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RESUMEN



En la presente Tesis doctoral describimos un estudio detallado de la
distribucion del complejo enzimatico redox citocromo bs reductasa (CbsR) /
citocromo bs (Cbs). Este sistema jueja un papel crucial en la funcionalidad de
numerosas células de mamiferos. Se ha propuesto en los ultimos afios que este
sistema estaria implicado en el reciclaje del ascorbato, una molécula vital
antioxidante del cerebro, cuya desregulacion puede dar lugar a la produccion de
especies reactivas de oxigeno, cuya actuacion es determinante en el proceso
de muerte neuronal inducida por estréss oxidativo. Hemos llevado a cabo un
estudio regional y celular de la expresion de este sistema redox en cerebro de
rata adulta, utilizando, entre otros, anticuerpor frente a CbsR y frente a Cbs.
Nuestros resultados han puesto de manifiesto la expresién de altos niveles de
este sistema en la corteza cerebelosa, marcando de forma preferente las
células de la capa granulosa y las células de Purkinje. De modo similar, hemos
demostrado su distribucion a nivel de los nudcleos del cerebelo: fastigial,
interpuesto y dentado. Una amplia regién especial de CbsR en la corteza
cerebelosa ha sido observada en cercana relacion con los rafts lipidicos,
marcados con toxina B, tal como hemos puesto en evidencia mediante imagen
de transferencia de energia con fluorescencia. Adicionalmente, a nivel de los
nacleos del tronco del encéfalo y de las areas motoras de la corteza cerebral ,
asi como en el hipocampo, este sistema CbsR/Cbs ha sido observado
mostrando elevados niveles de expresion.

Todos estos datos apoyan la hip6tesis de un relevante papel del sistema
CbsR/Cbs en la funcién cerebral, hasta tal punto que diversas alteraciones
neuroldgicas, tal como la metahemoglobinemia congénita tipo Il, podrian ser
causadas por déficits en este sistema redox. Del mismo modo, patologias
neurodegenerativas que ocurren en diversas areas encefélicas podrian tener su
origen en alteraciones del sistema.

Finalmente, nuestros resultados obtenidos de estudios de lesion
experimental con &acido nitropropionico, y su prevencion mediante la
administracion del flavonoide antioxidante kaempferol, apoyan el papel crucial
del sistema CbsR/Chs en las patologias neurodegenerativas, y su posible

tratamiento y prevencion mediante la administracion de antioxidantes naturales.



SUMMARY



Cytochrome bs reductase (CbsR) and cytochrome bs (Cbs) form an
enzymatic redox system that plays many roles in mammalian cells. In the last 15
years, it has been proposed that this system is involved in the recycling of
ascorbate, a vital antioxidant molecule in the brain and that its deregulation can
lead to the production of reactive oxygen species that play a major role in
oxidative-induced neuronal death. In this work, we have performed a regional
and cellular distribution study of the expression of this redox system in adult rat
brain by anti-CbsR isoform 3 and anti-Cbs antibodies. We found high expression
levels in cerebellar cortex, labeling heavily granule neurons and Purkinje cells,
and in structures such as the fastigial, interposed and dentate cerebellar nuclei.
A large part of CbsR isoform 3 in the cerebellum cortex was regionalized in close
proximity to the lipid raft-like nanodomains, labelled with cholera toxin B, as we
have shown by fluorescence resonance energy transfer imaging. In addition,
vestibular, reticular and motor nuclei located at the brain stem level and
pyramidal neurons of somatomotor areas of the brain cortex and of the
hippocampus have been also found to display high expression levels of these
proteins.

All these results point out the enrichment of CbsR isoform 3/Cbs system in
neuronal cells and structures of the cerebellum and brain stem whose functional
impairment can account for neurological deficits reported in type Il congenital
methemoglobinemia, as well as in brain areas highly prone to undergo oxidative
stress-induced neurodegeneration.

Finally, we have demonstrated the protective effect of kaempferol in
neurodegeneration induced by 3-nitropropionic acid, which is responsible of the

architectural alteration of the redox system CbsR/Chbs.
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INTRODUCCION






El sistema enzimatico redox citocromo bs reductasa/citocromo bs juega un
papel pleiotrépico en la biologia celular, del que dependen importantes
funciones celulares que incluyen: biosintesis de acidos grasos saturados
(Jeffcoat et al., 1977; Rioux et al., 2011), regulacion de la biosintesis del
colesterol (Kawata et al. 1985), la modulacion de las isoformas del citocromo
P450, implicadas en la biosintesis de las hormonas esteroideas y la
destoxificacion xenobiotica (Hildebrandt y Estabrook 1971; Schenkman vy
Jansson 2003) y en la reduccién/reciclaje de la metahemoglobina (Hultquist y
Passon 1971; Leroux et al. 1975; Vieira et al., 1995). Ademas, CbsR es un
componente de la cadena redox de la membrana plasmética (Villalba et al.,
1997; May 1999; Samhan-Arias et al., 2008). Este sistema ha sido también
implicado en el reciclaje de los radicales libres de ascorbato a ascorbato (May
1999; Samhan-Arias et al., 2008; Harrison y May 2009), una de las mayores
defensas antioxidantes del cerebro.

En los ultimos afios se han descrito en humanos mas de cuarenta
mutaciones espontaneas de CbsR, de las cuales mas del 50% dan lugar a la
metahemoglobinemia tipo Il congénita recesiva, una enfermedad hereditaria que
cursa con cianosis moderada acompafada de grave deterioro neuroldgico y
menor esperanza de vida (Percy y Lappin 2008; Ewenczyk et al., 2008; Huang
et al., 2012). Clinicamente, esta rara enfermedad, se manifiesta por retraso en
el desarrollo, microcefalia, distonia generalizada y trastornos de movimiento,
consecuente a la atrofia cortical y subcortical que afecta al cerebro y al cerebelo
(Leroux et al., 1975; Aalfs et al., 2000; Toelle et al., 2004; Percy y Lappin 2008;
Ewenczyk et al., 2008; Huang et al., 2012).

Estudios realizados en neuronas corticales cerebelosas en cultivo -sobre
las que se han inducido procesos de apoptosis en las neuronas granulares
mediante disminucion de los niveles de K' en el medio extracelular- han
establecido un excelente modelo para analizar experimentalmente los procesos
de muerte neuronal que acontecen durante el desarrollo del cerebro
(Contestabile 2002). De modo interesante, este modelo de apoptosis neuronal
ha sido también de gran utilidad para el desarrollo de modelos de estudios

basados en analisis moleculares que revelan la relacién existente entre la
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apoptosis neuronal y la enfermedad neurodegenerativa tan importante como es
la enfermedad de Alzheimer (Canu y Calissano 2003). La desregulaciéon de la
cadena redox de la membrana plasmatica puede dar origen a una elevacion del
anion superoxido, un paso inicial precoz que tiene lugar en la apoptosis de las
células granulares del cerebelo experimentalmente inducidas por bajos niveles
de K*, y ademas constituye un factor critico para el avance del proceso
apoptético hacia una fase irreversible caracterizada por la activaciéon de las
caspasas (Valencia y Moran 2001; Martin-Romero et al., 2002; Samhan-Arias et
al., 2004). En estudios previos, se ha puesto de manifiesto que la estimulacion
de CbsR asociado con la membrana plasmatica de las neuronas granulares del
cerebelo pueden actuar sobre las elevaciones de anion superéxido producidas
antes de la entrada en la fase irreversible de apoptosis de estas neuronas
(Samhan-Arias et al., 2009).

Recientemente, se ha puesto de manifiesto que la produccion de anion
superoxido asociado a la actividad oxidasa NADH de CbsR purificado esta
inhibida por apocinina (Samhan-Arias y Gutierrez-Merino 2014a), un compuesto
gue ha sido ampliamente utilizado como un inhibidor selectivo de la produccion
de anidn superodxido por las oxidasas NADPH de la membrana plasmatica en
diferentes lineas celulares de mamiferos (Crane et al., 1994). Es de especial
interés destacar que cuando las neuronas granulares de cerebelo en cultivo son
inducidas hacia un proceso apoptético mediante la disminucién de Ca2" en el
medio extracelular tiene lugar un incremento de los niveles de Cbs entre dos y
tres veces su nivel normal dentro de las dos primeras horas del experimento, un
incremento que tiene lugar de modo paralelo a la estimulacion de la produccion
del anién superoxido por el CbsR asociado a la membrana plasmatica (Samhan-
Arias et al., 2012).

Un grupo de experimentos en esta linea, también desarrollados sobre
células granulares in-vitro, han puesto de manifiesto que la isoforma 3-CbsR (0
DIAl) esta ampliamente unida a nanodominios de la membrana plasmatica
asociados a rafts lipidicos (Samhan-Arias et al., 2009; Marques-da-Silva et al.,
2010; Marques-da Silva y Gutierrez-Merino 2014). Ademas, el bloqueo de la

actividad de la NADH oxidasa de la membrana plasmatica en estas neuronas
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esta asociado con la inhibicién de la produccion del anién superéxido mediante
la administracion del flavonoide kaempferol, el cual también proporciona una
gran proteccién frente a la generacion del estrés oxidativo y la muerte neuronal
de las neuronas granulares del cerebelo sometidas a un proceso proapoptotico
inducido por bajos niveles de K* del medio extracelular (Samhan-Arias et al.,
2004).

En otros modelos experimentales diferentes, ha sido demostrado que la
administracion de kaempferol proporciona una importante proteccion frente a la
neurodegeneracion cerebral inducida, tanto por isquemia-reperfusion tras la
oclusion temporal de la arteria cerebral media (Lépez-Sanchez et al., 2007),
como por tras la administracion de acido 3-nitropropiénico, una neurotoxina que
permite reproducir un modelo animal de enfermedad de Huntington (Lagoa et
al., 2009).

Todos estos datos en conjunto ponen de manifiesto que el sistema
isoforma 3-CbsR/Chs esta adquiriendo un papel emergente importante reciente
como una nueva diana farmacoldgica a tener en cuenta en el dafio cerebral
inducido por isquemia-reperfusion, trauma, procesos neurodegenerativos y otras

enfermedades relacionadas con el cerebro.

Ademas del relevante papel que las neuronas de la capa granular juegan
en la sefializacién interneuronal de la corteza cerebelosa, las células de Purkinje
desempeiian también un importante papel clave para la respuesta integradora y
las conexiones eferentes de estas areas del cerebelo. Se ha demostrado que la
neurodegeneracion de las células de Purkinje da lugar a una alteracién de las
funciones de control, caracteristicas de numerosas alteraciones neuolégicas
que cursan con disfuncién cerebelar, tales como paro cardiaco (Paine et al.,
2012), ataxias espastica y espinocerebelar (Hourez et al., 2011; Kasumu y
Bezprozvanny 2012; Girard et al., 2012), enfermedad de Niemann-Pick tipo C
(Elrick et al., 2010), enfermedad de Huntington (Dougherty et al., 2012) y
neurotoxicidad fetal por etanol (Dikranian et al., 2005).



Ante todo lo anteriormente expuesto, en la presente tesis doctoral nos
planteamos realizar un detallado estudio de la distribucion regional y celular de
la isoforma 3-CbsR/Cbs en el encéfalo de rata adulta, incluyendo sus tres
sectores: cerebro, cerebelo y tronco del encéfalo, prestando especial atencion a
la identificacion de los tipos neuronales y estructuras que son mas sensibles a
los procesos de neurodegeneracion inducidos por el estrés oxidativo generado a
partir de la desregulacion de este sistema redox.
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En la presente Tesis Doctoral nos planteamos los siguientes Objetivos:

Objetivo general:

Realizar un analisis de la distribucion y del papel del sistema citocromo bs
reductasa/citocromo bs como mecanismo de defensa antioxidante y su
relevancia en la evolucion de enfermedades experimentalmente inducidas en

encéfalo de ratas Wistar.

