

e Tratamiento con 2 nM de BDNF administrado 48 horas tras el segundo pulso

del agente diferenciador ec23.

A lo largo del proceso de diferenciacion, los cultivos se mantuvieron a 37°C, humedad a

saturacidon y 5% de CO,.

IV.1.2.5. Obtencion del medio acondicionado por ADSCs

La obtencién del medio acondicionado por ADSCs (ADSC-MA) se llevd a cabo
sembrando 2,5x10° células en un frasco de 25 cm’® en medio DMEM-Glutamax™,
suplementado al 10% con SBF 50 U/ml de penicilina y 50 pug/ml de estreptominicina.
Una vez adheridas las células a la superficie de cultivo (2 horas), se sustituyé el medio
de siembra por el medio a acondicionar, DMEM-Glutamax™ libre de SBF,

manteniéndose estas condiciones de cultivo durante 48 horas. Transcurrido este
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tiempo se recogio el medio y se filtré a través de un filtro de 0,22 um de tamafio de
poro (Sarstedt AG&Co.). Este ADSC-MA se utilizé inmediatamente después de su

recogida o se conservd a -202C para su posterior utilizacion.

IV.1.3. Técnicas de experimentacién

IV.1.3.1. Induccion de estrés oxidativo

La induccion del estrés oxidativo en las células SH-SY5Y se realizd mediante la
administracion del agente oxidante H,0, (33% P/V, Panreac Quimica SLU, Espafia),
diluido a diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 0.25, 0.5 y 1 mM) en medio DMEM/F-

12 o Glutamax™, durante un tiempo de 60 minutos.

IV.1.3.2. Determinacion de la viabilidad y proliferacién celular

La determinacion de la viabilidad celular se realiz6 mediante recuento celular directo
en camara Burker (BlauBrand®). Para obtener la suspension celular se afiadieron 180 pl
de tripsina-EDTA en los pocillos, manteniéndolos 1 minuto. Las células despegadas se
resuspendieron y se neutralizd la tripsina con 20 pl de SBF. Posteriormente, se tomé
una alicuota vy, diluida 1:2 con azul tripan, se llevd a cabo el recuento en el microscopio

de contraste de fases.

La valoracién de la proliferacion celular se llevé a cabo mediante el ensayo del MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, Boehringer Mannheim). Este
ensayo se basa en la transformacion de la sal de tetrazolio en cristales de formazan,
proceso inducido por células metabdlicamente activas. Para ello, se anadieron
100 pl/pocillo de MTT en Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma-Aldrich Chemical Co.;
0.5 mg/ml) y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Después de este tiempo, se
solubilizaron los cristales de formazan, adquiriendo el medio una coloracidén azul, cuya
absorbancia se midid en el lector multiparamétrico de placas Synergy™ HT System

(Biotek Instruments Inc, Winooski, VT, EE.UU.), utilizando una A= 540 nm.

1V.1.3.3. Determinacion de los niveles intracelulares de ROS

La medida de los niveles intracelulares de ROS se llevd a cabo mediante un ensayo
fluorimétrico, basado en la emision de fluorescencia de la sonda
2,7-diclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA. Molecular Probes®) tras su oxidacidn por

radicales libres. Esta sonda, que es hidrolizada por las esterasa intracelulares y oxidada
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por los ROS, se convierte en diclorofluoresesceina (DCF), que emite fluorescencia a una
A=517-527 nm cuando se excita a una A=492-495 nm. El ensayo se llevd a cabo en
placas de 96 pocillos, a los que se afiadi® 100 ul de sonda diluida en PBS a
concentracién 10 uM vy, se incubd durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. Pasado
este tiempo, se retiré la sonda de los pocillos y se afiadi6 medio de cultivo. La
cuantificacidon de la fluorescencia se llevé a cabo de forma cinética a lo largo de 60
minutos, realizando un registro cada 10 minutos en el lector multiparamétrico de
placas, con la configuracion de filtros a 492-495 nm de excitacién y 517-527 nm de
emision. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias (u.a.), una vez restado el

valor de la autofluorescencia de las células.

IV.1.3.4. Técnicas de inmunodeteccion de proteinas de citoesqueleto

Para determinar el efecto de la diferenciacion sobre el fenotipo de las células SH-SY5Y,
se realizd una inmunodeteccién de las proteinas de citoesqueleto neurofilamento
200kDa (NF-200) y proteina asociada a microtubulos (MAP-2), mediante técnicas de

inmunofluorescencia segun el siguiente procedimiento:

e Fijacion de las células y bloqueo de uniones inespecificas

Se fijaron las células con metanol (-20°C durante 10 minutos). Tras un lavado
con PBS de 5 minutos a T2 ambiente, se bloqued la inespecificidad de la
reaccion Ag-Ac con SBF al 10% en PBS durante 30 minutos. Pasado este

tiempo, se hicieron dos lavados con PBS.

e Incubacion con el anticuerpo primario

La dilucion para el anticuerpo mouse Anti-MAP2 (Sigma-Aldrich, Chemical Co.)
fue de 1:100 y la del anticuerpo Rabbit Anti-NF-200 (Sigma-Aldrich, Chemical
Co.) de 1:160, ambos en SBF al 5% en PBS. Se afiadié un volumen de 50 pl
sobre las células cultivadas en cubreobjetos y se incubaron en una cdmara

humeda durante toda la noche a 4°C.

e Incubacion con el anticuerpo secundario

Tras tres lavados de 5 min con PBS a T2 ambiente, se incubaron las células
durante 1 hora con Alexa Fluor® 488 Goat antiMouse (Invitrogen™ Life
Technologies™) diluido 1:2000 y con Alexa Fluor® 488 Goat antiRabbit
(Invitrogen™ Life Technologies™) diluido 1:200, en SBF al 5% en PBS, para
NF-200 y MAP-2, respectivamente.
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e Montaje de las muestras

Transcurrido el tiempo de incubacidn se realizaron 2 lavados de 5 minutos con
PBS a T2 ambiente. Con el objetivo de marcar los nlcleos, las muestras se
incubaron con Hoechst 33342 0,5ug/ml (Sigma-Aldrich, Chemical Co.) diluido
en PBS durante 20 minutos. Por ultimo, tras dos lavados con PBS, las
preparaciones se montaron con Fluoromount™ (Sigma-Aldrich, Chemical Co.)
para su observacién al microscopio de fluorescencia (Zeiss Axioskop; Alexa

Fluor® 488 A = 495 y Ao = 519, Hoechst 33342 A, =350y A, = 461).

IV.1.3.5. Determinacion de la presencia y concentracion de factores de
crecimiento en el ADSC-MA, mediante ELISA

La determinacién del contenido en factores neurotréficos (Brain derived Neurotrophic
factor, BDNF y Glial cell-derived Neurotrophic factor, GDNF) del ADSC-MA, se llevé a
cabo mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay), empleando
los kits comerciales RAB0026 y RAB0205 (Sigma-Aldrich, Chemical Co). Este ensayo
utiliza una placa de 96 pocillos cuyo fondo esta recubierto por anticuerpos que se unen
a BDNF o GDNF. La recta patrén se obtuvo a partir de las concentraciones de 16, 6.4,
2.56, 1.02, 0.41, 0.16, 0.066 y 0 ng/ml de BDNF/GDNF. Para la cuantificacion de estos
factores en el ADSC-MA, se anadieron 100 pl de este medio a cada pocillo, se cubrié la
placa y se incubd durante 2 horas 30 minutos a T2 ambiente, para que el BDNF y GDNF
presentes en la muestra se uniesen al anticuerpo inmovilizado en los pocillos.
Transcurrido este tiempo, se lavaron los pocillos cuatro veces con el tampdn lavador,
se secaron y se anadieron 100 ul de estreptavidina-peroxidasa. Tras una incubacion de
45 minutos, en agitacidon y a T2 ambiente y después de cuatro lavados, se afadio el
cromadgeno 3, 3,-5,5-tetramethylbenzidine (TMB) durante 30 minutos con agitacién en
oscuridad. Por ultimo, se afiadieron 50 pl de la solucién stop a cada pocillo y el liquido
vird del color azul al amarillo. La absorbancia se midié a una A=450 nm en el lector
multiparamétrico de placas. Los valores se representan en relacién a los valores de
absorbancia y, por lo tanto, a las concentraciones de BDNF o GDNF utilizadas en la

recta patron (ng/ml).

IV.1.3.6. Electrofisiologia — Registros de patch clamp

El registro electrofisioldgico de las células SH-SY5Y se realizé mediante la técnica de

patch clamp. Las células se sembraron a una concentraciéon de 15x10° células en
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cubreobjetos de 12 mm de didmetro. Los cultivos se sometieron a un proceso de

diferenciacidn segun se describe en el apartado 1V.1.2.4.

Para llevar a cabo los registros electrofisiolégicos, los cubreobjetos fueron transferidos
a la cdmara de registro y perfundidos con una solucién de liquido cefalorraquideo
artificial que contenia NaCl 125 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 1.2 mM, NaH,CO; 26 mM,
NaH,PO, 1.25 mM, CaCL, 2.4 mM y D-glucosa, saturada con un 95% de O, y 5% de CO,
(pH 7.3 —7.4, 295 — 300 mOsm). Las células fueron visualizadas con un microscopio con
Optica infrarroja (Eclipse EGOOFN, Nikon). Las medidas se llevaron a cabo a T2 ambiente
empleando pipetas de vidrio con una resistencia de 4 — 7 MQ (PC-10, Narishige CO.,
LTD) y rellenas con una solucidn interna compuesta por gluconato potdsico 130 Mm,
NaCl 5 mM, MgCl, 1 mM, EDTA 1 mM, HEPES 10 mM, Mg-ATP 2 mM, Na-GTP 0.5 mM y
phosphocreatina 10 mM (290 — 295 mOsm). Para medir las corrientes, los
experimentos se llevaron a cabo fijando el voltaje a -50 mV (V,, = -50 mV). Las
corrientes voltaje-dependientes fueron desencadenadas por la despolarizacion del
potencial de membrana desde -70 a +50 mV (300 ms). Los potenciales de accion
espontdneos y provocados, inducidos por la inyeccidn de corrientes desde 0 a 120 pA
(500 ms), fueron grabados en modo current-clamp. Las medidas fueron tomadas con
un amplificador Axopatch-200B, filtrado a 5 kHz, y digitalizadas con Digidata 1322A
(Axon Instruments). Los datos fueron mostrados a 10 kHz y analizados con el software

Clampex 10.2 (Molecular Devices).
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IV.2. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

IV.2.1. Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre las células SH-SY5Y no
diferenciadas

Para determinar el efecto del estrés oxidativo, inducido mediante la adicién al medio
de cultivo de diferentes concentraciones de H,0, (0.01, 0.1, 0.25, 0.5 y 1 mM) durante

lhora, se realizaron los siguientes experimentos:

e Determinacién de los niveles intracelulares de ROS: se llevé a cabo la medida
cinética a intervalos de 10 minutos durante la primera hora tras la oxidacion,

utilizando la sonda segun el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.3.

e Determinacién de la viabilidad celular a las 24, 48 y 72 horas tras la oxidacion,

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 1V.1.3.2.

IV.2.2. Determinacion del protocolo de diferenciacion de las células SH-SY5Y

IV.2.2.1. Protocolos de diferenciacion empleados

Para la diferenciacidn de las células SH-SY5Y se siguieron tres pautas diferentes:

e Pauta 1: diferenciacion con ATRA

El proceso de diferenciacién se inicié con la siembra de las células SH-SY5Y sobre la
superficie de cultivo tratada con laminina (10ug/ml). Transcurridas 24 horas (dia 1), se
afiadié un primer pulso de ATRA, a una concentracion de 10 pM en DMEM/F-12 + 10%
SBF; 72 horas después (dia 4), se anadido un segundo pulso de ATRA (10 uM). Se
considerd finalizada la diferenciacién una vez transcurridas 72 horas a partir del

segundo pulso (dia 7; fig.10).

