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adoral Receptores de adenosina Al purinérgicos
ADP Adenosina 5’-difosfato

AMP Adenosina 5’-monofosfato

AP Asfixia perinatal

AP-1 Proteina activadora 1

ARN Acido Ribonucleico

ARNmM Acido desoxirribonucleico mensajero
ATP Adenosina 5'-trifosfato

BCA Acido bicinconinico

BDP Broncodisplasia pulmonar

C.E Carga energética

CAT Catalasa

CHi;CN Acetonitrilo

CK Ciclo de Krebs

COX Ciclo-oxigenasa

CREB Proteina de unidn a la respuesta de AMPc
CRN Neuronas Cajal-Retzius

CTE Cadena de transporte electrénico
Cys Cisteina

Cys-Gly Cisteinilglicina

CySS Cistina

DNPH 4-dinitrofenilhidrazina

e Electrén

E.C Energia de colision

EHI Encefalopatia hipdxico-isquémica
eNOS Oxido nitrico sintasa endotelial

EO Estrés oxidativo



Abreviaturas

EPO
ERN
ERO
ESI
ET-1
F>-l1soPs
FAD
FiO;
G138
G6PDH
GAPDH
GC

GCL
GLUT-1
GPX1
GS
GSH
GSR
GSSG
GTT

Eritropoyetina

Especies reactivas del nitrégeno
Especies reactivas del oxigeno
lonizacién por electro-spray
Endotelina-1

F,-isoprostanos
Flavin-adenin-dinucleétido

Fraccion inspiratoria de oxigeno

182 dia de gestacion

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Cromatografia de gases

Glutamil cisteina ligasa

Transportador de glucosa 1

Glutation peroxidasa 1

Suero de cabra

Glutation reducido

Glutation reductasa

Glutation oxidado
g-glutamiltranspeptidasa

Protén

Agua

Perdxido de hidrégeno
Hidroxitetranoico

Factor inducible por Hipoxia
Hexoquinasa

4-hidroxi-2-nonenal

Hemo oxigenasa 1

Cromatografia liquida de alta resolucién
International Liaison Committee on Resuscitation
Interferdn Beta

Oxido nitrico sintasa inducible
Isquemia/reperfusion

Intradtero

Capa coretza cerebral



LC-MS/MS
LDH
LPO
m/z
MCTs
MDA
MET
MM
MME
MMI
MPO
MRM
m-Tyr
Mz
NADH
NADPH
NEM
NFkB
nNOS
NOx
NO-

0;

0,*
OHe
ONOOQOe
o-Tyr
PO

P1

P7

Paoz
PBS
PCR
PFA
PGs
Phe

Abreviaturas

Cromatografia liquida tandem espectrometria de Masas
Lactato deshidrogenasa

Peroxidacion lipidica

Cociente masa/carga

transportadores de monocarboxilato
Malondialdehido

Microscopia electrénica de transmisién
Matriz mitocondrial

Membrana mitocondrial externa
Membrana mitocondrial interna
Mieloperoxidasa

Monitorizacién de multiples reacciones
meta-tirosina

Zona marginal superficial

Nicotinamida adenina dinucleétido
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido
N-etilmaleimida

Factor nuclear kappa B

Oxido nitrico sintasa

NADPH oxidasa

Oxido nitrico

Oxigeno molecular

Anidén superdxido

Radical hidroxilo

peroxinitrito

orto-tirosina

recién nacidos

24 horas después de nacer

7 dias después de nacer

Presién parcial de oxigeno

Tampodn fosfato salino

Reaccién en cadena de la polimersa
Paraformaldehido

Prostaglandinas

Fenilalanina



Abreviaturas

Pi fosfato inorganico

Pl Patron interno

PK Piruvato quinasa

PPL Capa plexiforme primordial

prxs Peroxirredoxinas

p-Tyr para-tirosina

ROO- Radical peroxilo

ROP Retinopatia del prematuro

SDR Sindrome diestrés respiratorio

SNC Sistema nervioso central

SOD Superéxido dismutasa

SP Subplaca profunda

SPNs Neuronas de la subplaca

SpO0; Saturacion de oxigeno

srnx1 Sulfiredoxina 1

TEM Microscopio electrénico de transmisiéon
TGF-a Factor de crecimiento transformante alfa
TFN Transicién fetal neonatal

trx Tiorredoxina

trxnd1 Tioredoxina reductasa

Tyr Tirosina

vegfa Factor de crecimiento del endotelio vascular A
\'/4 Zona ventricular

WM sustancia blanca

XD xantina deshidrogenasa

X0 xantina oxidasa

W, Potencial de membrana mitocondrial

7—GC Gamma-glutamil cisteina
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Resumen

Mammal fetal life elapses in a low oxygen environment relative to
the extra uterine. Interestingly, in the human being partial pressure of
oxygen increases from fetal 3.3 kPa (25—30 mmHg) to 10.5 kPa (75-85
mmHg) in the first minutes after birth in the newly born infant. This
rapid and brisk increase in oxygen availability to tissue generates a
physiologic oxidative stress. However, both the lungs and the
antioxidant defense system do not mature until late in gestation.
Therefore, preterm infants often need respiratory support and oxygen
supplementation in the delivery room to achieve postnatal
stabilization. The use of supplementary oxygen will cause oxidative
stress and damage. In experimental studies in newborn sheep it has
been shown that brief resuscitation maneuvers performed in the first
minutes after birth produce lung damage and oxidative stress that can
have long-lasting consequences. In human newborn infants the use of
100% oxygen instead of air for resuscitation enhances oxidative stress
and increases mortality. Furthermore, the use of high oxygen inspired
fractions in very preterm infants increased specific morbidities such as

bronchopulmonary dysplasia.

We hypothesized that delaying oxygenation after birth would
preserve reducing equivalents, enhance redox adaptation, and protect
the brain against oxygen derived free radicals produced by a hyperoxic

insult.

The objectives of the study were to determine oxidative stress and
damage biomarkers in brain of mice pups during fetal-to-neonatal
transition in a breathing atmosphere of FiO, of 0.14 vs. 0.21. We also

studied the consequences of a hyperoxic insult with a FiO; of 1.0 after
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postnatal stabilization either with FiO, of 0.14 or 0.21. Moreover, we
analyzed the expression of genes involved in the antioxidant defense
system, activation of the expression HIF-1a, inflammation, and the
expression of different receptors involved in neurotransmission.
Finally, we performed a histological study of different layers of the
cerebral cortex to determine morphological changes, apoptosis, and
inflammatory changes. Furthermore, we opted to study the effects of

perinatal hypoxic preconditioning on mitochondrial morphometry.

To proof our hypothesis valid, we designed an experimental model
in which we placed pregnant mice in an oxy-cage either with a reduced
FiO,(0.14) or room air (Fi0,=0.21) at G18 (8 hours before delivery). 8
hours after birth, both groups were switched to room air (Hx14/21/21
and Nx21/21/21 groups) or subjected to a hyperoxic insult (Fi0,=1.0)
(Hx14/100/21 and Nx21/100/21) and reset to FiO,=0.21 after 1 hour.
Pups were further evaluated either at P1 or kept in the oxy-cage with
Fi0,=0.21 oxygen until 1 week post-partum (P7). The brains were snap-

frozen and kept at -80°C until analysis.

We determined the following oxidative stress biomarkers:
GSH/GSSG, cysteine/cystine, homocysteine/homocystine ratios, and
metabolites of oxidative damage and inflammation such as m-tyr/Phe,
o-tyr/Phe, 3NO,-tyr/p-tyr, 3Cl-tyr/p-tyr and 8-OHdG/2dG ratios by
liquid chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-MS/MS).
In addition, we assessed the expression of antioxidant defense genes,
response to HIF-1a, and changes in neurotransmitter receptors by

gPCR (both at P1 and P7). Finally, we determined morphology,
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apoptosis, and inflammation of the different layers of the brain cortex
by immunohistochemistry. The mitochondrial morphometry was

performed using electron microscopy at P1 mice.

In general, we found less oxidative stress and damage to proteins
and DNA in the preconditioned hypoxic group. A period of hypoxia
after birth seemed to better favor the maintenance of a reducing
environment thus protecting them against the switch to a hyperoxic
environment. The results obtained in this group were still maintained
one week thereafter. In the Hx14/100/21, we found downregulation
of antioxidant defense enzymes when compared to the Nx21/100/21
at P1 and P7. Besides, we also observed an upregulation of the HIF-1a

targets in mice born under hypoxic conditions.

At a histological level, we found higher damage, increased
apoptosis and a marked tendency towards inflammation in the cortex
of the Nx21/100/21 group when compared to the Hx14/100/21 group.
Mitochondria showed better morphology and characteristics during
adaptation to re-oxygenation when birth occurred in a hypoxic
atmosphere (Hx14/100/21) as opposed to normoxic conditions

(Nx21/100/21).

We conclude that in mice pups performing fetal-to-neonatal transition
under hypoxic conditions (hypoxic preconditioning) and smoothly
transitioning to normoxia seemed to better withstand a hyperoxic
insult after birth as reflected by less oxidative stress, less damage and

less inflammation in brain tissue.

39






I. INTRODUCCION






Introduccion

1. Metabolismo aeradbico

1.1 El oxigeno en la vida del ser multicelular

La vida tal y como la concebimos en los organismos multicelulares
tiene tendencia a la entropia, es decir, al desorden molecular. Para
sobrevenir esta tendencia se precisa una gran cantidad de energia
(Schafer y Buettner 2001). El oxigeno molecular (O;) es uno de los
elementos claramente definidos que dan lugar a la existencia de la vida
eucariota. Las fluctuaciones de los niveles de oxigeno a través del
tiempo han permitido la evolucién de las diversas formas de vida. El
principal motivo ha sido al desarrollo de la produccién eficiente de
energia (fosforilacién oxidativa) en organismos unicelulares que
permite la evolucidn a organismos multicelulares y la regulaciéon de
fenotipos celulares complejos (Stamati, Mudera, y Cheema 2011).

Durante el progreso de la vida unicelular a la vida multicelular, se
han aumentado las necesidades de un mayor aporte energético para
poder llevar a cabo sus funciones. El desarrollo de sistemas
antioxidantes que permitieron la utilizacion del oxigeno como aceptor
de electrones en el proceso de fosforilacion oxidativa permitié la
especializacion celular, y la creacién de organismos multicelulares, y lo
gue es muy importante el desplazamiento en busca de nutrientes, no
accesible a los organismos unicelulares. El oxigeno permite la
obtencidn de la energia necesaria, a través del aprovechamiento

Optimo de los nutrientes esenciales, para el desarrollo de la vida
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(Semenza 2009). Concretamente, las mitocondrias son los organulos
celulares que se consideran las “fabricas energéticas" de la célula, y
por tanto las responsables de proporcionar la energia necesaria para
mantener las funciones vitales (reproduccién, crecimiento vy
desarrollo)(Rossignol 'y Frye 2014). Las mitocondrias son
especialmente importantes en areas de alta demanda de energética,
como es el cerebro, donde las células neuronales utilizan
aproximadamente 4,7 millones de moléculas de adenosina 5’-

trifosfato (ATP) por segundo (Siddiqui, Elwell, y Johnson 2016).

1.2 Metabolismo aerdbico y fisiologia del O;

El metabolismo aerébico consiste en un proceso de fosforilacidn
oxidativa, el cual tiene lugar en las mitocondrias y requiere de manera
ineludible la presencia del O,.

Los nutrientes esenciales que ingerimos como los hidratos de
carbono, proteinas y lipidos, son convertidos durante la digestion en
moléculas mas simples dando lugar a la glucosa, aminodcidos y acidos
grasos libres. Estas moléculas a través de diferentes procesos
catabdlicos (glucdlisis, desaminacion oxidativa y P-oxidacion) se
convierten en intermediarios metabdlicos, como son la acetil-
coenzima A (Acetil-CoA), el oxalacetato y la 2-oxoglutarato. Estos
intermediarios serdn metabolizados y descarboxilados por las
diferentes enzimas que forman parte del ciclo del acido tricarboxilico
o Ciclo de Krebs (CK) (Campbell 2017). De modo que, durante este

proceso de oxidacién se liberan electrones de alta energia que son
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captados por transportadores especificos, nicotin-adenin-dinucledtido
(NAD) o flavin-adenin-dinucledtido (FAD), que los transportan hasta la
cadena de transporte electronico (CTE) o cadena respiratoria,
constituida por una serie de complejos enzimaticos (I a V) localizados
en la membrana interna mitocondrial (MMI). Estos complejos
enzimaticos son proteinas integrales de membrana con grupos
prostéticos que aceptan y ceden electrones e intervienen de forma
secuencial. Estos complejos son; el complejo | (NADH deshidrogenasa),
complejo Il (succinato deshidrogenasa), complejo Il (citocromo C
reductasa) y complejo IV (citocromo C oxidasa). Una vez los electrones
se transfieren desde los equivalentes de reduccion, van pasando por
los transportadores de la CTE hasta llegar al complejo 1V, el cual capta
los electrones y se produce la reaccién final que consiste en la
donacidn de los electrones al O, y la conversién de O, + H" a H,0.

Los electrones a lo largo de la cadena respiratoria van liberando
energia y esa energia es la que permite el bombeo de protones desde
la matriz mitocondrial (MM) al espacio intermembranoso de la
mitocondria alcanzando una concentracién de protones mayor en el
espacio intermembrana que en la matriz. Este proceso crea un
potencial de membrana mitocondrial (Wn), el cual representa una
diferencia de cargas a través de la membrana mitocondrial interna.

Los protones bombeados a través de los complejos I, lll y IV,
atraviesan la membrana y son captados por la ATP sintasa, ultimo
componente de la cadena, para la sintesis de ATP, que produce la
conversion de adenosina 5’-difosfato (ADP) + fosfato inorganico (Pi) en

ATP (Figura 1).
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Nutrientes
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Figura 1. Esquema fosforilacién oxidativa. Los nutrientes captados por la célula son convertidos

l'

a Acetil-CoA en la mitocondria para ser metabolizado en el ciclo de Krebs. Los electrones
liberados son transportados a la cadena de transporte electronico mediante el NAD y el FAD,
para la posterior produccion de ATP, siendo el O; el Ultimo aceptor de electrones (Torres-Cuevas,

Cernada, et al. 2016).

La eficiencia del metabolismo aerdbico es de aproximadamente de
18 a 20 veces mayor que la anaerdbica (Formentini et al. 2014). En el
caso que no hubiera O, disponible en el medio, hablariamos de
condiciones anaerobias, se interrumpiria la CTE y por tanto la
respiracion aerdbica quedaria reducida al minimo. En estas
circunstancias la energia solo se podria obtener del metabolismo
anaerdbico. De modo que en el metabolismo anaerdbico una

molécula de glucosa produce de 2 a 4 moléculas de ATP, en el aerébico

46



Introduccion

se producen 36 moléculas de ATP (Islam 2017). La escasa rentabilidad
energética del metabolismo anaerdbica lo hace incompatible con la
vida de seres multicelulares, asi los mamiferos.

La proporcién de hidratos de carbono, proteinas y lipidos utilizada
para la sintesis de ATP es especifica de cada célula y drgano. Por
ejemplo, los tejidos oxireguladores (asi, sistema nervioso central (SNC)
o miocardio) precisan una elevada cantidad de ATP para su
funcionamiento. El cerebro utiliza casi exclusivamente glucosa como
fuente de energia siendo incapaz de almacenar sustratos energéticos
de accién rapida como el glucdgeno, por lo que en caso de déficit de
O (hipoxia) o riego sanguineo (isquemia) se produce un bloqueo
inmediato del funcionalismo celular (Sanderson et al. 2013a). Otro
ejemplo es el corazén, que obtiene la energia necesaria para la
contraccion cardiaca fundamentalmente de la oxidaciéon de acidos
grasos libres (Nath y Villadsen 2015).

La regulacion de la fosforilacidn oxidativa depende tanto de la
disponibilidad del sustrato (NADH, O,, ADP, P;) como de su producto
final, ATP y el gradiente electroquimico de protones. En condiciones
de reposo, las mitocondrias tienen la mayoria del ADP convertido en
ATP, y la sintesis de ATP se ralentiza, de modo que el gradiente
electroquimico aumenta e inhibe a la CTE para evitar que se produzca
un bombeo de protones. Este mecanismo de retroalimentacion ayuda
a mantener el W, en niveles fisioldgicos (80-140 mV), en los cuales la
produccién de ATP es eficaz, y la generacion de especies reactivas de

oxigeno es minima (Sanderson et al. 2013a).
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2. Especies reactivas del oxigeno y enzimas
antioxidantes

2.1 Formacion de especies reactivas del oxigeno.

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) son radicales libres
derivados del O,, representan la clase mas importante de radicales
generados en los sistemas vivos y engloban una variedad de moléculas
derivadas de la reduccién incompleta del oxigeno molecular (Circu y

Aw 2010).

En condiciones fisiolégicas, mas del 90% del O, sufre una reduccion
tetravalente dando lugar a agua (H:0) en la CTE. Sin embargo, en
condiciones fisioldgicas hay un pequefio porcentaje (alrededor del 2%)
de los electrones que se escapan, causando la reduccion parcial del Os.
La formacidn de ERO depende de que el W, se encuentre dentro del
rango fisioldgico (80-140 mV). Una hipopolarizacién produciria una
disminucién de las reservas de ATP, bloqueo de las bombas ATP-asa
con el subsecuente aumento de calcio mitocondrial, salida de potasio
extracelular y acimulo de sodio en el citoplasma, hiperexcitabiliad
neuronal por la inhibicion de la recaptacidn de los neurotransmisores
llegando a producir muerte celular. Una hiperpolarizacién que
produzca un W, >140 mV causara un aumento exponencial de la
generacion de ERO en los complejos | y Il (Giordano 2005)
produciendo un mayor oxidativo. La produccion de ERO en
condiciones fisioldgicas y patoldgicas depende directamente de la

concentracién de O; en el tejido (Murphy 2009) lo cual, como veremos
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mas adelante, tiene una gran repercusién en la traslaciéon clinica de
estos conceptos, especialmente en situaciones de hipoxia-

reoxigenacion.

Los electrones del sistema de transporte mitocondrial de la CTE son
la principal fuente de generacion de ERO, el 80% de los ERO se genera
a nivel mitocondrial (Srinivasan y Avadhani 2012). Otras fuentes
enddégenas también involucradas en su formacién ademads de la CTE
son, la enzima NADPH oxidasa (NOx) en los fagocitos como respuesta
a la exposicién a agentes infecciosos, sus productos derivados, o
mediadores inflamatorios (Kawahara, Quinn, y Lambeth 2007).
También se generan radicales libres como respuesta del sistema NOx
a sefiales fisiolégicas como la insulina, angiotensina |l, factores de
crecimiento etc. La reaccion de Fenton-Haber-Weiss (Haber y Weiss
1932), el complejo enzimatico xantina Oxidorreductasa (XOR)
(Vergeade etal. 2012), los peroxisomas (Fransen etal. 2012),
proteinas reguladoras de hierro intracelular como la hemo-oxigenasa
(Pérez et al. 2015), el sistema CYP450 y la presencia de metales de
transicién como cobre, zinc, selenio y manganeso, pueden producir un
aumento exponencial de la generacidn de ERO por la reacion de

Fenton (Batasz et al. 2015).

2.2 Clase de especies reactivas del oxigeno

La reduccion incompleta del O, mas comun consistente en una
reduccion monovalente de oxigeno que da lugar al anién superdxido

(O2*) poco reactivo, pero potencialmente toxico por los intermediarios
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qgue pude producir. Una reduccidn monovalente adicional del anién
superdxido da lugar a la generacion de peréxido de hidrégeno (H.0,)
El peréxido de hidrégeno no es un radical libre y tiene muy poca
capacidad agresiva, a no ser que se transforme en radical hidroxilo y
puede atravesar membranas actuando como sefalizador intercelular
en focos lejanos. Por ello es una molécula de sefalizacidon. Y por
ultimo, una tercera reduccién monovalente del anién superdxido
producird el radical hidroxilo (OH-), el cual es altamente reactivo y con
semivida extremadamente corta (Figura 2). Hay también otras ERO
como son el peroxilo, hidroperoxilo, y radicales alcoxi, pero estas se

producen en pequenas cantidades (M. Zhao et al. 2016).

L] [ ] ONOOe
® L] Peroxinitrito
° o, °
[ ] Di-oxigeno [ ] L N 0
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Figura 2. Reducciones monovalentes a partir del oxigeno que originan ERO. La reduccion
monovalente escalonada del oxigeno conduce sucesivamente a la formacién del anion
Superoxido (02-e), perdxido de hidrégeno (H.02) y radical hidroxilo (OHe) conocido como
especies reactivas del oxigeno (ERO). Ademds, la combinacion de éxido nitrico (NOe) con
superoxido dara lugar a la formacidn de peroxinitrito (ONOQ®), una especie reactiva de nitrégeno

muy agresiva (ERN).
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2.3 Funcion de las especies reactivas del oxigeno

Las ERO pueden ser extremadamente agresivas cuando actuan
como radicales libres causando dafio estructural y/o funcional y/o
interfieren con los elementos de regulacién redox esenciales. No solo
las ERO sino también las especies reactivas del nitrégeno (ERN)
pueden también producir dafo e intervenir en diferentes funciones

celulares.

Un radical libre es definido como cualquier molécula capaz de
existir independientemente con uno o mas electrones no apareados
en su orbital mas externo (Pryor 1973). Cuando reaccionan con otros
radicales libres, formando enlaces covalentes, da lugar a una molécula
gue se descompone facilmente produciendo productos téxicos. Los
radicales libres pueden también reaccionar con las moléculas no
radicalarias causando reacciones en cadena como por ejemplo, dafio
al ADN, proteinas y lipidos. El dafio molecular producido por los
radicales libres es bastante notable y abarca, por ejemplo, la oxidacion
y nitracion de proteinas, disminucién de los grupos tioles,
peroxidacidon y nitracion lipidica, hidroxilacion del acido nucleico,
rotura de las cadenas del ADN, y la formacion de aductos con el ADN

(Beharry et al. 2017).

Cabe destacar que, las situaciones de alto estrés como son la
isquemia-reperfusion, inflamacidn o hipoxia, van a producir dafo a las
principales biomoléculas que conllevan inevitablemente a la muerte

celular. Por ejemplo, la nitracién o carbonilacién de proteinas pueden
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alterar la estructura y funcién de las proteinas causando dano celular
(Lafuente et al. 2016). La oxidacién de los fosfolipidos de la membrana
celular puede activar la esfingomielinasa y liberacidn de la ceramida,
que activa la apoptosis. Ademads, el dafio al ADN intenso también

puede conducir a la necrosis o apoptosis (Niaudet et al. 2017).