Objetivos especificos:

1.- Realizar un estudio detallado de la distribucién y regionalizacion del

sistema citocromo bs reductasa/citocromo bs en encéfalo de rata.

2.- Desarrollar modelos experimentales de patologias cerebrales que
conlleven alteracion del sistema citocromo bs reductasa/citocromo bs, mediante
administracion intraperitoneal de acido nitropropiénico, agente con capacidad

neurodegenerativa.

3.- Estudiar el efecto neuroprotector de la administracion de kaempferol,
flavonoide bioactivo natural con propiedad antioxidante, para determinar su
capacidad de anular o disminuir las alteraciones del sistema citocromo bs

reductasa/citocromo bs experimentalmente inducidas.

4.- Llevar a cabo un estudio de los alimentos y elementos que contengan
compuestos bioactivos, con capacidad antioxidante, que puedan ser
beneficiosos frente a diferentes patologias neuronales. Proyeccion vy

aplicabilidad del estudio en nuestra Comunidad Autbnoma.
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ESTADO ACTUAL DEL TEMA
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Anatomia del encéfalo

El desarrollo del sistema nervioso (Figura 1), junto con el sistema
cardiovascular, constituyen los pasos iniciales mas relevantes del proceso de
organogénesis de los vertebrados, puesto que ha de cubrir las necesidades

especificas caracteristicas de los organismos pluricelulares.

Figura 1: Esquema ilustrativo de los diferentes sectores que dan origen al sistema
nervioso central: Telencéfalo (amarillo), Diencéfalo (rosa), Mesencéfalo (purpura),

Metencéfalo (azul), Mielencéfalo (verde) y Médula espinal (azul).

El estudio del sistema nervioso central ha constituido tradicionalmente un
tema muy atractivo desde cualquier punto de vista, anatémico, embriolégico,

fisiologico y, sobre todo patolégico.

Hoy dia las patologias que afectan a la médula espinal, pero sobre todo al
encéfalo, son tan frecuentes que han condicionado el foco y el objetivo de
numerosos grupos multidisciplinares de investigacion. Ademas, la patologia
vascular, tanto o méas frecuente que la patologia neurologica, tiene una
repercusion directa sobre ésta, ya que la vascularizacion del cerebro es uno de
los primeros territorios afectados por la patologia arteriosclerética y, por ende,
tromboembodlica.
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El encéfalo, constituye uno de los érganos mas complejos del organismo, y
desde el punto de vista anatémico se ha dividido clasicamente en tres sectores:
el tronco del encéfalo, el cerebelo y el cerebro (Figura 2).

El tronco del encéfalo determina la conexidon con la médula espinal. En él
se localizan los nucleos que contienen los somas de neuronas motoras,
sensitivas y vegetativas, asi como los fasciculos, constituidos por axones y
dendritas que conectan las diferentes estructuras del sistema nervioso. Esta
constituido por tres sectores: mesencéfalo, puente o protuberancia y bulbo
raquideo, separados entre si por el surco ponto-mesencefalico y bulbo
protuberancial. Esta division se lleva a cabo atendiendo al aspecto de la
superficie externa del tronco del encéfalo, dado que en su interior,
estructuralmente los ndcleos y los fasciculos no estan sujetos a este criterio. En
su cara posterior se localiza el cerebelo, y entre ambos se encuentra el cuarto
ventriculo, donde se aloja el liquido cefaloraquideo, en continuacién con el
conducto ependimario de la médula espinal y con el tercer ventriculo, o

ventriculo diencefalico, mediante el acueducto de Silvio.

Figura 2: Imagen fotografica del encéfalo mostrando los diferentes sectores:

Cerebro (hemisferios cerebrales y diencéfalo), Cerebelo y Tronco del Encéfalo.

18



El cerebelo, situado dorsalmente al tronco del encéfalo, es un 6rgano
voluminoso que ocupa la fosa craneal posterior (fosa cerebelosa) se encuentra
anido al tronco del encéfalo por los pedunculos cerebelosos, superior, medio e
inferior, y macroscopicamente esta constituido por el vermis y los hemisferios
cerebelosos (Figura 3).

Figura 3: Imagen fotogréafica de una seccion sagital del encéfalo que interesa a los

tres sectores del mismo: Cerebro, Cerebelo y Tronco del Encéfalo.

El cerebro esta constituido por el diencéfalo y los hemisferios cerebrales,
en cuyo interior se alojan el tercer ventriculo y los ventriculos laterales,
respectivamente.

El diencéfalo comprende las regiones que se disponen alrededor del tercer

ventriculo, y engloba al tAlamo, hipotalamo, subtalamo y epitalamo.

Los hemisferios cerebrales, o telencéfalo, constituyen dos masas
voluminosas que, ocultando al diencéfalo, se disponen a cada lado de la linea
media, separados entre si por la cisura interhemisférica, y conectados entre si,

entre otras estructuras por el cuerpo calloso.
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Atendiendo a la presencia de surcos y circunvoluciones, los hemisferios
cerebrales se dividen en I6bulos: frontal, parietal, occipital, temporal, |6bulo
limbico (que engloba al hipocampo) y el |6bulo de la insula.

Estructuralmente la superficie del cerebro esta constituida por corteza
cerebral, que engloba en su interior a la sustancia blanca, donde se encuentran

inmersos los nucleos grises basales.

La corteza cerebral en un manto de sustancia gris de extraordinaria
complejidad estructural que reviste la superficie de los hemisferios cerebrales y
constituye el sustrato biolégico de las operaciones mentales.

Los nucleos basales del cerebro se sitian a cada lado de la linea media,
diferencidndose cuatro nucleos: caudado, lenticular, subdividido en putamen y

palido, y el claustro (Figura 4).

Figura 4: Esquema de una seccion coronal del cerebro, mostrando las estructuras
diencefélicas y los nucleos grises basales de los hemisferios cerebrales: caudado,
lenticular (putamen y palido) y clsustro o antemuro, entre los cuales quedan
delimitadas las capsulas, de sustancia blanca, correspondiente a las
prolongaciones neuronales de caracter aferente y eferente (capsula blanca

interna, externa y extrema).
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Estructura de la corteza cerebral

Dos grandes grupos de neuronas caracterizan la estructura de la corteza
cerebral: las células piramidales, neuronas de axon largo que se proyectan
sobre otros centros nerviosos, y un segundo grupo de neuronas, de axon corto
gue no abandonan la corteza cerebral, en el que se incluyen las células
estrelladas espinosas, 0 granos, asi como las células estrelladas no espinosas,
las células en cesta, las células en candelabro, las células de doble ramificacion

dendritica, las células horizontales de Cajal-Retzius y las células de Martinotti.

Estos elementos neuronales se disponen en ldminas o capas horizontales
paralelas a la superficie cortical, constituyendo de superficial a profundo seis

[aminas:

Lamina I, capa molecular (células horizontales de Cajal-Retzius).

Lamina Il, capa granular externa (células piramidales pequefas).

Lamina Ill, capa piramidal externa (cé€lulas piramidales de tamafio medio).
Lamina IV, capa granular interna (células estrelladas).

Lamina V, capa piramidal interna (neuronas gigantopiramidales de Betz).

Lamina VI, capa multiforme (interneuronas o neuronas de axon corto).

Atendiendo a las diferencia de espesor y estructura de laminas corticales,
la superficie cortical cerebral ha sido subdividida en las areas citoarquitectonicas

de Brodmann (Figura 5).

Brodmann estableci6 un mapa neuroanatémico de gran utilidad en el
establecimiento de una correlacion entre la estructura del &rea y una funcion
concreta y definida. Por ejemplo el area cuatro, situada en el l6bulo frontal,
motora por excelencia, es una corteza agranular que contiene las grandes

neuronas gigantopiramidales de Betz.
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Figura 5: Esquema representativo de las areas de Brodmann.

Ademas de disponerse en laminas horizontales, las células de la corteza
estan organizadas en pequefias unidades verticales denominadas columnas o
modulos, que se extienden desde la ldmina | a la lamina VI. Cada columna es
una unidad operativa que conecta la informacion aferente y eferente de la

corteza.

Especial atencion merece la estructura del cerebro limbico (gran I6bulo
limbico de Broca), constituido por tres anillos concéntricos, que engloban la
corteza, los nucleos grises y la sustancia blanca. El segundo anillo, asociado al
surco del hipocampo, contiene el complejo hipocampal, constituido por la lamina
involuta (tabique de glia), el girus dentatus o cuerpo abollonado (sustancia gris
cortical en la concavidad de la lamina involuta) el girus hipocampi o
circunvolucion hipocampal (sustancia gris cortical en la convexidad de la lamina
involuta) y el albeus (sustancia blanca del complejo hipocampal). En particular,
la corteza de la circunvolucién hipocampal se organiza en tres capas: molecular
(la mas profunda), piramidal (formada por las neuronas piramidales principales
del hipocampo) y estrato oriens (la mas superficial, orientada hacia el
ventriculo), y topogréficamente estd subdividido en tres areas (lorente de NO),
denominadas campos (CA: cuerno de Ammon) CA1 (pequefia region superior o
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distal de Ramon y Cajal), CA2 y CA3 (grandes regiones o region inferior o
proximal de Cajal). Cada uno de ellos tiene unas caracteristicas arquitectonicas
especificas de sus neuronas, asi como una sensibilidad diferencial frente a
determinados insultos, principalmente la isquemia (el campo CAl es el mas
sensible). Un hecho de gran interés es la existencia en el complejo hipocampal
de una poblacién de “células medres” que tienen capacidad neurogénica
durante toda la vida.

Estructura del cerebelo
Desde el punto de vista estructural (Figura 6), la superficie del cerebelo
estd constituida por corteza cerebelosa, que engloba en su interior a la

sustancia blanca, donde se encuentran inmersos los nucleos del cerebelo.

La corteza cerebelosa, uniforme, esta estructurada en tres capas. La capa
mas superficial es la capa molecular o plexiforme, que contiene dos tipos de
neuronas: las células estrelladas, las mas superficiales, y las células en cesto,
las mas profundas. Junto a ellas se localizan las células gliales de Bergmann y
las células de Fafianas.

La capa media esta formada por las células de Purkinje, que se disponen
alineadas en una sola fila celular. Su prolongaciéon dendritica se arboriza de
forma muy profusa para sinaptar con las células de la capa granular. Su axén
discurre hacia el plano profundo, atraviesa la capa granular, se incorpora a la
sustancia blanca y hace sinapsis con los nucleos grises del cerebelo, aunque
algunos axones salen del cerebelo destinado a los nucleos vestibulares del
tronco del encéfalo.
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Figura 6: Seccion frontal de un cerebelo de rata adulta mostrando las estructuras
morfohistolégicas mas caracteristicas: Corteza cerebelosa (capas granular y
molecular) y sustancia blanca. No6tase la presencia de los ndcleos dispersos
correspondientes al tronco del encéfalo, coincidiendo a este nivel con el transito

entre la protuberancia y el bulbo raquideo.

La capa profunda o granular, mucho mas celular, est4 formada por las
células granulares, acompafadas por algunas células de mayor tamafio
determinadas por las células de Golgi y otras neuronas de gran tamafio
constituidas por las células de Lugaro y las células monodendriticas en

penachos.

Ademas de las conexiones que se establecen entre las neuronas de la
corteza cerebelosa y las fibras de proyeccion que se establecen a partir de los
axones de las células de Purkinje (fibra de proyeccion de la corteza cerebelosa),
se establece un grupo de fibras aferentes al cerebelo que provienen de
diferentes localizaciones del sistema nervioso central: fibras trepadoras, que
proceden de la oliva bulbar, fioras musgosas, que provienen de diferentes
nacleos del troco del encéfalo y médula espinal, y fibras arrosariadas,
multilaminares, que proceden del hipotalamo y nucleos de la protuberancia.