ATRA ATRA
10pm 10pM
Dia 0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 10. Secuencia de diferenciacién de las células SH-SY5Y con ATRA.

e Pauta 2: diferenciacion con ec23

De la misma forma que en el caso anterior, el proceso de diferenciacidn comenzd con
la siembra de las células sobre superficies de cultivo tratadas con laminina. Esto se

llevd a cabo en diferentes tipos de sustrato como frascos T25, placas de 24 y 96
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pocillos o cubreobjetos. Siguiendo la misma secuencia que para el ATRA, el ec23 (1 uM)
se administré 24 horas tras la siembra (dia 1) y 72 horas después del primer pulso (dia
4). Se considerd finalizado el proceso de diferenciacién transcurridas 72 horas del

segundo pulso (dia 7; fig. 11).

ec23
1pM
Dia 0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 11. Secuencia de diferenciacidn de las células SH-SY5Y con ec23.

e Pauta 3: diferenciacion con ec23 + BDNF

La induccidn de la diferenciacién celular se iniciéd de la misma forma que en el caso
anterior (dos pulsos de ec23, administrada a una concentracion de 1 uM en los dias 1y
4) incorporando un pulso de BDNF (2 nM), 48 horas después del segundo pulso de ec23

(dia 6). Se considerd finalizado el proceso de diferenciacion el dia 8 (fig.12).

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Figura 12. Secuencia de diferenciacion de las células SH-SY5Y con ec23 + BDNF

Una vez finalizada la diferenciacion celular, se llevé a cabo la seleccién de la poblaciéon
tipo N de la linea celular SH-SY5Y. Esta poblacion es la que tiene unas caracteristicas
fenotipicas mdas préximas a las de las neuronas y se caracteriza por tener una menor
adhesividad al sustrato que las células tipo S. Para obtener un cultivo enriquecido en
células N (90% de la poblacion), las SH-SY5Y se cultivaron en frasco T75 hasta alcanzar
el 80% de confluencia, momento en el que se sometid el cultivo a una incubacion breve
(10 segundos) con tripsina. Este proceso se repitid dos veces consecutivas, finalizando

asi la seleccion de la poblacién celular tipo N.

1V.2.2.2. Estudio de la eficacia de los diferentes protocolos de diferenciacion
empleados

En las tres pautas de diferenciacion se llevd a cabo un estudio de parametros
funcionales y morfoldgicos de las células diferenciadas. Asi, se valord la expresion de

NF-200, la generacién de ROS intracelulares y la capacidad proliferativa de las células.
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Todos los estudios se llevaron a cabo en los siguientes grupos experimentales:
o SH-SY5Y control, analizadas el dia 7.

o SH-SY5Y diferenciadas con dos pulsos de ATRA 10 uM (pauta 1) y

analizadas en el dia 7 (secuencia de diferenciacién fig. 10).

o SH-SY5Y diferenciadas con dos pulsos de ec23 1 uM (pauta 2) y

analizadas en el dia 7 (secuencia de diferenciacion fig. 11).

o SH-SY5Y diferenciadas con dos pulsos de ec23 (1 uM) + un pulso de
BDNF (2 nM) (pauta 3) y analizadas en el dia 8 (secuencia de

diferenciacion fig. 12).

e Efectodel proceso de diferenciacion sobre la expresion de NF-200

El efecto de la diferenciacidon sobre la expresién de NF-200 se analizd mediante las

técnicas de inmunodeteccidn descritas en el apartado 1V.1.3.4.

e Efecto del proceso de diferenciacion sobre los niveles intracelulares de ROS

Tras los diferentes procesos de diferenciacion, las células fueron sometidas a oxidacidn
(0.25 mM H,0, durante 60 minutos), determinandose los niveles intracelulares de ROS

a los 30 y 60 minutos, segun se describe en el apartado 1V.1.3.3.

e Efecto del proceso de diferenciacion sobre la proliferacion celular

La proliferacion se estimé valorando la viabilidad celular de los cultivos en los dias 7 y

10 del proceso de diferenciacion.

Tras el analisis de los resultados se decidio utilizar el modelo de diferenciacion
que combina ec23+BDNF (pauta 3), denominando a las células diferenciadas

segun este protocolo SH-SY5Yd.

67



IV. Material y métodos

1V.2.3. Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre las células SH-SY5Yd

Las SH-SY5Yd, cultivadas sobre laminina en condiciones de semiconfluencia, fueron
sometidas a estrés oxidativo mediante la incubacién con 0.25 mM de H,0, durante 60
minutos, cuyo efecto se valord mediante el analisis de los siguientes parametros

biolégicos:

¢ Niveles intracelulares de ROS: se determinaron a los 5, 30 y 60 minutos tras la

adicién del H,0,.

ROS
5 307 60"

e Maedida de la viabilidad celular: se llevé a cabo a las 24 y 48 horas tras la

oxidacion.

Viabilidad

24h 48h

0h
SH-SY5Y, m DMEM/F12

o Expresion de NF-200: se determind fijando las células inmediatamente
después de la oxidacién y llevando a cabo el proceso de Inmunodeteccidn

segun el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.4.

Inmunodeteccion

o Electrofisiologia: se llevd a cabo a las 48 horas tras la oxidacién segun el

protocolo descrito en el apartado IV.1.3.6.
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48h

0h

1V.2.4. Estudio del efecto de las ADSCs sobre las células SH-SY5Yd sometidas a
estrés oxidativo

IV.2.4.1. Efecto del co-cultivo con ADSCs sobre la proliferacion de las células
SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo

Para llevar a cabo el co-cultivo se emplearon insertos Transwell® (Corning
Incorporated, Nueva York, EE.UU.), constituidos por un soporte que posee una
membrana de poliestireno de 0.4 um de poro, de forma que se puede llevar a cabo el
co-cultivo de células en los diferentes compartimentos, permitiendo la difusion del

medio de cultivo entre los compartimentos contiguos.

Inicialmente se sembraron las SH-SY5Y (2x10* células/pocillo) en placas de 24 pocillos
para inducir su diferenciacidon neuronal, segun el protocolo descrito previamente (ec23
+ BDNF). Una vez obtenidas las células SH-SY5Yd, se procedié a la induccién del estrés
oxidativo mediante la administracion de una dosis de 0.25 mM de H,0,, durante 60
minutos. Transcurrido este tiempo se renovo el medio con DMEM-Glutamax™ libre de

suero.

De forma simultanea se prepararon los insertos Transwell®, donde se sembraron 7x10°
ADSCs en un volumen de 200 ul de medio de cultivo especifico para estas células,
afiadiendo 800 pl de medio en los pocillos de la placa donde se colocaron los insertos.
Tras 2 horas de aclimatacién de las ADSCs, los transwell se transfirieron a la placa
donde previamente se habian sembrado y oxidado las células SH-SY5Yd. El co-cultivo se

mantuvo en DMEM-Glutamax™ libre de suero durante un periodo de 72 horas.

El efecto de las ADSCs sobre las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo se
determind mediante la medida de la proliferacién de estas células a las 24 y 48 horas,

comparando los valores obtenidos con los de la poblacién control.
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Proliferacion en co-cultivo

24h

oh
SH-SY5Y, m Co-cultivo SH-SY5Yd + AMSCs

IV.2.4.2. Determinacion de la presencia de factores de crecimiento en el
ADSC-MA

Una vez obtenido el ADSC-MA de ADSCs como se explica en el apartado 1V.1.2.5, se
analizo el contenido en BDNF y GDNF en dicho medio, mediante la técnica ELISA segun
el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.5. Los resultados obtenidos se expresaron

en ng/ml.

1V.2.4.3. Efecto del ADSC-MA sobre las células SH-SHY5Yd sometidas a estrés
oxidativo

o Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS

En una placa de 96 pocillos pretratados con laminina se sembraron 12x10°
células/pocillo. Al finalizar el proceso de diferenciacion segln la pauta 3, se retir6 el
medio de cultivo, siendo sustituido por 100 pl de ADSC-MA en cada pocillo. La
oxidacion se llevd a cabo con la dosis y tiempo descritos previamente (0.25 mM de
H,0, durante 60 minutos). Los niveles de ROS generados fueron medidos a los 5, 30 y

60 minutos.

ROS

5 30° 60"

ADSC-MA +
SH-SY5Y,

e Efecto sobre la viabilidad celular

Utilizando el mismo proceso de siembra, diferenciaciéon y oxidacion referidos en el
apartado anterior, se afadieron 100 pl de ADSC-MA en cada pocillo. La viabilidad

celular se determind a las 24 y 48 horas.
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Viabilidad

0h 24h 48 h

o Efecto sobre la expresion de NF-200

Transcurrida 1 hora de la oxidacién, se afiadieron 500 ul de ADSC-MA en cada pocillo.
Tras 48 horas se fijaron las células y se llevé a cabo el proceso de inmunodeteccién

segun el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.4.

Inmunodeteccion

0h 48h

o Efecto sobre la electrofisiologia

Del mismo modo sefialado en los apartados anteriores, tras la oxidacién y posterior
adicion de 500 ul de medio estdndar o del ADSC-MA en cada pocillo, se procedio al
anadlisis de las propiedades electrofisiolégicas a las 48 horas, segln el protocolo

descrito en el apartado IV.1.3.6.

Oh 48h

IV.2.5. Efecto del tratamiento con NAC y BDNF sobre las células SH-SY5Yd
sometidas a estrés oxidativo, aislados o en combinacién con ADSC-MA

Los tratamientos empleados para el estudio del efecto del estrés oxidativo sobre las
células SH-SY5Yd oxidadas fueron: NAC 5 mM, BDNF 2 nM vy los tratamientos
combinados NAC+ADSC-MA y BDNF+ADSC-MA.

e Efecto sobre los niveles de ROS

Partiendo de 12x10° células/pocillo sembradas en una placa de 96 pocillos pretratados

con laminina, se obtuvieron SH-SY5Yd segun la pauta 3. Al finalizar este proceso se
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retird el medio y se afadieron 100 pl de medio con el tratamiento correspondiente
(NAC, BDNF, NAC+ADSC-MA o BDNF+ADSC-MA) en cada pocillo. La oxidacién se llevd a
cabo con la dosis y tiempo descrito previamente (0.25 mM de H,0, durante 60
minutos), tras lo cual se procedid a la cuantificacién de los niveles de ROS generados a

los 5,30y 60 minutos.

ROS

5 30° 60"
TRATAMIENTO +

e Efecto sobre la viabilidad celular

Las células se sembraron, diferenciaron y oxidaron del mismo modo sefialado en el
apartado anterior, a continuacidn se afadieron 100 pl de medio suplementado con el
tratamiento en cada pocillo (NAC, BDNF, NAC+ADSC-MA o BDNF+ADSC-MA). La

viabilidad celular se determiné a las 24 y 48 horas.

Viabilidad

0h 24h 48h

SH-SY5Y, E TRATAMIENTO

e Efecto sobre la expresion de NF-200

Se fijaron las células 48 horas después del inicio del tratamiento, llevando a cabo el

proceso de inmunodeteccidn segun el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.4.

Inmunodeteccion

Oh 48h
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e Efecto sobre la electrofisiologia

Del mismo modo que en los casos anteriores, las propiedades electrofisiolégicas se

analizaron a las 48 horas segun el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.6.

0h 48h
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IV.3. ANALISIS ESTADISTICO

Las experiencias se repitieron, al menos, tres veces, y en cada una de ellas se realizaron

un minimo de tres réplicas por ensayo.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el programa GraphPad Prism v5
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU.). Los estadisticos empleados para la

significacion fueron la t-Student y el analisis de la varianza (ANOVA).

Media aritmética y desviacion estandar

La media aritmética (x) es el valor caracteristico de una serie de datos cuantitativos
obtenidos de la suma de todos los valores observados (x;), divido entre el nUmero de

observaciones (N).
xX=32 X,‘/ N

La desviacion estdndar (DE) es un indicador de la dispersion de variables que se
expresa como la raiz cuadrada de la varianza (5%, la cual se obtiene del promedio de

los cuadrados de las desviaciones de cada valor con respecto a su media, por lo tanto:
DE =V [3 (x~=%)"/N]

Anadlisis de la prueba t-Student

El Test-t, es una prueba analitica utilizada para la comparacion de medias de dos
categorias cuantitativas dentro de una variable dependiente o las medias de dos
grupos diferentes. Es una prueba paramétrica, es decir, sirve para comparar variables

numeéricas de distribucion normal.

La prueba t-Student establece el valor del estadistico t, seglin el cual corresponderd a

un valor de significacion estadistica determinado.

Anadlisis de la varianza (ANOVA)

El ANOVA es un analisis estadistico que permite la comparacion entre grupos a través
de la §? de la variable numérica en cada grupo de la variable categérica x. El objetivo es

comprobar si las diferencias entre las X de distintos grupos son significativas.

La cifra estadistica obtenida con el ANOVA es la razén F de Snedecor, determinada

mediante la siguiente relacion:
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F=S/Sy" > Fioin-1
Donde S =x 3" i-im (Xi—x)*/t—1

YSo' =3 (x;-x)* /N -t

Asi, para un nivel de significacién a, si F - F; n. las medias de los grupos no son

iguales, indicando, por lo tanto, que existen diferencias significativas entre los niveles.