Por otro lado, las ERO, especialmente el peréxido de hidrégeno,
pueden ser moléculas relativamente estables y desempeifiar un papel
importante en la regulacidn de las vias de sefializacion intracelulares
relacionadas con procesos bioldgicos cruciales como la proliferacién,
diferenciacion celular y la repuesta inflamatoria (Knobloch vy
Jessberger 2017). Los efectos beneficiosos se producen a bajas
concentraciones y estan implicadas en una amplia variedad de
respuestas celulares. Por lo tanto, las diversas acciones mediadas por
las ERO pueden proteger a las células contra el estrés oxidativo (EO) y

establecer o mantener la homeostasis redox.

Otro radical libre, el éxido nitrico (NO*), es una molécula producida
por la éxido nitrico sintasa a partir del &tomo terminal de nitrégeno de
la L-arginina en presencia de NADPH (nicotinamida-adenin-
dinucledtido fosfato reducido) y oxigeno. Las diferentes formas de NO
sintasa han sido clasificados de la siguiente manera: eNOS, desempenia
un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis en la
pared de los vasos sanguineos (Kalinowski et al. 2016). La nNOS,
neuronal se localiza en el tejido nervioso y esquelético tipo Il cuya
funcién es comunicacion celular (Bradley y Steinert 2016). La iNOs,
inducible, se encuentra en el sistema inmunitario y cardiovascular cuya

principal funcién es defensa contra patdgenos (Prauchner 2017). Otra
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funcidén de los ERN implica la produccidn regulada de NO°, que influye
en las vias respiratorias y la reactividad vascular. EIl NO* puede
reaccionar con el anién superéxido produciendo el peroxinitrito
(ONOOQ*) que es muy reactivo y producir la alteraciéon de la reactividad
vascular pulmonar. Mas funciones son el estallido oxidativo producido
como respuesta a agentes infecciosos, o la produccion de ERO como
elementos de deteccion que regulan las necesidades de oxigeno del
tejido, la adhesidn celular, la respuesta inmune, o la regulacion de la

apoptosis inducida (Valko et al. 2007).

2.4 Regulacion Redox

El equilibrio redox tiene un papel critico en el mantenimiento de los
procesos bioldgicos en condiciones normales. Sin embargo, la
alteracion de ese equilibrio debido a un aumento en la produccién de
las ERO o disminucién de la capacidad de eliminacién de las ERO puede
alterar las funciones celulares (Trachootham etal. 2006).
Recientemente, en algunos estudios se ha observado que algunos
pares redox como son el glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG) y
cisteina/cistina (Cys/CySS), varian un poco entre individuos sanos,
pero mantienen un desequilibrio relativo. De modo que el concepto
de estrés oxidativo entendido como un desequilibrio global es
incorrecto porque los dos sistemas centrales antioxidantes no estan
en equilibrio (D. P. Jones 2010). Los pares redox centrales que son

GSH/GSSG, Cys/CySS, y tiorredoxinas (Trx/TrSS), funcionan reduciendo

53



Introduccion

el H,0, y otros oxidantes para el mantenimiento del estado redox de
los grupos tioles oxidables de las proteinas. Estos cambios que se
producen en los grupos tioles pueden modular la actividad biolégica a
través de una estimulacion aberrante o suprimiendo ciertas vias de
sefializacion, a través de modificaciones directas sobre biomoléculas,
especialmente las proteinas. El sistema redox puede modificar las
funciones de las proteinas a través de la regulacién de su expresién,

modificaciones post-traduccionales y estabilidad (Bubb et al. 2017).

La cantidad de electrones implicados en las vias de sefializacion y el
control redox es extremadamente baja en comparacion con los
implicados en la produccién de energia en la mitocondria y el 1% del
oxigeno total consumido por las células. El H,0, es el oxidante

mayoritario en la mayor parte de estas reacciones.

La hipdtesis redox indica que los tioles oxidables son elementos
comunes de control en los procesos bioldgicos. Estos elementos de
control estan organizados funcionalmente en circuitos redox,
controlados por GSH/GSSG, tiorredoxinas, y otros. Estos circuitos
estan aislados unos de otros y son muy sensibles para condiciones
redox, pueden funcionar de forma independiente en la sefializacién y
en la regulacién de los diferentes procesos bioldgicos. Por lo tanto, el
estrés oxidativo podria ser la consecuencia de la interrupciéon de estos
circuitos por diferentes mecanismos (D. P. Jones 2010; Dean P. Jones

y Sies 2015).
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2.5 Defensas antioxidantes

Puesto que la maquinaria celular esta continuamente produciendo
ERO y debemos mantener el estado redox celular, se necesita de
sistemas de contencién. Estos mecanismos de defensa son las
denominadas sustancias antioxidantes. Halliwell en 1995 las definio
como “cualquier sustancia que, cuando estd presente en bajas
concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye
significativamente o inhibe la oxidacién de este sustrato” (Halliwell y
Gutteridge 1995). Desde el punto de vista bioquimico pueden

clasificarse segln sean de naturaleza enzimaticos o no enzimaticos.

Antioxidantes enzimaticos

Actuan eliminando a las ERO y protegen a las proteinas a través del
uso de las chaperonas, proteinas que contienen metales (transferrina,
ferritina y ceruloplasmina) y componentes de bajo peso molecular que
actian como agentes oxidantes y reductores para mantener la

estabilidad intracelular redox (Vento et al. 2012).

Las superdxido dismutasas (SOD) son un conjunto de
metaloproteinas ampliamente distribuidas que catalizan Ia
dismutacidn del anién superdxido en perdxido de hidrégeno y oxigeno.
En los mamiferos se distinguen 3 formas de superdxido dismutasas en
funcién del ion metdlico de transicidn que encontremos en su
estructura: CuZn-SOD intracelular; Mn-SOD o intramitocondrial v,

extracelular o EC-SOD (Figura 2 y 3).

55



Introduccion

La enzima catalasa (CAT) participa en la eliminacion del peréxido de
hidrégeno (Chance, Sies, y Boveris 1979) , al igual que la glutation
peroxidasa (GPx), diferencidandose ambas en términos de localizacién
y afinidad por H,0;, ya que CAT se encuentra fundamentalmente en
los peroxisomas (Tolbert y Essner 1981) y tiene menor afinidad por el
H,0; que la GPx. La enzima GPx reduce la molécula de H,0, mediante
la oxidacién de GSH a GSSG. El GSSG es reducido de nuevo a GSH por

la via de las pentosas y la glutation reductasa (Figura 2 y 3).

Extracelular
GST OONOe
uumuummuo m

GSH
Glucosa-6P NADPH w. /"\
ey \. i / et
NADP \ GSSG \ Hzoz Me

y 4

Proteina-SH Proteina-SSG

Yy 4

GRX TRX PDI

Intracelular

Figura 3. Ciclo redox del glutatién. El anion superodxido (0..-) producido principalmente en las
mitocondrias es converitdo a perdéxido de hidrégeno (H.0.) por la Superdxido Dismutasa (SOD).
El H,0; puede ser destoxificado tanto por la catalasa (CAT) como por la glutatién peroxidasa (GPX)
que produce agua (H20). Esta reaccién catalizada por GPX requiere un electrén (e-) producido
después de la oxidacion o glutation (GSH) a su forma oxidada (GSSG). GSSG se puede reducir de
nuevo a GSH por glutation reductasa (GR) utilizando un e- proporcionado por la oxidacién de

nicotinamida reducida (NADPH).
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Otro sistema de detoxificacion del perdxido de hidrégeno en la
mitocondria son las enzimas glutarredoxina, tiorredoxina, tiorredoxina
reductasa y peroxirredoxinas (Figura 3).

El complejo enzimatico hemo-oxigenasa (HO-1 y HO-2) con
actividad antioxidante y de sefalizacion celular cataliza la conversion
del grupo hemo en biliverdina, dando lugar a Fe** y mondxido de
carbono. En mamiferos, se conocen dos isoformas de esta enzima: HO-
1 que se induce por numerosos estimulos y la HO-2 que es una

proteina constitutiva abundante en cerebro y testiculos.

Antioxidantes no enzimaticos

Son aquellas moléculas que reaccionan directamente sin que sea
necesaria ninguna intervencion enzimdatica con las especies reactivas
o con los productos de reaccion de éstas. Sin embargo, en ocasiones
pueden participar también en procesos antioxidantes enzimaticos.
Entre los antioxidantes no enzimaticos encontramos al glutatién, la
vitamina C, la vitamina E, los B-carotenos y el 4cido urico (Maltepe y

Saugstad 2009a; Bartz y Piantadosi 2010).

En la transicion fetal-neonatal las defensas antioxidantes tanto
enzimaticas como no enzimaticas se desarrollan en el ser humano en
las ultimas semanas de la gestacidn paralelas al surfactante pulmonar,
con la finalidad teleolégica de preparar al feto para la respiracion

pulmonar.
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3. Biomarcadores de estrés oxidativo

En determinadas circunstancias las concentraciones elevadas de las
ERO y ERN pueden causar dafio estructural o funcional a estructuras
celulares, proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos, ADN y
ARN (Valko et al. 2007). Sin embargo, dada su extremadamente corta
vida media resulta casi imposible fuera del contexto experimental su
determinacién y su aplicabilidad médica. Sin embargo, el producto
resultante del dafio molecular es, en general, mucho mas estable que
las ERO y ERN y por ello estos metabolitos se vienen utilizando como

biomarcadores del estrés oxidativo.

3.1 Ratio glutation reducido y oxidado (GSH/GSSG)

El andlisis del estado del glutation, incluyendo la oxidacion de GSH
a GSSG y las reacciones de glutationilacion proteica (P-SH = P-SSG),
proporcionan una medida del estado celular redox (Jones et al., 2015).
De modo que los niveles de GSH y GSSG son utilizados para la
evaluacidon del estrés oxidativo mientras que el ratio de GSH a GSSG
(GSH/GSSG) es un marcador que representa la capacidad antioxidante
de la célula. En humanos, el estado total del glutation puede ser
determinado no sélo en plasma como GSH/GSSG, sino también en
sangre total, en el cual el 0,5% del glutatidon proviene del plasma y el
99,5% de los eritrocitos. Ambas son formas simples y directas para
evaluar el estrés oxidativo asociado a patologias o intervenciones
clinicas, asi como para poner a prueba la eficacia de ciertas terapias

clinicas (Escobar, Cernada, y Vento 2011)
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El ratio GSH/GSSG se ha utilizado ampliamente como un marcador
fiable de estrés oxidativo en neonatologia, especialmente en estudios
relacionados con la asfixia y reoxigenacion con diferentes
concentraciones de oxigeno (Vento etal. 2001, 2003, 2005, 2009;
Rook et al. 2014)

3.2 Biomarcadores de oxidacion proteica

Las proteinas, son consideradas como los mayores objetivos de los
radicales libres (Dalle-Donne etal. 2005). Todos los aminoacidos
presentes en las proteinas, contienen residuos susceptibles de ser
atacados por radicales libres. Dentro de los aminoacidos la tirosina,
fenilalanina, triptéfano, histidina, metionina y cisteina son los mas
susceptibles a procesos oxidativos (Davies, Delsignore, y Lin 1987).

La oxidaciéon proteica puede ser reversible o irreversible
dependiendo de las ERO y la severidad del EO. Entre los radicales libres
del oxigeno, el radical hidroxilo, es de los mas reactivos y puede atacar
indiscriminadamente y de modo irreversible sobre moléculas
bioldgicas, incluyendo los aminoacidos (Torres-Cuevas, Kuligowski,
et al. 2016). Las modificaciones proteicas mds comunes utilizadas
como biomarcadores de estrés oxidativo son la oxidacién y nitracion

de la tirosina y la carbonilacion proteica.

Derivados de la oxidacion y nitracion de la Tirosina

Los aminoacidos oxidados son unos excelentes marcadores de

estrés oxidativo ya que son fiables, especificos y estables (G. A. Molnar
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etal. 2005). Asi, el aminoacido esencial Fenilalanina (Phe),

convierte, en condiciones fisioldgicas, en para-tirosina (p-Tyr) por
accién de la enzima Fenilalanina hidroxilasa (Matayatsuk et al. 2007).
Sin embargo, tras la reaccion con el radical hidroxilo, la Phe puede
formar dos isdmeros de la p-tirosina tales como la orto-tirosina (o-Tyr)
y la meta-tirosina (m-Tyr). Ademds, en presencia de peroxinitrito la p-
Tyr se puede convertir en 3-nitrotirosina (3NO,-Tyr), un biomarcador

especifico de nitracién proteica (Tsikas 2012).

PheAla p-Tyr ONOO-

Fenilhidroxilasa

_______________

I

o

[=]
OH
0

3NO,-Tyr

m- Tyr

Figura 4. Esquema de formacion de biomarcadores de dafio a proteinas derivados de la
tirsoina.

La nitracién proteica y las ERN tienen un papel importante en la
sefializacion y en las funciones celulares tales como la respuesta
inflamatoria y la apoptosis. Por lo tanto, el exceso de 3NO,-Tyr se ha
postulado como un marcador de inflamacién, causado por condiciones
patoldgicas. También el ataque de acido hipocloroso (HCIO) sobre la p-
Tyr da lugar a la 3-Clorotirosina (3CI-Tyr), y es utilizado como un
marcador de inflamacidn porque esto indica activacion de la enzima
mieloperoxidasa (MPO) (MPO convierte el H,0, a HCIO) (Torres-
Cuevas, Kuligowski, et al. 2016).
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La determinacidon analitica de estos compuestos se basa en la
espectrometria de masas (MS) que han sido ampliamente investigados
en muestras de orina experimentales y humanas en el periodo
neonatal, asi como en el liquido amnidtico de mujeres embarazadas y
en tejidos en animales de experimentacion (Solberg et al. 2007; Ledo
et al. 2009; Vento et al. 2009; Escobar, Teramo, et al. 2013; Torres-

Cuevas, Kuligowski, et al. 2016).

Carbonilacién proteica

Las proteinas pueden sufrir el proceso de carbonilacién cuando se
produce un ataque del radical hidroxilo, con la formacién de aldehidos
(RCH=0) y cetonas (RR'C=0) en presencia de oxigeno (Morgan,
Pattison, y Davies 2012). Las cadenas laterales de los aminoacidos
lisina, arginina, prolina y treonina son los principales residuos de
aminodcidos susceptibles de producir derivados de carbonilo. Debido
a su estabilidad quimica, la carbonilacién de proteinas es un marcador
general y ampliamente utilizado para medir el dafo oxidativo en
estudios experimentales y clinicos (Breusing et al. 2010). Los grupos
carbonilos pueden ser detectados en tejidos o fluidos biolégicos
(plasma, suero) por varias técnicas tales como la espectrofotometria,
ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA), o por western
blot después de derivatizacidn para 2,4- dinitrofenilhidrazona (DNP)
por reaccion con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Loukovaara S. et

al., 2014).
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3.3 Biomarcadores de oxidacion al ADN

La molécula de ADN es susceptible de ser atacada principalmente
por el radical hidroxilo. La modificacién se puede dar tanto en la
cadena principal del fosfato de la desoxirribosa como en las bases
nitrogenadas de los nucledtidos, generando una amplia variedad de
modificaciones en las bases y en los azlcares. Fisiolégicamente, las
modificaciones oxidativas al ADN se producen continuamente, y los
mecanismos enzimaticos reparadores de ADN ligados a las glicosilasas
(Gao Y. et al,, 2017) son esenciales para mantener un estado de
equilibrio de bajo dafio oxidativo al ADN (Jones et al. 2015). Por lo
tanto, la oxidacion del ADN puede verse agravada por el dafio
oxidativo a proteinas de los mecanismos de reparacién. La
determinacidon en orina de derivados del ADN oxidativo refleja el
equilibrio entre el dafio y reparacion del ADN (Cadet y Wagner 2013;
Poulsen et al. 2014).

La guanina, es la base nitrogenada mas propensa a la oxidacidn. La
interaccion de OH- con la guanina en posicion C8 conduce a la
formacién de la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) por
abstraccion de un electrén. La formacién de 8-OHdG, es el producto
del dafio oxidativo al ADN y puede ser cuantificada para indicar la

extensién del dafio del ADN (Nishida y Kudo 2013).

La 8-OHdG es el biomarcador mas utilizada de dafio oxidativo al
ADN y mads extensamente estudiado en la actualidad. Se puede medir
en la orina o directamente a partir de muestras de tejido, aislando el

ADN previamente y a continuacion produciendo una digestién in vitro
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(Loft etal. 2012; Barregard et al. 2013; Kuligowski, Torres-Cuevas,
et al. 2014).

HN — OH-

Figura 5. Esquema de formacién de la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG).

En orina ha sido utilizada para valorar el daino oxidativo al ADN en
el organismo (Kuligowski, Escobar, et al. 2014). Sin embargo, la 8-
OHdG puede proceder de la degradacion de D-guanosina trifosfato,
precursor del ADN, acido Ribonucleico (ARN) y cofactor de reacciones
enzimaticas, y no sélo de la eliminacidn de los residuos oxidados de
guanina que derivan de los procesos de reparacion del ADN. Ademas,
existen otros productos derivados del dafio del ADN (Dalle-Donne
et al. 2006). De ahi, que la 8-OHdG urinario sea una medida parcial del
dafio al ADN. No obstante, en un estudio sobre biomarcadores de
estrés oxidativo en el que se utilizd un modelo experimental de estrés
oxidativo en roedores mediante el envenenamiento con tetracloruro
de carbono, demuestra que la 8-OHdG en orina es un candidato
potencial como biomarcador de estrés oxidativo (Kadiiska et al. 2005),
hasta la fecha 8-OHdG es el biomarcador mas preciso para evaluar la

oxidacion del ADN.
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3.4 Biomarcadores de oxidacion lipidica

De entre los principales tipos de biomoléculas, los lipidos y
particularmente los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), son los mas
susceptibles al ataque por los radicales libres (Cheeseman y Slater
1993). Este proceso, se denomina peroxidacion lipidica (LOP).
Actualmente, la LOP puede ser originada por diferentes fuentes y
puede ser clasificada como enzimatica, no enzimdtica mediante
peroxidacién no-radicalaria y no enzimatica mediante peroxidacion de
los radicales libres (Guéraud et al. 2010).

La LOP consiste en una reaccién en cadena que comienza con la
abstraccién de un hidrégeno de un acido graso que asi es convertido
en un radical libre (radicales alquilo, peroxilo e hidroperoxilo) y que a
su vez abstrae el hidrégeno de otro acido graso y asi sucesivamente.
Esto da lugar a la formacidn de gran nimero de especies activadas que
atacan, sobre todo, grupos aldehido, siendo el producto de LOP mas
abundante el malondialdehido (MDA), marcador de EO mas
ampliamente utilizado como indicador de dafio lipidico (Bharadwaj
etal. 2017). La peroxidacion de las membranas lipidicas produce
alteraciones de sus propiedades biofisicas, como alteraciéon de su
grado de fluidez y puede conducir a la inactivacién de los receptores
de membrana que en conjunto alteraran la funcién celular (Chafer-
Pericas et al. 2015).

La complejidad de la LPO se origina a partir de la gran cantidad de
productos que se pueden originar. Entre los PUFA, la peroxidacion de
los acido grasos como el acido araquiddnico que forma parte de los

fosfolipidos de las membranas celulares y conduce mediante la accién
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de la lipo-oxigenasa (LOX) a la formacion de leucotrienos (LTs), acidos
derivados del Hidroxitetranoico (HETEs), y de la ciclo-oxigenasa (COX)
a la formaciéon de prostaglandinas (PGs), y tromboxanos (TXs),
respectivamente; todos ellos son conocidos por ser mediadores de la

inflamacién y denominados eicosanoides (Ecker et al. 2012).

Por otro lado, la peroxidacién no enzimatica de los PUFA mediada
por los radicales libres también se ha estudiado en profundidad, y

ocurre en tres etapas:

FASE DE INICIACION Radical lipfdico

LH+OH — . L' +H,0

FASE DE PROPAGACION Radical lipidico peroxilo

I +0, — LOO:
Hidroperdxido

LOO +IlH — LOOH + L

FASE DE TERMINACION ' .
Producto no radicalario

LOO +LOO" —— PNR

ANTIOX. ANTIOX.
REDUC. OXID.

Figura 6. Esquema de las etapas de la peroxidacion lipidica.

LPO mediada por radicales libres genera productos estables, que se
pueden dividir en productos de hidroperdxido de lipidos primarios y
secundarios, siendo estos uUltimos metabolitos tales como aldehidos o
isoprostanos (Romano et al.,, 2016). EI Malondialdehido (MDA), 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE), y F,-isoprostanos (F,-1soPs) son productos de

LPO utilizados con frecuencia como biomarcadores.

65



Introduccion

Las determinaciones de la mayoria de los biomarcadores de EO,
anteriormente explicados, en diferentes matrices bioldgicas se
realizan mediante cromatografia liquida o de gases acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS/MS; GC-MS/MS). Es un modo
sensible y preciso que permite la cuantificacidon simultanea de varios
biomarcadores y establecer rangos tipicos de estos biomarcadores en
los recién nacidos (Kuligowski, Escobar, et al. 2014; Chafer-Pericas

et al. 2016; Kuligowski et al. 2015).

4 El oxigeno en la vida fetal

4.1 Cambios fisioldgicos en la transicion fetal-
neonatal (TFN)

La TFN es uno de los momentos de gran relevancia en la vida, en el
cual se producen cambios fisioldgicos, rapidos y complejos. Uno de los
mas importantes es el intercambio gaseoso pulmonar, favorecido por

una serie de acontecimientos cardiopulmonares.

Durante la vida fetal, el intercambio gaseoso entre la madre y el
feto se realiza a través de la placenta. De modo que cuando se produce
el pinzamiento del cordén umbilical, cesa la circulacién umbilical y se
inician las primeras respiraciones. A nivel pulmonar se producen
cambios fisicos como, la expansion pulmonar, la cual va a permitir la
liberacion de surfactante, seguida de una caida de resistencias
vasculares pulmonares y aumento del flujo de sangre al pulmdén que

producen la obliteracién de la vena umbilical y del conducto venoso, y
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de los cortocircuitos cardiovasculares (foramen oval y ductus
arterioso). Las vias por las cuales el feto mantiene un alto tono vascular
pulmonar incluyen una baja tensién de oxigeno, vasoconstrictores,
como endotelina-1, derivados de los leucotrienos y rho kinasas. La
vasoconstriccion también es promovida por una baja produccidén basal
de vasodilatadores, como prostaciclinas y NO (Steinhorn 2010).