Los nucleos del cerebelo se sittan a cada lado de la linea media,
definiéndose cuatro nudcleos: dentado, emboliforme, globoso y fastigial. En
mamiferos inferiores (por ejemplo la rata) el nucleo emboliforme y el nicleo

globoso estan fusionados en un unico ndcleo: el interpuesto.
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Neurodegeneracion inducida por acido 3-nitropropionico

El acido 3-nitropropiénico (NPA) constituye un inhibidor de la succinato
deshidrogenasa (SDH), enzima del ciclo de Krebs y del complejo Il de la cadena
de transporte electronico mitocondrial (Hylin y Matsumoto 1964; Alston et al.
1977; Huang et al. 2006). Células en cultivo tratadas con NPA han constituido
un modelo clave experimental de inhibicién de la respiracion mitocondrial, muy
utilizado en estudios in vitro para investigar el papel de la mitocondria en
determinadas funciones celulares, tales como la homeostasis de calcio y la
regulacion de vias de muerte/supervivencia celular (Lee et al. 2002; Nasr et al.
2003; Rosenstock et al. 2004; Almeida et al. 2004; Centonze et al. 2006; Liot et
al. 2009).

La administracion sistémica de NPA a roedores y primates da lugar a
perturbaciones neurolégicas y degeneracion del estriado (nucleos caudado y
putamen), acompafiadas por alteraciones neuroquimicas e histologicas
similares a las observadas en la enfermedad de Huntington (HD) (Beal et al.
1993; Brouillet et al. 1995; Brouillet et al. 1999). Ademas, anomalias en la
funcion mitocondrial y estrés oxidativo también han sido implicadas en HD, dato
gue pone de manifiesto la relevancia del modelo de degeneracién estriatal
inducida por NPA como modelo animal de HD (Brouillet et al. 2005; Gil y Rego
2008).

La mayor susceptibilidad de la regién cerebral del estriado ante la toxicidad
del NPA es aun tema de debate. No resulta de una inactivacion selectiva de la
SDH en aquella region cerebral, ya que el grado de inhibicidon de esta enzima es
similar en el estriado, corteza, hipocampo y cerebelo, asi como en el higado,
corazon y rindn de ratas tratadas con NPA (Brouillet et al. 1998; Mirandola et al.
2010). Previos autores estiman que la vulnerabilidad de estriado seria
consecuencia de que las mitocondrias de esta regidn son mas sensibles a la
transicion de permeabilidad mitocondrial inducida por NPA/Ca2+ y a la mayor
susceptibilidad del estriado al influjo de calcio mediado por los receptores de
glutamato, o a la elevada concentracién de dopamina en esta regién que puede
ser oxidada por ROS a quinonas citotoxicas (Mirandola et al. 2010; Herrera-
Mundo y Sitges 2010).
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Es bien conocido que el NPA es causa de disminucion de los niveles de
ATP e incremento en la produccién de ROS en cultivos celulares (Lee et al.
2002; Nasr et al. 2003; Rosenstock et al. 2004; Liot et al. 2009), asi como en el
cerebro de animales previamente tratados (Beal et al. 1995; Schultz et al. 1996;
Kim et al. 2000). La produccién incrementada de ROS puede estar asociada a la
inhibicién de la cadena de transporte electronico mitocondrial inducida por el
NPA, a pesar de que algunos estudios in vitro indican una discordancia temporal
entre ambos eventos (Lee et al. 2002; Liot et al. 2009). Otro efecto relevante del
NPA es el incremento de la concentracion intracelular del calcio, demostrado en
células en cultivo (Mogami et al. 2002; Nasr et al. 2003), lo que esta de acuerdo
con el estrés nitrosativo detectado en el cerebro de animales tratados con la
toxina (Schulz et al. 1995; Matthews et al. 1998a). La perturbacion de la
homeostasis celular del calcio esta aparentemente asociada a la activacién de
los receptores NMDA de glutamato (Greene et al. 1998; Calabresi et al. 2001;
Centonze et al. 2006; Fatokun et al. 2008), pero el mecanismo de activacion de
estos receptores no es bien conocido. La activacion de los receptores NMDA o
el fallo energético causado por el NPA permiten el incremento del calcio
citosdlico, que conduce a la muerte neuronal por via excitotoxica mediada por la

activacion de las calpainas y de la nNOS (Figura 7).

Ya que el estrés oxidativo tiene un papel critico en la neurotoxicidad del
NPA, han sido estudiadas durante los ultimos afios las acciones protectores de
algunos antioxidantes: la coenzima Q10 (Matthews et al. 1998b), S-alil-cisteina
(Herrera-Mundo et al. 2006), vitamina E (Rosenstock et al. 2004) y el precursor
de glutation N-acetilcisteina (La Fontaine et al. 2000). Todos ellos han sido
reportados como agentes protectores contra la neurodegeneracién inducida por
NPA en rata o ratdn. Sin embargo, el efecto de flavonoides frente a la toxicidad
del NPA no ha sido estudiado.

Los diferentes efectos celulares del NPA incluyen alteraciones de la
funcién mitocondrial y de la homeostasis del calcio y produccion de ROS,
factores de primera importancia implicados en los procesos neurodegenerativos.
Asi, el estudio del mecanismo de toxicidad del NPA puede representar un

avance en el conocimiento de la compleja interrelacion entre los actores
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prevalentes en muchos procesos de muerte neuronal, y aportar datos relevantes
para potenciales terapias de la HD y otras enfermedades neurodegenerativas

asociadas a disfunciones mitocondriales y/o al estrés oxidativo.

Proteinas transductoras de sefnales
Receptores canales ionicos
Otras proteinas

Calpainas
- T Proteinas del citoesqueleto

Figura 7: Muerte necrotica neuronal y posible implicacion en la toxicidad celular
del NPA. De manera independiente o conjuntamente con el incremento en la
produccion mitocondrial de ROS, el NPA induce el mecanismo de muerte celular
por excitotoxicidad. EI aumento en la concentracién citosélica del calcio puede
resultar de la activacion de los receptores de NMDA por un mecanismo
desconocido o, sencillamente, de la caida en la producciéon de ATP inducida por
NPA, pero aparentemente no resulta del aumento del glutamato extracelular
(Brouillet et al. 2005). La activacion dependiente de calcio de la nNOS desempefia
un papel efector central en el mecanismo de muerte excitotoxica, que implica
también la activacién de las calpainas que actian sobre diversas proteinas
celulares, asi como en la sobreproduccion observada de peroxinitrito (Bizat et al.
2003a; Artal-Sanz y Tavernarakis 2005). (I1): complejo Il de la cadena respiratoria
mitocondrial; (NMDA): receptor del &cido N-metil-D-aspartico; (nNOS): éxido nitrico

sintasa neuronal; (NPA): acido 3-nitropropidnico.
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Sustancias naturales neuroprotectoras. Flavonoides.

Los flavonoides son una familia de compuestos antioxidantes presentes en
la dieta, que mantienen sus metabolitos y su potencial bioactivo como
antioxidantes naturales. Estudios experimentales han puesto de manifiesto sus
propiedades como agentes protectores frente al estrés oxidativo, proceso éste
asociado con numerosas enfermedades, siendo de especial interés los
procesos neurodegenerativos. Adicionalmente, los flavonoides han mostrado
ser también eficaces como anti-inflamatorios, actuando como moléculas de
sefalizacion, modulando enzimas y vias de sefalizacion que permiten la
eliminacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Desde el punto de vista
experimental, se ha sefialado que la eficacia farmacolégica esta basada en su
accion antioxidante, capaz de minimizar o evitar los procesos de muerte celular
neuronal, la base de la fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas,
la apoptosis neuronal, asi como su actividad anti-colinérgica, mejorando las
funciones cognitivas basadas en el aprendizaje y la memoria, por su capacidad
de reducir la acumulacion de beta amiloides a nivel encefalico. Todos estos
datos en conjunto, y teniendo en cuenta su capacidad para atravesar la barrera
hematoencefalica, asi como por presentar muy baja o nula toxicidad, apoyarian

su aplicacion terapéutica en procesos de neurodegeneracion.

Mecanismo de actuacion.

Las células neuronales del cerebro estan mas expuestas a procesos de
estrés oxidativo, dada su alta actividad metabdlica y su baja capacidad de
defensa antioxidante que conlleva a un deterioro funcional por produccion de
sustancias neurotdxicas (Halliwell, 1992). El estrés oxidativo celular causa
neurodegeneracion en areas del cerebro en procesos de isquemia-reperfusion,
inflamacion, y también en enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica y otras enfermedades
neurodegenerativas (ladecola, 1997; Van der Veen y col., 1997; Andrus y col.,
1998; Beal 2002).

Se ha planteado que determinados componentes de la dieta aumentan la
funcidén neuronal y la plasticidad sinaptica, a través de una accion antioxidante,

anti-inflamatoria y de regulacion de moléculas sefiales. Los flavonoides, son
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compuestos fendlicos constituyentes de la parte no energética de la dieta
humana que se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como
vino y cerveza y que han mostrado esta capacidad de accion (Halliwell, 2001;
Martinez-Florez y col., 2002; Yu y col., 2006; Joseph y col., 2007; Gomez-Pinilla,
2008).

Los flavonoides destacan desde el punto de vista farmacolégico por su
baja toxicidad y por presentar numerosos efectos biologicos y actividades
terapéuticas. Estos compuestos tienen efectos antioxidantes, reducen la
formacion de radicales libres, pueden inhibir la peroxidacion lipidica, poseen
efectos antimutagénicos y tienen la capacidad de inhibir diversas enzimas

(L6pez Luengo, 2002).

La actividad bioldgica de los flavonoides y sus metabolitos dependen de su
estructura quimica y de los diversos sustituyentes de la molécula, ya que la
estructura de base puede someterse a un numero de cationes de
modificaciones tales como glicosilacion, esterificacion, amidacion, hidroxilacién,
entre otros trastornos que modulan la polaridad, y la direccién de toxicidad
intracelular de estos compuestos (Huber y Rodrigues-Amaya, 2008).

En proceso de estrés oxidativo, los flavonoides podrian actuar
directamente eliminando radicales libres: anion superdxido, perdoxido de
hidrogeno, radicales hidroxilos y oxido nitrico derivados de especies reactivas
de oxigeno (ROS), principalmente peroxinitrito y didoxido de nitrdgeno, que son
altamente neurotéxicos (Gutierrez-Merino, 2008) asi como, activando vias
regulatorias y también podrian actuar indirectamente incrementando la defensa
celular antioxidante, modulando cascadas de sefales de expresion de genes
implicados en la regulacion de supervivencia celular o en muerte celular

programada o apoptosis (Spencer y col., 2003; Kang y col., 2004).

Los flavonoides, al limitar la accion de los radicales libres, reducen el
riesgo de céncer, mejoran los sintomas alérgicos y de artritis, aumentan la
actividad de la vitamina C, bloquean la progresion de las cataratas y la

degeneracion macular, evitan las tufaradas de calor en la menopausia y
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combaten otros sintomas (Hertog y col.1995). Ademas combaten la inflamacion
(Sen y col. 2002) y las alergias y aumentan la efectividad de las células natural
killer del sistema inmunoldégico (Bagchi y col. 2002).

En los ultimos afios, diversos estudios se han centrado en analizar
diferentes tipos de flavonoides que puedan atravesar la barrera
hematoencefdlica con capacidad para intervenir en procesos de
neurodegeneracion y promover funciones cerebrales (Gutierrez-Merino, 2011,

Hwang y col., 2012; Ebrahimi y Schluesener, 2012; Tamilselvam y col., 2013).