Nivel de significacion

Los resultados de un experimento requieren un tratamiento estadistico que permita
orientar acerca de si la hipdtesis de investigacidon debe ser rechazada o no, para lo cual
se deberd establecer convencionalmente un determinado nivel de significaciéon que
permita diferenciar resultados estadisticamente significativos de aquellos que no lo

son.

El nivel de confianza utilizado en los experimentos es del 95%, es decir, las valoraciones
son estadisticamente significativas cuando la probabilidad (p) debida al azar es menor

que 0.05 (p<0.05).
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V. Resultados

V.1. NEUROBLASTOMA HUMANO SH-SY5Y: CARACTERIZACION Y RESPUESTA
AL ESTRES OXIDATIVO

V.1.1. Caracterizacion celular

La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y establecida en cultivo in vitro,
corresponde a una poblacidon celular heterogénea en la que se identifican dos
fenotipos morfoldgicos distintos que se diferencian por su adhesividad al sustrato. La
poblacién tipo epitelial (tipo S) presenta una mayor adhesividad que la de tipo
neuroblastico (tipo N). En cultivos en fase de crecimiento exponencial tienden a formar

agregados celulares, mostrando las células situadas en los bordes de dichos agregados

prolongaciones cortas y gruesas (fig.13A).

067 —— sHsYsY

0.4+

(Abs.540 nm)

0.2

Proliferacién celular

0.0 T T T 1
0 1 24 48 72

Tiempo (horas)

Figura 13. Células SH-SY5Y en frasco de cultivo T25 obtenidas con microscopia dptica (objetivo
20x). Las células sin diferenciar forman agregados (flecha) y muestran prolongaciones cortas y
gruesas (punta de flecha) [A]. Gréfica que expresa el nimero de células totales obtenidas
mediante recuento directo a 1, 24, 48 y 72 horas [B]. Imagenes de inmunofluorescencia de las
células marcadas con MAP-2-Alexa Fluor® 488 (verde) [C] y NF-200- Alexa Fluor® 488 (verde)[D].
Los nucleos se marcaron con Hoechst (azul) (objetivo 20x).

La cinética proliferativa de estas células registrada durante 72 horas muestra un
crecimiento exponencial de la poblacidon (fig.13B), estimandose el tiempo de

duplicacién en 55 horas.
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Las imagenes de inmunofluorescencia utilizando los marcadores de diferenciacién
neuronal NF-200 y MAP-2, muestran un débil marcaje citoplasmatico, que corresponde

a poblaciones celulares con bajo nivel de diferenciacién neuronal (fig.13Cy 13D).

V.1.2. Efecto del estrés oxidativo inducido en las células SH-SY5Y mediante su
exposicion al H,0,

Con el objetivo de inducir un estrés oxidativo controlado sometimos a las células a
concentraciones crecientes de H,0, (0.01 mM, 0.1 mM, 0.25 mM, 0.5 mM y 1 mM)

durante 60 minutos, analizando los siguientes parametros:

V.1.2.1. Efecto del estrés oxidativo sobre los niveles intracelulares de ROS

En la figura 14 se observa un aumento dosis-dependiente de los niveles intracelulares
de ROS generados tras la adicion del oxidante. Asi, a bajas concentraciones (0.01 mM),
se observd un incremento no significativo de los niveles intracelulares de ROS de 1.3
veces respecto al control a los 30 minutos. Con las concentraciones moderadas (0.25
mM), las células experimentaron un incremento significativo (p <0.001) en los niveles
de ROS, llegando a ser 34 veces superiores a los valores del control, tanto a los 30
como a los 60 minutos. La exposicién de las células a concentraciones altas (0.5 y 1
mM) produjo un incremento significativo respecto al control de 75 y 95 veces con la
concentracién de 0.5 mM, y de 162 y 196 veces con 1 mM de H,0,, a los 30 y 60

minutos respectivamente (p <0.001).

180007 —e— SH-SY5Y

0.01 m™
16000 —— 0.1 mM

—— 0.25mM
—+— 0.5mM

120004 —— 1mM

14000+

10000+

(u.a)
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6000 -
4000

Niveles intracelulares de ROS

2000+

0

0 5 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 14. Niveles intracelulares de ROS en las células SH-SY5Y sometidas a concentraciones
crecientes de H202 (0.01, 0.1, 0.25, 0.5 y 1 mM). Los valores estan expresados en unidades
arbitrarias de fluorescencia. La cinética fue llevada a cabo con medidas a intervalos de 10
minutos durante 1 hora.
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V.1.2.2. Efecto del estrés oxidativo sobre la proliferacion celular

La adicidon de la dosis de H,0, mas baja ensayada (0.1 mM) Unicamente produjo
diferencias significativas (p <0.01) en la proliferacion celular respecto al control a las 24
horas, no encontrdndose diferencias en el resto de los tiempos. Sin embargo, a ese
mismo tiempo, la exposicién a concentraciones moderadas de peréxido (0.25 mM)
produjo una reduccién de 2 veces la proliferaciéon celular con respecto al control,
siendo dicha reduccién de 7.2 y 10.4 veces a las concentraciones de 0.5 y 1 mM de

H,0,, respectivamente (p <0.001, fig.15).
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Figura 15. Proliferacidn de las células SH-SY5Y sometidas a concentraciones crecientes de H,0,.
Valores de absorbancia a 540 nm a tiempos 0, 1, 24 y 48 horas.

A partir de los resultados obtenidos se calculd la concentracién inhibitoria I1Csp a las 24

horas, cuyo valor corresponde a 0.244 mM de H,0,.
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A partir de este momento se establecié una unica dosis de 0.25 mM de H,0,

para inducir el estrés oxidativo.

La determinacion de esta concentracion se establecié segun los siguientes

criterios:

e Una concentracion que induzca una mortalidad inferior al 50% de la

poblacion.

e Una concentracion que represente el nivel de oxidaciéon detectado en
procesos inflamatorios seguin se recoge en la literatura cientifica (Jain

M, 2000; Roy S, 2006).
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V.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS AGENTES DIFERENCIADORES SOBRE LAS
CELULAS SH-SY5Y

Dado el cardcter poco diferenciado de la linea celular SH-SY5Y, se procedid a inducir la

diferenciacion neuronal en dichas células.

Para definir el modelo de diferenciacién se tuvieron en cuenta los siguientes

pardmetros:

e Sustrato: con el objetivo de facilitar la adhesion de las células a las superficies
de cultivo, se utilizaron dos sustratos diferentes, la Poli-D-lisina y la laminina.
En ambos casos se incrementd la adhesidn de las células. Sin embargo,
observamos un ligero efecto toxico en la Poli-D-lisina que no se produjo con la
laminina. Asi, recubriendo las superficies de cultivo con 10ug/ml de laminina
obtuvimos cultivos viables y un incremento en la adhesién y la diferenciacion

celular (fig.16).

Poli-D-lisina

Laminina

Figura 16. Imagenes de células SH-SY5Y diferenciadas con ec23 1uM, marcadas con
anticuerpo anti-NF-200- Alexa Fluor® 488 (verde) y nucleos con Hoechst (azul), sobre
sustrato Poli-D-lisina [A] y sobre laminina [B] (objetivo 20x).

e Medios de cultivos especificos: la diferenciacién neuronal en las células
SH-SY5Y puede ser inducida empleando medios de cultivo a los que se anade
agentes diferenciadores apropiados, como los retinoides. En nuestro caso
empleamos ATRA (10uM) o ec23 (1uM), aplicando en ambos casos dos pulsos
con un intervalo de 72 horas (fig.17), segun se describe en detalle en el
apartado IV.1.2.4 de material y métodos. Se comprobd el nivel de
diferenciacion en funcién de varios parametros bioldgicos, tales como la

proliferacién celular, los niveles intracelulares de ROS y la expresién de NF-200.
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siemb ATRA ATRA
1EmBrs ec23 ec23
ia 0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 17. Protocolo de diferenciacion de las células SH-SY5Y con ATRA o ec23

D

V.2.1. Efecto de los agentes diferenciadores sobre las células SH-SY5Y en la
proliferaciéon celular

La actividad proliferativa se determind a las 72 horas después del ultimo pulso de

agente diferenciador (dia 7) y en el dia 10 tras el inicio del cultivo.

La diferenciacién de las células SH-SY5Y con ATRA o ec23 produjo una reduccién de la
proliferacidn respecto a las células sin diferenciar. Como se observa en la figura 18, en
el dia 7, las células tratadas con ambos retinoides reducen la proliferacion dos veces el
valor del control. Esta reduccion fue mayor en las medidas obtenidas en el dia 10 (4.3

veces para el ATRA 10uM y 5 veces para el ec23 1uM; p <0.001).

106_
—e— SH-SY5Y
—— ec231uM
—=— ATRA10uM
v
o
E]
‘o
(8]
5 1054
2
U
£
=
z
a
104 T 1
0 7 10

Tiempo (dias)

Figura 18. Proliferacion de células SH-SY5Y sin diferenciar, diferenciadas con ATRA o con ec23.
Los valores se expresan en nimero de células medidas a tiempos 7 y 10 dias.

V.2.2. Efecto de los agentes diferenciadores sobre las células SH-SY5Y en los
niveles intracelulares de ROS

La induccion de la diferenciacién con ATRA o ec-23 ocasiona, en ambos casos, un
incremento de los niveles intracelulares de ROS (fig.19). Asi, en comparacién a las
células no diferenciadas, la exposicidn celular a 10uM de ATRA aumentd 1.8 veces los

niveles intracelulares de ROS (p <0.05); en el caso de las células expuestas a 1uM de
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ec23, dicho incrementdé fue de 1.4 veces, aumento que, sin embargo, no alcanzd

significacién estadistica (p=0.84).
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Figura 19. Niveles intracelulares de ROS en SH-SY5Y diferenciadas y sin diferenciar. Valores
expresados en unidades arbitrarias de fluorescencia a los 30 y 60 minutos (#p <0.05).

V.2.3. Efecto de los agentes diferenciadores en el fenotipo de las células
SH-SY5Y

Las células SH-SY5Y cultivadas en medio de cultivo estandar (en ausencia de agentes
diferenciadores) muestran forma poligonal con proyecciones citoplasmaticas cortas y
gruesas (fig.20A). Tras someter a las células a la accion de los agentes diferenciadores
ATRA 10uM o ec23 1uM durante 7 dias (dos pulsos con intervalo de 72 horas), se
observé un cambio en la forma de las células, adquiriendo éstas un aspecto fusiforme y
un incremento del numero y de la longitud de las prolongaciones citoplasmaticas

(neuritas; figuras 20B y 20C).

Control

Figura 20. Imagenes de microscopia de fluorescencia con marcaje NF-200 con Alexa Fluor® 488
(verde) y nucleos con Hoechst (azul) en células SH-SY5Y sin diferenciar [A], tratadas con ATRA
[B] o con ec23 [C] (objetivo 20x).
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En cuanto a la inmunodeteccion de NF-200, las imagenes de microscopia de
fluorescencia muestran una intensidad de marcaje similar en el citoplasma de las
células tratadas con ATRA o con ec23, lo que demuestra la utilidad del nuevo retinoide

como agente inductor de la diferenciacién neuronal.

V.2.4. Estudio del efecto de la adicion de BDNF al medio diferenciador de las
células SH-SY5Y

Con el objetivo de mejorar el proceso de diferenciacidn de las células SH-SY5Y, ademas
del tratamiento con retinoides, incluimos en el protocolo la adicién de BDNF 2nM en
un solo pulso el dia 6 de la experiencia (fig.21). A las células diferenciadas segun este

protocolo las denominamos SH-SY5Yd.

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 21. Protocolo de diferenciacion de las células SH-SY5Yd

Tras someter a los cultivos a un tratamiento con ec23 1uM y BDNF 2 nM, segun el
protocolo descrito en el apartado 1V.1.2.4 de material y métodos, se comprobé el nivel
de diferenciacién obtenido en el dia 8 analizando parametros tales como la
proliferacién celular y tasa proliferativa, los niveles intracelulares de ROS y la expresion

de NF-200.