El drenaje del liquido pulmonar fetal y la distension ritmica de los
pulmones, permiten la estabilizacion de la capacidad residual
funcional. Los recién nacidos a término, tardan sélo unos pocos
minutos en airear el pulmdn casi completamente. Los principales
mecanismos por los cuales se elimina el liquido pulmonar de las vias
respiratorias al nacer son, la presidn positiva en la via respiratoria que
favorece el rdpido transito del liquido desde los alveolos al intersticio
pulmonar (Siew et al. 2013) y la reabsorcion de sodio por los canales
de Na* amilorida-dependientes. El transporte activo de sodio a través
del epitelio pulmonar mueve el liquido del espacio alveolar al
intersticio para que de ahi sea absorbido al espacio vascular (Riviere,

McKinlay, y Bloomfield 2017).

4.2 El rol del oxigeno en la TFN

El feto se encuentra en una hipoxia fisiolégica durante el periodo
embrionario, durante el cual se produce la angiogénesis, la
proliferacién celular, la organogénesis, y conforme se acerca al
periodo perinatal se origina la maduracion de la defensa antioxidante

(Vento y Teramo 2013).
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Los niveles de oxigenacion en el feto varian durante la gestacion y
dependen de los gradientes de presién entre la sangre materna, el
tejido placentario, la sangre fetal y el tejido fetal. Durante la etapa
embrionaria del desarrollo, el feto es extremadamente sensible al EO,
y un ambiente de bajo contenido de O, es necesario para un desarrollo
adecuado. La hipoxia en esta etapa va a facilitar la liberacién de HIF-a
y la expresion de abundantes genes entre los que se encuentran
principalmente los factores de crecimiento vascular (VEGF) que
promueven la angiogénesis necesaria para el mantenimiento de las
células madre pluripotentes. En la segunda mitad del embarazo, la
placenta proporciona al feto mayores cantidades de oxigeno vy
nutrientes, lo que produce aumento exponencial en tamafio y peso.
Los estudios realizados en fetos humanos han demostrado que la P,O;
antes de la 122 semana de gestacion, tiene un valor de alrededor de
18-20 mmHg (Simon et al. 2008). Sobre la 14-162 semana de gestacién
se produce un pico alcanzando los 60 mmHg, que después ira
disminuyendo lentamente hasta quedarse alrededor de los 45-48
mmHg en la semana 36. Inmediatamente después del nacimiento y
con el inicio de la respiracion espontanea, se produce un cambio
drastico de la P,O, que aumenta hasta los 80-90 mmHg en los primeros
5-10 minutos después del nacimiento (Kiserud 2005; Maltepe y

Saugstad 2009b; Schneider et al. 2011; Yuansheng Gao y Raj 2010).

La P,O; intrautero (IU) es de alrededor de unos 3.3 kPa (25 a 30
mmHg) en comparacion con los 9 kPa (80 a 90 mmHg) en la madre (Yu
Gao etal. 2010) (Figura 7). Curiosamente, esta situacion se ve

compensada por la presencia de la hemoglobina fetal, que presenta
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una mayor afinidad por el oxigeno, favoreciendo el paso de oxigeno de
la placenta a la sangre fetal y un aumento de la saturacién parcial de

oxigeno (Sp0,).

mmHg
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Pa02
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Figura 7. Cambio de la PaO; durante la transicion fetal-neonatal (realizado con los valores

expresados en Vento M et al J Pediatr 2003).

Ese incremento de la P,O, produce un estrés oxidativo fisioldgico
necesario para desencadenar la expresion de un ndmero significativo
de genes necesarios para la adaptaciéon posnatal. Es importante
resaltar que, en el dltimo trimestre de gestacion, se produce el paso
de enzimas antioxidantes a través de la placenta y el aumento de la
actividad propia de las enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx) de los
fetos que lo preparan para la respiraciéon pulmonar (Berger et al. 1998;
Hooper etal. 2015). En ensayos realizados en casos de abortos
humanos, se ha demostrado que las actividades de la SOD, CAT, GPx,
y de la glutation reductasa (GR) aumentan al final de la gestacion. Por
lo tanto, los niflos prematuros nacidos son mas susceptibles a los
danos producidos por las ERO, especialmente en circunstancias pro-

oxidantes como son la hipoxia, reoxigenacion, inflamacién o infeccion.
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Ademas, el paso de los antioxidantes a través de la placenta también
se produce en la ultima fase de la gestacion, al igual que las enzimas
antioxidantes, como el GSH, TRx, hem-oxigenasas, vitaminas (C, E, Ay
carotenos) y micronutrientes (Cu, ZN, Se, etc.), no se alcanza hasta el
final de la gestacién (Vento et al. 2009). Curiosamente, el uso de
esteroides prenatales, ha mejorado espectacularmente la morbilidad
de los recién nacidos prematuros, ya que se asocia con una mejora de
la actividad del sistema de defensa antioxidante lo que favorece una
adaptacion postnatal ante una situacion de hiperoxia relativa (Vento
et al. 2009). De modo que, en situaciones especificas que ocurren
durante el embarazo como es la preclampsia, se altera
significativamente la expresién de las enzimas antioxidante en la
placenta causando una carga pro-oxidante para el feto (Burton 2009).
La hipoxia fetal durante la transicion fetal-neonatal puede estimular la
expresion de ciertas enzimas antioxidantes como HO-1 o tiorredoxina.
De hecho se ha visto que la hipoxia-reoxigenacidn en los bebés nacidos
a término y pretérmino provoca un aumento significativo de las
actividades de enzimas antioxidantes y una reduccién del cociente

GSH/GSSG (Vento et al. 2012).

En la TFN, la concentracidn de O, en sangre y la disponibilidad para
ser cedido a los tejidos aumenta en unos pocos minutos a valores
similares a los del adulto que produce el estallido respiratorio,
originando una subita generacion de especies ERO que pueden actuar
como moléculas sefializadoras que modulan la maduracidn de vias
metabdlicas especificas (Plank et al. 2011; Escobar, Teramo, et al.

2013).
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4.3 Sensores de Oxigeno

Los sistemas fisiolégicos estan adaptados para detectar las
necesidades y proporcionar el O, suficiente para el normal
funcionamiento celular. Los factores de transcripcion mas relevantes
gue tenemos como sensores de O, son, el factor inducible por hipoxia
(HIF), la proteina de unién a la respuesta de AMPc (CREB), el factor
nuclear kappa B (NFkB), la proteina activadora 1 (AP-1) y p53. Estos
factores regulan la expresién génica en respuesta a cambios en la

concentracién de O, y en las ERO.

Los ambientes con bajas concentraciones de O, favorecen el
desarrollo temprano de la placenta y del feto y estimulan la
angiogénesis debido a las bajas concentraciones de O, en los tejidos
que tiene lugar por intermediacion de factores de crecimiento tanto
transcripcionales como post-transcripcionales, como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), eritropoyetina (EPO), factor de

crecimiento placentario (PGF) y las angiopoyetinas 1y 2.

El regulador principal para las respuestas adaptativas de la célula a
la hipoxia es HIF-1, un factor de transcripcion heterodimérico con dos
subuniddes (HIF-1a y HIF-1B) (Semenza 2012). Ambas subunidades
comparten cierta homologia en sus extremos N-terminales,
involucrados en la dimerizacién y en la unidén al ADN. La translocacion
al ndcleo de HIF-1a y la heterodimerizacién con HIF-1B son necesarias
para la union de HIF-1 a los lugares de unidn de HIF-1 (HBSs) y su

consiguiente activaciéon. De manera general, el ARNm de ambas
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subunidades se expresa constitutivamente bajo cualquier condicion.
Sin embargo, la proteina de HIF-1a sélo es detectable en hipoxia. En
presencia de oxigeno, HIF-1a sufre modificaciones post-traduccionales
por parte de hidroxilasas, las cuales hidroxilan residuos de prolina
402/564 y de asparragina 803. Estas modificaciones permiten la union
de la proteina VHL (von Hippel Lindau) a los sitios hidroxilados de HIF-
la, provocando asi su ubiquitinacién y posterior degradacién. En
ausencia de oxigeno, HIF-1a es fosforilado y translocado al nucleo,
donde dimeriza con HIF-1B y se acopla a su coactivador CBP/p300,
permitiendo la transactivacién e induccion de genes (Z. M. Wang,

Pierson, y Heymsfield 1992; Prabhakar y Semenza 2015).

La regulacion de HIF-1 se atribuye fundamentalmente a las especies
reactivas de oxigeno, destacando el anién superdxido, el peréxido de
hidrégeno vy el radical hidroxilo. Esta regulacidon se ejerce de dos
maneras distintas. En un caso, la enzima NADPH oxidasa es la
responsable de la produccidn de ERO, que en condiciones de normoxia
inducen la degradacion de HIF-1a. Una segunda situacion sefiala que
la produccidon de ERO en la mitocondria, en condiciones de hipoxia,

induce la estabilizacion de HIF-1a en el citosol (Hu, Liu, y Huang 2013).

Los genes transcritos activados por HIF-1 se pueden clasificar segun la
funcién celular que vayan a desempefiar:
1. Angiogénesis: factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
y sus receptores (VEGRF).
2. Metabolismo: transportador de glucosa 1 (GLUT-1),
hexoquinasa-2, enolasa-1 y  gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (G3PDH).
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3. Funcidén vascular: éxido nitrico sintasa inducible (iNOS), 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS), endotelina-1 (ET-1) y hemo
oxigenasa 1 (HO-1).

4. Eritropoyesis: Eritropoyetina (EPO).

5. Motilidad: Factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a).

6. Metabolismo del hierro: Transferrina.

Los genes activados, de la respuesta de HIF son especialmente
VEGF y EPO, los cuales mejoran la liberacién de O, al tejido. La EPO no
atraviesa la placenta, y no se acumula en el tejido. Por lo tanto, la
concentracién plasmdtica de EPO se determina por su velocidad de
sintesis y eliminacion, y los niveles de EPO de fluido amnidtico se
correlacionan bien a los niveles de EPO en plasma fetal y neonatal
obtenidos simultdaneamente en la cesarea electiva y de emergencia. En
el liguido amnidtico la concentracion de EPO aumenta
exponencialmente durante la hipoxia fetal y se correlaciona con el
estrés oxidativo y nitrosativo en el feto.

La alteracién de la concentracidn de EPO en liquido amnidtico se
correlaciona con complicaciones posnatales inmediatas y, por lo tanto,
podrian utilizarse como un biomarcador (Escobar, Teramo, et al.

2013).

5. Asfixia perinatal

La asfixia perinatal es una de las causas mds prevalentes de

muerte neonatal precoz, que puede en los supervivientes evolucionar
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hacia otras patologias como la encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI).
A nivel global la incidencia es de 20 casos por 1000 nacidos vivos a
término en los paises de baja renta mientras que en los de alta renta
se tienen cifras que oscilan de 0.5-2 casos por 1000 nacidos vivos. Un
elevado porcentaje de los supervivientes sufrirdn un retraso
importante en su neurodesarrollo, sensorial y/o paralisis cerebral
(Dixon et al. 2015; Lehtonen et al. 2017).

La asfixia perinatal puede surgir de un gran numero de
complicaciones tanto antes del parto como durante el nacimiento.
Muchas se atribuyen a una insuficiencia placentaria, puede haber un
problema fetal, respiratorio o cardiovascular, del feto o del recién
nacido.

Sin embargo, también puede ser que la madre tenga alguna
patologia que impida la llegada de una cantidad suficiente de sangre,
oxigeno y nutrientes a la placenta, como la preclamsia o la diabetes
tipo |, anemias marcadas, infecciones y alteraciones de Ia
contractilidad uterina. Cuando es excesiva afecta el flujo sanguineo
hacia la placenta (Simmons 2006; Teramo 2010). Hay causas que son
debidas a la placenta, como el infarto placentario, en el que se pierde
un porcentaje importante de la superficie de intercambio por la
fibrosis, el desprendimiento prematuro de placenta y cuadros como el
hydrops, que no sélo afectan al feto sino también la placenta y sus

funciones de intercambio.
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5.1 Fisiopatologia de la isquemia-reperfusion

La asfixia perinatal es producida por una reduccidon del flujo
sanguineo (isquemia) y/o oxigenacion (hipoxia) y muy probablemente
por ambas razones (Vannucci 1990; W. K. Johnston et al. 2001).
Cuando se produce una isquemia acompafiada de hipoxia disminuye
el aporte de oxigeno a los tejidos y se altera el metabolismo vy
funcionamiento celular. En funcion de las caracteristicas metabdlicas
de cada tejido, la duracién e intensidad de la HI va a determinar la

extensién y la irreversibilidad del proceso.

En la fase inicial de la agresién hipdxico-isquémica severa se
produce una alteracidn del metabolismo energético celular. En
ausencia de oxigeno, la glucdlisis se convierte en la Unica fuente de
produccién de ATP. Como el principal producto de la glucdlisis
anaerdbica es el lactato, sélo se generan dos moléculas de ATP por
cada molécula de glucosa lo que provoca una disminucién de las
reservas de ATP y la inactivacidn de las bombas sodio-potasio ATP-asa
dependientes. Ello conduce a una entrada masiva de Na*y Ca*"y una
disminucién de la concentracién del K* intracelular con retencién de
agua y edema celular. La pérdida del equilibrio iénico provoca una
despolarizacién, edema e inhibicion de la recaptaciéon de
neurotransmisores en el espacio sindptico con hiperexcitabilidad
neuronal. Las consecuencias de la entrada masiva de Ca** intracelular
son, la activacidn de lipasas, proteasas y nucleasas, que conducen a la
alteracion del citoesqueleto, la membrana celular y dafo nuclear

ademas de la activacion de NO sintasa, produccion de radicales libres
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y disfuncién mitocondrial y muerte celular por necrosis (Hassell et al.

2015).

Tras la reanudacién del flujo sanguineo y/o el aporte de oxigenoy
nutrientes se observa la reperfusién, acompafiada de la producciéon de
un exceso de ERO (McCord 1985; Odeh 1991). El dafio por reperfusion
especialmente la reoxigenacién generara una amplificacion del dafio
inicial en las diferentes dreas del cerebro produciendo muerte
neuronal por apoptosis. Es interesante seiialar que la severidad del
dafio por reoxigenacion estd en relacion directa con el tiempo e
intensidad de la hipoxia-isquemia y también de la concentracién de
oxigeno utilizada durante la reoxigenacién/reperfusion (B. B. Granger
etal. 2015). En estudios experimentales, en los cuales se han
determinado biomarcadores de dafio al ADN por EO y lesiones
histolégicas en periodos prolongados de hipoxia han obtenido una
correlacién del dafio proporcional a la fraccidn inspiratoria utilizada

durante la reoxigenacion (Solberg et al. 2007).

Hoy en dia se estan realizando estudios metaboldémicos tanto en
cerebro y sangre de corddn para evaluar el estudio de nuevos
biomarcadores que permitan el establecimiento de una terapia mas
precoz y dirigida (Solberg et al. 2007, 2013; Kuligowski, Escobar, et al.
2014; Ahearne et al. 2016; Sanchez-lllana et al. 2017).
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5.2 Fuentes de especies reactivas en la isquemia-
reoxigenacion

Las principales fuentes de especies reactivas durante Ia
isquemia/reperfusion (IR) son la CTE mitocondrial y el sistema de la
xantina oxidasa (XO). Otras, aunque en menor medida, son el sistema
NADPH oxidasa y el desacoplamiento de la NO sintasa (D. N. Granger
y Kvietys 2015).

En la cadena de transporte mitocondrial la generacidn de radicales
libres en condiciones normales es muy baja, tan solo un 2%. El ¥, se
mantiene dentro de los limites normales y permite el bombeo de
protones y la sintesis de ATP. Sin embargo, en situaciones de hipoxia
la ausencia de O, provoca un bloqueo de los electrones en la cadena
respiratoria y un descenso subsiguiente del Wn. Niveles muy bajos del
Y, impiden la actividad eficaz de la ATP sintasa y se detiene la
produccién de ATP que precede a la lisis mitocondrial y en
consecuencia a la muerte celular. Durante la reoxigenacion se
recupera el W, y se reinicia la sintesis de ATP. Sin embargo, una salida
del flujo de electrones por los componentes de la cadena respiratoria
va a ocasionar la generacién de una elevada cantidad de ERO que
pueden dafiar las membranas mitocondriales provocando la liberacién
de proteinas pro-apoptogénicas (Bcl2, Bax, Bad, etc.) que activaran las
vias de las caspasas causando la muerte celular programa (Sanderson

et al. 2013b; A. J. Granger et al. 2013).

Por otro lado, el sistema enzimatico de la XO en condiciones

normales realiza del catabolismo de las purinas que hidroxila a acido
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urico para permitir su eliminacién por la orina. Sin embargo, durante
isquemias prolongadas se produce un catabolismo exhaustivo del ATP
gue se convierte en hipoxantina ya que los mecanismos
mitocondriales de la resintesis del ATP a partir de AMP o ADP estan
bloqueados (Saugstad et al. 2014). Debido a esto, la enzima xantina
deshidrogenasa (XD), no puede transferir electrones al oxigeno
molecular, sino que lo hace a la coenzima NAD+, reduciéndola a NADH
+ H*. En determinadas condiciones experimentales la XD puede
convertirse en XO, que en lugar de reducir el NAD+ que puede
transferir los electrones al oxigeno molecular, produciendo
superoxido y perdxido de hidrédgeno. Estos pueden reaccionar entre si
dando origen al radical hidroxilo o con éxido nitrico produciendo

peroxinitrito.

La conversion de la XD a XO en los tejidos isquémicos es por la
accion de la calpaina, una proteasa dependiente de iones Ca** y por
procesos de oxidacién de grupos tioles. Por lo tanto, aunque la
reoxigenacién de los tejidos es por un lado beneficiosa, por el otro
ocasiona un aumento de formacién de ERO, empeorando el dafio

causado por la isquemia.

La actividad de XO esta también regulada a nivel post-traslacional
por la presion parcial de oxigeno existente en los tejidos de modo que
cuando menor es la tensidn de oxigeno mayor es la actividad de la XO.
Ello explicaria que el dafo por estrés oxidativo ya se puede iniciar en
la fase de hipoxemia y se ve amplificado en la de reoxigenacioén.
Recientemente se ha demostrado la capacidad de la XO de generar NO

a partir de nitritos. Esta capacidad se veria sustancialmente
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incrementada en situaciones de hipoxia y de acidosis. La generacién
simultanea de superdxido y de éxido nitrico daria lugar a la formacion
peroxinitrito. Asimismo, citoquinas como IL-1, IL-6, IFN-y o TNF-a
también potencian la actividad de XO lo que explica la sinergia
existente entre la patologia por radicales libres y la inflamacién tan

presente en el SNC (Battelli et al. 2016; Cantu-Medellin y Kelley 2013).

5.3 Reanimacion postnatal con bajo oxigeno

La utilizacién de concentraciones bajas de O, durante la
reanimacion tiene su fundamento en la disminucidn de la generaciéon
de radicales libres por la activacion de las oxidasas (XO, NOX) durante
la reoxigenacién. Su utilizacion ha mostrado excelentes resultados
clinicos significativos en relacion con la disminucidn de la mortalidad,
mejoria en la tendencia a disminuir la EHI (aunque no significativa) y
en los marcadores bioguimicos indicadores de estrés y/o dafio

oxidativo tanto en nacidos a término como pretérmino (Vento 2014).

El uso del aire ambiente en la reanimacién del recién nacido a
término fue recomendado por el “International Liaison Committee on
Resuscitation” (ILCOR) en 2010 y el uso de fracciones inspiratorias
bajas (0.21-0.3) en el caso de prematuros extremos en la edicién de

ILCOR 2015 (Perlman et al. 2015).
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5.4 Periodos evolutivos de la encefalopatia hipoxico-
isquémica (EHI)

Desde un punto de vista fisiopatolégico la evolucién de la EHI se

divide en 3 fases, en las que puede haber interferencias entre las

mismas. La aplicacién de las distintas terapias viene condicionada por

las caracteristicas fisiopatoldgicas de cada fase para optimizar su

eficacia (Douglas-Escobary Weiss 2015).
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La primera fase tiene una duracién de 0-6 horas y se caracteriza
por una disminucién del flujo sanguineo al feto por el cordén
umbilical causando una hipotensién arterial sistémica y una
pérdida de la autorregulacion en la circulaciéon cerebral. La
isquemia cerebral produce una hipoxia, acidosis y dafio cerebral
secundario como consecuencia del fallo energético primario.

En una fase ulterior (6-48 horas) se mantiene un estado de
excitotoxicidad, un empeoramiento de la funcién mitocondrial y
del estrés oxidativo secundario a alteraciones del potencial de
membrana y reduccién de la sintesis de ATP, pero en un entorno
de alcalosis intracelular y adecuada oxigenacion.

Hay una tercera fase que puede durar dias, semanas e incluso
meses que se caracteriza por la presencia de una inflamacién y
cambios epigenéticos que conducen a alteraciones en el

crecimiento axonal, neurogénesis y sinaptogénesis.
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5.5 Estrategias terapéuticas de la EHI

Hoy en dia, hay pocas terapias efectivas bien establecidas para
la EHI neonatal. Una intervencién temprana deberia ser necesaria para
prevenir el daino neuronal producido por ERO, que se inicia a nivel
intrauterino y se reactiva durante la reanimacion postnatal cuando se
corrigen la baja perfusiéon cerebral y la hipoxemia (Juul y Ferriero

2014).

La hipotermia se considera como el tratamiento estandar de
proteccién que se lleva a cabo en recién nacidos a término con EHI
moderada/severa junto con la ventilacién mecdanica, monitorizacion
fisioldgica y bioquimica, neuroimagen y deteccidon y monitorizacion de
las convulsiones. La hipotermia moderada es el tratamiento Unico que
ha mostrado ser eficaz para paliar las secuelas neurocognitivas y
motoras en pacientes con EHI reduciendo la mortalidad y la morbilidad
(Jacobs et al. 2013). Tiene una efectividad del 70% en los casos de EHI

moderados y un 40% en la severa.