Actualmente, no hay un tratamiento para detener o curar estas
enfermedades neurodegenerativas y han sido consideradas estrategias
terapéuticas alternativas (Lovell, 2007). Dado que la fisiopatologia de estas
enfermedades cursan con dafio oxidativo neuronal, acumulacién de iones de
hierro en el cerebro y disminucion celular de antioxidantes, diversos estudios se
centran en analizar la eficacia de diferentes clases de flavonoides para reducir o
bloquear el estrés oxidativo y la muerte neuronal (Gotz y col., 1990.; Halliwell,
1992; Weinreb y col., 2004; Ramassamy, 2006; Wang y col., 2009; Bieschke y
col., 2010).
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Animales de experimentacion.

Los protocolos experimentales llevados a cabo en animales han sido
desarrollados aplicando la ley espafiola y las directrices de la Unién Europea
para investigacion animal, y aprobados por el Comité de Etica de
Experimentacion Animal y la Comision de Bioética y Bioseguridad de la
Universidad de Extremadura.

En la presente Tesis Doctoral se han utilizado ratas Wistar, machos, con 2-
2.5 meses de edad y un peso de 280-320 g (Figura 8).

Todas las ratas fueron mantenidas por el Servicio de Animalario de la
Universidad de Extremadura, donde se alimentaron con agua y pienso con libre

acceso a los mismos.

Fueron sometidas a ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, a una
temperatura constante de 22-23 °C y una humedad que oscil6 entre el 60 y el
80%.

Figura 8: En la presente Tesis Doctoral se han utilizado ratas Wistar, machos, con
2-2.5 meses de edad y un peso de 280-320 g.
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Preparacion de secciones histolégicas de encéfalo.

Los animales fueron anestesiados con ketamina (50 mg/g; Pfizer),
diazepam (2,5 mg/g B.Braun) y atropina (0,05 mg/g; B.Braun), intraperitoneal, y
sacrificados por decapitacion. Inmediatamente después, los encéfalos fueron
extraidos (Figura 9) y colocados en tampén fosfato salino (PBS) en hielo. Los
encéfalos fueron fijados en paraformaldeido (4% en PBS) durante 7 dias,
deshidratados en una serie de alcoholes de concentraciones crecientes,
incluidos en parafina y cortados en secciones de 8-10 mm (microtomo Leica
RM2125RT).

Posteriormente, las secciones fueron preparadas para tinciones
histolégicas (Hematoxilina-eosina y tincion de Nissl) y técnicas
inmunocitoquimicas (con sus correspondientes anticuerpos y controles), siendo
observadas bajo el microscopio (Nikon digital DS-F1 y Zeiss Axio imager) y
fotografiadas con camara controlada mediante software Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, Warrendale, PA, USA).

|
I
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Figura 9: Imagenes de encéfalos de rata extraidos de la cavidad craneal para su

posterior estudio mediante secciones frontales o coronales.
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Tincion de hematoxilina-eosina.

Para efectuar esta tincion las secciones fueron desparafinadas en xilol e
hidratadas en wuna serie de etanol de concentraciones decrecientes.
Posteriormente fueron tefiidas (Figura 10) con hematoxilina de Harris (Panreac),
lavadas con agua y tefiidas con eosina (Merck) al 0,5%. A continuacion, los
cortes se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol y se montaron

usando medio de montaje permanente (Eukit).

Figura 10: Secciones coronales de encéfalos de rata adulta, tefiidos con
hematoxilina-eosina. En las imagenes superiores se observan ambos hemisferios
cerebrales, correspondientes a rata control (izquierda) y rata experimental tratada
con NPA (derecha). En las imégenes inferiores se aprecia (derecha) la zona de

lesion ocasionada tras el procedimiento experimental.

Tincion de Nissl.

Una vez desparafinados e hidratados, los cortes fueron sumergidos en
reactivo de Nissl: violeta de cresilo al 0,1% en acido acético 0,25%. Trascurridos
5-6 minutos a 56 °C, se dej6 enfriar durante 30 minutos y se lavaron en agua
corriente. Se diferencié en alcohol etilico al 96% durante 4-5 minutos y, tras un
lavado de 1 minuto con nuevo alcohol etilico al 96%, se deshidrat6 en alcohol al

100%. Los cortes montados usando medio de montaje permanente (Eukit).

37



Andlisis inmuno-histoquimico: deteccion de sinaptofisina, calbindina,

proteina acida fibrilar glial (GFAP) y neurogranina.

Las secciones, desparafinadas e hidratadas, fueron bloqueadas con 1%
albumina sérica bovina (BSA) en PBS (buffer fosfato salino) durante 30 min y
posteriormente con 1,5% de suero normal, de caballo o de cabra, en 1% de
BSA y 0,1% de Triton X-100 durante 1 h. Posteriormente las secciones fueron
incubadas, durante toda la noche a 4°C en camara de humedad, con el

anticuerpo primario (dilucion 1:50):

Sinaptofisina: mouse anti-SYP (Santa Cruz Biotechnology: sc17750).
Calbindina: goat anti-calbindin D28 K (Santa Cruz Biotechnology: sc791).
Proteina &cida fibrilar glial (GFAP): mouse anti-GFPA (Sigma: G3893).

Neurogranina (dilucion 1:500): rabbit antineurogranin polyclonal (Chemicon AB5620).

Después de ser lavadas 3 veces en PBS, las secciones fueron bloqueadas
de nuevo y se incubaron, durante 3 h a temperatura ambiente, con el

correspondiente anticuerpo secundario (dilucion 1:100):

Goat anti-mouse immunoglobulin G conjugated with alkaline phosphatase (IgG-AP) (Santa
Cruz Biotechnology: sc3698).

Donkey anti-goat immunoglobulin G conjugated with alkaline phosphatase (IgG-AP)
(Santa Cruz Biotechnology: sc3852).

Goat anti-rabbit immunoglobulin G conjugated with alkaline phosphatase (IgG-AP) (Santa
Cruz Biotechnology: sc3812).

Las secciones fueron repetidamente lavadas en PBS y reveladas con
nitroazul de tetrazolio (NBT)/5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (Roche 1681451).
Después de un lavado en agua, las secciones fueron deshidratadas en alcohol,

aclaradas en xileno y montadas en Eukit.
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Analisis inmuno-histoquimico: deteccion de CbsR y Cbs.

Inicialmente se procedid a la inhibicion de la peroxidasa enddgena
mediante la administracion de 0,5% H202, posteriormente se bloque6 con 1%
BSA en PBS durante 30 min e incubacion con 1,5% de suero normal de cabra,
en 1% de BSA y 0,1% de Tritdn X-100 durante 2 h.

Posteriormente las secciones fueron incubadas, durante toda la noche a

4°C en camara de humedad, con el anticuerpo primario (dilucién 1:50):

Anti-Ch5R: rabbit anti-Cbs (anti-DIAL; Protein Tech Group: 10894-1-AP).
Anti-Ch5: rabbit anti-Cbs (Santa Cruz Biotechnology: sc33174).

Tras varios lavados en PBS, las secciones fueron bloqueadas de nuevo e

incubadas, durante 3 h a temperatura ambiente, con el anticuerpo secundario:

Biotinylated goat anti-rabbit inmunoglobulina G (Vectastain ABC Kit; Vector Laboratories,
PK-6101).

Las secciones fueron repetidamente lavadas en PBS e incubadas con
avidina biotinilada (horseredish peroxidase complex, Vectastain ABC Kit)
durante 30 min a temperatura ambiente. El revelado cromogeno fue llevado a
cabo mediante una solucion de sustrato de peroxidasa (Vector VIP substrate,
SK4600). Finalmente, las secciones fueron lavadas en agua destilada,

deshidratadas y montadas en Eukit.
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Microscopia Confocal.

Adicionalmente se llevaron a cabo observaciones bajo el microscopio
confocal (Bio-Rad MRC1024). Para ello, un grupo de secciones fueron
sometidas a bloqueo mediante 1% BSA en PBS durante 30 min, seguido de
incubacion con 1,5% de suero normal de oveja en 1% de BSA y 0,1% de Triton
X-100 durante 2 h. Seguidamente se establecieron dos grupos de secciones,
que se incubaron en camara humeda toda la noche a 4°C, en los siguientes

anticuerpos primarios (a dilucion 1:50):

Grupo 1: rabbit anti-CbsR (anti-DIAL; Protein Tech Group: 10894-1-AP), junto con mouse
anti-GFAP (Sigma: G3893).

Grupo 2: rabbit anti-Cbs (Santa Cruz Biotechnology: sc33174) junto con mouse anti-GFAP
(Sigma: G3893).

Las secciones fueron repetidamente lavadas en PBS y posteriormente
blogueadas con 1% BSA en PBS durante 30 min, y a continuacion con 1,5% de
suero normal de cabra, en 1% de BSA y 0,1% de Tritdbn X-100 durante 30 min.
Las secciones fueron incubadas, durante 3 h a temperatura ambiente, con el

anticuerpo secundario (dilucién 1:100):

Sheep anti-rabbit IgG-Cy3 (Sigma: C2306).
Goat anti-mouse IgG-Alexa488 (Invitrogen A11001).

Las secciones fueron lavadas en PBS e inmediatamente observadas y

fotografiadas mediante microscopia confocal.
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Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (Forster).

FRET: fluorescence resonance energy transfer.

Transmision de energia de resonancia o transferencia de energia de
resonancia de Forster es un mecanismo de transferencia de energia entre
fluorocromos. Se basa en que la excitaciébn de un croméforo puede transferirse
a otro cercano, generalmente cuando ambos se sitian en la misma molécula,
mediante un mecanismo acoplador dipolo-dipolo. Precisa una gran cercania
entre los fluorocromos (Figura 11), en torno a 10-100 A, para lo cual el espectro
de absorcién del cromoéforo aceptor debe superponerse el espectro de emision
de fluorescencia del donador (Samhan-Arias et al., 2009, 2011; Marques-da-
Silva et al., 2010; Marques-da-Silva y Gutierez-Merino, 2012).

Figura 11: Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (Forster).
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Modelos experimentales.

1.- Administraciéon de acido 3-nitropropidnico.

Acido 3-nitropropionico (NPA; Sigma N5636) fue administrado mediante de
inyecciones intraperitoneales de soluciones al 20 mg/ml en salino (0,9%(m/v)
NaCl), preparadas a diario, disolviendo una cantidad pesada de NPA sélido en
salino estéril, a pH a 7,4 ajustado con NaOH 5 M vy filtrando en filtro estéril con

poro de 0,2 mm, estéril.

2.- Modelo de neuroproteccion con kaempferol.