V.2.4.1. Estudio del efecto de la adicion de BDNF sobre la proliferacion celular

Como se observa en la figura 22, en ambas condiciones de diferenciacién (ec23 1uM
vs. ec23 1uM + BDNF 2nM), se reduce la proliferacion celular respecto al control sin
diferenciar. En el caso de las células diferenciadas con ec23, la proliferacion respecto a
las células control sin diferenciar se redujo 2.7 y 1.4 veces, a las 24 y 48 horas
respectivamente (p <0.001), mientras que las células tratadas con ec23 + BDNF
(SH-SY5Yd) muestran una reduccion de la proliferacién de 2.2 y 1.4 veces respecto al

control, a las 24 y 48 horas respectivamente (p <0.001).
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Figura 22. Proliferacion de las células SH-SY5Y diferenciadas con ec23 y con ec23+BDNF. Valores
relativos al control a las 24 y 48 horas (*p < 0.001).

Una vez finalizado el proceso de diferenciacion de 8 dias, se analizé la tasa proliferativa
de las células SH-SY5Yd en comparacién con las SH-SY5Y diferenciadas sélo con ec23,
en un ensayo de 48 horas de duracién. Como muestra la figura 23, a las 24 horas las
células SH-SY5Yd registraron una tasa proliferativa menor (1.2) que la de las SH-SY5Y
diferenciadas con ec23 1uM (1.3). En el tiempo 48 horas, esta diferencia se incrementé
significativamente (p <0.001), siendo los valores obtenidos de 1.2 para las SH-SY5Yd y

de 1.6 para las diferenciadas con ec23.

207 mmm ec231uM

B SH-SYSY,
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Figura 23. Tasa proliferativa de las células SH-SY5Y diferenciadas con ec23 y con ec23+BDNF.
Valores relativos al tiempo 0 a las 24 y 48 horas (*p < 0.001).
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V.2.4.2. Estudio del efecto de la adicion de BDNF sobre los niveles
intracelulares de ROS

Los niveles intracelulares de ROS en las células diferenciadas con ec23 aumentaron 1.4
veces respecto al control sin diferenciar a los 60 minutos. En este mismo tiempo, en las

células SH-SY5Yd estos niveles se incrementaron 4.0 veces (p <0.01).

Comparando los dos métodos de diferenciaciéon, se observa que en las células
SH-SY5Yd los niveles intracelulares de ROS son mas elevados (3.7 y 2.9 veces alos 30y
60 minutos, respectivamente) que los obtenidos en las células diferenciadas con ec23

1uM, tal y como se puede observar en la figura 24 (p <0.001).
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Figura 24. Niveles intracelulares de ROS en las células SH-SY5Y diferenciadas con ec23 y SH-
SY5Yd. Valores expresados en unidades arbitrarias de fluorescencia a los 30 y 60 minutos (*p
<0.001).

V.2.4.3. Seleccidn de poblacion tipo N

Como se ha sefialado previamente, en la linea celular del neuroblastoma SH-SY5Y se
han identificado dos fenotipos celulares diferentes: el fenotipo neuroblastico (células
tipo N) y las sustrato-adherentes (células tipo S). Con el protocolo de diferenciacién
utilizado, después del tratamiento con ec23 y BDNF, las células tipo N se diferencian a
un fenotipo neuronal, desarrollando un nimero elevado de neuritas largas y finas (fig.
25B, punta de flecha), mientras que las células tipo S se diferencian a un fenotipo
epitelial, mostrando una gran adhesién al sustrato y formando pequefios agregados

(fig.25B, flecha).

El hecho de haber identificado estas dos poblaciones celulares en los cultivos de células

tratadas con ec23 y BDNF para inducir su diferenciacion, planted la necesidad de llevar
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a cabo un proceso de seleccidn que excluyera de los cultivos a la poblacion de células

gue no cumpliera los criterios de diferenciacién morfolédgica que habiamos establecido.

De este modo, la separacién de células tipo N y tipo S se realiza en funcién de su
diferente adhesidn al sustrato. Las células tipo S son mas grandes y mas planas que las

de tipo N y presentan fuerte adhesién al sustrato.

La subpoblacion tipo N se seleccioné mediante tripsinizacion rdpida (tripsina-EDTA),
ligera agitacion del frasco durante 2 segundos y transfiriendo la suspensién celular
enriquecida de células tipo N a un nuevo frasco (fig.25C y D). De esta forma, las células

tipo S permanecieron adheridas al frasco y fueron desechadas.
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Figura 25. Imagenes de las células SH-SY5Yd, microscopia de contraste de fases [A] y [C] ¥
microscopia confocal con inmunomarcaje del NF-200 con Alexa Fluor® 488 (verde) y nucleos
con Hoechst (azul) [B] y [D] (objetivo 40x). Poblacion heterogénea con células tipo S (flecha) y
células tipo N (punta de flecha) [B]. Células tipo N seleccionadas [D].
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Los resultados obtenidos en relacion al efecto del ec23 sobre los niveles de ROS,
la proliferacién y el fenotipo celular, junto con las caracteristicas fisico-quimicas
de estabilidad de este compuesto, permiten afirmar que el retinoide ec23 es un

buen agente inductor de la diferenciacién de las SH-SY5Y.

Asi mismo, anadir un pulso de BDNF mejora el efecto diferenciador del ec23 en
los cultivos, obteniendo el maximo grado de diferenciacion en el dia 10,
momento en el cual las células expresan un mayor nimero y extension de

neuritas.
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V.3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE LAS CELULAS
SH-SY5Y DIFERENCIADAS (SH-SY5Hd)

V.3.1. Efecto del estrés oxidativo sobre la viabilidad celular

El tratamiento con 0.25mM de H,0, produjo una disminucién significativa de la
viabilidad de las células SH-SY5Yd. Como se observa en la figura 26, la exposiciéon al
H,0, redujo 1.3 veces la viabilidad celular con respecto al control a las 24 horas. De la
misma forma, la viabilidad se redujo 1.7 veces con respecto al control, en el tiempo 48

horas (p <0.001).
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Figura 26. Viabilidad de células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo. Valores relativos al
control a las 24 y 48 horas (*p <0.001).

V.3.2. Efecto del estrés oxidativo sobre los niveles intracelulares de ROS

La oxidacién de las células SH-SY5Yd con H,0, induce un incremento significativo de los
niveles intracelulares de ROS comparado con los del control. Como muestra la figura
27, transcurridos 5 minutos desde el inicio de la oxidacién, este incremento es de 1.2
veces en relacion a los valores del control, llegando a ser de 3.0 y 3.8 veces a los

tiempos 30 y 60 minutos respectivamente (p <0.01).
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Figura 27. Niveles intracelulares de ROS en SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo. Valores
expresados en unidades arbitrarias de fluorescencia a los 5, 30 y 60 minutos (+p <0.01).

V.3.3. Efecto del estrés oxidativo sobre la expresion de NF-200

La figura 28 muestra el inmunomarcaje de cultivos SH-SY5Yd control y SH-SY5Yd
sometidas a estrés oxidativo. El registro se tomd transcurridas 48 horas desde la
oxidacion. La figura 28A muestra un cultivo en semiconfluencia, en el que las células
presentan morfologia tipica de neuronas multipolares con neuritas largas que estan
marcadas positivamente para el NF-200. La imagen 28B corresponde a un cultivo en el
que las células han sido expuestas a 0.25 mM de H,0, 48 horas antes. En este caso, se
observa una densidad celular menor del cultivo, constituido por células cuyos somas
tienden a agregarse y mantienen las neuritas con marcaje positivo para NF-200. Estas
neuritas presentan vesiculas axonales, caracteristicas de cultivos primarios de

neuronas sometidas a estrés oxidativo, que también son positivas para el NF-200.

Figura 28. Imagenes de microscopia de fluorescencia de inmunodetecciéon de NF-200 con Alexa
Fluor® 488 (verde) y nucleos con Hoechst (azul) en células SH-SY5Yd control [A] y oxidadas [B]
(objetivo 20x).
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V.3.4. Efecto del estrés oxidativo sobre los parametros de electrofisiologia

Después de la exposicion al H,0, de las células SH-SY5Yd se examinaron sus
propiedades electrofisioldgicas empleando registros de pacht clamp. Se observé que el
valor del potencial de membrana registrado en reposo de las células SH-SY5Yd
oxidadas era similar al de las células control (fig. 29A). Sin embargo, el valor de la
resistencia de membrana registrado en las células oxidadas se redujo
significativamente respecto al de las células control (fig. 29B, #p < 0.05). Ademas, la
capacitancia de la membrana medida en las células oxidadas se redujo
significativamente respecto al valor obtenido en las células control (fig. 29C, #p < 0.05).
Por ultimo, la exposicion al H,0, de las células SH-SY5Yd alterd la amplitud de las
corrientes voltaje dependientes de K', siendo la diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control cuando el potencial de membrana era -10 mV y

50 mV (#p < 0.05, fig. 29D).
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Figura 29. Analisis electrofisioldgico de células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo. Medida
del potencial de membrana [A], resistencia [B], capacitancia [C] y corriente vs voltaje [D]
(#p <0.05).
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El estrés oxidativo inducido por el H,0, en nuestro modelo neuronal SH-SY5Yd
ocasiona unos cambios morfoldgicos (aparicion de vesiculas axonales) y
funcionales (electrofisioldgicos) caracteristicos de un estado inicial de

neurodegeneracion, tal y como han descrito algunos autores (Fukui K, 2011).

Una vez estudiado el estrés oxidativo en las SH-SY5Yd, se plantearon varias
estrategias terapéuticas: a) terapia celular basada en el empleo de ADSCs vy, b)
terapia basada en el uso de antioxidantes (NAC). Ademas, se estudio el efecto de
la adicion de la NAC y de la neurotrofina BDNF al medio acondicionado por

ADSCs.
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V.4. ESTUDIO DEL EFECTO MODULADOR DE LAS ADSCs SOBRE LAS CELULAS
SH-SY5Hd SOMETIDAS A ESTRES OXIDATIVO

En la actualidad, la terapia celular con ADSCs en medicina regenerativa es uno de los
hitos mas importantes en investigacion biomédica. En el siguiente estudio se analiza el
potencial terapéutico de las ADSCs sobre las células SH-SY5Yd sometidas a estrés

oxidativo.

V.4.1. Efecto del co-cultivo con ADSCs sobre las células SH-SY5Yd sometidas a
estrés oxidativo

El efecto modulador de las ADSCs se analizd6 mediante su co-cultivo con SH-SY5Yd

previamente oxidadas con 0.25mM de H,0..

En primer lugar, se observéd que las ADSCs mantuvieron una actividad proliferativa

normal en los soportes transwell durante las 48 horas del cultivo.

Con respecto a las células SH-SY5Yd, la oxidacion redujo de forma significativa la
viabilidad celular (p <0.05), llegando a ser ésta 1.7 veces menor que la del control a las

48 horas (fig.30).

Cuando las células SH-SY5Yd oxidadas fueron co-cultivadas con ADSCs, mostraron una
recuperacion de la actividad proliferativa, llegando incluso a superar los valores de las
SH-SY5Yd no oxidadas. Asi, a las 48 horas, la viabilidad de las SH-SY5Yd oxidadas y en
co-cultivo con ADSCs fue 1.2 veces superior a la de los controles y 2.0 veces mayor a la

de las células SH-SY5Yd oxidadas (p <0.001, fig.30).
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Figura 30. Viabilidad de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y en co-cultivo con las
ADSCs. Valores expresados en nimero de células relativo al control a las 24 y 48 horas (*p
<0.001, #p <0.05).

V.4.2. Analisis del contenido del ADSC-MA y de su efecto sobre las células
SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo

El método de co-cultivo empleado (transwell) implica que ambos tipos celulares
comparten exclusivamente el medio de cultivo, lo que sugiere que el efecto inductor
de la proliferacién de las SH-SY5Yd oxidadas es debido al acondicionamiento de este

medio por las ADSCs.

Con el objetivo de determinar la posible presencia de factores de crecimiento
relacionados con la proliferacién de las SH-SY5Yd, se llevd a cabo un analisis del
contenido en BDNF y GDNF en el ADSC-MA. Para ello, se obtuvo dicho medio tal y

como se describe en el apartado 1V.1.2.5. del material y métodos.

V.4.2.1. Andlisis del contenido del ADSC-MA

El analisis del contenido en BDNF y GDNF en el ADSC-MA se llevd a cabo segun el

protocolo descrito en el apartado IV.1.3.8. del material y métodos.

El andlisis de la muestra control (DMEM) mostré la ausencia de BDNF y GDNF. Sin
embargo, como se observa en la figura 31, en el ADSC-MA se detectaron 0.481ng/ml

de BDNF y de 0.138 ng/ml de GDNF.
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Figura 31. Analisis del contenido en BDNF y GDNF mediante ELISA, en el ADSC-MA. Valores
expresados en ng/ml.