El mecanismo de la hipotermia, ya sea selectivo (craneal) o corporal
total, conduce a una disminucidn del metabolismo cerebral, y por ende
a un ahorro significativo en el consumo de ATP. El descenso de la
actividad mitocondrial y el acoplamiento de las proteinas
desacopladoras reduce la formacion de ERO, se mantiene el potencial
mitocondrial de transmembrana, y hay una reduccién de la apoptosis.
Ademads, también reduce la hiperexcitabilidad mediada por la

activacion de los receptores del glutamato y NMDA. Sin embargo,
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entre las principales problematicas de este tratamiento son: la
ventana terapéutica en la que es eficaz que son 6 horas postparto
pasadas las cuales pierde significativamente la eficacia; la preparacién
necesaria en infraestructura y experiencia del centro sanitario; la
monitorizaciéon clinica y los controles bioquimicos durante su
aplicacion y después en la fase de recalentamiento con el fin de
controlar el tratamiento y que no produzca consecuencias adversas
(Dixon et al. 2015).

Durante los ultimos afios, la investigacidn tanto en clinica neonatal
como a nivel de experimentaciéon animal han logrado enormes
progresos dirigidos hacia la neuroprotecciéon y ha establecido la
hipotermia como el tratamiento estandar para la EHI neonatal. Sin
embargo, todavia un porcentaje significativo (>40%) de pacientes
guedan con secuelas neuroldgicas a largo plazo por lo que se necesita
mas investigacion para descubrir nuevas terapias coadyuvantes que
mejoren los resultados de la hipotermia (M. V. Johnston et al. 2011).
Algunas de las moléculas neuroprotectoras evaluadas en estudios
experimentales traslacionales después de la EHI han sido la
Osteopontina (OPN), el Interferén Beta (INFB), las quinasas c-Jun N-
terminales (JNKs), barbitiricos (Fenobarbital), la Melatonina y el
Edaravone. Y otras moléculas neuroprotectoras evaluadas en ensayos
clinicos actuales son la Eritropoyetina (EPO), Alopurinol, Xenon,
Topiramato, Sulfato de Magnesio y sangre de corddn (células madre)

(Accorsi et al. 2008; Robertson et al. 2013).
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6. Oxigenacion antes y después del nacimiento

6.1 Reduccion de los niveles de oxigenacion durante
la reoxigenacion.

El intercambio de gases alveolo-capilar requiere la resorcién del
fluido pulmonar, la expansién pulmonar y el establecimiento de una
capacidad residual funcional antes de alcanzar una presidn parcial
arterial estable de oxigeno. En un recién nacido a término, se necesitan
varios minutos después del inicio de la respiracidon espontanea para
completar este proceso. La evaluacién del estado metabdlico y de
oxigenacion del feto y, su correlacidon con la adaptacién postnatal

inmediata ha sido intentada estudiar desde diferentes enfoques.

La oximetria de pulso ha proporcionado en la sala de partos una
medida de la saturacién del lactante y de la frecuencia cardiaca, lo que
ha permitido tomar las iniciativas sobre como estabilizar a cada
paciente. Por lo tanto, el uso de la oximetria de pulso en la sala de
partos, especialmente en la estabilizacion de los neonatos
prematuros, es necesario y estd justificado (Hay, Brockway, y

Eyzaguirre 1989; Hay 2000).

La informacién preliminar sobre la evolucién de la SpO, en la TFN
ha sido resumida por Finer y Leone en una revision. En los bebés a
término sanos, los valores obtenidos por oximetria de pulso en
diferentes estudios observacionales fueron alrededor del 60% al 1 min,

70% al 2 min, 82% al 5 miny 90% a los 10 min. Ademas, los valores pre
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y postductal difirieron sobre un 5-10% durante los primeros minutos
de vida, y los bebés nacidos por cesarea tenian valores mas bajos de
SpO: y necesitaban mas tiempo para lograr una SpO, estable > 85%

(Finer et al. 2009).

Dawson desarroll6 un nomograma de saturacion arterial de
oxigeno, con los datos obtenidos del Royal Women Hospital
(Melbourne) y la Universidad y Hospital Politécnico de La Fe (Valencia).
El conjunto de datos incluidos fueron la SpO, preductal recuperada
cada 2 seg en recién nacidos sanos y prematuros durante los primeros
minutos después del nacimiento (Dawson et al. 2010) (Figura 8 y 9).
Los nifos del estudio no habian recibido ninguna intervencidn durante
el periodo de estabilizacién, como la ventilacién con presidon positiva,
ni tampoco tenian ninguna anomalia congénita que pudiera alterar la
oxigenacion postnatal. Del total de nifios del estudio, un 8% fueron
nacidos pretérmino <32 semanas de gestacién, el 26% en la 32-34
semanas de gestacion 'y 66% nacieron a  término.
La mediana para obtener lecturas fiables de SpO; fue de 65 seg (IC 5-
95%: 58-85 seg). Cabe destacar que hubo diferencias entre los recién
nacidos a término y prematuros minutos después del nacimiento. Por
lo tanto, mientras que las medianas de lactantes a término alcanzaron
Sp0,> 85% a los 4 min después del nacimiento, los neonatos
prematuros necesitaron alrededor de 7-8 min. No obstante, un
elevado porcentaje de recién nacidos pueden tardar unos 10-12

minutos en alcanzar la esa SpO, (Dawson et al. 2010).
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Ademas, 10 min después del nacimiento, los recién nacidos a

término estaban estables con 97% de SpO.y los prematuros al 94% (p

<0,001).
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Minutos después del nacimiento

Figura 8. Nomograma de SpO: en recién nacidos prematuros

Existe una correlacién inversa entre la edad gestacional y el tiempo
para lograr una SpO, estable mayor del 85%, por lo tanto, los recién
nacidos prematuros necesitan mas tiempo para lograr un nivel estable
de oxigenacion (Tiskumara et al. 2009). El logro de una meseta de SpO-
después del nacimiento aparentemente se correlaciona con el tiempo
para eliminar el liquido de las vias respiratorias, reclutar alvéolos y
expandir el pulmén, y establecer una funcién de la capacidad residual

durante la expiracion.
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Third, 10, 25%, 50, 758, 90 and 97 SpO2 percentiles for all infants with no medical
intervention after birth (reprinted with permission from Pediatrics(insert reference)
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Third, 10t 25%, 50, 75, 80" and 97" Sp02 percentiles for all Infants 32-36 weeks gestation
with no medical intervention after birth (reprinted with permission from Pediatric s(insert
reference)
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w3 —— 101 —=—= 351 —— S0 ——= 75N ——— GO e O7H

Figura 9. Percentiles de SpO: de recién nacidos de 32 a 36 semanas de gestacién que no necesita

nintervencion médica después del nacimiento (Dawson et al. 2010).

6.2 FiO; inicial en recién nacidos prematuros

Las guias de reanimacién (ILCOR 2015) recomiendan que los recién
nacidos prematuros se estabilicen inicialmente con una fraccidn
inspiratoria de oxigeno (FiO;) de 0.21-0.30, con el objetivo de evitar la
hiper-o-hipoxemia (Perlman et al. 2015).

Los estudios realizados en la ultima década han demostrado
que el uso de 0.21 como FiO; inicial fue insuficiente para superar la
hipoxemia y la bradicardia en los primeros minutos después del
nacimiento, mientras que el uso de altas concentraciones de oxigeno
(FiO2= 0.9-1.0) causé hiperoxemia y estrés oxidativo. Wang, compard

el uso de 0.21 frente a 1.0 como FiO; inicial en neonatos prematuros
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con edad gestacional £ 28 semanas de gestacién. Después de 2 min, el
30% de los pacientes fueron cambiados a 1.0 FiO, debido a la
bradicardia persistente, ya los 3 min, el 60% restante necesitd también
un FiO; de 1.0 porque no alcanzaron la SpO; dirigida del 70% a los 3
min (C. L. Wang et al. 2008). Sorprendentemente, Vento mostré que
una FiO; inicial de 0.90 frente a una FiO; del 0.3 causaba hiperoxemia,
estrés oxidativo, se determind en sangre total el ratio GSSG/GSH el
primer dia y el tercero, obteniendo un aumento del ratio. También en
orina se midid dafio oxidativo a lipidos, proteinas y al ADN mostrando
un aumento de sus niveles en FiO, del 0.9 que se correlacioné con un
aumento de la incidencia de displasia broncopulmonar (Vento et al.
2009). Ezaki, también analizé la correlacion entre la FiO,, estudio
biomarcadores de estrés oxidativo y la capacidad antioxidante de los
recién nacidos pretérmino <35 semanas de gestacion. Los niflos que
habian recibido oxigeno puro tenian altos niveles de perdxidos y un
bajo potencial redox frente a los que habian recibido niveles mas bajos
de oxigeno (Ezaki etal. 2009). Finalmente, Kapadia compard
biomarcadores de EO en un estudio aleatorizado con prematuros de
bajo peso estabilizados inicialmente con 100% de oxigeno vs aire, y
ambos grupos se valoraron de acuerdo con las lecturas de SpO, para
alcanzar objetivos de oxigenacidon preestablecidos (Kapadia et al.
2013). Los resultados fueron coincidentes con el estudio de Vento
(Vento et al. 2009). Por lo tanto, este estudio encontré un mayor EO
en las determinaciones que se realizaron en sangre de corddn y en
sangre venosa, determinando el ratio entre la capacidad antioxidante
y los hidroperdxidos totales en las primeras horas después del

nacimiento. Obteniendo como resultados niveles significativamente
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mas elevados en el grupo de prematuros empezados a ser reanimados
con niveles mas bajos de 0,. Disminuyendo la necesidad de mas dias
de ventilacién mecdanica y menor incidencia de BDP (Kapadia et al.
2013).

Sin embargo, el uso de fracciones inspiratorias intermedias que
abarcaban entre el 0.3 a 0.5 se habian generalizado sin fuerte apoyo
basado en la evidencia. En dos estudios aleatorizados y
enmascaradaos, (Rook et al. 2014 ; Aguar et al. 2014), mostraron que
en recién nacidos pretérmino resucitados con una FiO; inicial de 0.3 vs
0.6, el ratio GSH/GSSG en sangre total y en orina los biomarcadores de
EO 8-oxo/2-Dg, Orto/fenilalanina, 3-Cl y 3-nitro/tirosina, no habian
diferencias estadisticas significantes. Es mas no hubo diferencias
clinicas entre ambos grupos en cuanto a complicaciones en el periodo
postnatal.

Una reciente revision actualizada y meta-andlisis, se compararon
10 estudios aleatorizados que incluyeron a 321 recién nacidos que
habian recibido una baja (0.21-0.30) y 356 que recibieron FiO; inicial
alta (0.60-1.0) para el estudio de mortalidad, displasia
broncopulmonar, y hemorragia intraventricular (Saugstad et al. 2014).
Cabe destacar que los resultados de este meta-andlisis demostraron
que los bebés inicialmente reanimados con FiO; inferior se acercaron
casi a la significacion para el resultado de la reduccién de la mortalidad
[0,62 (IC 95%: 0,37-1,04)]. Por otra parte, no hubo asociacién
significativa para la displasia broncopulmonar o hemorragia
intraventricular al comparar FiO; baja y alta (Saugstad et al. 2014). Esta
informacidn ha sido cuestionada por informes recientes de dos

estudios realizados en Australia y Canad3, respectivamente (Oei et al.
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2017) en la Reunién Anual de Sociedades Académicas Pediatricas de
2015 (EE.UU.) Presentaron los resultados de un gran estudio
controlado aleatorio completado hasta la fecha, que examind los
efectos de la reanimacién con una FiO; inicial de 0.21 frente a 1.0 en
289 prematuros menores de 32 semanas de gestacion. La SpO;
objetivo se fijé en 65-95% hasta 5 min y 85-95% hasta el ingreso a la
NICU. El hallazgo mds relevante fue una mortalidad del 16,2% en el
subgrupo de bebés <29 semanas de gestacion en el grupo de 0.21
frente al 6% en el grupo de 1.0 (RR = 3,18; 1,41-7,19; p = 0,013). Esta
diferencia, aunque estadisticamente marginal, enfatizé la necesidad
urgente de mayores ensayos controlados aleatorios para examinar
esta cuestion (Oei et al. 2017). Recientemente, la Canadian Neonatal
Network publicd un estudio retrospectivo de cohorte comparando
neonatos de <27 semanas de gestacién antes y después de 2006,
cuando la politica relativa a FiO; inicial para pretérmino en la sala de
partos cambié de 100% a <100% de oxigeno y ajuste de la fraccién de
oxigeno segln SpO,. El resultado primario de una lesién neuroldgica
grave y/o muerte fue mayor en el grupo de menor oxigeno (AOR 1,36;
IC del 95%: 1,11-1,66) y en aquellos resucitados con aire (AOR 1,33; IC
del 95%: 1,04- 1,69), en comparacién con los reanimados con 100% de
oxigeno. Es de destacar que los investigadores no tenian datos sobre
la exposicion al oxigeno para cada nifio y, por lo tanto, podria ser
engafioso atribuir resultados especificos a la FiO; inicial utilizada en el
parto. Sin embargo, los investigadores advirtieron que una politica de
estabilizacidn inicial con oxigeno mas bajo podria estar relacionada
con un mayor riesgo de lesidon neuroldgica severa o muerte en

neonatos prematuros en comparacion con el comienzo con oxigeno al
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100% (Rabi etal. 2015). Recientemente se ha publicado un
metanalisisis, en el cual revisan los resultados obtenidos en recién
nacidos <28 + 6 semanas de gestacién que son reanimados con una
FiO,= 0.3 Vs 0.6. Los resultados indican que no existe ninguna
diferencia en el riesgo de muerte u otras morbilidades en la
reanimacion si se inicia en el momento del parto con una FiO, menor
(< 0.30) o mayor (20.6). Los resultados opuestos para los ensayos
enmascarados y no enmascarados representan un error de tipo |,
haciendo hincapié en la necesidad de mas estudios y bien disefiados
para obtener resultados mas concluyetes (Oei et al. 2017).

Definir la mejor practica para la concentracion inicial de oxigeno
para la transicién y la reanimacién del recién nacido prematuro
requiere la realizacion de ensayos aleatorios adicionales bien
disefiados y adecuadamente alimentados, tales como el PRESOX
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01773746) y el Torpido 2 que tiene
como objetivo examinar los resultados de los bebés menores de 29
semanas de gestacién después del inicio de la reanimacién con FiO;
0.21 o0 0.6. Con suerte, en los proximos afios, cuando ambos estudios
estén completos, tendremos una respuesta a estas preguntas

candentes.
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Hipdtesis

La hipétesis de estudio es:

El tiempo de hipoxia transcurrido desde que el pretérmino nace
hasta que alcanza una oxigenacion postnatal estable, le
precondicionaria para una mejor adaptacion del cerebro frente a una

agresion oxidativa posterior.
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Objetivos

Los objetivos de la presente Tesis son:

1. Establecer un modelo experimental in vivo de transicion fetal-
neonatal que permita el estudio de los cambios en la fraccidn
inspiratoria de oxigeno (FiO2) en la adaptacién postnatal en

ratones recién nacidos.

2. Disefo y fabricaciéon de una cdmara de oxigenacién controlada
qgue permite determinar el momento del nacimiento,
adaptacion postnatal y respuesta a cambios en la FiO, durante
la adaptacién postnatal de una forma similar a la que ocurre en

la practica clinica.

3. Estudiar el metabolismo cerebral en ratones recién nacidos
sometidos a un precondicionamiento hipdxico (FI0,=0.14)

durante 8 horas.

4. Estudiar los efectos del precondicionamiento hipdxico perinatal
sobre el estrés oxidativo, expresion de los genes implicados en
la defensa antioxidante, respuesta hipdxica e inflamacion en el

Sistema Nervioso Central.

5. Estudiar los efectos del precondicionamiento hipdxico perinatal
sobre la morfologia, apoptosis e inflamacién de las diferentes

capas de la corteza cerebral.

6. Estudiar los efectos del precondicionamiento hipdxico perinatal

sobre la morfometria de las mitocondrias.
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Material y Métodos

1. Material

1.1 Aimales de experimentacion.

Los animales utilizados son hembras gestantes de la cepa de
ratones C57BL/6, en el dia de gestacidn 19 (G19) y los ratones recién
nacidos de dia 1 (P1) y dia 7 (P7) postnatal.

Los animales se mantuvieron en el animalario de la Facultad de
Farmacia del Servei Central de Suport a la Investigacié Experimental
(SCSIE; Universitat de Valéencia) bajo condiciones de temperatura
(23+1°C), humedad relativa (60%) y ciclos de luz/oscuridad (12/12h)
constantes. Se alimentaron con una dieta de laboratorio estandar y
agua corriente ad libitum.

La manipulacion de los animales y los protocolos de
experimentacién han sido realizados de acuerdo con las normas de
experimentacion animal de la Universitat de Valéncia y Conselleria de
Presidencia y de Agricultura, Pesca, Alimentacion y Agua (Comunitat
Valenciana, Espafia) bajo el procedimiento de experimentacion animal

aceptado con cédigo 2015/VSC/PEA/00106 tipo 2.

1.2. Camara de oxigenacion controlada

La cdmara de “oxigenaciéon controlada” ha sido un elemento
imprescindible para el desarrollo del modelo murino de transicion
fetal-neonatal (TFN) con variacidn de la fraccién inspiratoria de

oxigeno (FiO,). En estudios experimentales preliminares realizados en
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colaboracidn con el Prof. J Belik (Respiratory Research Laboratory;

University of Toronto, Canada), se utilizaron camaras de hipoxia

comerciales (Oxycycler Salas; Biospherix®; Lacona, NY, EE.UU) para

realizar los experimentos con el modelo de TFN (Escobar, Cubells, et al.

2013a), pero dadas las limitaciones para desarrollar este trabajo, el IP

del Grupo de Investigacién en Perinatologia (Instituto de Investigacion

Sanitaria La Fe; Valencia), Dr. Maximo Vento decidid disefar una

camara que cubriera todas las necesidades experimentales del

proyecto y ademas mejorar las ya existentes en el mercado.

1.2.1 Caracteristicas de la camara de oxigenacion
controlada

La camara debia tener las caracteristicas especificas para poder

desarrollar el modelo de TFN que se detallan a continuacién:

1)

2)

104

Reduccidon al maximo el tiempo necesario para alcanzar la
concentracidon de oxigeno ambiental deseado por el
investigador en su interior (5 minutos para cambios extremos
en la FiO,, asi de 14% a 100%). De este modo se podrian simular
las diferentes situaciones clinicas como por ejemplo la hipoxia-
reoxigenacion tal y como sucede en la clinica humana.

Sistema de doble entrada para los ratones, evitdndose asi fugas
de oxigeno y descenso indeseado de la FiO; a la que debia
transcurrir el experimento cuando por requerimientos
metodolégicos se tuvieran que introducir o sacar material,

aparatos o animales de experimentacion (ratones) en la misma.
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3) Camarade video de infrarrojos que nos permitiera poder grabar
o hacer fotos de los acontecimientos mas relevantes del modelo
como es el parto, el comportamiento de la hembra gestante y
las crias tanto de dia como en oscuridad, debido a la
nocturnidad de los ratones.

4) Guantes en la cdmara, que permitieran manipular a los ratones
en el interior sin necesidad de tener que sacarlos al exterior
exponiéndolos a cambios en la FiO,, pudiendo trabajar con las
condiciones constantes de oxigeno deseadas.

5) Sistema de control de temperatura, presién y humedad para
que los ratones estuvieran en condiciones 6ptimas y los

experimentos pudieran ser reproducibles.

Tanto el registro de los pardmetros como las fotos realizadas
durante los experimentos debian quedar almacenados en una base de
datos para poder ser consultados en un momento determinado del
experimento o al finalizar el mismo.

Se incorpord un sensor de oxigeno exterior para tener controlado
en todo momento los niveles de oxigeno en el habitaculo donde se
realizan los experimentos y asi evitar posibles fugas de nitrégeno u
oxigeno y que no afectaran al operador.

El material y las dimensiones de la cadmara debian ser las
apropiadas para que los ratones estuvieran en condiciones adecuadas,
cumpliendo los requisitos de bienestar animal (Boletin Oficial del

Estado, 8 de febrero de 2013).
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1.2.2 Diserio de la camara de oxigenacion controlada

Para el disefio de la cdmara se colabord con Juan Francisco Blanes
Noguera, director del Instituto de Automatica e Informatica Industrial
de la Universidad Politécnica de Valencia y Adrian Estellés, alumno del
Master en Automatica e informatica Industrial. Por parte del grupo de
Perinatologia del IIS |la Fe, se aportd experiencia con las cdmaras
comerciales de Toronto de algunos de los miembros del grupo, y con
toda la informacién desarrollé el disefio de la cdmara y la puesta a
punto.

Con todas las caracteristicas mencionadas en el apartado anterior,
se realiz6 el disefio de la cdmara. A continuacion, se muestra el disefo
final y la planta, alzado y perfil debidamente acotadas (mm) (Figura

10).
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Figura 10. Disefio de la cdmara de oxigenacion controlada. A) Disefio final de la cdmara. B) Vision

| I

frontal de la cadmara. C) Vision superior de la cdmara. D) Vision desde el lado derecho de la
camara.

Las dimensiones minimas indicadas en el BOE de 2013 para trabajar
con ratones eran: una altura minima del recinto de 120 mm vy la
superficie del suelo por animal de 70 cm?. El material utilizado para su
fabricacion fue metacrilato, ya que cumplia con las caracteristicas para
el desarrollo del modelo experimental como por ejemplo que fuera
totalmente translicida para poder ver los animales en su interior, que
se pudiera esterilizar y que fuera totalmente estanca para evitar la

pérdida de gases de su interior.

La camara esta fabricada con metacrilato incoloro con un espesor
de 10 mm. Estd dotada de una puerta frontal de 760x490 mm
desmontable con burlete perimetral y cierres de traccién, asi como 2
aperturas de 130 mm de diametro a 200 mm del suelo y separadas a
400 mm entre ejes y centrados, con aro en la parte exterior para
abrochar guantes. También esta provista de una pequefia camara en
el lateral derecho (sistema de doble entrada) de medidas totales:

100x150%x130 mm de altura, con 2 puertas con cierre hermético a
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través de maneta con cierre de traccién con burlete. Las medidas

exteriores de la cdmara son 760x490x510 mm.

1.2.3 Descripcion de los elementos de la camara

La camara cuenta con diferentes elementos, asi: (i) el mezclador de
aire/oxigeno (blender) en el exterior, (ii) dos sensores de oxigeno
(oximetro) uno en su interior y otro en el exterior, (iii) balas de
oxigeno, nitrégeno y aire, (iv) valvulas que permiten la regulacién del
flujo de los gases para alcanzar la concentracién de oxigeno deseaday
(v) una aplicaciéon informatica (software) que integra toda la
informacidn y registra los datos de presidon, temperatura,
concentracién de oxigeno, tiempo de exposicion (variables a controlar)
Yy que se graban en un ordenador para su volcado en una hoja de
calculo (Figura 11).