En el estudio de proteccion frente a la neurotoxicidad del NPA, el
flavonoide kaempferol (Sigma) fue administrado intraperitonealmente en una
solucion-vehiculo 2,4%(v/iv) DMSO en salino. Previas descripciones revelaron
gue inyecciones intraperitoneales diarias de hasta 35 mg de kaempferol/kg de
peso corporal durante un periodo de 3 dias no tenia efectos téxicos en ratas
(L6pez-Sanchez et al. 2007). Para este estudio, fueron constituidos 5 grupos de
ratas: K7, K14, K21, NPA y Control. El grupo K7 (n=10) recibié una primera
inyeccion de kaempferol, en una dosis de 7 mg/kg, 48 horas antes de empezar
el tratamiento con NPA. Del dia 0 al 5 de tratamiento, una dosis de 25 mg de
NPA/kg fue administrada cada 12 horas, a las 9:00 am. y 9:00 p.m.
Diariamente, 30 minutos antes de la inyeccidon matinal de NPA, otra dosis de 7
mg/kg de kaempferol fue inyectada a las ratas. Los grupos K14 y K21 (n=8 en
ambos casos) fueron tratados de manera idéntica, excepto que la dosis de
flavonoide administrada en cada inyeccion fue de 14 y 21 mg/kg,
respectivamente. Las ratas del grupo NPA (n=21) fueron tratados con 25 mg
NPA/kg cada 12 horas durante 5 dias y, en lugar del kaempferol, recibieron
inyecciones de 1 ml con 2,4%(v/v) DMSO en salino 48 horas previamente al
tratamiento con NPA y cada dia 30 minutos antes de cada inyeccion matinal de
NPA. Un grupo de ratas Control (n=6) recibié 1 ml de 2,4%(v/v) DMSO en salino
(vehiculo del kaempferol) y 0,4 ml de salino (vehiculo del NPA), a los mismos

tiempos que los grupos de tratamiento.
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Deteccidn y cuantificacion del kaempferol en el plasma de ratas

Extraccion y tratamientos enzimaticos

Las muestras de plasma fueron acidificadas a pH 5 con acido aceético,
mezcladas con igual volumen de acetonitrilo y agitadas durante 5 minutos. Se
centrifugd a 10000g durante 10 minutos, se separé el sobrenadante y el
precipitado fue de nuevo extraido con acetonitrilo. La extraccion se repitié una

vez mas y los 3 extractos se combinaron para analisis cromatogréfico.

Para el estudio de los metabolitos, se incubaron alicuotas de plasma con
una preparacion de b-glucuronidasa/sulfatasa 1200/10 U/ml (tipo HP-2 de Helix
pomatia; producto G7017 de Sigma) o con b-glucuronidasa 10000 U/ml (tipo 1X-
A de Escherichia coli; G7396 de Sigma). Las muestras se incubaron con las
enzimas a 37 °C vy, transcurridas 2 horas, se procedid a la extraccion con

acetonitrilo como se ha descrito en el parrafo anterior.

Analisis cromatografico

Los extractos fueron analizados por cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) de fase reversa usando un sistema Agilent 1100 equipado con una
columna C8 de base silica y un detector de diodos. La fase movil consistio en
un gradiente binario de acido fosforico 0,1% (disolvente A) y acetonitrilo
(disolvente B), a un flujo de 1 ml/min con la siguiente programacién: 20% B (0-2
min); 20-35% B (2-22 min); 35% (22-24 min); 35-20% (24-32 min). Los
cromatogramas se registraron a 370 nm y el detector de diodos fue también

usado para registrar los espectros de absorcion de los metabolitos.
El area de cada pico en el cromatograma fue determinada y la

concentracion del metabolito calculada usando una recta de -calibracion

obtenida con patrones de kaempferol en las mismas condiciones de analisis.
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Exploracion.

A lo largo de cada tratamiento, los animales fueron pesados y se observo
su comportamiento general, una o dos veces al dia, inmediatamente antes de
las inyecciones. La afectacion motora en particular fue valorada usando una
escala cuantitativa previamente descrita (Ouary et al. 2000), la cual gradua la
presencia y gravedad de varios déficits motores: anormalidades en el andar;
distonia en las extremidades posteriores; capacidad para “agarrar’” con las
extremidades anteriores; equilibrio y recumbencia. La graduacion (de 0 a 8) fue

calculada siguiendo la escala:

Anormalidades en el andar graduacion maxima = 1
Andar descoordinado y “wobbling” graduacionl] +1
Distonia en las extremidades posteriores graduacion maxima = 3

Distonia intermitente en 1 extremidad posterior

(movimientos lentos) graduacionl] +1

Distonia intermitente en las 2 extremidades posteriores graduacién] +2

Distonia permanente en las 2 extremidades posteriores graduacién’] +3
Fuerza graduacion maxima = 1

Incapacidad para agarrar la rejilla de la jaula, durante unos segundos

graduacion(] +1

Equilibrio graduacion maxima = 1

Incapacidad para mantenerse en equilibrio en una plataforma de 5x10 cm

(altura 15 cm, Figura 7) graduacion(] +1
Recumbencia graduacion maxima = 2

Acostado en un lado, pero se mueve cuando es estimulado

(recumbencia lateral) graduaciont] +1

Recumbencia ventral, apariencia moribunda, con paralisis casi completa

(respiracion rapida) graduacion(] +2
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Técnica anatémica y anélisis histologico

Al final de los tratamientos, las ratas fueron anestesiadas y sacrificadas por
decapitacion. Inmediatamente después, los encéfalos fueron extraidos y
colocados en PBS en hielo. Los destinados a estudios histolégicos se fijaron e
incluyeron en parafina.

Los encéfalos destinados al estudio de lesion fueron cortados en
secciones coronales de 1,0 mm de espesor utilizando un cortador estandar de
tejidos (Stoeling, Woodale, IL, EE.UU).

Las muestras para los estudios bioquimicos fueron recortadas de ambos
hemisferios cerebrales de una seccién coronal de 2,5 mm de espesor cortada a
4,5 mm del polo frontal del cerebro. Los tejidos fueron rapidamente congelados

en nitrégeno liquido y conservados a —80 °C hasta su analisis.
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Estudios histologicos

Determinacion de la lesidn cerebral por tincién de TTC

La lesion inducida por los tratamientos con NPA fue examinada por tincién
de secciones recién cortadas con cloruro de 2,3,5- trifeniltetrazolio (TTC). Las
secciones cerebrales se colocaron en PBS en hielo. Seguidamente, el PBS fue
sustituido por una soluciéon de TTC a una concentracion del 2% en PBS y se
incubd en estufa a 37°C durante 15 minutos. Las dos caras de los cortes tefiidos
fueron observadas al microscopio y fotografiadas (Figura 12).

Para determinar el volumen de la lesion en el estriado cerebral, las areas
dafiadas observadas como areas blancas en los cortes tefiidos con TTC se
midieron usando el software GIMP 2.2. Posteriormente, el volumen de lesion fue
calculado a partir de las areas dafiadas e integracion considerando el espesor

de cada seccion.

Figura 12: Secciones coronales de encéfalos de rata adulta, tefiidos con TTC. En

la imagen de la izquierda se observan ambos hemisferios cerebrales,
correspondientes a rata control, y a la derecha de rata experimental tratada con
NPA. Notese en blanco la zona de lesion ocasionada tras el procedimiento

experimental.
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Ensayo de TUNEL

El ensayo de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP Nick End Labeling) se aplicéd a secciones incluidas en parafina adheridas
a portaobjetos previamente recubiertos con 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma).
El ensayo de TUNEL se realizé empleando un kit de deteccion in situ de muerte
celular (Roche), y las células marcadas fueron observadas al microscopio
usando un kit de revelado de la peroxidasa (Vector VIP substrate kit, Vector
Laboratories).

Las secciones fueron desparafinadas, hidratadas en una serie de
alcoholes decrecientes y fijadas en paraformaldehido al 4% en PBS durante 30
minutos. Después de dos lavados en PBS, los cortes fueron tratados con
peréxido de hidrégeno y con proteinasa K y nuevamente fijados con
paraformaldehido. Después de sumergirlos en 0,25% Tween-20 en PBS, los
cortes fueron incubados durante 2 horas a 37 °C, con la mezcla del kit TUNEL
gue contiene la enzima y el nucleétido conjugado con fluoresceina. Tras lavarlos
con PBS, los cortes fueron bloqueados primero con BSA a una concentracion
del 1% en PBS y después con suero normal de cabra (Sigma) al 1,5% en PBS
suplementado con 0,1% Triton X-100. A continuacién, los cortes fueron
incubados durante 3 horas con anticuerpo anti-fluoresceina conjugado con
peroxidasa (Roche) y, posteriormente, revelados con el kit de deteccion de
peroxidasa. Para terminar, los cortes fueron deshidratados y montados. Se
obtuvieron fotografias digitales de los cortes al microscopio (Figura 13) y el
namero de células TUNEL-positivas fue contado usando el software ImageJ
1.41 (National Institutes of Health, USA).

Figura 13: Secciones coronales de encéfalos de rata adulta, tefiidos con TUNEL.
En la imagen de la izquierda se observan la rata control, y a la derecha de rata

experimental tratada con NPA. Nétese TUNEL positivo en las células apoptéticas.
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En la presente Tesis Doctoral hemos llevado a cabo un estudio de la
distribucion regional y celular del sistema redox ChsR/Cbs en el cerebro de rata
adulta, utilizando para ello técnicas inmunocitoquimicas, que han puesto de
manifiesto altos niveles de expresion de este sistema en diferentes

localizaciones a nivel de los distintos sectores del encéfalo.

En primer lugar, hemos seleccionado los anticuerpos que muestran una
alta especificidad para la isoforma 3-CbsR y para Cbs, en lisados de cerebro de
rata adulta mediante técnicas de Western Blotting (Figura 14), una vez que
hemos explorado varios anticuerpos frente a estas proteinas comercialmente
disponibles. La utilizacion del anti-isoforma 3-CbsR de conejo (o anti-DIA1;
Protein Tech Group: 10894-1-AP) mostré una unica banda inmunoreactiva en
los lisados de cerebro de rata adulta, con el esperado peso molecular de la
isoforma 3-ChsR. La utilizacion del anti-Cbs de conejo (Santa Cruz Biotecnology:
sc 33174) mostr6 bandas inmunoreactivas de pesos moleculares
correspondientes a monomeros, dimeros y trimeros de Cbs, proteina que
expresa dos principales isoformas, soluble y unida a membrana (Samhan-Arias
y Gutiérrez Merino, 2014b) y que ha demostrado formar agregados
homoméricos en células vivas (Storbeck et al., 2012).

% |+ 48KDa
66- - Trimers
+— 32KDa
45- Dimmers
36-
29. - «+— 16KDa

Monomers

Figura 14: Western-blot de lisados de cerebro de rata adulta (2,5 g de proteina por carril)
con conejo anti-CbsR isoforma 3 (anti-DIAL; Protein Tech Grupo: 10894-1-AP, dilucién 1: 100) y
con anti-Cbs (Santa Cruz Biotechnology: sc 33174, dilucién 1: 100).
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Atendiendo a los resultados, éstos fueron los anticuerpos primarios
seleccionados para inmunocitoquimica en las secciones de cerebro de rata
adulta. Por ello, en la presente Tesis Doctoral, las alusiones realizadas en
nuestros resultados sobre CbsR seran referentes a la isoforma 3-CbsR.

Ya que el sistema redox ChbsR/Cbs ha mostrado jugar un importante papel
en el proceso de apoptosis mediado por estrés oxidativo en cultivos de
neuronas de cerebelo de rata adulta (Samhan-Arias et al., 2009,2012),
mostraremos en primer lugar la distribucion regional y celular de este complejo

enzimatico que hemos observado en secciones de cerebelo.
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Regionalizacion de la expresion de isoforma 3-CbsR/Cbs en la corteza

de cerebelo de rata adulta.

Nuestros resultados ponen de manifiesto (Figura 15) que la distribucion de
CbsR en la corteza cerebelar es mucho mas intensa en la capa granular que en
la capa molecular (Figura 15 A-C), mientras que la distribucion de Cbs es mas
difusa en ambas capas (Figura 15 D-F). Los controles llevados a cabo
sustituyendo los anticuerpos primarios por IgG de conejo, o simplemente
omitiendo el paso del primer anticuerpo, y aplicando posteriormente el
anticuerpo secundario (una inmunoglobulina de cabra anti-conejo) puso de

manifiesto una ausencia de tincidn en las secciones cerebelares (Figura 16).

De modo significativo, observamos una intensa sefal tras la tincién con la
CbsR y Cbs entre las capas granular y molecular (Figura 15 A-F), area

correspondiente a la localizacion de la capa de células de Purkinje.