V.4.3. Efecto del ADSC-MA sobre la proliferacion celular

El tratamiento de las SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo con ADSC-MA indujo un
incremento de la viabilidad celular a las 48 horas respecto a las células control, similar
al observado en las condiciones de co-cultivo descritas en el apartado V.4.1. De hecho,
no existieron diferencias significativas entre la viabilidad de las células co-cultivadas
con ADSCs vy las células tratadas con ADSC-MA. Asi, se observé un aumento de 1.2y 2.0
veces en el numero de células oxidadas y tratadas con ADSC-MA respecto a las células
SH-SY5Yd oxidadas y no tratadas, a las 24 y 48 horas respectivamente (*p <0.001;
fig.32).
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Figura 32. Viabilidad de las células SH-SY5Yd, sometidas a estrés oxidativo, en tratamiento con
ADSC-MA y en co-cultivo. Valores expresados en nimero de células relativo al control a las 24 y
48 horas (*p <0.001, #p <0.05).

V.4.4. Efecto del ADSC-MA sobre los niveles intracelulares de ROS

El tratamiento de las células SH-SY5Yd oxidadas con ADSC-MA incrementd en 1.7 y 2.3
veces los niveles intracelulares de ROS respecto a las células sin oxidar a los 30 y 60
minutos respectivamente. Por otro lado, los niveles intracelulares de ROS de las células
SH-SY5Yd oxidadas y tratadas con ADSC-MA se redujeron 1.8 y 1.6 veces respecto a las

células oxidadas sin tratar a los 30 y 60 minutos respectivamente (p <0.001, fig.33).
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Figura 33. Niveles intracelulares de ROS en las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y
tratadas con ADSC-MA. Valores relativos al control a los 5, 30 y 60 minutos (*p <0.001).
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V.4.5. Efecto del ADSC-MA sobre la expresion de NF-200

La figura 34 muestra el inmunomarcaje de cultivos SH-SY5Yd sometidas a estrés
oxidativo y SH-SY5Yd oxidadas y tratadas con MA. El registro se tomo transcurridas 48
horas desde la oxidacidn. La imagen 34A muestra un cultivo con baja densidad celular,
formado por células cuyos somas tienden a agregarse y que presentan un marcaje
positivo para NF-200, tanto en sus neuritas como en las vesiculas axonales
caracteristicos de éstas. La imagen 34B corresponde a un cultivo en el que las células
han sido expuestas a 0.25 mM de H,0, y tratadas con ADSC-MA durante 48 horas. En
este caso la micrografia muestra un cultivo en semiconfluencia en el que las células
presentan morfologia tipica de neuronas multipolares, con neuritas largas carentes de

vesiculas axonales y marcadas positivamente para el NF-200.

Figura 34. Imdgenes de microscopia de fluorescencia con inmunomarcaje del NF-200 con Alexa
Fluor® 488 (verde) y nucleos con Hoechst (azul) en células SH-SY5Yd oxidadas [A] y, oxidadas y
tratadas con ADSC-MA [B] (objetivo 20x).

V.4.6. Efecto del ADSC-MA sobre la electrofisiologia

Tras el tratamiento de las células oxidadas con ADSC-MA, se empled la técnica del
patch clamp para estudiar sus propiedades electrofisioldgicas. Se observé que el valor
del potencial de membrana registrado en reposo de las células SH-SY5Yd oxidadas era
similar al de las células tratadas con ASC-MA (fig. 35A). Sin embargo, la capacitancia de
la membrana (*p < 0.001, fig. 35B) y la resistencia de membrana en las células tratadas
con ADSC-MA se vieron aumentadas (fig. 35C). Por ultimo, el tratamiento de las células
oxidadas con ADSC-MA incrementd la amplitud de las corrientes voltaje dependientes

de K+ desde -70 mV hasta +50 mV, con respecto al grupo sin tratar (#p < 0.05; fig.35D).
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Figura 35. Analisis electrofisioldgico de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y
tratadas con ADSC-MA. Medida del potencial de membrana [A], resistencia [B], capacitancia [C]
y corriente vs voltaje [D] (*p <0.001).
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V.5. ESTUDIO DEL POSIBLE EFECTO MODULADOR DE LA NAC SOBRE SH-SY5Yd
SOMETIDAS A ESTRES OXIDATIVO, AISLADO O EN COMBINACION CON ADSC-
MA

El empleo de farmacos antioxidantes puede prevenir dafios ocasionados por el estrés
oxidativo. Uno de los empleados con mayor frecuencia es la NAC, cuya administracion

aporta cisteina a la célula para facilitar la sintesis de GSH.

Resultados obtenidos en estudios previos de nuestro grupo de investigacion,
determinaron la concentracién de 5 mM de NAC como la idénea para el tratamiento de
diferentes tipos celulares. Teniendo en cuenta estos datos, se evalud el efecto aislado
de la NAC, asi como el efecto de la adicidon de dicho agente al ADSC-MA para el
tratamiento de SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo. El efecto se analizé a través de
los siguientes parametros: viabilidad celular, niveles intracelulares de ROS, expresién

de NF-200 y actividad electrofisioldgica.

V.5.1. Efecto sobre la viabilidad celular

El tratamiento con 5 mM de NAC no ejercid ningun beneficio terapéutico sobre las
células SH-SY5Yd oxidadas a ninguno de los dos tiempos medidos, 24 y 48 horas.
Ademas, la combinacion de la NAC con el ADSC-MA tampoco supuso una mejora de la
viabilidad, reduciendo incluso los valores con respecto a las SH-SY5Yd oxidadas vy

tratadas con ADSC-MA (*p <0.001, #p <0.05; fig.36).
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Figura 36. Viabilidad de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo, tratadas con ADSC-
MA, NAC o NAC+ADSC-MA. Valores relativos al control a las 24 y 48 horas (*p <0.001, #p <0.05).

101



V. Resultados

V.5.2. Efecto sobre los valores intracelulares de ROS

El tratamiento con 5 mM de NAC disminuyd los niveles de ROS de las SH-SY5Yd
oxidadas, con respecto a los valores de células no tratadas (5.8, 7.9y 7.2 veces a los 5,
30 y 60 minutos, respectivamente). La combinacién de NAC y ADSC-MA produjo una
disminucién aun mayor de los niveles intracelulares de ROS (16.8 y 16.0 veces a los 30

y 60 minutos, respectivamente; p <0.001, fig.37).
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Figura 37. Niveles intracelulares de ROS en SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y tratadas
con ADSC-MA, NAC y NAC+ADSC-MA. Valores relativos al control medidos a 5, 30 y 60 minutos
(*p <0.001).

V.5.3. Efecto sobre la expresion de NF-200

La figura 26 muestra el inmunomarcaje de SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y
tratadas con NAC, ADSC-MA y NAC+ADSC-MA. El registro se tomd transcurridas 48
horas desde la oxidacién. Las células expuestas a 0.25 mM de H,0, y tratadas con NAC
durante 48 horas, presentan una morfologia tipica de neuronas con un marcaje
positivo para el NF-200, tanto en sus neuritas como en las vesiculas axonales, las
cuales, a pesar del tratamiento con el agente antioxidante, permanecen presentes en
proporcién similar a la de las células SH-SY5Yd control sin tratar (fig.38A). En el caso de
los cultivos expuestos a 0.25 mM de H,0, y tratados con ADSC-MA durante 48 horas,
las células tienen la caracteristica morfologia neuronal, con largas y abundantes
neuritas marcadas positivamente para el NF-200, y con una practica ausencia de las
vesiculas axonales anteriormente citadas (fig.38B). Por ultimo, los cultivos expuestos a

0.25 mM de H,0, y tratados con NAC+ADSC-MA muestran una densidad celular similar
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a las células de la figura 38A, presentando igualmente morfologia neuronal, con
neuritas largas y abundantes marcadas con NF-200, y también con una clara reduccidn

del nimero de vesiculas axonales (fig.38C).
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Figura 38. Imagenes de microscopia de fluorescencia con inmunomarcaje para el NF-200 con
Alexa Fluor® 488 (verde) y nucleos con Hoechst (azul), en células SH-SY5Yd oxidadas y tratadas
con NAC [A], oxidadas y tratadas con ADSC-MA [B] oxidadas y tratadas con ADSC-MA + NAC [C]
(objetivo 20x).

V.5.4. Efecto sobre los parametros de electrofisiologia

El tratamiento con la NAC no afectd significativamente el potencial de membrana ni la
capacitancia celular medidas en las SH-SY5Yd oxidadas (fig. 39A y 39B). Por el
contrario, provocé un incremento en la medida de la resistencia (*p <0.001, +p <0.01,
#p <0.05, fig. 39C). Ademas, la adicion de NAC al ADSC-MA no alterd significativamente
los parametros medidos en las células oxidadas y tratadas con NAC. Por dltimo, ni el
tratamiento con NAC ni la combinaciéon de NAC con ADSC-MA modificaron la amplitud
de las corrientes voltaje dependientes de K+ registradas desde -70 mV hasta +50 mV

(fig. 39D).
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Figura 39. Analisis electrofisioldgico de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y
tratadas con NAC y NAC+ADSC-MA. Medida del potencial de membrana [A], resistencia [B],
capacitancia [C] y corriente vs voltaje [D] (*p <0.001, +p <0.01, #p <0.05).
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V.6. ESTUDIO DEL EFECTO DEL BDNF, AISLADO O EN COMBINACION CON
ADSC-MA, SOBRE LAS CELULAS SH-SY5Yd SOMETIDAS A ESTRES OXIDATIVO

La neurotrofina BDNF regula funciones cruciales en el sistema nervioso, como son
inducir la diferenciacion de las células madre neuronales, intervenir en la supervivencia
de las neuronas ya existentes y en el aumento de las conexiones sinapticas. Se ha
demostrado en estudios in vitro que el BDNF mejora la supervivencia y la

diferenciacion de distintos tipos de neuronas (Benninger, 2000).

Teniendo en cuenta estos datos, se evalud el efecto del BDNF, administrado de forma
aislada y en combinacién con ADSC-MA, sobre las células SH-SY5Yd sometidas a estrés
oxidativo, analizando para ello los siguientes pardmetros: viabilidad celular, niveles

intracelulares de ROS, expresién de NF-200 y la actividad electrofisiolégica.

V.6.1. Efecto sobre la viabilidad celular

La viabilidad celular se analizé a las 24 y 48 horas tras el tratamiento con BDNF. Asi, a
las 24 horas no se observé ningin beneficio terapéutico del tratamiento con BDNF o
BDNF+ADSC-MA sobre las células oxidadas. Sin embargo, a las 48 horas, los
tratamientos con BDNF y BDNF+ADSC-MA indujeron un incremento significativo de la
viabilidad respecto a las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo no tratadas

(*p <0.001; #p <0.05), viabilidad que llegé incluso a alcanzar los valores del control no

oxidado (fig.40).
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Figura 40. Viabilidad de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo, sin tratar, tratadas
con ADSC-MA, con BDNF y con BDNF+ADSC-MA. Valores relativos al control a las 24 y 48 horas
(*p <0.001, #p <0.05).
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V.6.2. Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS

El tratamiento de las células SH-SY5Yd oxidadas con 2nM de BDNF provocé un
aumento de los niveles intracelulares de ROS de 3.6, 2.5 y 2.4 veces respecto al control
a los 5, 30 y 60 minutos, respectivamente. El tratamiento combinado BDNF + ADSC-MA
también aumentd los niveles intracelulares de ROS a los 30 y 60 minutos, pero sin
alcanzar valores tan elevados (1.5 y 1.6) como con el tratamiento aislado con BDNF

(p <0.001, fig.41).

H,0,

H,0, + ADSC-MA
H,0, + BDNF

H,0, + BDNF + ADSC-MA

Niveles intracelulares de ROS
(u.a)

Tiempo (min)

Figura 41. Niveles intracelulares de ROS en células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo,
tratadas con ADSC-MA, BDNF o BDNF + ADSC-MA. Valores relativos al control (0.25mM H202)
medidos a los 5, 30 y 60 minutos (*p <0.001).