A continuacién, se muestran fotografias de los elementos que

forman la cdmara con un nimero que los describe.
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Figura 11. Componentes de la camara de oxigenacion controlada.
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. Reguladores de presion (manorreductor)
. Valvulas de las botellas

. Caja de control

. Pantalla tactil

. Sensor de Oxigeno exterior

. Cdmara con infrarrojos

. Sensor de Oxigeno interior

. Sensor de presion

O 00 N oo U b W N

. Salida de aire

10. Salida de Nitrégeno

11. Salida de Oxigeno

12. Sistema de doble entrada

13. Salida de gas con compensador de presion

En la figura 12 siguiente se muestra una foto del disefio de la

camara final, con todos los elementos integrados y las caracteristicas

mencionadas anteriormente.
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Figura 12. Vista general de la cdmara de oxigenacién controlada

1.2.4 Descripcion del software

En primer lugar, se describen cada uno de los elementos del
programa que forman la pantalla y que aparecen enumerados en la
Figura 13. Estos elementos se muestran en la ventana principal en
modo automadtico, en modo manual, la ventana de visualizacién y
seleccidn de las fotografias y la ventana de programacion en la cual
afadir o eliminar fases con la concentracidn de oxigeno deseada y

tiempo de duracion de cada una de las fases.
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Tnempo desde el parto

Tlempo (horas)

| Empezar Programa

Amplitude

Figura 13. Interfaz del programa. A) Ventana principal en modo automatico. B) Ventana principal
en modo manual. C) Ventana de visualizacion y seleccidén de las fotografias. D) Ventana de
programacion en la cual afiadir o eliminar fases con la concentracion de oxigeno deseada y

tiempo de duracién de cada una de las fases

1. Botén de Stop, detiene la aplicacién.
2. Pestaias para poner el sistema en modo automatico o manual.
3. Botdn de acceso a la ventana de programacion.

4. Deslizador para controlar la referencia del nivel de Oxigeno

deseado.

5. Grafica de seguimiento del programa.

6. Nivel de Oxigeno en el interior de la cdmara (en porcentaje).
7. Temperatura en el interior de la cdmara (medido en °C).

8. Presidn en el interior de la cdmara (medido en bares).

9. Error entre el nivel de Oxigeno en el interior de la camara y el

nivel de Oxigeno deseado.
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10. Grafica de seguimiento del nivel de Oxigeno en el interior de la

camara.

11. Grafica de seguimiento de la temperatura en el interior de la

camara.

12. Grafica de seguimiento de la presidn en el interior de la cdmara.
13. Oxigeno exterior y alarma por si supera los limites

14. Regulador manual de la apertura de la bomba de Oxigeno.

15. Regulador manual de la apertura de la bomba de Nitrégeno.

16. Interruptor de la bomba de aire.
17. Botdn para avanzar a la siguiente foto.
18. Botdn para retroceder a la anterior.

19. Nivel de Oxigeno en el momento que se ha tomado la foto

mostrada.

20. Temperatura en el momento que se ha tomado la foto

mostrada.
21. Presion en el momento que se ha tomado la foto mostrada.
22. Fecha y hora que se ha tomado la foto actual.

23. Botén para aceptar la foto mostrada como momento del parto

y empezar asi la programacion.

24. Stop. Detiene la programacion o el programa si ya se esta

ejecutando.

25. Tiempo transcurrido desde el momento que se ha tomado la

foto hasta el momento actual.

26. Visor de Imagenes.
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27. Grafica para visualizar el programa.
28. Nivel de Oxigeno deseado para la siguiente fase.

29. Tiempo de duracidn de la siguiente fase.
30. Anadir una nueva fase.

31. Eliminar la ultima fase anadida.

32. Empezar el programa.

1.2.4.1. Uso del software

Cuando se inicia el sistema el software se abre automaticamente
en modo manual. En este modo se puede controlar manualmente las
bombas de Oxigeno, Nitrégeno y encender o apagar la bomba de aire.
Para empezar un experimento hay que poner el programa en modo

automatico. Para ello hay que cambiar a la pestafia “automatico”.

N Manual  Automitico

Oxigeno Interior

20 Oxigeno Nitrégeno Aire

Temperatura 0 0 60

0 6
25,65
i 20 80 20 80 A S
X ‘ ) Oxigeno Exterior
Presion
0 00 O 100

[T — fze

Error: Oxigeno e~

100

80
60

Figura 14. Pantalla principal del Software de la camara de oxigenacon controlada

117



Material y Métodos

Una vez se haya cambiado de pestafia se abrira una ventana donde
se crea o elige la carpeta y se guardaran las fotos y los datos del
experimento. En el caso de crear una carpeta, con el botén derecho
del ratén sobre la ventana, y luego en nuevo se clicard sobre carpeta.
Una vez creada la carpeta se le pondra un nombre a dicha carpeta. Es
recomendable que cuando se quiera iniciar un nuevo experimento se
haga en una carpeta vacia.

Cuando se haya elegido o creado la carpeta, hay que acceder
dentro de ellay presionar el botdon “Current Folder”. Una vez realizado

esto el experimento estara iniciado.

Figura 15. Carpeta raiz donde se guardan las capturas de la camara

Dentro de la carpeta seleccionada para el experimento se
guardaran las fotos que se vayan generando y 3 archivos:
Data.xls: Es un Excel que utiliza el software para poder realizar sus

funciones.

Datos.xls: Es un Excel donde se guardaran los datos del

experimento. Este Excel consta de 5 columnas:
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12, Fecha del momento de la toma de datos
29, Hora del momento de la toma de datos
392, Nivel de Oxigeno en el momento de la toma de datos

42 Temperatura en el momento de la toma de datos
52, Presidn en el momento de la toma de datos
Programa.txt: Es un archivo de texto donde se podrd ver el
programa seguido en el experimento. En este archivo encontraremos
una linea de pares de nimeros, el primero es el nivel de Oxigeno de la
fase y el segundo el tiempo de duracién de la fase. Esto se repetira
tantas veces como fases tenga el programa.
Las fotos estan en formato JPG y el nombre de cada corresponde a
la fecha y la hora que ha sido tomada la foto sin ningln tipo de

separacion. El formato es: DDMMAAAHHMMSS.

Una vez seleccionada la carpeta de trabajo, en la pestafa
“automatico” hay un deslizador “Nivel de Oxigeno” en el cual
fijaremos la referencia con la que queremos empezar el programa.

Una vez modificada esta referencia el sistema ajustara la cdmara con
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el nivel de oxigeno deseado y este serd el nivel que habra en el

momento del parto.

M Manual Automatico

Oxigeno Interior
204 Programacién 8,0~

6,0
4,0~

Oxigeno

Programa -

Temperatura Nivel
25.69 Oxigeno % 20,4268
Presion

0o- 1y 214
P 2— 00 10 20 30 40 50 60 70 80

204 Oxigeno Exterior

rror: [JESEY | Oxigeno T~

100
80
60

40
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Una vez puesto el nivel de oxigeno deseado hay que esperar al
momento del nacimiento. Cuando han nacido las crias, clicando sobre
el botén “Programacion” se accede a la ventana de programacion,
donde se crea el programa para el experimento.

En esta ventana se ven las fotos tomadas cada 5 minutos desde el
inicio del experimento. Siguiendo estas fotos se sabe cuando ha sido
el momento del nacimiento. La primera foto que aparece es la primera
foto tomada y con el botén “Next” se pasa a la siguiente foto mas
cercana al momento actual. Con el botén “Previous” se retrocede a la
foto anterior. Se va avanzando foto a foto hasta encontrar la foto
donde aparezcan las crias. Esta foto es la que indica el momento
exacto del parto y presionando en el botén “Aceptar” se selecciona
dicha foto y se crea el programa a partir del momento que se ha

tomado la foto seleccionada.
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Hora
107/01417:21:1

Una vez seleccionada la foto, el visor de imdagenes desaparece y
aparece una grafica donde se ven los niveles de oxigeno y tiempo de
duracidn de cada fase que vamos introduciendo al programa. También
aparecen dos espacios, uno para poner el nivel de oxigeno de la nueva
fase y otro para poner el tiempo de duracidn (en horas), y 3 botones,
uno para afiadir la nueva fase, otro para eliminar la Gltima fase afiadida

y un tercero para empezar el programa.

Oxigeno

Programa
F | M stop

Oxigeno

2289

Tiempo desde el parto

|

Temperatura
2490

Presién Tiempo (horas)

2

> Empezar Programa

Amplitude

Hora
11/07/2014 17:21:21
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Para la primera fase, el nivel de oxigeno sale fijado al nivel de
oxigeno que se encontraba la cdmara en el momento de la foto (este
nivel no podra ser modificado hasta las siguientes fases) y al tiempo de
duracidn que se ponga se le restard el tiempo que ya ha transcurrido
del parto. Por ejemplo, si se pone un tiempo de duracién de 6 horas, y
el tiempo transcurrido del parto es de 4 horas, restaran 2 horas para
que termine la primera fase. Y para afiadir la fase se clicara sobre el
botdn “+”. Hay que tener en cuenta que el software no permite poner
un tiempo de duraciéon menor al que ya ha transcurrido.

Para las siguientes fases, se pone el nivel de oxigeno deseado, la
duracion de la fase y se aflade al programa clicando el botén “+”. El
software no acepta tiempo de duracién igual a 0. En el caso de
equivocacién en alguna fase se puede eliminar clicando sobre el botdn
”'”.

Una vez esté el programa disefado se pone en marcha presionando
“Empezar Programa”.

Se puede seguir la evolucion del programa en la grafica de esta
venta o en la que hay en la pestafia “Automatico”. En estas dos
graficas se puede ver el programa disefiado, la evolucidn real del nivel
del oxigeno y un cursor que indica en qué punto del programa nos

encontramos.

1.2.4.2 Apagado del sistema

Para apagar el sistema hay que seguir los siguientes pasos:

192 Asegurarse de que no hay ningln programa en funcionamiento.
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22 En caso de que haya algin programa en funcionamiento, en la
ventana de programacion clicar sobre el botén “Stop” y cerrar la

ventana.

32 Asegurarse de que las bombas de Oxigeno, Nitrégeno y aire estén

completamente cerradas.

42 Cuando las bombas de Oxigeno, Nitrégeno y aire estén
completamente cerradas clicar el botdn “Stop” de la ventana principal

y cerrarla.
52 Apagar la pantalla tactil

62 Cerrar las valvulas de las botellas de oxigeno, nitrégeno y aire. En el
caso de no utilizar botella y que alguno de los gases vaya conectado a

un sistema de distribucién, cerrar el paso de la salida de la tuberia.

79 Apagar el interruptor que hay detrds de la caja de control.

1.2.4.3 Alarmas del sistema

El sistema esta provisto de un sistema de seguridad para preservar
el bienestar de los ratones y que no haya ninguna fuga que pueda
dafiar a los usuarios que estén dentro del laboratorio donde se
encuentra la cdmara, para ello se controla que no exceda:

El nivel de Oxigeno exterior: Esta alarma controla que no haya
ninguna fuga de alguno de los gases. Si la fuga fuera de oxigeno, el
nivel de este en el exterior subiria y la alarma saltaria al llegar al 23%.

En el caso de que la fuga fuera de nitrégeno, bajaria el nivel de oxigeno
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en el exteriory la alarma saltaria en el momento que éste fuera inferior

a un 19%.

La temperatura interior: En caso de que la temperatura suba o baje
demasiado también saltaria la alarma. Los limites estdn en 10 °Cy 40

°C.

La presion interior: La cdmara dispone de una valvula de escape
para controlar la presién. Esta vdlvula abre la apertura segun la
diferencia de presion entre el interior y el exterior, sin afectarle las
diferencias negativas (en el caso de que haya menos presién en el
interior que en el exterior no se crearia un flujo hacia el interior).
Cuando mayor es esta diferencia, mayor es el flujo de salida de la
valvula, permitiendo una presion maxima en el interior de la cdmara
(con las 3 bombas abiertas a 4 bares) de 1,02 bares. En el caso de que
esta valvula se atascara y la presion pasara el umbral de 1,1 bares, la

alarma se activaria.

En el caso de que saltara algunas de las alarmas se encenderia el
led de alarmay se apagaria las bombas de oxigeno, nitrégeno y aire en
el caso de estar encendidas.

Cuando una alarma esté activa, el software sélo permitird pasarlo
a modo manual y controlar manualmente las bombas.

Cuando salte la alarma y se paren las bombas el sistema volvera a
la normalidad, permitiendo esto la reanudacion de todas las funciones

del software.
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1.2.4.4 Mantenimiento de camara

Se ha realizado el siguiente mantenimiento para verificas que la

camara seguia funcionando correctamente:

1. Alarmas. Cada mes sean comprobado que las alarmas de

oxigeno exterior, interior, presidon y temperatura.

2. Tiempos. Se han realizado cada mes la comprobacién del
tiempo que transcurre en pasar por cada uno de las FiO;
utilizadas en el modelo de TFN. Tomando como referencia:

e Transicion del 21 al 14% de oxigeno 2 minutos.
e Transicion del 21% al 100% de oxigeno 5 minutos.
e Transicién del 14% al 100% de oxigeno 5 minutos

e Transicion 100% al 21% de oxigeno 3 minutos.

3. Calibraciéon de los sensores. Se han realizado las calibraciones
de los sensores de oxigeno interior y exterior cada tres meses,
ademas de contar con otro oximetro portatil para asegurarnos

que los niveles de oxigeno detectados son los correctos.

4. Estanqueidad. Cada 6 meses se ha comprobado que la cdmara

seguia estando estanca sin fugas.

Con el disefio de esta camara se da solucion a la problematica de
las cdmaras que hay en el mercado para realizar la investigaciéon e

incluir sistemas novedosos que se estiman utiles consiguiendo
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reproducibilidad maxima en los experimentos y control de la mayoria
de variables.

Durante el proceso de fabricacién se verificd el funcionamiento de
los distintos elementos y se optimizd antes de iniciar los experimentos
propiamente dichos. La comprobacion y verificacidon del sistema fue
llevada a cabo por el grupo de informatica y automocion de la UPV y
posteriormente por el departamento de Recursos Materiales del

Hospital universitario la Fe de Valencia.
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2. Modelo experimental

El modelo experimental murino llevado a cabo en este trabajo tiene
como objetivo simular la transicién de la vida fetal a la neonatal. El
diagrama de flujo del experimento donde se explican las distintas
etapas del grupo control y de los grupos experimentales viene

reflejado en la figura 16.

PO P1 (32h)

Control
Nx21/21/21

oh P1(32h)

Experimental 1

E_-g H_'ﬂ E_'ﬂ H'ﬂ
~ ~ ~ ~N

Nx21/100/21
0h 8h 9h P1(32h)
Experimental 2 1
Hx14/21/21 A%
|
oh 8h P1(32h)
Experimental 3 14%
Hx14/100/21
Oh 8h 9h

_—> +1H

>
+23H >

Figura 16. Esquema representativo del grupo control y grupos experimentales del modelo

experimental murino de transicion fetal-neonatal bajo diferentes FiO>.
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Como se muestra en la figura 16, el modelo experimental de la

transicion fetal-neonatal (TFN) consta de un grupo control y tres

grupos experimentales. Todos los grupos son sacrificados a las 32

horas del nacimiento (P1) y otras crias se dejan vivir seis dias mas (P7).

A continuacidn, paso a detallar cada uno de los grupos:

128

El grupo control se denomina Nx21/21/21, en este grupo la TFN
se produce en una atmdsfera con una Fi0,=0.21 (21% de
oxigeno). Las crias se mantienen en estas condiciones 32 horas
(P1) y siete dias desde el nacimiento (P7) en estas condiciones.
En el primer grupo experimental denominado Nx21/100/21, el
nacimiento se produce con una Fi0,=0.21, a las ocho horas del
nacimiento se produce un incremento de la FiO,=1.0 (100% de
oxigeno) durante una hora. A continuacién, vuelven a una
Fi0,=0.21 en la cual permanecen 23 horas, en este momento se
sacrifican y se corresponde con (P1), y otros se dejaran vivir
hasta una semana postnatal (P7).

El segundo grupo experimental, Hx14/21/21, el nacimiento se
produce bajo una atmédsfera hipdxica con una Fi0,=0.14 (14%
de oxigeno) permaneciendo durante las siguientes ocho horas
después de nacer en estas condiciones. A continuacion, se
aumentan los niveles de O, hasta el 21% (Fi0,=0.21).

El tercer grupo experimental se denomina Hx14/100/21. En
este grupo el nacimiento tiene lugar bajo una atmdsfera con una
Fi0,=0.14, después del nacimiento a las 8 horas las crias de este

grupo sufrirdn un insulto hiperdxico durante una hora de una
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FiO,=1.0. Luego volveran a una Fi0,=0.21 durante 23 horas, y

seran sacrificados a P1y a P7.

Una vez realizado el experimento las crias se sacrifican y los
cerebros obtenidos son empleados para estudios moleculares e

histolégicos que veremos mas adelante en este capitulo.

Para los estudios histoldgicos realizados en este trabajo contamos
ademas con dos grupos mas de estudio, con otros tiempos desde el
nacimiento que describimos a continuacion:

El primer grupo lo denominamos Hx14 8h, en el cual las crias
nacieran con una Fi0,=0.14 y se sacrificaran a las 8 horas de nacer.

El segundo grupo que denominamos Hx14/14/14, las crias
nacieron con Fi0,=0.14 y permanecieron 32 horas en estas

condiciones hasta su sacrificio (P1) como se muestra en la figura 14.

PO
I

Experimental 4 o
Hx14 8h 14%

oh sh P1 (32h)
I

Experimental 5

Hx14/14/14 14%

Oh 8h
Figura 17. Diagrama de dos grupos experimentales empleados en los estudios histoldgicos.
En la cdmara explicada anteriormente (apartado 1.2), tiene lugar el
nacimiento de modo que antes de introducir a la ratona gestante, se

prepara la jaula donde va a ser puesta para el nacimiento. La jaula es

de plastico, con unas dimensiones 370 X 150 X 130 (mm) con una tapa,
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totalmente agujereada en la superficie para permitir la entrada de

gases. También se pone un fondo de serrin como tienen en sus jaulas

habitualmente, un poco de pienso y agua en forma de hidrogel (Figura

18).

Figura 18. Fotografias del material utilizado para la jaula del interior de la cdmara. A) Recipiente
de plastico con 2 tapas (1 agujereada) estériles. B) Serrin estéril. C) Hidrogel en polvo. D) Pinzas
estériles para cerrar la jaula. E) Jaula donde se realiza el experimento. F) Jaula con las crias recién

nacidas.

La jaula debe ser totalmente transparente para que se puedan
hacer las fotos en todo momento y poder saber con exactitud el

momento del nacimiento.
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2.1. Estudio del metabolismo oxidativo en ratones
recién nacidos sometido a una Fi0O2=0.14 durante 8
horas.

Este estudio se realizd para el andlisis de parametros del
metabolismo oxidativo en crias de ratones recién nacidas (PO) las
cuales son sometidas el efecto de hipoxia moderada (Fi0,=0.14) a
diferentes tiempos durante 2, 4,6y 8 h.

Se utilizaron dos grupos el grupo control y el grupo experimental.
En el grupo control las crias de ratédn fueron mantenidas en aire
ambiente (Fi0,=0.21) todo el tiempo hasta el momento del sacrificio.
Por otro lado, el grupo experimental estaba formado por cuatro
subgrupos de crias de ratdn que estuvieron bajo condiciones hipdxicas
(Fi02=0.14) durante 2h, 4h, 6h y 8h respectivamente.

El periodo de hipoxia se realizd en la cdmara de oxigenacion
controlada. Las crias, junto con la madre, eran trasladadas a la cdmara
y mantenidas a una Fi0,=0.14 durante el periodo de tiempo indicado.
Pasado este periodo, las crias fueron sacrificadas por decapitacion. El
grupo control permanecié con la madre a Fi0,=0.21 hasta el momento

del sacrificio.
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3. Determinaciones Experimentales

3.1. Determinacion de Lactato

3.1.1 Determinacion en sangre

A. Fundamento

La determinacidn se llevd a cabo mediante el uso del analizador de
lactato portatil Lactate ProTM (Arkray Inc., Kyoto, Japan) y siguiendo
las instrucciones del fabricante. El método de deteccion se basa en un
electrodo sensible al lactato gracias a la reaccién catalizada por la

enzima lactato oxidasa.

B. Preparacidon muestra

El método de uso consistid en poner primero una tira reactiva que
calibra el aparato, va incluida en el analizador y seguidamente se
coloca una nueva tira para realizar la medida. En el momento se realiza
la decapitacidn se coloca la tira nueva sobre el cuello del ratén y por
capilaridad sube la sangre hasta el sensor. Una vez la cantidad de
sangre es suficiente, suele ser alrededor de 0.5 uL, se produce un ligero
pitido. A los 60 segundos el aparato marca los niveles de lactato en

sangre en la pantalla.

C. Calculos
En la pantalla del analizador aparece el valor de los niveles de lactato

en sangre en mmol/L.
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3.1.2 Determinacion en tejido

A. Fundamento

Para la determinacidn del lactato seguimos el método descrito por
Gutman y Wahlefeld (1974) (Hoshino et al. 2015) (Kawahara, Quinn, y
Lambeth 2007)(15). Este método esta basado en la oxidacion de
lactato a piruvato, reaccidon catalizada por la enzima lactato

deshidrogenasa (LDH).

0 [o (0] [on
N/ N4
C C
I I
HO-C-H + NAD* — C=0 + NADH +H*
| I
CHz CHB
Lactato Piruvato

Figura 19. Reaccién de conversién de lactato a piruvato. El lactato es oxidado a piruvato por la accion
del enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Como producto de la reaccién se obtiene NADH mas
un protén (H+).

La reaccion se lleva a cabo en un medio alcalino que atrapa a los
protones, con exceso de LDH y un tampdn que contiene hidrazina,
compuesto que atrapa al piruvato formando hidrazona para que la
reaccion se desplace hacia la formacion de piruvato. El incremento de
nicotinamida adenina dinucledtido (NADH) se sigue mediante

fluorimetria para poder cuantificar el lactato en la muestra.