Es de especial interés, la presencia de tincion observada mediante la
utilizacion de ambos anticuerpos a nivel de la vascularizacién del cerebelo, en
particular a nivel de la red capilar que se encuentra en intima relacién con la
Piamadre meningea (Figura 15 C,F). Estos resultados son consistentes con la
descrita bien marcada expresion del sistema CbsR/Cbs en eritrocitos, donde
juega un papel catalizador de la actividad metahemoglobina-reductasa
(Hultquist y Passon, 1971; Leroux et al., 1975; Vieira et al., 1995; Aalfs et al.,
2000), asi como a nivel de las células endoteliales (Chatenay-Rivauday et al.,
2004).

53



Figura 15: Micrografias de secciones coronales a nivel del cerebelo y tronco del encéfalo

tras inmunohistoquimica con anticuerpos anti-CbsR isoforma 3 (A), anti-Cbs (D), anti-GFAP (G),
y anti-SYP (J). En corteza cerebelosa, anti-CbsR (A, B) y anti-GFAP (G, H) marcan
principalmente la capa granular (gl), mientras que anti-Cbs (D, E) y anti-SYP (J, K) muestran un
mayor nivel de expresion en la capa molecular (ml). La capa de células de Purkinje (pcl) esta
marcada con anti-CbsR (C) y anti-Cbs (F). Ademas, la vascularizacion del cerebelo (flechas) se
observa (C, F), particularmente ligado a la piamadre (asteriscos). N6tese a nivel de tronco del
encéfalo los elevados niveles de expresion de ChsR (A) en el area vestibular lateral (LVe) y
nucleo motor trigémino (Mo5), entre otros.
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Figura 16:

() control para la Figura 15: Los anticuerpos primarios fueron sustituidos con IgG de
conejo y posteriormente fueron tratados con el anticuerpo secundario de cabra biotinilado anti-
conejo IgG). Micrografias 6pticas de secciones coronales a nivel del cerebelo y tronco del
encéfalo mostraron falta de tincion significativa con anti-lgG de conejo (A-C) en comparacion
con la observada después de la tincion inmunohistoquimica con anticuerpos anti-CbsR y anti-
Cbs. Barras: IA (1 mm), IB (200 micras), IC (100 micras). Imagenes similares se obtuvieron
utilizando el anticuerpo secundario solo.

(I) Control para la Figura 18: Los anticuerpos primarios fueron sustituidos con IgG de
conejo y posteriormente fueron tratados con el anticuerpo secundario utilizado cabra biotinilado
anti-conejo 1gG. Micrografias de secciones coronales a nivel del cerebelo y tronco cerebral
mostraron falta de tincidn significativa con anti-lgG de conejo (A, B) en comparacion con la
observada después de la tincion inmunohistoquimica con anticuerpos anti-CbsR y anti-Chs.
Barras: IIA (1 mm), IIB (100 micras). Imagenes similares se obtuvieron utilizando solo el
anticuerpo secundario.

(Il Control para las Figuras 25 y 26. Imagenes de los controles realizados solo con el
anticuerpo secundario mostraron ausencia de tincion. A: Area somatomotriz de la corteza
cerebral (Mo) y la regién hypocampal (Hip), con magnificaciéon en (B) y (C). C: Cuerno Ammon
de region hypocampal. capa piramidal (p) del cuerno de Ammon (CAl, CA2 y CA3: campos
piramidales). Barras: llIA (0,75 mm), IlIB (100 micras), IlIC (100 micras).
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Al objeto de establecer una descripcion mas precisa de la regionalizacion y
distribucion celular de CbsR y Cbs en las secciones del cerebelo, hemos

analizado cortes consecutivos mediante tincion con dos anticuerpos:

- anti-GFAP (Figura 15 G-l), un marcador de astrocitos y células gliales
(Nakamura y Uchihara, 2004; Taft et al., 2005; Roda et al., 2008),

-y anti-SYP (Figura 15 J-L) especificamente asociada con sinapsis unidas

a vesiculas de secrecion (Fujita et al., 1996; Nakamura y Uchihara, 2004).

Nuestros resultados muestran que ambos anticuerpos son detectables en
ambas capas de la corteza cerebelar, granular y molecular. Sin embargo, la
capa granular muestra una tincibn mas intensa con anti-GFAP (Figura 15H),
mientras que la capa molecular muestra una mayor intensidad de tincidon con
anti-SYP (Figura 15K).

Aunque esta regionalizacion muestra una aparente distribucion similar para
la tincidbn con CbsR y Cbs respectivamente, una observacion microscopica mas
detallada (Figura 15 C,F,l,L) pone de manifiesto que la distribucion celular no es

estrictamente coincidente.

Un preciso analisis mediante microscopia confocal (Figura 17) tras doble
tincion con anti-CbsR y anti-GFAP (Figura 17A), asi como mediante doble
tincion con anti-Cbs y anti-GFAP (Figura 17B), revela que las células que
muestran una mayor intensidad con CbsR, o con anti-Cbs, no se corresponden
con astrocitos ni células gliales, los cuales estan marcadamente tefiidos con
anti-GFAP.
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Ch<R + GFAP

Cbs + GFAP

Figura 17: Imagenes de microscopia confocal de la corteza cerebelosa tefiidas con anti-
GFAP (canal verde), y anti-CbsR y anti-Cbs (canal rojo). Panel A: Imagen de microscopia
confocal de la corteza cerebelosa teflida doblemente con anti-GFAP (verde) y anti-CbsR (rojo).
Panel B: Imagen de microscopia confocal de la corteza cerebelosa tefiida con anti-GFAP (verde)
y anti-Cbs (rojo). Las imagenes revelaron que los somas celulares mas intensamente tefiidos
con anti-ChsR y con anti-Chs no corresponden con los cuerpos celulares tefiidos por anti-GFAP
(células gliales y astrocitos). gl: capa granular; pcl, capa de células de Purkinje, ml: capa

molecular.
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Para obtener datos mas especificos acerca de la regionalizacion de CbsR
y Cbs en la capa granular, hemos estudiado secciones de cerebelo mediante
tincion con la técnica de Nissl (Pilati et al., 2008), la cual marca el reticulo
endoplasmatico, principalmente asociado con los cuerpos neuronales de esta
capa (Figura 18). Tal como puede observarse (Figura 18 A-F) la tincién de Nissl
y la sefial de CbsR estan altamente marcadas en los cuerpos neuronales de la
capa granular, asi como en el area correspondiente a la capa de células de

Purkinje (Figura 18 E,F), siendo poco evidente la sefial de Cbs (Figura 18 H,I).
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Figura 18: Micrografias de secciones coronales en cerebelo y a nivel del tronco cerebral
tras la tincion de Nissl (A, B y C) e inmunohistoquimica con anticuerpos anti-CbsR (D, Ey F) y
anti-Cbs (G, H e I). Las abreviaturas gl, pcl y ml tienen el significado indicado en la Figura 17. La
tincion de Nissl y anti-CbsR marcan la mayoria de las células de la granular (gl) y de las capas
de células de Purkinje (pcl), mientras que es de menos intensidad con anti-Chs. Magnificacion
en los paneles C, F e | para resaltar la sefial en el tronco dendritico de las células de Purkinje

con anti-CbsR y anti-Cbs (flechas), aunque menos intensa en este Ultimo caso.
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Estos datos estan en concordancia con previas descripciones (Borgese et
al. 1993), en las que se establece una predominante localizacion subcelular de
CbsR en el reticulo endoplasmatico de las células de mamiferos. No obstante,
mientras que la tincion de Nissl mostré una caracteristica apariencia
redondeada o esférica, como corresponde a la dispersa estructura del reticulo
endoplamatico alrededor del nacleo de las neuronas cerebelares, la tincion con
CbsR mostré una morfologia mas irregular y difusa en la zona periférica del
soma neuronal, lo cual es consistente con la asociacion existente entre CbsR y
los rafts lipidicos de la membrana plasmatica (Chatenay-Rivauday et al. 2004,
Samhan-Arias et al. 2009; Marques-da-Silva et al. 2010; Samhan-Arias et al.
2012).

No obstante, esta hipoétesis solo puede ser experimentalmente demostrada
utilizando FRET, una técnica mediante la cual se ha puesto de manifiesto que
los acumulos de ChsR estan asociados con rafts lipidicos de la membrana
plasmatica en cultivos de neuronas de la capa granular del cerebelo (Samhan-
Arias et al. 2009, 2012). Por ello, hemos analizado experimentalmente este
aspecto, utilizando FRET en secciones de cerebelo, mediante la aplicacion de la
toxina B del célera marcada con fluorescencia, un marcador ampliamente
utilizado para la deteccién de rafts lipidicos (Janes et al. 1999; O’'Connell et al.
2004).

Utilizando microscopia de fluorescencia cuantitativa (Figura 19), hemos
observado que la tincidon de secciones de cerebelo con la toxina B del colera
Alexa488 marca preferentemente la capa granular (Figura 19A), y de manera
poco intensa la capa molecular y la capa de células de Purkinje. Estos hallazgos
son consistentes con la alta densidad de la red de rafts lipidicos de membrana
plasmatica observada en el soma de la capa granular del cerebelo cuando han
sido estudiadas en cultivo (Samhan-Arias et al. 2009). Para completar los
experimentos de FRET hemos utilizado la toxina B del colera Alexa488 como
donante y el complejo anti-isoforma 3-CbsR/IgG-Cy3 como aceptador, para
obtener el doble marcaje de las secciones de cerebelo.

Mediante este procedimiento hemos obtenido: (1) imagenes de secciones
no tefiidas, (2) imagenes de secciones tratadas con IgG-Cy3 en ausencia de
preincubacién con anti-ChsR y (3) images de secciones tras simple marcaje con
toxina B del célera Alexa488 o con anti-CbsR/IgG-Cy3. Imégenes sin
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fluorescencia como las mostradas para la fluorescencia verde y roja de
secciones tefildas solamente con anti-CbsR/IgG-Cy3 (Figura 19A) fueron
también obtenidas en las secciones no tefiidas y las secciones tratadas con
IgG-Cy3 en ausencia de preincubacion con anti-CbsR.

Estos datos en conjunto ponen de manifiesto que bajo nuestras
condiciones de adquisicibn de imagenes de microscopia de fluorescencia, la
autoflorescencia de los cortes cerebrales es insignificante, y que el tratamiento
de la secciones solamente con el anticuerpo secundario fluorescente conjugado
IgG-Cy3 no produce una sefial significante de fluorescencia de fondo. Ademas,
la intensidad de fluorescencia verde y roja de las secciones tefiidas solamente
con anti-CbsR/IgG-Cy3 es insignificante (Figura 19A). Asi pues, el gran
incremento de la fluorescencia roja observado con el doble marcaje con anti-
CbsR/IgG-Cy3 y la toxina B del cOlera Alexa488 pone de manifiesto la presencia
de FRET entre Alexa488 (donante FRET) y Cy3 (aceptador FRET). La
superposicion de imagenes (Figura 19B) pone de manifiesto el incremento de la
intensidad de fluorescencia entre rojo y verde (marcado en naranja) a nivel del

soma de las células de Purkinje, también observadas mediante esta técnica.
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Figura 19: Una gran intensidad de ChsR se asocia con microdominios de acumulos
lipidicos en las células de Purkinje y las neuronas granulares en la corteza del cerebelo. A: Una
parte de CbsR se expresa en la corteza cerebelosa, dentro de la distancia de FRET con sitios de
union de la toxina del célera. Imagenes de microscopia de fluorescencia representan
cuantitativamente cortes del cerebelo de 7 micras de espesor teflidos con la Alexa488
fluorescente conjugado de la toxina B del célera (CTB-A488) y CbsR marcados con IgG-Cy3
(CbsR* Cy3). Green F y Red F significan imagenes de intensidad de fluorescencia verde vy rojo,
respectivamente. B: Zonas tefiidas de amarillo-naranja combinadas con imagenes rojo / verde
areas de localizacion de CTB y ChsR isoforma 3 en cortes tefiidos con CTB-A488 como donador
de fluorescencia y Cb5R* Cy3 como aceptor de fluorescencia. pcl: células de Purkinje, gl:

granular, ml: molecular.
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Para una precisa identificacion de los cuerpos neuronales localizados
entre las capas granular y molecular hemos realizado técnicas
inmunocitoquimicas utilizando un anticuerpo marcador especifico de las células
de Purkinje (Celio, 1990; Dusart et al., 1997), anti-calbindina D28 K. Como
hemos precisado anteriormente (Figura 1), tras la utilizacién del anti-CbsR,
hemos observado grandes somas neuronales alineados entre las capas
granular y molecular de la corteza cerebelosa. Su localizaciéon, tamafio y
morfologia sugieren una elevada expresion de los niveles de CbsR en las
células de Purkinje. Para precisar este importante aspecto, hemos obtenido
imagenes de secciones tefidas con anti-calbindina D28 K (Figura 20), un
caracteristico marcador de las células de Purkinje. La comparacién de las
imagenes tefidas con anti-calbindina D28 K (Figura 20B) con las obtenidas
utilizando anti-CbsR y anti-Cbs (Figura 20 A,C) ponen de manifiesto que las
células de Purkinje estdn marcadas con ambos anticuerpos, manifestando
niveles mucho mas elevados que otras células presentes en la corteza

cerebelosa.