V.6.3. Efecto sobre el fenotipo neuronal NF-200

La figura 42 muestra el inmunomarcaje para NF-200 de las células SH-SY5Yd sometidas
a estrés oxidativo y tratadas con BDNF, ADSC-MA o BDNF + ADSC-MA. El registro se
tomoé transcurridas 48 horas desde la oxidacidn. En los tres casos, las células presentan
la caracteristica morfologia neuronal y un éptimo nivel de marcaje NF-200 de sus largas
y abundantes neuritas. Asi mismo, se observa una disminucion significativa de las
vesiculas axonales en las células tratadas sélo con BDNF (fig.42A), las cuales estan
practicamente ausentes en las células tratadas con ADSC-MA (fig.42B) y BDNF + ADSC-
MA (fig.42C).
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H,0, + BDNF +/ADSC-MA

Figura 42. Imagenes de microscopia de fluorescencia con inmunomarcaje de NF-200 con Alexa
Fluor® 488 (verde) y nucleos con Hoechst (azul), en células SH-SY5Yd oxidadas y tratadas con
BDNF [A], oxidadas y tratadas con ADSC-MA [B] y oxidadas y tratadas con BDNF + ADSC-MA [C]
(objetivo 20x).

V.6.4. Efecto sobre los parametros de electrofisiologia

Tras el tratamiento de las células oxidadas con BDNF, se estudiaron sus propiedades
electrofisioldgicas. Se observé que el valor del potencial de membrana, registrado en
reposo, de las células SH-SY5Yd oxidadas era similar al de las células tratadas con BDNF
(fig. 43A). Sin embargo, se produjo un aumento de la capacitancia (*p <0.001; fig. 43B)
y de la resistencia de la membrana en las células tratadas con BDNF (fig. 43C). Ademas,
se registréd un aumento de la amplitud de las corrientes voltaje dependientes de K+
desde -70 mV hasta +50 mV, siendo los valores de las SH-SY5Yd oxidadas y tratadas
mayores que los obtenidos en las células no tratadas. Por otro lado, la combinacién del
BDNF con ADSC-MA no modifico los valores registrados con el tratamiento con BDNF
aislado. Por ultimo, no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados

con ADSC-MA y BDNF.
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Figura 43. Analisis electrofisioldgico de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y
tratadas con ADSC-MA, BDNF y BDNF+ADSC-MA. Medida del potencial de membrana [A],
resistencia [B], capacitancia [C] y corriente vs voltaje [D] (*p <0.001, # p<0.05).
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VI. Discusion

El estrés oxidativo y la neuroinflamacién juegan un papel fundamental en Ia
fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas. Estas patologias se
caracterizan por un dano neuronal y una pérdida progresiva de neuronas, que conduce
a la disminucién de las funciones cognitivas y motoras. Debido a la irreversibilidad
degenerativa de estos trastornos crénicos, no existe en la actualidad ningun
medicamento eficaz o método de terapia que pueda mitigar los sintomas por

completo.

Durante los ultimos afios se han propuesto nuevas terapias que tienen por objetivo
ralentizar la progresion de estas enfermedades y paliar la pérdida funcional neuronal
gue afecta gravemente a la vida diaria del paciente. En este sentido, la terapia celular
con MSCs ha surgido como una de las estrategias mas prometedoras para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Tanna T, 2014). La utilizacién
terapéutica de las MSCs en modelos preclinicos ha mostrado importantes efectos
beneficiosos, reduciendo los defectos neurolégicos, regulando la inflamacién vy
promoviendo mecanismos enddgenos de reparacion del SNC (Feisst V,2015; Squillaro
T, 2016; Ullah I, 2015), lo que ha motivado que, en la actualidad, se esté evaluando la
eficacia de este tipo de terapia en, cerca de, un centenar de ensayos clinicos con
pacientes afectados por enfermedades neuroldgicas, incluidas las neurodegenerativas
(EA, EP, esclerosis multiple y esclerosis lateral amiotrdfica). De hecho, existen en la
actualidad compafiias biotecnoldgicas que han desarrollado patentes relacionadas con
productos para trasplantes de MSCs derivadas de médula désea para su aplicacion
futura en enfermedades neurodegenerativas (Giordano A, 2007). En la actualidad, si
bien la infusidén y la administraciéon de las MCS parecen ser bien toleradas, todavia
existe un amplio abanico de incertidumbres y, hasta el momento, los beneficios a largo

plazo siguen siendo inciertos (Squillaro T, 2016; Lo Furno D, 2017).

En el presente trabajo se ha estudiado la capacidad neuroprotectora de las ADSCs y de
la NAC, de forma aislada y en combinacién, sobre un modelo in vitro de estrés
oxidativo inducido en células SH-SY5Y. La justificacidon de la eleccién de ambos agentes
terapéuticos se debe a diversas razones. Por un lado, la NAC es una sustancia con gran
capacidad para incrementar la capacidad antioxidante celular, reducir de forma
significativa los niveles de ROS y ser uno de los agentes antioxidantes que ha sido mas
ampliamente utilizados en experimentacion, no sdlo por nuestro grupo de

investigacion, sino también por multiples autores, en su aplicacién antiinflamatoria,
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antitumoral y neuroprotectora (Palomares T, 2017; Karalija A, 2014; Rushworth GF,
2014). Por otro lado, las ADSCs es uno de los tipos de MSCs que estan suscitando
actualmente un mayor interés clinico debido a su facil obtencidn y a sus propiedades
biolégicas (antioxidante, antiinflamatoria e inmunomoduladora). De hecho, se estan
llevando a cabo ya diversos ensayos clinicos aplicados a enfermedades
cardiovasculares, pulmonares y, también, neurodegenerativas, correspondiendo a este
ultimo un total de seis ensayos clinicos, algunos en proceso de reclutamiento y uno ya
completado, si bien adn no se dispone de conclusiones al respecto (clinicaltrial.gov, 25

de noviembre de 2017).

El estudio del efecto neurolégico del estrés oxidativo, su implicacion en las
enfermedades neurodegenerativas, asi como el andlisis de la eficacia de nuevas
propuestas terapéuticas, requiere de un buen modelo neuronal adaptado a las
condiciones in vitro. El alto grado de diferenciacién de las neuronas, hace que se
caractericen por ser una poblacion celular muy dificil de mantener en cultivo, con una
supervivencia muy limitada. Ademas, su aislamiento de tejidos animales para la
obtencién de cultivos primarios resulta, igualmente dificultoso, por la presencia de
otras poblaciones celulares del sistema nervioso central. Como alternativa a los
cultivos primarios, uno de los recursos utilizados para conseguir cultivos homogéneos
gue permitan obtener resultados reproducibles, es la utilizacion de lineas celulares

derivadas de tumores neuronales.

Para el desarrollo de este trabajo se ha seleccionado la linea celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y. Esta es una de las lineas mds empleadas como modelo celular para el
estudio in vitro de neurotoxicidad inducida por el estrés oxidativo y para la evaluacion
de diferentes tratamientos neuroprotectores (Shipley MM, 2016). Dicha linea se
describe como una poblacién celular en la que se identifican dos fenotipos
morfoldgicos diferentes, uno de tipo neuroblastico (tipo N) y otro epitelial (tipo S).
Estos dos tipos celulares se distinguen por su diferente adhesividad al sustrato,
presentando la poblacion tipo S una mayor adhesividad que la tipo N (Encinas M,

2000).

De forma preliminar, estudiamos el efecto del estrés oxidativo en las células SH-SY5Y.
Se han descrito diferentes métodos de induccion de estrés oxidativo; entre ellos,

destacan la exposicidon de las células a bajas concentraciones de oxigeno (Snyder B,
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2017) o bien a compuestos quimicos para inducir, en ambos casos, un ambiente de
hipoxia (Chen H, 2017; Sigalov E, 2001), y el tratamiento con H,0,, uno de los ROS mas
importantes relacionados con la neuroinflamacién y las enfermedades
neurodegenerativas (Imlay JA, 2008). Para nuestro estudio, seleccionamos este ultimo
método inductor de estrés oxidativo y, basandonos en lo descrito por otros autores
(Ramful D, 2010; Wei J, 2012), administramos un unico pulso de H,0, en el medio de
cultivo, a concentraciones crecientes (0.01 — 1 mM), durante un periodo de 60
minutos. Como era previsible, observamos que la exposicién al H,0, produjo un
descenso dosis-dependiente de la proliferacion celular. A partir de los datos obtenidos
se calculd el valor ICsq, valor que indica la dosis de oxidante que causa la muerte al 50%
de la poblacién celular. Segin nuestro estudio, para las células SH-SY5Y, dicho valor
corresponde a una concentracion de 0.244 mM, la cual es muy similar a la obtenida por

otros autores (Esmaeili MA, 2015).

A continuacidén, establecimos el modelo de diferenciacion de las células SH-SY5Y hacia
fenotipo neuronal. Para ello, primeramente se determind el sustrato y el medio de

cultivo adecuados para obtener una diferenciacién dptima.

Con el objetivo de facilitar la adhesion de las células a las superficies de cultivo, se
emplearon dos sustratos diferentes, la Poli-D-lisina y la laminina. Con ambos
compuestos se incrementd la adhesion de las células, pero observamos un cierto
efecto téxico en la Poli-D-lisina que no se produjo con la laminina. Ademas, al igual que
otros autores, obtuvimos un mayor crecimiento de neuritas en las células cultivadas
sobre este ultimo sustrato. Esto se debe a que la laminina es la principal proteina
presente en la matriz extracelular del cerebro en desarrollo y estimula el crecimiento

de células neuronales en cultivos in vitro (Dwane S, 2013).

Respecto al medio de cultivo adecuado para obtener una diferenciaciéon éptima de las
células SH-SY5Y, a lo largo de los afios se han ido publicando diversos protocolos de
diferenciacion. En 1981, Pahlman y cols. demostraron que la exposicién durante cuatro
dias a ésteres de forbol, como el 12-O-tetradecanoforbol-13-acetato (TPA), inducia
cambios morfoldgicos caracteristicos de diferenciacién, como el crecimiento de
neuritas e, inhibia parcialmente la proliferacion celular de las células SH-SY5Y. Otro
protocolo de diferenciacién basado en la exposicién durante tres dias de las células

SH-SY5Y a dibutiril-cAMP (dbcAMP), disminuia la agregacién celular e inducia un
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aumento en la longitud de las neuritas y su ramificacion. Pero, sin duda, uno de los
métodos mejor implementados y caracterizados para inducir la diferenciacién de las
células SH-SY5Y, es a través del tratamiento con ATRA. Este compuesto es un derivado
de la vitamina A, cuyas propiedades promotoras de la diferenciacion celular y de la
inhibicion del crecimiento celular son bien conocidas. Generalmente, el ATRA se
administra a una concentracion 10 uM durante un minimo de tres a cinco dias
(Kovalevich J, 2013). Sin embargo, este retinoide natural es inestable y muy susceptible
a la fotoisomerizacién, pudiendo llegar a degradarse. Debido a esto, la concentracién
de ATRA activo en el medio de cultivo puede no ser estable, obteniéndose una
respuesta celular variable e impredecible. Por esta razén, se han disefiado nuevos
retinoides sintéticos como el ec23. Este compuesto posee mayor estabilidad quimica y
fisica que el ATRA, manteniendo su actividad bioldgica y obteniendo una mayor
precision en el proceso de diferenciacidon neuronal. El ec23 se ha empleado durante la
diferenciacidon de neuronas humanas y células madre embrionarias, demostrando una
potente actividad bioldgica en la induccién de la neurogénesis in vitro (Christie VB,

2010; Clemens G, 2013).

En nuestro estudio, con el objetivo de optimizar la diferenciacién de las células
SH-SY5Y, comparamos el efecto diferenciador del ATRA con el del ec23, analizando
para ello el efecto en diversos pardmetros biolégicos, como la proliferacién celular, la
generacién de ROS y los cambios morfoldgicos de las células SH-SY5Y hacia un fenotipo

neuronal.

Nuestros resultados muestran que, en el dia siete a partir del inicio del tratamiento,
ambos retinoides provocan una reduccion similar de la proliferacion de las células
diferenciadas respecto al control, siendo mayor esta diferencia en el dia diez. Respecto
a los niveles intracelulares de RQOS, sdlo en las células tratadas con ATRA se encontré
un incremento significativo de los niveles de ROS respecto al control, lo que sugiere
gue el retinoide natural induce un mayor estado de estrés oxidativo que el sintético.
Por ultimo, ambos retinoides indujeron cambios morfolégicos similares hacia un
fenotipo neuronal, como demuestra una similar expresion de NF-200, objetivada
mediante técnicas de inmunofluorescencia, y la presencia de extensiones tipo neurita

de las células SH-SY5Y diferenciadas.
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Una vez analizados todos estos resultados, decidimos emplear el nuevo retinoide
sintético ec23 para la diferenciacion de las células SH-SY5Y, por poseer, como ya se ha

indicado previamente, mayor estabilidad fisica y quimica que el ATRA.