B. Procedimiento
Las muestras fueron homogenizadas (Politron de Fisher Scientific,
Generator FSH-G 5/085) con un volumen 10 veces mayor a su peso

(dilucién 1:10) en acido perclérico (PCA) (Perchloric acid 705, Sigma-
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Aldrich, Sant Louis, EEUU) al 2% de concentracién final para
desproteinizarlas y fueron centrifugadas a 10.000 g durante 5 minutos
a 4°C. El sobrenadante obtenido fue ajustado a pH 7 con hidréxido de
potasio (KOH 3M) y acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS
0.3M) (Sigma Aldrich, Sant Louis, EEUU) y centrifugado a 10.000 g
durante 5 minutos a 4°C para eliminar el perclorato potasico. La
concentracidn de lactato se determiné en el sobrenadante.

El analisis de la muestra se llevd a cabo en una placa multipocillo
donde se dispuso la mezcla reactiva junto con la muestra problema.

Mezcla reactiva:

o Hidrazina0.4 M
o Glicina0.5M
o NAD*50 mM

Paralelamente se realizd un blanco, donde se sustituye la muestra
problema por agua, y un control, se sustituye la muestra problema por
una disolucién conocida de lactato.

Una vez la placa estd montada, se introdujo en el fluorimetro
(Fluoroskan Ascent FL™ Microplate Fluorometer, Thermo Scientific,
EEUU) excitando a una longitud de onda de 360 nm y detectando el
espectro de emisidn a 465 nm. Se esperd unos minutos hasta obtener
un valor de absorbancia constante y se inicié la reaccion con la adicion
del enzima LDH 1250 U/mL (L-LDH rabbit muscle, Roche, UK). Se
esperd 45-60 min hasta que el valor de la absorbancia se estabilizd,

indicando que la reaccién habia terminado.
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C. Calculos

Para procesar los datos se realizé una curva de calibrado que
incluye las concentraciones de lactato dentro del rango de 20 mM
hasta 0.1 mM. Los valores de las muestras se obtuvieron mediante
interpolaciéon de datos usando el programa informatico GhaphPad

Prism 5 (GraphPad Software Inc., California, EEUU).

3.2 Determinacion de la actividad Lactato
deshidrogenasa (LDH)

A. Fundamento

La enzima LDH cataliza la conversién de piruvato a lactato mediante
la oxidacién del NADH que utiliza como cofactor. La actividad de LDH
se determina espectrofotométricamente siguiendo el método de Koh
y Choi (Koh y Choi 1987). La disminucidn de la absorbancia debido a la
oxidacion del NADH a NAD+ es proporcional a la actividad de LDH
(Figura 20). La tasa de disminucién de la absorbancia como
consecuencia de la conversion de NADH a NAD+, medida durante un

minuto a 340 nm, es directamente proporcional a la actividad LDH.

0 (o 0 (o8
N NADH+H*  NAD* \\C/
C
C=0 —————= HO-C-
LDH |
CH; CHE
Piruvato Lactato

Figura 20. Reaccion de conversion de piruvato a lactato. El piruvato es reducido a lactato por la

accion del enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Como producto de la reaccidn se obtiene NAD+.
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B. Procedimiento

Las muestras fueron homogenizadas con un volumen 10 veces
mayor a su peso (dilucién 1:10) en tampédn fosfato 0.1 M pH=6,4.

Tampdn Fosfato:

o KHPO,1M
o KH;POs1M

Se adiciond EDTA a una concentracion final de 2 mM vy fueron
centrifugadas a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. La actividad LDH
se determind en el sobrenadante obtenido y el pellet se resuspendid
en tampon fosfato para la determinacidn de proteinas.

El andlisis de la muestra se llevd a cabo en una placa multipocillo
(Microplates 96 well, Greiner bio-one, Deckenhausen, Germany)
donde se dispuso la mezcla reactiva (tampdn fosfato, NADH 2.5 mM)
junto con la muestra problema. Paralelamente se realizé un blanco,
donde se sustituye la muestra problema por agua.

Una vez la placa estd montada, se introdujo en el espectrofotometro
de barrido (MULTISKAN SPECTRUM® de Thermo Scientific, Waltham,
EEUU) excitando a una longitud de onda de 340 nm. Se esperd unos 4
minutos hasta obtener un valor de absorbancia constante y se inicid la
reaccién con 16.5 mM de piruvato. Se realizan mediciones cada 10
segundos durante un minuto y vamos observando cémo disminuye la

absorbancia.

C. Calculos
Para procesar los datos como no tenemos una recta de calibrado se

utilizo la siguiente formula:
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A=¢egxcx*l
A = Absorbancia medida espectrofotdmetricamente.
€ = Coeficiente de extincion del NAD+ = 6,22.10° cm/M
¢ = Concentracion.
| = Longitud del paso 6ptico (0,614 cm para las placas multipocillo).

La absorbancia medida es la pendiente de la curva (valores
obtenidos cada 10 segundo durante un minuto que dura la reaccién)
menos la absorbancia del blanco.

Con los valores de concentracidn de proteinas y teniendo en cuenta
el factor de dilucién de la muestra (10x) se obtuvo la actividad

enzimatica en U/mg proteina.

3.3. Determinacion de la actividad Piruvato
quinasa (PK)

A. Fundamento

La PK, es la Ultima enzima de la glucdlisis que cataliza la reaccion
del grupo fosfato del fosfoenolpiruvato al adenosin 5’-difosfato (ADP),
produciendo una molécula de piruvatoy otra de adenosin 5'-
trifosfato (ATP). Para la determinacion de la actividad enzimatica de la
PK, el piruvato formado por PK estd acoplado a la reaccidn catalizada
por la LDH, y por lo tanto se mide la oxidacién de NADH (Lai y Blass

1984) como se muestra en la figura 21.
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(0] (O (o o] (on
N N/ N/
C C NADH + H* NAD* C
| PK | ~_ |

—_— _ P —— —(C—
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Figura 21. Reaccion enzimatica del fosfoenolpiruvato a piruvato mediante la piruvato quinasa
(PK) y conversion del piruvato a lactato mediante la lactato deshidrogenasa (LDH).
B. Procedimiento
Las muestras fueron homogenizadas con un volumen 10 veces
mayor a su peso (dilucién 1:10) en tampon fosfato 0.1M a pH=7,42. Se
centrifugaron a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante
obtenido fue recogido para determinar la actividad PK y el pellet se
resuspendid en tampdn fosfato para medir la concentraciéon de
proteinas.
El analisis de la muestra se llevd a cabo en una placa multipocillo
donde se dispuso la mezcla reactiva junto con la muestra problema.
Mezcla reactiva:
o MgCl, 8mM
o NADHO0.2 mM
o Fosfoenolpiruvato 1 mM
o KCI75mM
o Enzima L-LDH 14 U
El analisis de la muestra se llevd a cabo en una placa multipocillo
donde se dispuso la mezcla reactiva, junto con la muestra problema.
Paralelamente se realizd6 un blanco, donde se sustituye la muestra

problema por agua.
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Una vez la placa estd montada, se introdujo en el
espectrofotémetro de barrido excitando a una longitud de onda de
340 nm. Se esperd un minuto hasta obtener un valor de absorbancia
constante y se inicié la reaccidn con la adicién de 1 mM de ADP. Se
realizan mediciones cada 10 segundos durante 2 minutos y vamos
observando cdmo disminuye la absorbancia que serd proporcional a la

actividad de la PK.

C. Calculos
Para procesar los datos al no tener una recta de calibrado se utilizé
la siguiente férmula:
A=¢exc*l
A = Absorbancia medida espectrofotdmetricamente.
£ = Coeficiente de extincién del NAD+ = 6,22.10% cm/M
¢ = Concentracion.

| = Longitud del paso éptico (0,614 cm para las placas multipocillo).

La absorbancia medida es la pendiente de la curva (valores
obtenidos cada 10 segundo durante 2 minutos que dura la reaccion)
menos la absorbancia del blanco.

Con los valores de concentracidn de proteinas y teniendo en cuenta
el factor de dilucién de la muestra (10x) se obtuvo la actividad

enzimatica en U/mg proteina.

139



Material y Métodos

3.4. Determinacion de la actividad Hexoquinasa
(HK)

A. Fundamento

La HK es la primera enzima de la glucdlisis. El ensayo se basa en dos
reacciones, la primera es la produccion de glucosa-6-fosfato mediante
la reaccidn de glucosa con la enzima HK. A continuacidn, la glucosa-6-
fosfato en presencia de exceso de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) produce la reducciéon del nicotinamida adenina dinucledtido
(NADP*) y se mide el incremento del NADPH (Lai et al. 1980; Lai y Blass
1984).

Glucosa Glucosa-6-Fosfato 6 Fosfogluconato
'

ATP ADP NADP+ NADPH

Figura 22. Reaccion enzimatica de la glucosa a glucosa-6-fosfato mediante la enzima
Hexoquinasa (HK), seguida de la reaccion de la glucosa-6-fosfato a 6 fosfogluconato por la enzima

de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD).

B. Procedimiento

Las muestras fueron homogenizadas con un volumen 10 veces
mayor a su peso (dilucion 1:10) en tampédn fosfato 0.1M a pH=7,42.
Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 g durante 15 minutos a
4°C. En el sobrenadante se determind la actividad HK y la
concentracién de proteinas se determind en el pellet obtenido y

resuspendido en el tampdn fosfato.
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El andlisis de la muestra se llevd a cabo en una placa multipocillo
donde se dispuso la mezcla reactiva junto con la muestra problema.

Mezcla reactiva:

o MgCl;, 8 mM

o NADP*0.4 mM

o D-glucosa5 mM

o Enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 5 U

El analisis de la muestra se llevd a cabo en una placa multipocillo
donde se dispuso la mezcla reactiva, junto con la muestra problema.
Paralelamente se realizé un blanco, donde se sustituye la muestra
problema por agua.

Una vez la placa montada, se introdujo en el espectrofotémetro de
barrido excitando a una longitud de onda de 340 nm. Se esperd un
minuto hasta obtener un valor de absorbancia constante y se inicid la
reaccién con la adicion de 1 mM de ATP. Se realizan mediciones cada
10 segundos durante 4 minutos y vamos observando cdémo aumenta

la absorbancia que serd proporcional a la actividad de la HK.

C. Calculos
Para procesar los datos como no tenemos una recta de calibrado se
utilizo la siguiente formula:
A=¢ex*xc*l
A = Absorbancia, medida espectrofotométricamente
¢ = Coeficiente de extincion del NAD+ = 6,22 103 cm/M
¢ = Concentracion.

| = Longitud del paso éptico (0,614 cm para las placas multipocillo).
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La absorbancia medida es la pendiente de la curva (valores
obtenidos cada 10 segundos durante un minuto que dura la reaccién)
menos la absorbancia del blanco.

Con los valores de concentracidn de proteinas y teniendo en cuenta
el factor de dilucion de la muestra (10x) se obtuvo la actividad

enzimatica en U/mg proteina.

3.5. Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacién de proteinas en las muestras bioldgicas se
empled el Kit Pierce BCA Protein Assay Kit® (Thermo Scientific,

Waltham, EEUU) siguiéndo las instrucciones del fabricante.

A. Fundamento

Es un método colorimétrico basado en la reduccién del Cu*? a Cu*?,
en presencia de proteinas y en medio alcalino (reaccién de Biuret), y
posterior reaccidon del i6n Cu' con dos moléculas de &cido
bicinconinico (BCA), dando lugar al complejo coloreado cuya

absorbancia se mide en un espectrofotometro.

B. Procedimiento

En primer lugar, se prepard la solucidon formada por el reactivo Ay
el reactivo B del kit. La proporcidn de volumen entre los reactivos Ay
B es 50:1, respectivamente. Se pipeted en la placa de 96 pocillos un
volumen de muestra de 3 pL por triplicado. Para la correcta

determinacidn de proteinas, se prepard una recta patron realizada con
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seroalbumina bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) en
concentraciones comprendidas entre 20 y 0,3125 mg/ml. El volumen
de los patrones afiadido a la placa es de 3 uL y también por triplicado.
Por ultimo, se prepard un blanco con 3 L agua.

Se afiadieron 260 plL de la mezcla de reactivos a la recta patrén, al
blanco y a las muestras. Se incubaron durante 30 minutos a 37°C, en
leve agitacion y en oscuridad.

La lectura espectrofotométrica se realizé a 562 nm de longitud de

onda.

C. Calculos

Se resta a cada muestra la absorbancia del blanco. Las absorbancias
obtenidas se interpolan en la recta construida con los patrones y el
valor hallado se expresa como miligramos de proteina por mililitro de

muestra.

3.6. Determinacion de biomarcadores por
HPLC MS/MS

A. Fundamento

La técnica HPLC-MS/MS, cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas, se basa en la combinacién de la
capacidad de separacién fisica de la cromatografia liquida con la
capacidad del andlisis de masa de la espectrometria de masas. Es una
técnica muy utilizada en diversas aplicaciones que tiene una elevada

sensibilidad y selectividad.
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El principio basico de la espectrometria de masas es la generacion
de iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa que son
separadas en base a su relacién masa-carga (m/z) y posteriormente

detectados por medio de un dispositivo adecuado.

Un equipo de MS/MS estd constituido de seis componentes

basicos:
1) Sistema de introduccidon de muestras
2) Fuente de ionizacidn
3) Primer cuadrupolo (Q1)
4) Céamara o celda de colision (Q2)
5) Tercer cuadrupolo (Q3)
6) Detector

El primero de los componentes, el sistema de introduccion de
muestra es la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La
muestra se introduce directamente por medio de una varilla metalica,
que lleva en la punta un capilar conteniendo la muestra. Una vez que
ha sido introducida, sufre una ionizacion por electro-spray (ESI) para
adquirir carga. La ionizacidon puede tener lugar en modo positivo
(generacion de cationes) o negativo (generacion de aniones).
Posteriormente pasa al Q1, el cual mantiene fija la relacién m/z del i6n
padre. A continuacién, pasa a Q2 gracias a la energia de colision se
fragmenta el idn padre y los diferentes fragmentos obtenidos (idnes
hijos) entran en el Q3, que esta fijo a la relacion m/z del fragmento

mayoritario y, por tanto, solo atraviesa este cuadrupolo el fragmento
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mayoritario. Por ultimo, el detector registra la cuenta total de iones

(TIC).

Entrada del gas de
colision (Ar)

¢

-—
- /
'l A s 7
Detector

Fuente Primer Celda de

Segundo
Cuadrupolo Colision Cuadrupolo
Q1 Qz Q3 lon seleccionado
lones procedentes lon precursor lones para la deteccion

columna fragmentados

Figura 23. Esquema del funcionamiento del HPLC-MS/MS.

Las muestras que se analizan este trabajo fueron analizadas por
cromatografia liquida de alta resolucidn acoplada a un detector de
espectrometria de masas (HPLC-MS/MS). El equipo constaba de un
espectrometro de masas triple cuadrupolo, Waters Acquity UPLC-
XevoTQsystem (Milford, MA, EEUU) con una fuente de ionizacién Z-
spray operando en modo positivo (ESI+). Para el manejo del equipo y
el procesado de los datos se utilizé el programa informatico MassLynx

4.1 (Waters corporation, Manchester, UK).

3.6.1 Determinacion de nucledtidos

La determinacion de los nucledtidos, ATP, ADP y AMP en el tejido

cerebral se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion

acoplada a un tandem de espectrometria de masas (HPLC-MS/MS). El
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sistema empleado es Acquity UPLC-Xevo TQD de Waters (Milford, MA,
EEUU).

El fundamento de la técnica esta explicado en el apartado anterior.

B. Procedimiento

Las muestras de tejido congelado (-80°C) se homogeneizaron en
agua:metanol (1:3) frio a 4°C (100 mg/ml). En este paso el metanol
precipita las proteinas presentes en el homogenado y una vez
precipitadas, para ser eliminadas, las muestras fueron centrifugadas
durante 20 minutos a 15000 rpm a 4°C. El sobrenadante obtenido es
la muestra a analizar por HPLC-MS/MS. El precipitado se resuspendid
en tampodn acetato amoénico pH=7 para determinar la concentracién
de proteinas en la muestra (Explicado en el apartado 3.5).

La separacion cromatografica se realizd en gradiente utilizando
como fase estacionaria una columna Acquity UPLC Kinetex C8 (2.1 mm
x 100 mm, 1.7 um, Phenomenex), a 35°C. Como fase movil se utilizé
un gradiente binario 20 mmol/L de acetato amdnico en agua (Fase A)
y metanol:agua (80:20) (Fase B). El gradiente fue el siguiente: 0-2
minutos, 30% B; 2—6 minutos, 30-80% B; 6—6.1 minutos, 80% B; 6.1—
10 minutos, 30% B. El volumen de inyeccion fue siempre de 5 pL.

La maxima sefal analitica se obtuvo utilizando las siguientes
condiciones: tensién capilar de 3.5 kilovoltios (kV), temperatura de
desolvatacién 400° Cy el flujo del nitrégeno y de desolvatacién fueron
de 301y 850 L/h respectivamente.

Para la cuantificaciéon de los diferentes analitos se realizd la
monitorizacién de reaccion multiple (MRM). Los parametros

optimizados fueron las transiciones de iones precursores y de los hijos
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tanto de cuantificacidn como de confirmacién, la energia del cono (V),
la energia de colisién (E.C.) (eV) para cada compuesto, que se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros de adquisicion MS/MS nucleétidos.

16N CONO IONES

PRECURSOR (V) FRAGMENTADOS
ANALITO

(M/2) (M/2)
Cuantificacion Confirmacion E.C (eV)
ATP 506 30 158.99 - 20
ADP 426 25 159 134.1 25
AMP 346 30 78.91 134.1 20
C. Calculos

El procesado de los datos se realizdé mediante el programa
informatico MassLynx 4.1 (Waters corporation, Manchester, UK). Para
ello se realiz6 una curva de calibrado lineal con un intervalo de
concentraciones de 18.75 a 300 mmol/L para el ATP, de 10 a 160
mmol/L para el ADP y de 2 a 32 mmol/L para el AMP. El resultado fue

expresado en nmol/mg de proteinas.

3.6.2 Determinacion de aminotioles

Las determinaciones de los aminotioles que se realizaron fueron

glutation reducido (GSH), glutatién oxidado (GSSG), cisteina, cistina,
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homocisteina, homocistina, y-glutamilcisteina, cistationina, metionina
y S-adenosilhomocisteina (SAH) en muestras de tejido cerebral
congelados rapidamente en nitrégeno liquido y posteriormente
almacenado a -80 ° C en el momento de la extraccion. La
determinacion se realizé mediante HPLC-MS/MS, el fundamento de la
técnica y el equipo empleado es el mismo que en apartado 3.6 A.

A continuacion, se muestra un esquema de la via de Ia
transulfuracion con los diferentes pares redox, figura extraida de la

publicacion Escobar J. et al 2016.

/'/, v-Glutamic acid \\

PLASMA MEMBRANE @ o1
GSSG Glutathione y-Glutamic acid
R MEISTER CYCLE }
y-Glutamylcystine «——  y-Glutamylcysteine 5-OxoProline

\'\— Glutamate //

Cystine — Cysteine REDOX

PAIRS
Homocystine Homocysteine
e | 5-MetilTetrahidrofolate
S-adoHomocysteine Betaine
/ FOLATE
TRANSULFURATION CYCLE
PATHWAY
S-adoMethionine \i Dimethyl Tetrahidrofolate
glicine

Methionine
Figura 24. Esquema de la via de la transulfuracion (Transulfuration pathway) con sus
metabolitos y de los diferentes pares redox. YGT = gamma-glutamil-transpeptidasa,
aaT=transportadores de aminoacidos (Escobar J. et al 2016).
B. Procedimiento
Las muestras fueron homogenizadas en tampdn fosfato salino

(PBS) y N-etilmaleimida (NEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) 10

mmol/L pH=7 la proporcion de tejido y tampdn fue 1:4. Las muestras
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se desproteinizaron con acido perclérico (PCA) a una concentracion
final de 4% y centrifugadas durante 15 minutos a 11000 rpm a 4°C. Las
concentraciones de los diferentes aminotioles se determinaron en los
sobrenadantes, para mejorar la cuantificacion de estos analitos se
utilizaron las sefiales de la cistina-D4, cisteina-D2 de Cayman Chemical
Company (Ann Arbor, Michigan, EEUU), GSH-C13N15 y Metionina-D3
de Sigma-Aldrich Quimica SA (Madrid, Spain), el GSSG-C13N15 y
Fenilalanina-D5 de Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada)
como patrones internos (Pl). Debido a las altas concentraciones de
algunos analitos en tejidos como es el GSH, las muestras se diluyeron
1:20 en la fase mévil y para el resto de analitos las muestras se pasaron
sin diluir.

En andlisis de la muestra mediante espectrometria de masas, las
condiciones empleadas fueron: ionizaciéon por electrospray positiva
(ESI+), voltaje del capilar 3.5 kV, temperatura de la fuente 120°C,
temperatura de desolvatacion 300°C, el flujo del nitrégeno y de
desolvatacién fueron de 25 y 690 L/h, respectivamente. Se
seleccionaron las condiciones de separacion para lograr una retencion
y resolucidon cromatografica apropiadas utilizando la columna kinetex
UPLC C8 (2.1 x 100 mm, 1.7 um, Phenomenex) y una precolumna (2.1
x 5 mm). Se usd un gradiente binario en el cual la fase movil A era
acetonitrilo (CHsCN) (0,1% v/v HCOOH): Fase mévil B era H,0 (0,1% v/v
HCOOH). El flujo fue de 350 uL/minutos, la temperatura de la columna
fue de 30°C y el volumen de inyeccién de 5 uL. El gradiente empezd
con 0% fase A, de 2.5 to 4.4 minutos y el % de la fase A aumentd hasta

un 65%. Las condiciones se mantuvieron 1.6 minutos para volver a las
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condiciones iniciales durante 3.9 minutos y que el sistema se
reequilibrara.

La deteccion por espectrometria de masas se llevo a cabo mediante
monitorizacion de multiples reacciones (MRM) empleando los
pardmetros de adquisicion resumidos en la Tabla 2. Dos transiciones
MRM fueron adquiridas por analito (cuantificacién y confirmacién) y
para los Pl se utilizé una Unica transicion MRM, la energia del cono (V),

la E.C (eV) para cada compuesto.

Tabla 2. Parametros de adquisicion MS/MS de aminotioles.