Ademas, hemos observado una distribucion muy amplia de Chs de manera
dispersa en la capa molecular, mostrando también sefial en un patrén reticular
localizado entre las células de Purkinje (Figura 20C). Ya que las células gliales
de Bergmann modulan las células de Purkinje a través de canales de K"
dependientes de Ca2+ (Wang et al.,, 2012), estableciendo asi una precisa
coordinacion motora (Saab et al., 2012), hemos realizado también técnicas
inmunocitoquimicas utilizando anti-GFAP, un marcador especifico de las células
de Bergmann (O’Callagan 1988; Nakamura y Uchihara 2004; Roda et al., 2008).
El aspecto morfoldgico de la sefial obtenida (Figura 20D), en comparacion con
las imagenes obtenidas con anti-Cbs (Figura 20C) sugiere que éste esta
también marcando intensamente los cuerpos y conexiones de las células gliales

de Bergmann en intima relacién con los somas de las células de Purkinje.
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Figura 20: Micrografias de la corteza cerebelosa tras inmunohistoquimica con anti-
calbindina (A), anti-CbsR (B), anti-Cbs (C) y anti-GFAP (D). Notese el marcaje de los somas de
las células de Purkinje (asteriscos) con anti-CbsR, anti-calbindina y anti-Cb5 en la capa de
células de Purkinje (pcl). Anti-calbindin también marca las numerosas extensiones dendriticas
de las células de Purkinje en la capa molecular (ml) y los axones en la capa granular (gl). Anti-
Cbs y anti-GFAP marcan las conexiones de las células gliales de Bergman (puntas de flecha) en

la capa molecular (ml) y el cuerpo (flechas) en la capa de células de Purkinje (pcl).
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Determinacion del Sistema isoforma 3-CbhsR/Cbs a nivel del tronco del

encéfalo.

Es bien conocido que el axdén de una célula de Purkinje se origina en el
polo profundo del cuerpo neuronal, cruza la capa granular y alcanza la sustancia
blanca cerebelosa. Estas proyecciones de las células de Purkinje, que son
detectables con anticuerpos anti-calbindina D28 K, anti- CbsR y anti-Cbs (Figura
21) llegan a conectar con los nucleos del cerebelo: fastigial, interpuesto y
dentado, los cuales son también altamente marcados con anti- CbsR. Desde
estos nucleos, las conexiones eferentes cerebelares se dirigen, entre otras
estructuras del sistema nervioso, a los nucleos del tronco del encéfalo
(Stephenson y Kushner 1988).

Calbindin

Ch,R

Figura 21: Micrografias Opticas de las secciones del cerebelo tras inmunohistoquimica
con anti-calbindina (A y B), anti-CbsR (C y D) y anti-Cbs (E y F). Las imagenes mostradas en los
paneles B, D y F son magnificaciones de las areas marcadas con un cuadrado en los paneles A,
C y E, respectivamente. Notese la reaccion de axones de las células de Purkinje (puntas de
flecha) con los tres anticuerpos en el nivel de la sustancia blanca del cerebelo (wm). ml: capa

molecular. gl: capa granular.
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Las secciones del tronco del encéfalo analizadas mediantes técnicas
inmunocitoquimicas muestran altos niveles de expresion de CbsR en
localizaciones motoras muy precisas del tronco del encéfalo. Tal como puede
observarse en la figura 22, hemos detectado altos niveles de CbsR a nivel del
ndcleo motor del trigémino, nucleo del hipogloso, nicleo motor dorsal del nervio
vago, nucleo espinal del trigémino, nucleo coclear ventral, asi como la raiz del

nervio facial (Figuras 22-24) entre otros.

Figura 22: Micrografias de secciones coronales a nivel del tronco del encéfalo
(protuberancia) tras inmunohistoquimica con anti-CbsR. Notese la reaccion (A) en las grandes
neuronas (B) del nudcleo vestibular lateral (LVe) y las grandes neuronas multipolares
interpuestas con las células multipolares mas pequefios (C) del ndcleo motor del trigémino
(Mo5). Una seccion méas caudal (D) muestra las fibras ascendentes del nervio facial (asc7)
marcado con anti-ChsR. PnC: ndcleo reticular caudal pontino. VCo: nudcleo coclear ventral. py:

tracto piramidal. 7n: nervio facial (raiz del nervio facial). 4V: cuarto ventriculo.
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Figura 23: Micrografias de secciones coronales del cerebelo y tronco del encéfalo tras
técnicas inmunohistoquimica con anti-SYP (A) y anti-ChsR (B-D). Nétese la reaccion positiva a
nivel de los nucleos cerebelosos: nucleo fastigial (FN), interpuesto (IP) y dentado (DN). Anti-
CbsR marca las neuronas del ndcleo masticador del trigémino (Sp50), asi como el vestibular
espinal (SpVe) y el ndcleo reticular gigantocelular (Gi), entre otros (B). Nétese la reaccion de
anti-SYP y anti-CbsR en el complejo de cito-arquitectura dentro del nucleo coclear ventral (VCo),
que contiene diferentes tipos neuronales con caracteristicas dendriticas distintas. A mayor
aumento (C,D) se observan los somas en el nicleo vestibular espinal (SpVe) y las neuronas
grandes multipolar en el nicleo reticular gigantocelular (Gi). py: tracto piramidal. 4V: cuarto
ventriculo.

Figura 24: Micrografias de una seccién coronal a nivel bulbo raquideo tras la realizacion
detécnicas inmunohistoquimica con anti-CbsR. Notese la reaccién en el ndcleo del tracto
solitario (Sol), en el ndcleo motor dorsal del vago (X), ndcleo del hipogloso (XII), ndcleo
masticador del trigémino (Sp50), nlcleo reticular parvocelular (PcRt), nicleo ambiguo (Amb) y
nucleo reticular lateral (LRt), entre otros. A mayor aumento (B,C) se aprecia un detalle de estas
estructuras: Sol, X, Xll, y PcRt, asi como los somas en LRt y las grandes neuronas motoras en

Amb. py: tracto piramidal. 4V: cuarto ventriculo.
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Determinacion del Sistema isoforma 3-CbsR/Cbs a nivel del cerebro.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que en el cerebro de rata las
areas que muestran mayor nivel de expresién de CbsR y Cbs corresponden con
la corteza cerebral frontoparietal y el hipocampo. Ademas, hemos realizado un
estudio comparativo de la sefial de CbsR y Cbs en las grandes neuronas
piramidales de estas areas con la imagen obtenida a partir de la tincion de las
secciones con antineurogranina, un marcador especifico de neuronas

piramidales (Represa et al., 1990).

Nuestros resultados revelan un patron de tincion similar entre CbsR/Cbs y
neurogranina a nivel del neocortex cerebral en los somas de las células
piramidales y sus ramificaciones dendriticas. Las observaciones con alta
magnificacion de las areas motoras primarias y secundarias del neocortex
frontoparietal ponen de manifiesto una elevada tincion de las neuronas
piramidales con anti-ChsR y anti-Cbs (Figura 25). Los altos niveles de expresion
de CbsR y Cbs en las neuronas gigantopiramiles (de Betz) de las areas motoras
primarias tienen una especial relevancia, ya que es bien conocido que estas
neuronas presentan largos axones que llegan a sinaptar con las neuronas que
constituyen los nucleos motores del tronco del encéfalo, anteriormente

mencionados.

En nuestro estudio hemos observados altos niveles de expresion de CbsR
y Cbs a nivel del hipocampo, en las neuronas piramidales del asta de Ammoén,
en particular las neuronas piramidales del area CA1l (Figura 26). En este caso
los somas de estas neuronas piramidales presentaron una mayor tinciéon que
sus prolongaciones. La sefal de CbsR y Cbs es precaria a nivel de las dendritas
basales (stratum oriens), aunque a nivel de las dendritas apicales (stratum

radiatum) aparece una mayor sefial de CbsR en comparacién con Cbs.

69



MOs: II-11l layer

Neurogranin

Figura 25: Micrografias de secciones coronales del cerebro tras la tincién de H&E e
inmunohistoquimica con anti-CbhsR, anti-Cbs y anti-neurogranina, mostrando las areas
motoras de la corteza cerebral. En la columna A, un trapecio dibujado en negro marca las
areas motoras de la corteza cerebral de una seccién frontoparietal del cerebro que se
muestran con mayor detalle en las columnas B, C y D. La columna B muestra imagenes de
las capas de las areas motoras primaria y secundaria de la corteza cerebral en rata (MOp y
MOs, respectivamente). La columna C muestra imagenes a mayor aumento de la capa V del
area motora primaria (MOp), mostrando intensa tincion del soma de las neuronas piramidales
gigantes con anti-ChsR y anti-Cbs. La columna D muestra imagenes de mayor aumento de
las capas IlI-lll del area motora secundaria (MOs), con intensa tincion del soma de las

neuronas piramidales de esta capa.
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Neurogranin

Figura 26: Micrografias de secciones coronales del cerebro tras tincién con H&E e
inmunohistoquimica con anti-CbsR, anti-Cbs y anti-neurogranina. En la columna A, Hp marca
las areas del hipocampo de un corte frontoparietal del cerebro que se muestra con mayores
aumentos en las columnas B, C y D. La columna B muestra imagenes para visualizar la
morfologia general de cuerno de Ammon. La columna C muestra imagenes del campo
piramidal CAl (Cuerno de Ammon 1) del hipocampo y la columna D muestra imagenes a
mayor aumento. La reaccion es observable a nivel del soma de las células piramidales: p,

capa piramidal. O, estrato oriens, ra, estrato radiado.
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Efecto de la administracion de acido 3-nitropropiénico (NPA)

Las ratas tratadas manifestaron importantes pérdidas de peso vy, al tercer
dia de tratamiento, todas presentaban paralisis de las extremidades posteriores.
Los efectos observados el dltimo dia de tratamiento fueron heterogéneos,
registrandose mortalidad, masiva lesion cerebral y, en otros casos, lesiones
extensas. Las ratas que sobrevivieron hasta el final del tratamiento se
encontraban postradas, en recumbencia lateral o ventral, sin capacidad
aparente para moverse y presentaron extensas lesiones cerebrales.