Sin embargo, ninguno de estos retinoides permitié alcanzar un cultivo homogéneo de
células con un nivel dptimo de diferenciacién a fenotipo neuronal. Diversos autores
han sefialado la importancia de afadir factores neurotréficos, en particular el BDNF,

para lograr dicho grado de diferenciacién neuronal de estas células.

Las neurotrofinas como el BDNF, el NGF, o la NT-3, son factores de crecimiento que
regulan el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central y periférico, y cuyos
efectos bioldgicos estan mediados por la interaccién y activacion de dos receptores
transmembrana: los receptores de neurotrofinas p75 y los receptores tirosina quinasa
Trk, siendo TrkA, TrkB y TrkC los receptores especificos para NGF, BDNF y NT-3,
respectivamente (Kang SS, 2017). Se ha descrito, por un lado, que el tratamiento con
ATRA induce la expresién de TrkB en las células SH-SY5Y (Encinas M, 2000) y, por otro,
que el tratamiento con BDNF activa el recetor TrkB, desencadenando la fosforilacion
de tirosinas de proteinas celulares que, a su vez, activan las vias de sefalizacion
mediadoras de la diferenciacién neuronal, la supervivencia celular y la neurogénesis
(Kang SS, 2017). Por estas razones, se han establecido protocolos de diferenciacion de

la linea celular SH-SY5Y combinando ATRA y BDNF (Encinas M, 2000).

El BDNF es una molécula relacionada con la proliferacion y diferenciacion de células
madre neuronales y, como han demostrado diversos autores, su combinacién con

ATRA incrementa la expresion de genes sindpticos (Goldie BJ, 2014).

Basandonos en estos datos, realizamos un segundo grupo de experimentos, donde se
analizd el efecto de la adicion de BDNF al tratamiento con ec23 en el grado de
diferenciacion neuronal, evaluando los tres pardmetros biolégicos sefalados
anteriormente. Pudimos observar que la proliferacién de las células tratadas con
ec23+BDNF se redujo en mayor medida que la de las células tratadas sélo con ec23.
Este efecto se correlaciond con un incremento de los niveles intracelulares de ROS
inducido por el BDNF, no habiendo encontrado en la bibliografia ninguna referencia en

este sentido.
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Tras aplicar el protocolo de diferenciacion ec23+BDNF, se observd que una
considerable proporcién de células tipo N se diferenciaron hacia un fenotipo neuronal,
mostrando cuerpos con morfologia piramidal y desarrollando un elevado nimero de
neuritas largas y finas con amplia arborizacién. Sin embargo, las células tipo S formaron
pequefios agregados de células redondeadas y refringentes, pero sin presentar
cambios morfoldgicos de diferenciacion. Ademas, el porcentaje de dichas células tipo S
se fue incrementando progresivamente durante el periodo de diferenciaciéon, dando
lugar a cultivos con una excesiva proporcion de células de este tipo. Aunque este
comportamiento celular durante la diferenciacion de las células SH-SY5Y ha sido
descrito previamente por otros autores (Encinas M, 2000), para nuestro estudio
supuso una verdadera limitacién. Por este motivo, con la finalidad de obtener una
poblacién de células diferenciadas homogénea vy, siguiendo las consideraciones
descritas previamente por otros autores (Kovalevich J, 2013), se sometid a los cultivos
celulares a una ligera tripsinizacidn, lo que permitid seleccionar las células menos

adherentes (tipo N) y eliminar asi las células tipo epitelial (tipo S).

De este modo, podemos concluir que nuestro modelo de diferenciacidon ec23 + BDNF
es un modelo reproducible y valido para estudios in vitro de toxicidad neuronal
(Cordero M, 2015) y que constituye una buena alternativa al modelo clasico de
diferenciacion ATRA+BDNF, no habiendo encontrado en la bibliografia ninguna otra

referencia publicada con dicho tipo de modelo de diferenciacion.

Una vez establecido nuestro protocolo de diferenciacion y obtenido un cultivo
enriquecido en células tipo N, procedimos al estudio del efecto del estrés oxidativo
sobre las SH-SY5Yd. Las neuronas son células muy sensibles al estrés oxidativo debido
a su elevado consumo de oxigeno durante su metabolismo, la presencia en sus
membranas de acidos grasos poliinsaturados que actian como sustrato durante la
peroxidacién lipidica y sus bajos niveles de antioxidantes enddgenos, como el GSH
(Souza Ferreira ME, 2015; Wang X, 2010). Basandonos en nuestros resultados previos
-tomando como referencia el valor de ICsy obtenido en nuestros experimentos- y los
valores detectados en diferentes estudios sobre procesos inflamatorios (Jain M, 2000;
Roy S, 2006), utilizamos como modelo de induccion de estrés oxidativo la

administracion de una Unica dosis de 0.25 mM H,0,, durante 60 minutos.
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Al igual que lo descrito por otros investigadores (Ramalingam M, 2016), el tratamiento
de las SH-SY5Yd con H,0, provocé un descenso en la viabilidad celular, descenso que
estd en concordancia con un incremento significativo de los niveles de ROS. Ademas,
mediante técnicas de inmunohistoquimica, observamos que el incremento de ROS
inducido por el H,0, estaba asociado con una tendencia a la agrupacion celular y a la
formacién de vesiculas axonales, lo cual coincide con la degeneracién axonal en
cultivos primarios de neuronas descrita en otros estudios (Fukui K, 2011). Diversos
autores han sefialado que la exposicion a H,0, induce la inhibicidn del transporte de las
vesiculas derivadas del aparato de Golgi y, mas aun, del transporte mitocondrial. Este
efecto es dosis-dependiente y, a concentraciones altas, como la que empleamos en
nuestro estudio (0.25 mM de H,0,), dicha inhibicidn es rapida y severa, contribuyendo,
segln Fangy cols., a la degeneracion axonal y a la consecuente muerte celular (Fang C,

2012).

En los estudios de electrofisiologia llevados a cabo mediante la técnica de patch clamp
se registrd una menor capacitancia en las células SH-SY5Yd sometidas a estrés
oxidativo. La capacitancia es un indicador del area de la superficie de membrana
celular (Castano J, 2014), por lo que dichos resultados concuerdan con las alteraciones
morfoldgicas observadas en las SH-SY5Yd dafadas por el H,0,. Estos resultados
demuestran que los niveles elevados de ROS también afectan a las propiedades
electrofisioldgicas de las neuronas diferenciadas. De acuerdo con esto, la menor
amplitud de la corriente medida en los canales de K* voltaje-dependientes de las
células SH-SY5Yd dafiadas por el H,0,, podria ser una consecuencia de la disminucion
de la arborizacién neuronal, ya que dichos canales se encuentran distribuidos a través
de toda la membrana celular (Tosetti P, 1998). Por otro lado, también se midieron los
potenciales de membrana en reposo de las células SH-SY5Yd oxidadas, no
observandose diferencias significativas con los valores obtenidos en las SH-SY5Yd
control. Sin embargo, los valores de la resistencia de membrana registrados en las
células SH-SY5Yd oxidadas fueron menores que los registrados en las células control.
Este resultado puede explicarse porque, aunque la disminucion de la actividad de los
canales idnicos estd relacionada con una mayor resistencia de la membrana, la
peroxidacion lipidica resultado del estrés oxidativo generado por el H,0,, debilita la

membrana celular (Radak Z, 2011).

117



VI. Discusién

El conjunto de todos estos datos indica que los cambios morfoldgicos y fisiolégicos
inducidos por el H,0, en este modelo neuronal, pueden ser un buen reflejo del estado
inicial de un proceso neurodegenerativo. En particular, incidiendo en lo sefialado
previamente, se ha sugerido también por otros autores que la formacion de vesiculas
axonales es una sefial temprana de dafo celular y degeneracién neuronal (Fukui K,

2011).

Después de estudiar el efecto del estrés oxidativo sobre las células SH-SY5Yd, se
planteé la utilizacidn de la terapia celular con MSCs, considerada una de las potenciales
estrategias terapéuticas mads relevantes para paliar las patologias neurodegenerativas,
como se ha indicado previamente (Tolar J, 2010; Zhao S, 2010). Se ha descrito que el
posible cardcter neuroprotector de estas células estaria relacionado con su capacidad
antioxidante y la actividad paracrina de su secretoma, secrecién bioactiva de un amplio
panel de moléculas, entre las que se encuentran citoquinas anti-inflamatorias (como la
interleucina 10, factor estimulante de colonias granulocito-macréfago e interferdn
alfa), factores de crecimiento neurotrdéficos (NGF, neurotrofina 3, GDNF y BDNF, entre
otros) y otros factores tréficos (VEGF, HGF, FGF-2, FGF-20, etc), microRNAs vy
componentes de la matriz extracelular (como el colageno y la fibronectina (Tanna T,

2014; Klimczak A, 2016).

En nuestro estudio trabajamos con las ADSCs, que presentan la ventaja de ser
facilmente accesibles mediante métodos de obtencidn poco invasivos (Konno M,
2013). Ademas, se han descrito algunas diferencias entre las caracteristicas especificas
de las MSC y las ADSCs, tales como la existencia de pequeiias diferencias en su
inmunofenotipo, capacidad de diferenciaciéon, propiedades inmunomoduladoras,
proteoma y transcriptoma. Las ADSCs parecen ser mas estables en cultivos a largo
plazo, muestran una viabilidad importante y senescencia menor, tienen una mayor
capacidad de proliferacidn y mantienen una alta tasa de diferenciacion en el cultivo a

largo plazo con respecto a las MSCs (Kern S, 2006; 1zadpanah R, 2006).

Estudiamos el efecto de las ADSCs sobre las SH-SY5Yd oxidadas mediante dos
estrategias: i, el co-cultivo de ambos tipos celulares y ii, el tratamiento con medio
acondicionado (ADSC-MA) de las neuronas oxidadas. En el primer caso, en presencia de
ADSCs, la poblacién de SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo recuperé su viabilidad

hasta niveles similares a los de las células control. Teniendo en cuenta que las ADSCs
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ejercieron su efecto neuroprotector en condiciones de co-cultivo, en ausencia de SBF y
sin contacto celular, se puede concluir que las ADSCs actuaron mediante el
mencionado mecanismo paracrino. Este efecto pudo ser comprobado con el
subsiguiente tratamiento con ADSC-MA, el cual indujo la recuperacion de la viabilidad
de las SH-SY5Yd estresadas hasta niveles similares a los del control, de igual manera
que el efecto obtenido mediante el co-cultivo con ADSCs. Este efecto promotor de la
supervivencia de dichas células neuronales se correlaciond con una reduccién
significativa de sus niveles de ROS derivado de la accién antioxidante del ADSC-MA.
Otra evidencia de dicho efecto neuroprotector del ADSC-MA es la mejora significativa
de la morfologia de las células SH-SY5Yd oxidadas, demostrado mediante la técnica
inmunohistoquimica para la deteccion de NF-200. De hecho, se observd una
morfologia axonal normal, con ausencia de vesiculas axonales y sin presencia de
agrupaciones celulares —caracteristicas de las SH-SY5Yd oxidadas no tratadas—, lo cual

es fruto del efecto neurotroéfico de dicho MA.

Con el objetivo de estudiar los mecanismos que explican el efecto regenerador del MA
por ADSCs, se procedid al analisis de su contenido mediante ELISA, observandose la
presencia de BDNF a una concentracion similar a la descrita por otros autores (Liang C,
2014). Este resultado concuerda con datos previos, segun los cuales la supervivencia de
las células SH-SY5Y depende de la presencia de factores de crecimiento neurotréficos,
en particular de BDNF, cuya eliminacion del medio de cultivo conduce a las células a la

apoptosis (Encinas M, 2000).

Por otro lado, los estudios electrofisiolégicos mostraron que el tratamiento con
ADSC-MA indujo un incremento de la capacitancia celular y de la amplitud de las
corrientes de K* voltaje dependientes respecto a la obtenida en las células SH-Y5Yd
oxidadas sin tratamiento. Estos datos permiten concluir que el efecto neuroprotector
del ADSC-MA restaura las propiedades funcionales de las células SH-SY5Yd después de

su exposicion al H,0..

En definitiva, nuestros resultados muestran que el empleo terapéutico del ADSC-MA,
es una estrategia eficaz para la recuperacion morfoldgica y funcional de las SH-SY5Yd

sometidas a estrés oxidativo.