Analito 16n Cono lones
precursor v) fragmentados
(m/z)
(m/z)
Cuantificacion CE Confirmacion CE
(eV) (ev)
GSH 433.2 30 304.3 15 201.2 15
GSSG 613.2 30 355.3 25 231.1 25
Cistefna 247.1 25 158.1 20 184.2 20
Cistina 241.2 15 152.1 15 120.1 15
Homocistefna 261.3 30 126 25 98 25
Homocistina 269.1 35 136.1 11 90 11
Cistina-D4 245 25 154 15 - -
Cisteina-D2 249 25 232 15 - 2
Phe-D5 1711 35 125 10 - -
GSH-C13N15 436.1 30 201.25 20 o R
GSSG-C13N15 618.1 30 361.14 15 - -

Tabla obtenida de la publicacidn (Escobar J. et al 2016).
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C. Calculos

El procesado de los datos se realizé mediante el programa
informatico MassLynx 4.1 (Waters Corporation, Manchester, UK). Se
realizdé una curva de calibrado lineal con un intervalo de
concentraciones de 185.5 a 190000 nmol/L para el GSH, 9.31 a 9500
nmol/L para el GSSG y para el resto de analitos de 1.9 a 1900 nmol/L
corregidos por la sefial del patrdn. Los resultados fueron expresados
tanto por analito en nmol/mg proteina o pmolL/mg proteina o en
forma de cocientes (GSH/GSSG, Homocisteina/homocistina y

Cisteina/cistina).

D. Caracteristicas del método analitico

El método analitico y el tratamiento de la muestra ha sido validado
siguiendo las normas de la FDA (Downing etal. 2017). Las
caracteristicas analiticas ensayadas durante el procedimiento de
validacién fueron el rango de linealidad, la exactitud, la precision, la
selectividad, el limite de deteccién (LOD), el limite de cuantificacidn
(LOQ), asi como la estabilidad de las muestras y de los patrones y

publicadas en el articulo (Escobar et al. 2016).

3.6.3 Determinacion de derivados de la oxidacion y
nitracion proteica (Tirosinas).

En la determinacion de derivados de oxidacion y nitracion proteica
hemos determinado las modificaciones en el aminoacido Tirosina
(Tyr), una de las modificaciones mdas comunes utilizadas como

biomarcadores de estrés oxidativo (EQ). Los analitos determinados
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son: p-tirosina (p-Tyr), orto-tirosina (o-Tyr), meta-tirosina (m-Tyr), 3-
nitrotirosina (3NO-Tyr) y 3-clorotirosina (3CI-Tyr) en muestras de
tejido cerebral congelados rapidamente en nitrégeno liquido vy
posteriormente almacenados a -80°C. Se realizé mediante HPLC-
MS/MS, con el mismo fundamento y equipo que en los apartados

anteriores.

B. Procedimiento
Las muestras de cerebro se congelaron a -80°C rapidamente
después de su extraccidn hasta ser homogenadas. El homogenado se
realizé en tampodn de lisis (100 mg/ml) sobre el hielo.
Tampdn de lisis:
o Tris-HCI 20 mM (pH 7,5)
o EDTA1mM
o NaCl 150 mM
o SDSal0,1%
o Igepalal 1%
o Pirofosfato sédico 30 mM
o Fluoruro sédico 50 mM
o Ortovanadato sédico 50 uM
o Coctel inhibidor de proteasas (Sigma, Madrid, Espafia) a

una concentracién de 4 pL / ml.

A continuacion, las muestras son sonicadas (Sonicador Digital SLPe
cell disruptor BRANSON (Danbury, USA) con 2 pulsos de 30 segundos
cada vez y se precipitan las proteinas con el acido tricloroacético (TCA)

al 10% adicionando un volumen de 0.5 mL por muestra. Se centrifugan
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a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C y se elimina el sobrenadante. El
precipitado se resuspendié en tampdn acetato 50 mM pH=7.2 en el
mismo volumen que el homogenado y se comprobd el pH, si era
necesario se basificd con NaOH o neutralizé con el tampdn Kpi hasta
llegar a pH=7. Una vez alcanzadas las condiciones éptimas para la
enzima se adiciond la enzima Pronasa (Pronase S. griseus, Sigma,
Madrid, Espafia) a una concentracidon de 20 mg/ml durante 18 horas a
50°C bajo agitaciéon. Una vez finalizada la reaccidén se precipitd la
enzima y el resto de proteinas que hubieran podido quedar por
hidrolizar con TCA 10% y se centrifugé a 1500 rpm 5 minutos a 4°C.
Para finalizar se recogié el sobrenadante obtenido y fue afiadido a la
placa para su determinacién. En la placa se adicioné también 5 uL de
PI, Fenilalanina-D5 (10 mmol/L) y 95 plL de la muestra. Las muestras
estaban en un caso diluidas 1:20 en H,0 (0,1% v/v HCOOH) y otra sin
diluir. La Phe y p-Tyr tienen concentraciones de varios 6rdenes de
magnitud mayores que los niveles del resto de analitos y, por tanto,
para la Phe y p-Tyr se medié en los sobrenadantes diluidos, mientras
que para la o-Tyr, m-Tyr, 3NO,-Tyr y 3CI-Tyr en los sobrenadantes no
diluidos. Luego se inyectaron en el sistema cromatografico (HPLC-
MS/MS).

Para el analisis de las muestras mediante espectrometria de masas,
las condiciones empleadas fueron: ionizacidn por electrospray positiva
(ESI+), el voltaje del capilar 3.50 kV, cono 21 V, extractor 3.00 V,
temperatura de la fuente 120°C, la temperatura de desolvatacién
400°C, el flujo del nitrégeno y de desolvatacién fueron de 50y 750 L/h,
respectivamente. Las condiciones cromatograficas  fueron

seleccionadas para lograr la retencidon cromatografica apropiada fue
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utilizando una columna Acquity UPLC BEH C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 um,
Waters Corporation, Manchester, UK). Se utilizé una fase movil
binaria, fase A: CH30H (0,05% v/v HCOOH) y fase B: H,0 (0,05% v/v
HCOOH). El flujo, la temperatura de la columna y el volumen de
inyeccion se fijaron en 0,4 mL/min, 30°C y 5 pL, respectivamente. El
gradiente empezd con 0% v/v de CH30H (0,05%, v/v, HCOOH) (Fase B),
de 1 a 2,5 minutos. El % de la fase B aumenta a 15%, y de 2,5 a 4,5
hasta 99%. El retorno a las condiciones iniciales se alcanzé en 4.85, el
sistema se mantuvo durante 3.15 minutos para el reequilibrio.

La deteccidon se llevd a cabo mediante la monitorizacion de
multiples reacciones (MRM), empleando los parametros de
adquisicion resumidos en la Tabla 3 (Torres-Cuevas, Kuligowski, et al.

2016).

Tabla 3. Parametros de adquisicion MS/MS de tirosinas.

ANALITO ION PADRE CONO ION
M/z v) FRAGMENTADOS
Mm/z
Quantification Confirmacion EC (eV)

p-Tyr 182.1 30 136.1 119.2 15
m-Tyr 182.1 30 136.1
o-TYR 182.1 30 136.1

Phe 166.1 25 120.1 103.1 15
3NO,-Tyr 227.1 25 181.2

3CI-Tyr 216.1 25 170.1 157.1 15
Phe-D5 171.1 35 125.0
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C. Calculos

El procesado de los datos se realizé mediante el programa
informdatico MassLynx 4.1 (Waters corporation, Manchester, Reino
Unido). Se realizd una curva de calibrado lineal con un intervalo de
concentraciones de 0.2 a 200 umol/L para la Phe y la p-Tyr, 10 a 5000
nmol/L para la m-Tyr y o-Tyr, 16 a 2000 nmol/L para la 3NO,-Tyry 3Cl-
Tyr corregidos por la sefial del patréon. Los resultados fueron

expresados en forma de cocientes

D. Caracteristicas del método analitico

El método analitico y el tratamiento de la muestra ha sido validado
siguiendo las normas de la FDA (Downing etal. 2017). Las
caracteristicas analiticas ensayadas durante el procedimiento de
validacién fueron el rango de linealidad, la exactitud, la precisidn, la
selectividad, el limite de deteccién (LOD), el limite de cuantificacion
(LOQ), asi como la estabilidad de las muestras y de los patrones y

publicadas en el articulo (Torres-Cuevas, Kuligowski, et al. 2016).

3.6.4 Determinacion de oxidacion al ADN

Para el estudio del daifio al ADN por EO hemos determinado la

2’desoxiguanosina (2-dG) y la 8-hidroxi-2'desoxiguanosina (80HdG),
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ya que este analito es el producto del dafio oxidativo al ADN y puede

ser cuantificada para indicar la extensidn del dafio del ADN.

B. Procedimiento
La determinacion se ha realizado en muestras de cerebro, las
cuales se homogeneizaron en el tampdn de lisis afiadiendo (100

mg/ml) en hielo.
Tampdn de lisis:

o Tris-HCL10 mM, pH 7.6
o EDTA50 mM

o NaCl50 mM

o SDS0,2%

A continuacién, las muestras se incubaron con proteinasa K
(Proteinasa K de tritirachium, Sigma, Madrid, Espafia) 50°C toda la
noche. La siguiente etapa es la fenolizacién, en la cual se afiadié a la
muestra un volumen equivalente (1:1) de fenol puro al 100% a pH 8.0
y mezclando suavemente, por inversion 40 veces, hasta que se obtuvo
una emulsién homogénea. Después, las muestras se centrifugaron a
1500 rpm durante 3 minutos, recogiendo la fase superior con una
punta cortada estéril y transfiriéndola a un tubo estéril. Se repitid el
proceso, pero se afiadié un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (1:1) en lugar de fenol, recogiendo la fase superior después
de la centrifugacién (15000 rpm durante 3 minutos). A continuacion,
el ADN de las muestras se precipité con la adicion de un 1 ml de
isopropanol (frio) y se centrifugd a 15000 rpm durante 15 minutos.

Cuando el procedimiento se realiza correctamente, se aprecia una
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malla blanca (ADN precipitado). Posteriormente, el isopropanol se
retird de las muestras con precaucion evitando cualquier contacto con
el ADN precipitado. Las muestras de DNA se lavaron afiadiendo 1 mL
de etanol al 70%, centrifugando a 15000 rpm durante 10 minutos,
eliminando cuidadosamente la mayor cantidad posible de etanol.
Después se resuspendié el ADN en el tampdn de digestion y se midio
la concentracién en el espectrofotometro de micro-volimenes
Nanodrop Lite (Thermo Scientific, Waltham, EEUU). La media del

cociente 260/280 para todas las muestras de ADN fue 1.6 + 0.06.

Tampdn de digestién:
o Tris-HCl 40 mmolL/L
o MgCl; 10 mmol/L, pH 7.5

Una vez hemos cuantificado el ADN, se necesitan 120 ug de ADN
para realizar la digestién enzimatica siguiendo el método descrito por
Crain (Crain 1990). Las muestras se incubaron durante 3 minutos a
100°C y después se colocaron sobre el hielo durante 1 minuto.
Inmediatamente se adiciond 22 plL de la enzima Nucleasa P1 (Nuclease
P1 from Penicillium citrinum lyophilized power (2200 units/mg
protein), incubando las muestras durante 2.5 h a 45°C. A continuacién,
se afiadio 25 plL de la enzima fosfodiesterasa | (Phosphodiesterase |
from Crotalus adamanteus venom (0,01 units/mg solid)) y se
incubaron las muestras durante 2 horas a 37°C. Por ultimo, se
afiadieron 12 uL de fosfatasa alcalina (Alkaline phosphatase from calf
intestine, 2000 units/mg protein) y se incubaron las muestras durante

1 hora mas a 37°C, este procedimiento se llevé a cabo el
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procedimiento en un termobloque (Biser, Mixing Block MB-102). Para
comprobar el aislamiento del ADN, asi como la digestién del ADN, se
cargaron 3 ug de ADN, antes y después de la digestidn, en un gel de
agarosa al 1% y se visualizaron por luz ultravioleta después de la
tincidon de color GelRed. La electroforesis se realizé a 300 V, 60 W y
45°C durante 40 minutos, en un sistema de electroforesis de ADN Bio-
Rad. La imagen del gel de ADN se capturd usando el ChemiDocTM XRS
(Bio-Rad). A continuacién, los nucledtidos liberados se
preconcentraron liofilizando los hidrolizados y se resuspendieron en
60 uL de MeOH:0,1% HCOOH 1:3. Para finalizar el procedimiento, se
centrifugaron las muestras (15000 rpm durante 10 minutos) para
eliminar cualquier desecho y se recogieron los sobrenadantes.

Para ser determinados, se afiadiéd 5 pL de solucién de Pl 8-OHdG-
13CN, (10 mmol/L) a las muestras, 60 pL de dilucién 1:20 en H20
(0,1% v/v HCOOH) y sobrenadantes no diluidos. Luego se inyectaron
muestras En el sistema cromatografico (HPLC-MS/MS). La 2-dG es de
varios érdenes de magnitud superior a los niveles de la 8-OHdG y por
lo tanto, la 2-dG se determind en los sobrenadantes diluidos 1:20,
mientras que la 8-OHdG en los sobrenadantes no diluidos.

El sistema cromatografico utilizado y las condiciones empleadas
fueron las mismas que para la determinacién oxidacién tirosinas en el
apartado anterior 3.6.3.

La deteccidon por espectrometria de masas se llevé a cabo mediante
monitorizacién de multiples reacciones (MRM), empleando los
parametros de adquisicion resumidos en la Tabla 4 (Torres-Cuevas,

Parra-Llorca, et al. 2017)(Torres-Cuevas et al. 2016)(49).
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Tabla 4. Parametros de adquisicion MS/MS de ADN.

16N CONO ION E.C (EV)
ANALITO PRECURSO (v) FRAGMENTADO
(M/2) (M/2)
2-dG ‘ 268.0 15 152.0 10
8-OHdG \ 284.1 20 168.1 15
80HdG-13C®5N, \ 287.0 25 171.0 10

C. Calculos

Los datos fueron adquiridos y procesados utilizando MassLynx 4.1
y QuanLynx 4.1softwares (Waters), respectivamente. Las curvas de
respuesta lineal empleadas fueron 0.1 a 500 nmol/L para la 8-OHdG y
102 a 512000 nmol/L para la 2-dG, se calcularon empleando 8-OHdG-
BCBN,. Los resultados son expresados en forma de ratios. Los

resultados fueron expresados en forma de ratios.

D. Caracteristicas del método analitico

El método analitico y el tratamiento de la muestra ha sido validado
siguiendo las normas de la FDA (Downing etal. 2017). Las
caracteristicas analiticas ensayadas durante el procedimiento de
validacién fueron el rango de linealidad, la exactitud, la precision, la
selectividad, el limite de deteccién (LOD), el limite de cuantificacion
(LOQ), asi como la estabilidad de las muestras y de los patrones y

publicadas en el articulo (Torres-Cuevas, Parra-Llorca, et al. 2017).
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4. Analisis de la expresion de ARNm de genes
involucrados en la respuesta antioxidante,
dianas de HIF, inflamacion y neurotransmision.

4.1 Aislamiento de ARN

Para el analisis de expresién génica se extrajo ARNm del tejido
cerebral, para ello se utilizé un kit de extraccion de ARN, RNeasy Mini
kit 50, (Qiagen, Heildelberg, Alemania), siguiendo el protocolo del
fabricante. El ARN se eluyé con 35 mL de agua libre de RNAsas y se
separd una alicuota para comprobar la integridad y cuantificar el ARN.
El resto fué congelado a -80°C hasta su uso. El ARN total aislado con
este método puede llegar a estar practicamente ausente de
contaminaciones de ADN y proteinas. La pureza del ARN aislado se
valora generalmente por espectrofotometria, midiendo la absorbancia
de los acidos nucleicos a 260 nm y del material proteico a 280 nm. El
cociente entre los dos, A260/A280, se utiliza como indice de la
contaminacidon de la muestra proteica. El ARN se considera puro

cuando el ratio estda comprendido entre 1.8 y 2 (Sambrook et al. 2010).

4.2. Retrotranscripcion-amplificacion del ARN

Para el estudio de la expresién de los genes de interés, una vez
extraido el ARN mensajero (ARNm) total se realiza una
retrotranscripcion, consiste en obtener ADN complementario (ADNc)

a partir ARNm. Posteriormente, mediante la reaccion en cadena de la
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polimersa (PCR), se amplifica el ADN utilizando sondas Tagman para
cada uno de los genes.
La PCR es una técnica que se desarrolla en diferentes etapas:

v Inicio = Choque térmico a altas temperaturas para
activacion de ADN polimerasas.

v" Desnaturalizacion de la doble hebra de ADN = 95°C (30s)

v" Hibridacién primers = T2 dptima de unidn de
oligonucledtidos o temperatura de melting. Oscila alrededor
de 60°C (30s).

v Elongacién - Siempre en direccién 5 -> 3" a velocidad de
1000 pb/minuto (72°C).

4.2.1 Retrotranscripcion del ARN total

Para realizar la retrotranscripcion del ARN a ADNc son necesarias
un tipo de ADN polimerasas particulares, llamadas transcriptasas
inversas o retrotranscriptasas. Las enzimas utilizadas proceden de
algunos retrovirus, que son virus que presentan ARN como genoma,
envez de ADN. El kit que se utilizé RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit® de Thermo Scientific (Waltham, USA) durante 50
minutos a 42°C, utilizando como cebador hexdmeros aleatorios. Para

inactivar la enzima se incuba la muestra durante 15 minutos a 70°C.
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4.2.2 Andlisis del ADN complementario por PCR
cuantitativa

Posteriormente y mediante PCR se amplificé el ADNc utilizando
sondas Tagman para cada uno de los genes. Todas las muestras se
realizaron por triplicado y fueron tratadas de forma simultdnea
(transcripcidon y amplificacidon por PCR) para evitar el sesgo de lote a
lote.

La expresion de los genes se cuantificd mediante el andlisis por PCR
en tiempo real (rtPCR) utilizando un termo-ciclador con un sistema de
deteccién de fluorescencia iQrm5 Multicolor Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad, California, EEUU), las curvas de fusion
se construyeron mediante el programa iQ Real Time Detection
System Software (Bio-Rad, California, USA), para asegurar que sélo
se amplifica un Unico producto de PCR y el sistema de sondas
fluorescentes con especificidad génica TagMan® (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA) (Tabla 5). Como gen de referencia se
utilizo el Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (gapdh).

Las condiciones de amplificacion fueron 1 vciclo de
desnaturalizacion de 10 minutos a 95°C y a continuacién 40 ciclos de
15 segundos de desnaturalizacién a 95°C, 30 segundos a 60-64°C como

temperatura de anillamiento, y 30 segundos de elongacién a 72°C.
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Tabla 5. Sondas Tagman para la cuantificadion de ARNm por RT-PCR

- Defensa antioxidante MmO00656767_g1
_ Defensa antioxidante Mm00439154_m1
_ Defensa antioxidante MmO00802655_m1
- Diana de HIF MmO01202755_m1
- Diana de HIF MmO01202755_m1
_ Inflamacién MmO00434228_m1
- Inflamacion Mm00446190_m1
- Inflamacion Mm00443258_m1
_ Neurotransmisién Mm01308023_m1
_ Neurotransmision Mm00433790_m1
- Housekeeping (control) Mm99999915 g1l

A. Procesado de los datos
La expresion relativa de ARNm se calcula utilizando el umbral de
amplificacidn (CT) de cada gen empleando las siguientes férmulas:
v" ACT = CT gen problema — CT gen control
v" A(ACT) = ACT gen problema - ACT promedio de grupo control

v’ Expresion relativa = 272(¢7)
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5. Técnicas de analisis histologico

5.1 Preparacion del tejido para histologia

Para el estudio histoldgico del cerebro, fue necesario realizar
perfusidn intracardiaca a los ratones P1. Las crias fueron anestesiadas
con Ketamina/xilacina (10 mg/Kg) mediante puncidén intraperitoneal y
posteriormente se les perfundié con solucién salina al 0.9% seguido
del fijador correspondiente, paraformaldehido (PFA) al 4% para
inmunohistoquimica o PFA al 2% y glutaraldehido al 2.5 % para
microscopia electrénica de transmisién (MET). Una vez perfundido el
animal se decapitd y se extrajo el cerebro, el cual se postfijé por
inmersién durante 24 h en el mismo fijador en funcién que sea para

histoquimica o para MET.

5.2 Inmunohistoquimica

Tras la postfijacion, los cerebros fueron lavados con PB 0.1M (3
lavados de 5 minutos) y puestos en sacarosa 30% durante 12-24 horas
a 4°C. A continuacién, los cerebros se encastraron en OCT (Mounting
medium for cryotomo, VWR) para ser cortados en el criostato. Los
cortes coronales fueron preparados en secciones de 14 um, con un
criostato modelo CM 1900 (LEICA) en 7 series paralelas. Para cada
ensayo inmunohistoquimico se emplearon los niveles a estudiar de
una serie completa. Los cortes se depositaron sobre portas
supergelatinizados e inmediatamente fueron guardados a -20°C hasta

su utilizacion.
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Una vez seleccionada el drea de estudio, los cortes se
descongelaron y se fijaron en PFA al 4% durante 10 minutos. A
continuacién, fueron 2 lavados con PB 0.1M y 1 lavado con una
solucidn de PBS 0.1M, suero de cabra (GS) 1%y Triton X-100 0.4% ( GS-
PBS-T). Después las muestras fueron bloqueadas con suero de cabra al
5% durante 45 minutos. Las incubaciones con los anticuerpos
primarios (Tabla 6) fueron de 24 horas a 4°C. Previo lavado con PBS y
la solucién GS-PBS-T, se pasd a la incubacidon con los anticuerpos
secundarios (Tabla 7) correspondientes, durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Para anticuerpos biotinilados se hizo una
amplificacion de la sefial con el complejo Avidina/Biotina (ABC, Vector,
Burlingame, CA, EEUU) y se reveld con 3,3"-Diaminobenzidina 0.05%
(DAB, fast D4293, Sigma Aldrich) (Figura 25). A continuacidn, los cortes
fueron contratefiidos con violeta de cresilo y deshidratados con
concentraciones crecientes de alcohol etilico y aclarados en xileno,

para finalmente ser montadas con EuKitt.

Las muestras reveladas con DAB fueron visualizadas con un

microscopio dptico modelo Eclipse E200 (NIKON).
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Complejo Avidina/Biotine (ABC)

3,3"-Diaminobenzidina

‘ ' {DAB)
Ac 29 ' ‘ ' \-._.___ :az!
%\
‘ ‘ Precipitado marrén

" Ac 10 @ Peroxidasa
[ Biotina

Avidina

Figura 25. Representacion de la reaccion entre el anticuerpo primario y secundario biotinilado

y el complejo Avidina/Biotina con la 3,3’-Diaminobenzidina.

Tabla 6. Listado de anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquimica.