Los estudios realizados con estos grupos de ratas permitieron observar
una clara correlacién entre los sintomas neurolégicos exhibidos por las ratas y
las lesiones en el encéfalo. Las ratas con sintomas mas ligeros no mostraban
relevantes lesiones, o las lesiones estaban restringidas al estriado, mientras que
los animales en recumbencia siempre mostraron amplias lesiones en el estriado

y, de forma especialmente llamativa, en el hipocampo (Figura 27).

Figura 27: Lesioén inducida por NPA en el area CA1 del hipocampo de rata. Las imagenes
de microscopia Optica son representativas de cortes coronales de cerebro tefiidos con el método

de Nissl.
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Neuroproteccién con kaempferol.

Tal como puede observarse en las figuras 28-32, la administracion de NPA
produce alteraciones significativas que afectan al cerebro, fundamentalmente a

nivel del hipocampo, asi como alcerebelo y al tronco del encéfalo.

Estas alteraciones neurodegenerativas se manifiestan mediante la
utilizacion de diferentes técnicas, siendo evidente mediante la utilizacion del
método del TTC (Figuras 28 y 29), asi como tras las técnicas

inmunocitoquimicas, utilizando, entre otros anticuerpos, el anti-CbsR.

Las ilustraciones revelan el importante efecto neuroprotector conseguido
mediante laadministracion de kaempferol. En estos encéfalos tratados con el
flavonoide se aprecia una mayr resistencia a la lesion originada tras la
administracion de NPA, lo cual indica el relevante facor de neuroproteccion

empleado en nuestros experimentos.
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Figura 28: Secciones coronales que interesan al tronco del encéfalo y cerebelo tras la
tincibn con TTC. La imagen superior corresponde a una rata control. La imagen central
corresponde a una de las tratadas con NPA, donde se puede apreciar la lesion,
fundamentalmente a nivel de los nlcleos del cerebelo, y las lesiones hemorragicas
concomitantes. La imagen inferior muestra la notable proteccién que evidencia la administracion

de kaempferol.
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Figura 29: Secciones coronales que interesan al cerebro tras la tincion con TTC. La
columna izquierda corresponde a una rata control. La columna central corresponde a una de las
tratadas con NPA, donde se puede apreciar la lesién, fundamentalmente a nivel del hipocampo.
La columna derecha muestra la notable proteccion que evidencia la administracion de

kaempferol.
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Figura 30: Secciones coronales que interesan al tronco del encéfalo y cerebelo tras

inmunohistoquimica con anticuerpo anti-CbsR. La columna izquierda corresponde a una rata
control. La columna central corresponde a una de las tratadas con NPA, donde se puede
apreciar la disminucion de la expresion de los niveles de ChsR. La columna derecha muestra la

notable proteccion que evidencia la administracion de kaempferol.
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Figura 31: Secciones coronales del cuerno de Ammon tras inmunohistoquimica con

anticuerpos anti-neurogranina y anti-CbsR. La columna izquierda corresponde a una rata control.
La columna central corresponde a una de las tratadas con NPA, donde se puede apreciar la
disminucion (flechas) de la expresion de los niveles de neurogranina y ChsR a nivel del
hipocampo (HIP). La columna derecha muestra la notable protecciébn que evidencia la

administracion de kaempferol.
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Neurogranina

Figura 32: Secciones coronales del cuerno de Ammon (areas CAl, CA2 y CA3) tras

inmunohistoquimica con anticuerpos anti-neurogranina y anti-Cbs. La columna izquierda
corresponde a una rata control. La columna central corresponde a una de las tratadas con NPA,
donde se puede apreciar la disminucion de la expresién de los niveles de neurograninay Chs a
nivel del hipocampo (areas CAl, CA2 y CA3). La columna derecha muestra la notable

proteccién que evidencia la administracién de kaempferol.
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Los altos niveles de expresién de ChsR y de Cbs que hemos descrito en
las neuronas piramidales de los nucleos motores del tronco del encéfalo, asi
como de las areas motoras del neocortex cerebral y del hipocampo, constituyen
novedosos hallazgos que afaden importantes datos al conocimiento de la
actividad funcional del cerebro, que juegan un papel crucial en las funciones
neuroanatomicas y fisiolégicas del cerebro. En consecuencia la alteracion de
este sistema entraria a formar parte de las bases fisiopatolégicas que
determinan la muerte neuronal por estrés oxidativo caracteristica de las
enfermedades neurodegenerativas que cursan con severas alteraciones

motoras neurolégicas.

Ademas, hemos observado en las células de Purkinje, que juegan un
papel importante integrador en las respuestas eferentes del cerebelo, altos
niveles de expresion del sistema CbsR/Cbs. Estos datos sugieren que el
deterioro funcional o degenerativo de estas células constituye posiblemente
algunas de las bases que determinan la disfuncion del cerebelo y los déficits
neuroldgicos asociados a ciertas patologias, por ejemplo, en la
metahemoglobinemia tipo Il congénita recesiva, originada por mutaciones de
ChbsR.

En nuestros resultados también mostramos elevados niveles de estas
proteinas en las neuronas de la capa granular del cerebelo, lo cual esta en
consonancia con los resultados obtenidos analizando neuronas granulares en
cultivos in vitro, tal como se ha puesto de manifiesto previamente en trabajos

llevados a cabo en nuestros laboratorios.

De nuestro estudio se desprende que:

i) A nivel de la capa molecular hay una mayor reaccion frente al anticuerpo
anti-Cbs que frente al anti-CbsR, en particular a nivel de la red que establecen
las conexiones de las células gliales de Bergmann. Ademas, el elevado marcaje
con anti-SYP a nivel de esta capa molecular indica la presencia de un elevado

namero de conexiones sinapticas, una caracteristica de las multiples estructuras
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dendriticas de las células de Purkinje, identificadas por su marcador especifico,
anti-calbindina D28 K.

i) Los somas de las células de Purkinje localizados entre las capas
molecular y granular se tifien intensamente con su marcador especifico anti-

calbindina D28 K, asi como con ambos anticuerpos, anti-CbsR y anti-Cbs.

iil) A nivel de la capa granular se aprecia una intensa tincion con anti-ChsR,
imagen que se superpone con las obtenidas mediante la tincién de las células
granulares con la técnica de Nissl, asi como, aunque con menor intensidad la
sefal con anti-Cbs. Ademas, esta capa granular contiene las prolongaciones
axonales de las células de Purkinje asi como sus ramas colaterales recurrentes,

evidenciado por las tinciones con anti-calbindina D28 K y anti-SYP.

Teniendo en cuenta los datos presentados, nuestros resultados sugieren
gue el complejo enzimatico CbsR/Chs esta altamente implicado en la funcién de
las neuronas que juegan un papel principal en el control de las conexiones
eferentes a nivel de la corteza cerebelosa. De este modo, los elevados niveles
de ambas proteinas en esta localizacion serian responsables de la modulacion

de los impulsos neuronales eferentes.

Es bien conocido que la formacién reticular recibe informacion precisa de
los nucleos del cerebelo, principalmente del ndcleo fastigial. Nuestros resultados
muestran que ChsR esta altamente expresado en las neuronas gigantocelulares
que constituyen el nucleo reticular pontino caudal, responsable del control de los
movimientos involuntarios asociados con la masticacion, y el bruxismo (Sasaki
et al., 2004). Ademas, estos altos niveles de ChsR a nivel del ndcleo reticular
pontino caudal sugiere una correlacién funcional con la distonia generalizada y
las alteraciones del movimiento descrita en pacientes que sufren una
metahemoglobinemia congénita recesiva tipo Il (Leroux et al., 1975; Toelle et
al., 2004; Percy y Lappin 2008; Ewenczyk et al., 2008; Huang et al., 2012).

Este patron de expresion de CbsR y Cbs a nivel del soma y dendritas, a

nivel del neocortex y del hipocampo podrian representar un aspecto clave en la
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plasticidad sinaptica, determinando un posible papel en la modulacion de la
actividad neuronal de estas areas de cerebro, particularmente en los casos
propensos a la degeneracion neuronal por envejecimiento y a la enfermedad de
Alzheimer. Estos indicios podrian estar apoyados por recientes estudios en los
que prestan especial atencion al sorprendente nivel de precision mostrado por la
sinapsis en el neocortex y en el hipocampo, en particular, el sistema
GABAérgico inhibitorio de las células piramidales juega un papel clave en la

sefializacion de la regulacion neuronal del Ca2™ (Higley 2014).

Es de especial relevancia que el sistema CbsR/Chbs juega también un papel
clave en el metabolismo lipidico, critico para la actuacion y mantenimiento de la
plasticidad neuronal asociada con una evada actividad sinaptica. Ademas, la
isoforma 3-Cb5R unida a la membrana plasmatica cataliza la reaccion NADH
dependiente, reciclando los radicales libres de ascorbato a ascorbato, el mayor
antioxidante extracelular en el cerebro. Asi pues, las células de Purkinje y las
neuronas granulares del cerebelo mostrarian actividad y capacidad funcional
para contrarrestar el estrés oxidativo tisular, proceso que estaria alterado en las
mutaciones de CbsR, dando lugar a la pérdida de funcion de estas proteinas y

por ello determinando una mayor propension a la degeneracion.

La neurodegeneracion causada por NPA en roedores presenta
caracteristicas similares a la observada en la HD, y los modelos de
degeneracion estriatal inducida por la neurotoxina constituyen modelos

animales de la enfermedad.

La neurotoxicidad del NPA ha sido asociada al incremento en la
produccion mitocondrial de ROS (Lee et al. 2002; Liot et al. 2009). EI NPA
estimula la liberacion de H,O, por mitocondrias de cerebro, un fenomeno que es
potentemente inhibido por el flavonoide kaempferol. Ya que estudios previos de
nuestro laboratorio habian demostrado efectos protectores muy relevantes del
kaempferol en modelos de neurodegeneracion asociados a estrés oxidativo
(Samhan-Arias et al. 2004; Lopez- Sanchez et al. 2007), planteamos estudiar el

potencial neuroprotector de este flavonoide contra la neurotoxicidad del NPA en
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rata, poniéndose de manifiesto su importante papel como elemento de

proteccion del sistema redox CbsR/Chbs.
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De los trabajos desarrollados en la presente Tesis Doctoral, cuyos
resultados han sido contrastados y analizados con la bibliografia al respecto,

podemos extraer las siguientes conclusiones:

1.- Los elevados niveles de expresion de CbsR y de Cbs que hemos
observado en la corteza cerebelosa, en las neuronas piramidales de los
nacleos motores del tronco del encéfalo, asi como de las &reas motoras del
neocortex cerebral y del hipocampo, constituyen novedosos hallazgos que
afiaden importantes datos al conocimiento de la actividad funcional del

encéfalo.

2.- Nuestros resultados acerca de las alteraciones del sistema
CbsR/Cbs inducidas por el acido nitropropiénico sugieren que el deterioro
neuronal funcional y/o degenerativo constituye posiblemente alguna de las
bases que determinan la disfuncion del encéfalo y los déficits neurolégicos

asociados a ciertas patologias neurodegenerativas.

3.- Ante las evidencias obtenidas tras la administracion de
kaempferol, mostrando efectos de neuroproteccién neuronal en las areas
estudiadas, es asumible que una administracién controlada de flavonoides en
la dieta seria de gran efecto preventivo y terapéutico frente a las

enfermedades neurodegenerativas.

4.- Los oOptimos hallazgos obtenidos tras los diferentes
procedimientos experimentales, reflejados previamente in vitro y en nuestro
estudio en encéfalo de rata adulta, inducen a extender este tipo de estudios
para la aplicabilidad en los paceintes con enfermedades neurodegenerativas.

5.- Dado que nuestra Comunidad Autbnoma de Extremadura es
altamente productora de alimentos ricos en antioxidantes naturales, seria una
puerta abierta a la explotacion de los mismos, apoyandose para su distribucién

y empleo en una base cientifica.
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