En el presente estudio, ademas de demostrar el papel del ADSC-MA en la

neuroproteccién de las células SH-SY5Yd, exploramos si la adicién de agentes
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antioxidantes pudiera posibilitar un mayor grado de recuperacién de estas células tras

su exposicion al estrés oxidativo.

La utilizacidn de agentes antioxidantes es una estrategia terapéutica, a priori, plausible
que tiene como finalidad contrarrestar el dafio neuronal mediado por el estrés
oxidativo ocasionado por el incremento de los ROS que, como ya ha sido sefialado
previamente, es una caracteristica fisiopatoldégica comun en multiples enfermedades
neuroldgicas. Numerosos estudios in vitro y preclinicos in vivo de modelos de patologia
neuroinflamatoria y neurodegenerativa han obtenido resultados prometedores con la
aplicacion de la terapia antioxidante (Kim GH, 2015). Sin embargo, a pesar de los
esperanzadores efectos observados en dichos estudios preclinicos, no se ha observado
una eficacia significativa de estos agentes en los ensayos clinicos realizados con
pacientes con diferentes enfermedades neurodegenerativas. Entre las posibles causas
de la ausencia de eficacia clinica de estos productos se han descrito las siguientes: la
existencia de multiples rutas del metabolismo de los ROS, las cuales interactuan entre
si; una sefializaciéon redox comun, tanto en estado de salud como de enfermedad; la
dificultad que puede suponer la barrera hematoencefdlica para el paso de estas
sustancias al cerebro; la administracion de una dosis insuficiente y la utilizacion de
pautas de administracion inapropiadas (Carvalho AN, 2017). En la actualidad, se siguen
llevando a cabo estudios con compuestos naturales y sintéticos con actividad
antioxidante y neuroprotectora (Chiurchiu V, 2016), entre los que destacan los
siguientes: inductores de la sintesis de GSH, como la N-acetilcisteina (Deepmala D,
2015); inhibidores NOX, como la apocinina, el celastrol y el difeneleneiodonium (Sorce
S, 2012; Jaquet V, 2009; Jaquet V, 2011; Wind S, 2010), y compuestos que estimulan la
expresion de antioxidantes enddégenos a través de la activacion del factor de
transcripcion nuclear derivado de eritrocitos tipo 2 (Nrf2), como los polifenoles
(resveratrol y curcumina), el sulforano (Rege SD, 2015) y el dimetil fumarato
(recientemente aprobado por la FDA y la EMA; Wang Q, 2015). Sin embargo, todavia
son necesarios mas estudios para valorar su potencial terapéutico y posible aplicacion

clinica (Chiurchiu V, 2016).

En nuestro estudio seleccionamos la NAC, un precursor de la cisteina que, ademas de
incrementar la sintesis de glutation (el mayor antioxidante enddgeno en el cerebro),
interacciona directamente con los radicales libres. Numerosos autores han investigado,

en modelos murinos (Pandya JD, 2014) y en ensayos clinicos limitados (Deepmala D,
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2015; Rushworth GF, 2014), la capacidad de la NAC para neutralizar el desequilibrio
redox en neuronas, sugiriendo su empleo como un agente antioxidante en varias
enfermedades neuroldgicas, incluida la enfermedad de Alzheimer (Adair J, 2001). Sin
embargo, nuestros resultados demuestran que el tratamiento aislado con NAC, aunque
reduce el estrés oxidativo mediante un marcado y significativo descenso de los niveles
de ROS, no evita la presencia de vesiculas axonales, ni restablece la viabilidad celular.
Desde un punto de vista de la actividad electrofisiolégica, la NAC tampoco modifica la
capacitancia celular, ni la amplitud de las corrientes de K' voltaje dependientes
registradas en las células SH-SY5Yd después de su exposicidn al H,0,. Nuestros datos
sugieren que el uso de este antioxidante, administrado de forma aislada, es
insuficiente para reparar el dafio causado por el estrés oxidativo, siendo necesarios
mecanismos adicionales que promuevan la recuperacién de la funcionalidad de las

neuronas dafiadas.

Por otra parte, quisimos evaluar el efecto de la adicién de la NAC al ADSC-MA sobre las
neuronas dafiadas. Se ha descrito que el pretratamiento de MSCs con NAC incrementa
su capacidad antioxidante para reducir los niveles de ROS, sugiriendo que este farmaco
podria potenciar su actividad frente al estrés oxidativo (Wang Q, 2013). En nuestro
estudio, esta combinacidn produjo un efecto contraproducente, reduciendo la eficacia
terapéutica del ADSC-MA, de modo que se mantuvo la presencia de las vesiculas
axonales, las alteraciones electrofisiolégicas y una menor viabilidad celular, en
comparacién con las células tratadas exclusivamente con dicho ADSC-MA. Este efecto
se correlaciond con una reduccién muy significativa de los niveles de ROS, lo que
sugiere que la reduccién drastica de dichos niveles, ejercida por la adiciéon de NAC,

podria neutralizar la accidon neuroregeneradora del ADSC-MA.

Nuestros resultados coinciden con el moderno concepto de mitohormesis (Ristow M,
2014), segun el cual, niveles altos de ROS causan efectos perjudiciales en las células,
mientras que niveles moderados de ROS permiten el desarrollo de procesos celulares
criticos para proteger a las mismas contra el estrés oxidativo inducido por los ROS
(Valko M, 2007). En este sentido, el ADSC-MA podria favorecer la homeostasis redox
con unos niveles de ROS adecuados que favorezcan el proceso de regeneracion celular,

como han sugerido también otros autores (Conti V, 2016).
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Ademas, se ha demostrado que, como moléculas sefalizadoras, los ROS resultan
fundamentales para inducir la fosforilacion de los receptores de factores de
crecimiento como el BDNF (Li J, 2013). Por esta razén, una estrategia de disminucion
dramatica de los niveles de ROS, como la que producen ciertos antioxidantes
exogenos, podria ser un enfoque terapéutico equivocado (Xiong W, 2015). De hecho,
los ROS son necesarios para activar la via de sefalizacion Nrf2-ARE, una de las
principales rutas de transcripcion en la defensa celular contra el estrés oxidativo y que
promueve la supervivencia neuronal (Xiong W, 2015; Prasad KN, 2016). Entre los genes
cuya expresion parece verse afectada por Nrf2, se encuentran los relacionados con la
homeostasis redox celular, la proliferacion celular, la apoptosis y la respuesta
inflamatoria (Kwak M, 2003; Thimmulappa R, 2002). Ademas, el eje tiorredoxina/Nrf2
se encuentra regulado positivamente por la sobreexpresion de BDNF, factor
neurotréfico que, como hemos sefalado anteriormente, estd presente en el ADSC-MA
(Chen T, 2017). Por lo tanto, es plausible hipotetizar que el efecto neuroprotector del
ADSC-MA pudiera estar mediado, al menos en parte, por la activaciéon de Nrf2, la cual

podria ser inhibida por la adicién de NAC.

Por estos motivos, y basdandonos en otros modelos de dafio oxidativo en neuronas, en
los que se ha encontrado que el pretratamiento con BDNF atenua el dafio celular a
través de mecanismos antioxidantes y antiapoptéticos (Hachem LD, 2015; Koh E,
2017), decidimos emplear el BDNF como tratamiento para comprobar su capacidad de
revertir el estrés oxidativo generado por el H,0,, y observar si éste pudiera ser una de
las razones de la capacidad neuroprotectora del ADSC-MA. Observamos que el efecto
de la administracién de BDNF sobre la recuperacion de las células SH-SY5Yd sometidas
a estrés oxidativo, fue muy similar al observado con el tratamiento con ADSC-MA,
obteniéndose unos pardmetros morfoldgicos, electrofisioldgicos y unos niveles de ROS
muy semejantes. Si bien, la viabilidad celular fue ligeramente superior en el caso del
ADSC-MA, no se observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos. La
ligera ventaja del tratamiento con ADSC-MA frente al BDNF, puede deberse a la
presencia en dicho MA de otros factores neurotroficos, como GDNF y TGFB1, los cuales
también ejercen un efecto neuroprotector, segin han descrito otros autores (Ribeiro
CA, 2011; Cova L, 2010; Mctigue D, 2000). Tanto estos como otros factores de
crecimiento (factor de crecimiento endotelial, factor de crecimiento hepatocitario,

factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento insulinico tipo 1, factor de
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crecimiento nervioso y factor de células madre) han sido identificados previamente en

el ADSC-MA (Salgado AJ, 2015).

Por ultimo, analizamos el efecto del tratamiento combinado ADSC-MA+BDNF, con la
finalidad de conocer si la adicion de BDNF al ADSC-MA pudiera incrementar la actividad
terapéutica de dicho MA. Nuestros resultados mostraron que la viabilidad de las SH-
SY5Yd oxidadas y tratadas con ADSC-MA + BDNF alcanzé niveles bioldgicos similares a
los obtenidos con el tratamiento aislado con ADSC-MA y que los niveles de ROS
también se redujeron hasta niveles semejantes. Del mismo modo, el anilisis
electrofisiolégico también mostré caracteristicas parecidas a las obtenidas con el
tratamiento aislado de ADSC-MA, produciéndose un aumento significativo de la
capacitancia celular y de la amplitud de las corrientes de K voltaje dependiente
respecto a las células SH-Y5Yd oxidadas sin tratamiento. Ademds, la técnica
inmunohistoquimica para la deteccién de NF-200 mostré una mejora significativa de
las células SH-SY5Yd oxidadas y tratadas con ADSC-MA + BDNF, observandose una
morfologia axonal normal (sin presencia de vesiculas axonales) y ausencia de

agrupaciones celulares.

Los resultados obtenidos sugieren que la adicion de BNDF al ADSC-MA no supone
ninguna ventaja terapéutica, probablemente debido a que en la composicién del
ADSC-MA la concentracion de BDNF es suficiente y, el incremento de la misma no

afiade mayor beneficio.

En resumen, la secrecién paracrina de las ADSCs hace de ellas y de su secretoma unas
buenas candidatas para revertir el dafio neuronal ocasionado por el estrés oxidativo,
asi como el mantenimiento de un estado redox especifico, lo cual puede ser clave para
preservar la funcionalidad neuronal. Ademas, consideramos que la estrategia
terapéutica que incluye sustancias antioxidantes puede ser un enfoque clinico util para
el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, pero puede presentar dos
limitaciones: en primer lugar, como terapia aislada puede ser insuficiente y, en
segundo lugar, la adicidon de dichas sustancias al tratamiento con ADSC/ADSC-MA

puede limitar el efecto regenerador de la terapia celular.
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La exposicion de las células SH-SY5Y a los agentes ec23 + BDNF induce una
dptima diferenciacidn hacia un fenotipo neuronal, con una amplia arborizacién
de neuritas largas y finas, lo que constituye un modelo reproducible y valido
para estudios in vitro de toxicidad neuronal.

La exposicién de las células SH-SY5Yd a 0.25 mM de H,0, provoca un aumento
significativo de los niveles de ROS, que se correlaciona con la alteracién de los
patrones morfolégico — vesiculas axonales relacionadas con la degeneracién
neuronal — y electrofisioldgico caracteristicos de dicha poblacién diferenciada.
Las ADSCs, en condiciones de co-cultivo en ausencia de suero, inducen la
recuperacion de la viabilidad de las células SH-SYH5d previamente sometidas a
estrés oxidativo.

Las ADSCs, privadas de suero bovino fetal durante 48 horas, acondicionan el
medio de cultivo, cuyo contenido incluye las neurotrofinas BDNF y el GDNF.

El tratamiento con ADSC-MA de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés
oxidativo, disminuye de forma moderada los niveles intracelulares de ROS e
induce la recuperacidn de los patrones morfolégico — reduccion significativa
de vesiculas axonales — y electrofisioldgico normales, y la viabilidad de dichas
células.

En las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo, el tratamiento con NAC
provoca un descenso significativo de los niveles de ROS, pero no permite
recuperar los patrones biolégicos anteriormente mencionados, ni restablece la
viabilidad celular.

La eficacia terapéutica del ADSC-MA sobre las células SH-SY5Yd sometidas a
estrés oxidativo, se ve reducida por la adicién de NAC a dicho tratamiento, lo
cual se correlaciona, al menos en parte, con una drdstica reduccién de los
niveles intracelulares de ROS producida por dicha combinacién terapéutica.

En las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo, la adicion de BDNF al
tratamiento con ADSC-MA no supone ningun beneficio terapéutico adicional

respecto al obtenido con el tratamiento Unico con dicho MA.
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