ESPECIFICIDAD

ANTICUERPO ESPECIE Y REFERENCIA, CASA
DILUCION COMERCIAL

Conejo policlonal, Cell Signaling Células

18G (1:200) apoptoéticas
Conejo policlonal, 019-19741, Wako Células de
18G (1:300) Chemicals microglia
(Richmond, VA,
EEUU)

Tabla 7. Anticuerpo secundario utilizado en inmunohistoquimica.

ANTICUERPO ESPECIE MARCAJE DILUCION

REFERENCIA, CASA

COMERCIAL

Anti-rabbit Biotinilado 1/100 Vectastain
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5.3 Deteccion de apoptosis por método TUNEL

A. Fundamento

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que da lugar
a la ruptura o digestidon del ADN nuclear, originando fragmentos de
bajo peso molecular y doble hebra. Estos pequefios fragmentos
pueden ser detectados mediante la adicion de nucledtidos marcados

con fluorescencia al extremo libre OH en 3’.

B. Procedimiento
Una vez tenemos los cortes de 14 um del area de la corteza
seleccionados se siguio el protocolo del Kit ApopTag® Red In Situ

S$7165 (Millipore, CA, EEUU).

El primer paso consistié en la fijacién con PFA 1% 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, dos lavados de PBS de 5
minutos cada uno y seguidamente una post-fijacion con etanol:acido
acético 2:1 de 5 minutos en frio a -20°C. Luego se elimind el exceso de
liqguido y se afadio el buffer de equilibrio incubando 10 segundos. Una
vez terminado el tiempo de incubacién se eliminé el buffer y se
adiciond la solucidn de trabajo con TdT enzima incubando 1 hora a 37°
en la cdmara humeda. Al terminar el tiempo se adiciond una solucion
Stop con tampén de lavado durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se lavd 3 veces con PBS y se adiciond la Anti-digoxina
conjugada (Rodamina) durante 30 minutos en una cdmara himeda sin
exposicién a la luz. Para finalizar se lavd 3 veces con PBS y se anadid

DAPI.
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Los cortes se montan con ProlLong Antifade Life Technologies
(P36934). Se utilizé el microscopio Leica DM4500B, con camara Leica
DFC 30FX. Para su correcta conservacion, las muestras se almacenaron

a-20°C.

C. Calculos

En los cortes histoldgicos las células apoptéticas tifien sus nucleos
de rojo, el resto de los nucleos se tifieron con DAPI (color azul) que es
un fluoréforo universal de cromatina. Por tanto, se hizo un recuento
de nlcleos rojos (apoptoticos) por area de interés de la corteza

cerebral. Esta determinacion se ha realizado con el programa Image).

5.4 Técnicas para la observacion al microscopio
optico y electronico de transmision (TEM)

Tras la postfijacidn los cerebros fueron lavados con tampdn fosfato
(PB) al 0.1 M (pH 7.4) y cortados en secciones de 200 um con un
vibratomo VT 1000M (LEICA, Wetzlar, Alemania). Estos cortes fueron
postfijados con tetradxido de Osmio al 2% en PB 0.1M durante 1.5
horas, lavados con agua, deshidratados en soluciones de
concentracion creciente de etanol y contrastados con acetato de
uranilo al 2% en etanol al 70% durante 2 horas. Tras concluir la
deshidratacidn, las secciones fueron incluidas en Araldita (Durcupan,
Fluka BioChemika, Ronkokoma, NY, USA) (Codega et al. 2014). Una vez
polimerizada la araldita se procedié a obtener los cortes semifino (1.5
pum), mediante una cuchilla de diamante, con un ultramicrotomo EM

UC6 (Leica). Los semifinos fueron tefidos con azul de toluidina borax
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al 1% y analizados bajo un microscopio dptico modelo ECLIPSE E200

(NIKON, Tokyo, Japdn).

Para los estudios de MET las mismas muestras que fueron incluidas
para araldita se utilizaron para MET, pero en este caso los cortes
fueron de 60-70 nm de grosor, las cuales fueron contrastadas con
citrato de plomo (solucion de Reynolds) y analizadas bajo un
microscopio de transmisién modelo Spirit (FEI Tecnai, Hillsboro, OR,
EEUU). Tanto para los estudios de semifinos como ultrafinos los
estudios se realizaron sobre la corteza cerebral y se maped desde las
regiones permielinicas del cuerpo calloso hasta la superficie del

cerebro. Este estudio se realizdé en niveles medios.

Por otra parte, se realizd el anadlisis morfométrico de las
mitocondrias que permitié caracterizarlo. Los parametros de forma
utilizados fueron el area y la circularidad mitocondria. El area es, base
x altura y se muestra el resultado en pm? y la circularidad con la
siguiente férmula; 4m x [Area][Perimetro]®. Valores cercanos a 1
indican que es un circulo perfecto, cuanto mds alejado del valor 1

indica forma mas elongada.

6. Analisis estadistico

Todos los resultados se expresan como media y desviacion
estandar. Para el andlisis de significacion de las variables cuantitativas
se utilizd el tratamiento estadistico ANOVA (one-way analysis of

variance) seguido por Tukey's post-hoc test. Una P de 0,05 se utilizd

169



Material y Métodos

como limite para la aceptacion de diferencias estadisticamente
significativas. Para el analisis de variables cualitativas se empled el test
Chi cuadrado. Se utilizé una P de 0,05 como limite para la aceptacién
de diferencias estadisticamente significativas.

El manejo de los resultados se realizé con la herramienta estadistica
del programa informatico GhaphPad Prism 5 (GraphPad Software
Inc., California, EEUU).
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1. Camara de hipoxia controlada

La cdmara de oxigenacidon contralada fue disefiada con las
caracteristicas necesarias para la realizaciéon del modelo experimental

de TFN, supliendo las carencias que tenian las cdmaras comerciales.

Las principales modificaciones que se han realizado a la cdmara han

sido:

1. Reduccion del tiempo necesario para alcanzar la FiO;
deseada.

2. Sistema de doble entrada para los animales para evitar
fugas de oxigeno

3. Camara de video infrarrojos para establecer momento del
parto con precision

4. Incorporacion de guantes en la cdmara para manipulacion
de los animales sin fugas

5. Control de temperatura, presidon y humedad.

Con todas estas modificaciones la cdmara ha sido disefiada y puesta

a punto para llevar a cabo los experimentos.

El tiempo que transcurre en pasar por cada uno de las FiO;
utilizadas en el modelo de TFN ha sido un resultado espectacular
comparado con las cdmaras comerciales que en la mayoria de los casos

no sobrepasaban el 95% de oxigeno en el interior y el tiempo en
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alcanzarlo era de varias horas. Con la nueva camara se llega a 99% de

oxigeno y el tiempo para alcanzar las concentraciones deseadas fue:

Transicién del 21 al 14% de oxigeno 2 minutos.
Transicién del 21% al 100% de oxigeno 5 minutos.

Transicién del 14% al 100% de oxigeno 5 minutos

H wonh e

Transicién 100% al 21% de oxigeno 3 minutos.

Con el sistema de doble entrada las pérdidas a la hora de introducir
o sacar las hembras han sido minimas y rdpidamente equilibradas a la

concentracion deseada en el interior.

La adicién de la cdmara infrarroja ha permitido saber el momento
exacto del nacimiento. A continuacion, se muestran unas fotografias
donde podemos ver el resultado de la incorporacién de la cdmara de
infrarrojos para saber el momento exacto del nacimiento. En la figura
26 A) se observa a la hembra gestante cuando es introducida en la
camara. Fotografia B) Se ve el momento del nacimiento, en el cual la
hembra lleva tiempo sin moverse de su posicidn y empiezan a nacer.
Fotografia C) momento en el cual han nacido las crias. Fotografia D)

Crias después del nacimiento.
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Figura 26. Fotografias nacimiento ratones. A) y B) Fotografia de la hembra gestante. C) y D)
Fotografias de las crias recién nacidas (circulo rojo) con la hembra captadas mediante la cdmara

infrarrojos incorporada en la cdmara de oxigenacién controlada.

La incorporacion de guantes en la cdmara permitié manipular al
animal en su interior en todo momento y ayudar al personal
experimentador a realizar las manipulaciones oportunas de los

ratones en todo momento si necesidad de abrir la cdmara.

Los controles de temperatura, presién y humedad en el interior
funcionaron perfectamente permitiendo en todo momento saber las
condiciones en el interior de la cdmara para permitir el desarrollo del
modelo animal en condiciones éptimas y saludables para los ratones y

sus crias.
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2. Estudio del metabolismo oxidativo en ratones
PO sometidos a precondicionamiento hipoxico.

2.1 Determinacion de parametros del metabolismo
aerdbico en crias de ratones (P0) con Fi0:=0.21
versus Fi02=0.14 durante un periodo de tiempo.

2.1.1 Determinacion de lactato en ratones PO

Se determinaron los niveles de lactato en sangre y cerebro de
ratones nacidos PO. En el grupo control los ratones permanecieron en
condiciones de normoxia (FiO,=0.21) mientras que los grupos
experimentales son 4, en los cuales los ratones fueron introducidos en
la cdmara y sometidos a una hipoxia moderada (FiO,=0.14) durante 2,

4,6y 8 horas.

Los niveles de lactato medidos en sangre y cerebro no muestran
cambios significativos durante los diferentes tiempos en hipoxia

(FiO,=0.14) respecto al control (Fi0,=0.21) (Figura 27. Ay B).
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Figura 27. Determinacion de los niveles de lactato en sangre y cerebro de ratones PO bajo
condiciones norméxicas (Fi02=0.21) e hipdxicas (Fi0.=0.14). A) Lactato en sangre y B) Lactato
cerebro, de ratones recién nacidos uno sometidos a hipoxia (FiO.=0.14) durante 2, 4, 6 y 8 horas
frente al control normdxico (FiO2=0.21). Lactato en sangre; control n=23, 2horas n=12, 4horas
n=8, 6horas n=17 y 8horas n=15. Lactato en cerebro; control n=10, 2horas n=10, 4horas n=8,

6horas n=11y 8horas n=8.
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2.1.2 Determinacion de las actividades enzimaticas
relacionadas con el metabolismo aerdbico: Hexokinasa,
Piruvato quinasa y Lactato deshidrogenasa

Una vez determinados los niveles de lactato se estudiaron algunas
actividades enzimaticas relacionadas con la glucdlisis y concentracidn
del lactato como son la enzima Hexoquinasa (HK), Piruvato quinasa

(PK) y Lactato deshidrogenasa (LDH).

Como podemos observar en la figura 28, se produce un aumento
significativo para las actividades HK, PK y LDH tras 2 horas de hipoxia
relativa, mientras que no hay diferencias con el control Fi0,=0.21 si la

hipoxia se mantiene durante 4, 6 y 8 horas.
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Figura 28. Determinacion de actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo aerébico
en cerebro de ratones P1 bajo condiciones hipdxicas (Fi02=0.14) y normoxicas (Fi02=0.21). A)
actividad HK, B) actividad PK y C) actividad LDH en cerebro de ratones recién nacidos sometidos
a hipoxia (Fi0,=0.14) 2, 4, 6 y 8 horas frente al control normdxico (Fi0,=0.21). La diferencia
estadistica se indica como sigue: * <0.05 vs. control Fi0,=0.21 y ** <0.01 vs. control Fi0,=0.21.
Actividad HK; control n=10, 2 horas n=6, 4 horas n=6, 6 horas n=8 y 8 horas n=8. Actividad PK;

para todos los grupos n=6. Actividad LDH; para todos los grupos n=8.

2.1.3 Determinacion las principales moléculas
energéticas del metabolismo aerébico: ATP, ADP, AMP y
carga energética en cerebro.

Para finalizar los estudios sobre el metabolismo cerebral, se

determind la concentracion de tres nucleétidos energéticos que son:
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adenosin 5’-trifosfato (ATP), adenosin 5’-difosfato (ADM) y adenosin
5’-monofosfato (AMP), durante los diferentes tiempos en condiciones
norméxicas e hipdxicas. Ademas, se calculd la carga energética (C.E)
en el cerebro como parametro regulador del metabolismo (Atkinson

1968) mediante la férmula:

C.E.= ([ATP]+0.5[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP]

A) Determinacion en cerebro

Se analizaron primeramente los niveles de ATP en cerebro los
cuales muestran una disminucién significativa a las 2 y 4 horas de estar
en condiciones hipdxicas, recuperando los niveles similares al control
a las 8 horas (Figura 29 A). El siguiente nucledtido determinado fue el
ADP, en la grafica se muestra cémo van poco a poco disminuyendo sus
niveles hasta llegar a las 6 horas con una disminucién significativa y
aumenta a las 8 horas sin diferencias estadisticas con el control (Figura
29 B). Los niveles del tercer nucleétido, el AMP, sus niveles aumentan
a las 2 y 4 horas de hipoxia respecto al control y a las 8 horas no
muestran diferencias estadisticas con el control (Figura 29 C). Por
ultimo, para la C.E. en el cerebro se observa que a las 2 y 4 horas hay
una disminucidn significativa respecto al control, sin embargo, se
recupera y a las 6 y 8 horas no hay diferencias estadisticas (Figura 29

D).
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Figura 29. Determinacion de los niveles de nucleétidos, ATP, ADP, AMP y carga energética

(C.E.) en cerebro de ratones P1 bajo condiciones hipdxicas (Fi0.=0.14) y normdxicas

(FiO2=0.21). A) niveles de ATP, B) Niveles de ADP, C) Niveles de AMP y D) C.E. en cerebro de

ratones recién nacidos sometidos a hipoxia (Fi0.=0.14) 2, 4, 6 y 8 horas frente al control

normoxico (Fi0;=0.21). La diferencia estadistica se indica como sigue: *<0.05 vs. control

Fi02=0.21. Para todos los grupos de estudio y las diferentes determinaciones la n=8.

181



Resultados

3. Estudio del estrés oxidativo durante la
transicion fetal-neonatal en cerebro bajo una
atmoasfera hipoxica y reanimacion postnatal.

3.1 Determinacion de aminotioles (via de Ia
transulfuracion)

El estudio del estrés oxidativo en la transicién fetal-neonatal bajo
diferentes fracciones inspiratorias de oxigeno se inicié analizando los
valores de los diferentes pares redox. Cada uno de estos pares redox
estd compuesto por un aminotiol reducido y otro oxidado de modo
que se determinan las concentraciones de cada uno y su cociente:
GSH, GSSG, Cisteina, Cistina, Homocisteina, Homocistina y sus

cocientes GSH/GSSG, Cisteina/Cistina y Homocisteina/Homocistina.

La determinacién de los aminotioles se realizd6 en muestras de
cerebro de ratones nacidos bajo una Fi0,=0.21 (Nx21/21/21) y una
Fi0>=0.14 (Hx14/21/21) y su posterior reanimacién con una FiO,=1.0.
(Nx21/100/21 y Hx14/100/21). Los cerebros de los ratones analizados
eran P1y P7.

3.1.1 Parredox GSH/GSSG en ratones P1y P7
La determinacién de este cociente en muestras de cerebro de
ratones P1 muestra una disminucidn significativa para el grupo

Nx21/100/21 respecto al control y para el grupo Hx14/100/21. Por

otro lado, el grupo HX14/100/21 muestra una disminucion significativa

182



Resultados

para el grupo Hx14/21/21 y para el control (Figura 30 A). Estos valores
indican que los grupos reanimados con FiO,=1.0 tienen un mayor
estrés oxidativo frente a los grupos que no sufren el insulto hiperdxico.
Sin embargo, que el nacimiento se dé en condiciones ambientales o

hipéxicas no produce cambios en estado oxidativo.

Para los ratones a P7, el cociente muestra el mismo perfil para el
grupo Nx21/100/21, una disminucion significativa respecto al grupo
control y al Hx14/21/21, pero sin cambios para el grupo Hx14/100/21
(Figura 30 B). Estos resultados muestran que el dafio oxidativo sigue
persistiendo en el grupo Nx21/100/21 pero en los grupos nacido bajos
condiciones hipdxicas sin reanimar o reanimados no hay diferencias

respecto al control ni con el resto de grupos.
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Figura 30. Niveles del cociente GSH/GSSG en cerebro de ratones P1y P7 nacidos bajo diferentes
FiO2: normoxia (Fi0=0.21) e hipoxia (FiO,=0.14) reanimados y sin reanimar (FiO.=1.0). A)
Cociente GSH/GSSG a P1y B) Cociente GSH/GSSG a P7. La diferencia estadistica se indica como
sigue: *< 0.05 vs. Nx21/21/21, **<0.01 Vs Nx21/21/21, &<0.05 Vs Nx21/100/21, &&<0.01 Vs Nx

21/100/21 y ## <0.01 Vs Hx14/21/21. Los grupos de estudio a P1 tienen una n=8 y los grupos a
P7 n=7.

3.1.2 Par redox cisteina/cistina en ratones P1y P7

Los resultados obtenidos para el siguiente par redox
cisteina/cistina, los resultados obtenidos en cerebro de los ratones P1
el cociente muestra una disminucidon significativa del grupo

Nx21/100/21 frente al control (Nx21/21/21), lo que revela que en el
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grupo nacido en condiciones ambientales y sometido a una
ocncnetracidn del 100%, el dafio oxidativo sigue siendo mayor. En el
resto de grupos nacidos en hipoxia (Hx14/21/21) y reanimados
(HX14/100/21) no encontramos diferencias entre ellos en este par
redox, pero si una disminucidén significativa respecto al control (Figura

31A).

El cociente en los cerebros a P7 muestra una disminucién
significativa para el grupo Nx21/100/21 respecto al control como a P1,
pero en este caso los grupos nacidos en hipoxia (Hx14/21/21 y
Hx14/100/21) no muestran cambios significativos, con lo que no
habria diferencias en cuanto a estrés oxidativo tanto si el nacimiento

o reanimacion es en nacimiento hipdxico (Figura 31 B).
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Cisteina/Cistina P7
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Figura 31. Niveles del cociente cisteina/cistina en cerebros de ratones P1 y P7 nacidos bajo
diferentes FiO2: normoxia (Fi0»=0.21) e hipoxia (Fi0,=0.14) reanimados y sin reanimar
(Fi02=1.0). A) Cociente cisteina/cistina a P1 y B) Cociente cisteina/cistina a P7. La diferencia
estadistica se indica como sigue: *¥<0.05 vs. Nx21/21/21, **<0.01 vs. Nx21/21/21, ***<0.001 vs.
Nx21/21/21, &<0.05 Vs Nx21/100/21, &&<0.01 Vs Nx21/100/21 y # <0.05 Vs Hx14/21/21. Los

grupos de estudio a P1 tienen una n=8 y los grupos a P7 n=6.

3.1.3 Par redox homocisteina/homocistina en ratones P1y
P7

En los ratones P1 el cociente homocisteina/homocistina muestra
un claro aumento en el grupo Hx14/21/21 respecto al resto de grupos
de estudio, siendo este aumento significativo para todos ellos. Por
tanto, indica una disminucién del estrés oxidativo en el cerebro de los
ratones nacidos en hipoxia (Hx14/21/21) respecto al resto de

condiciones (Figura 32 A).

A los siete dias postnatales, el perfil se mantiene, siendo
significativamente mas alto el grupo Hx14/21/21 respecto al grupo

nacido en condiciones ambientales Nx21/21/21 (Figura 32 B).
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Figura 32. Niveles del cociente homocisteina/homocistina en cerebro de ratones P1 y P7
nacidos bajo diferentes FiO»: normoxia (Fi0,=0.21) e hipoxia (FiO,=0.14) reanimados y sin
reanimar (FiO2=1.0). A) Cociente homocisteina/homocistina a P1 y B) Cociente cisteina/cistina a
P7. La diferencia estadistica se indica como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21/21, ***<0.001 vs.

Nx21/21/21 y &&&<0.001 Vs Nx21/100/21. Los grupos de estudio a P1 tienen una n=8 y los
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4. Determinacion del dafio proteico por estrés oxidativo
durante la transicion fetal-neonatal en cerebro bajo una
atmodsfera  hipéxica y reanimacion postnatal:
Determinacion de derivados de la oxidacion y nitracion
proteica.

4.1 Oxidacion y nitracion proteica en cerebro de
ratones P1

Una vez estudiados los diferentes pares redox y la via de la
transulfuracién se estudid el dafo a las principales biomoléculas
causado por el estrés oxidativo, entre ellas el dafio a proteinas. Para
evaluar el dafio proteico nos centramos en las modificaciones del
aminodacido Tirosina (Tyr). Los principales biomarcadores de este dafo
son los cocientes m-Tyr/Phe y o-Tyr/Phe, 3NO,-Tyr/p-Tyr, 3C-Tyr/p-
Tyr.

El cociente m-Tyr/Phe y 3Cl-Tyr/p-Tyr muestra un aumento
significativo para el grupo nacido bajo condiciones normoxicas y
reoxigenado (Nx21/100/21) frente a su control (Nx21/21/21) y una
disminucidn significativa del grupo nacido baja condiciones hipdxicas
y reoxigenado (Hx14/100/21) frente a su control normadxico (Figura 33
Ay D). Lo que parece indicar que hay un mayor dafio proteico causado
por el EO en el Nx21/100/21 frente al resto de grupos. Para el cociente
o-Tyr/Phe y 3NO>-Tyr/p-Tyr sigue la misma estructura, pero sin ser

significativos las diferencias entre grupos (Figura 33 By C).
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Figura 33. Determinacién de dafio proteico mediante los niveles de m-tyr/Phe, o-Tyr/Phe,
3NO,-Tyr/p-Tyr y 3Cl-tyr/p-tyr en cerebro de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2: normoxia
(Fi02=0.21) e hipoxia (Fi0.=0.14) reanimados y sin reanimar (FiO,=1.0). A) Cociente m-Tyr/Phe,
B) cociente m-Tyr/Phe, C) cociente 3NO,-Tyr/p-Tyr y D) cociente 3CI-Tyr/p-Tyr en cerebro de
ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2.La diferencia estadistica se indica como sigue: *<0.05 vs.
Nx21/21/21, ¥**¥*<0.001 vs. Nx21/21/21, &< 0.05 vs. Nx21/100/21 y &&<0.01 vs. Nx21/100/21.
Todos los grupos tienen n=8, excepto Hx14/100/21 n=6.
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4.2 Oxidacion y nitracion proteica en cerebro de
ratones P7

El cociente en los ratones P7 muestran para el m-Tyr/Phe, o-
Tyr/Phe y 3CI-Tyr/p-Tyr no se muestran diferencias estadisticas para
ninguno de los grupos tanto si han nacido en condiciones ambientales
o hipodxicas (Fig 34 A, By D) Sin embargo, para el cociente 3NO,-Tyr/p-
Tyr se muestra un aumento significativo para el grupo nacido bajo
condiciones normoxicas y reoxigenado (Nx 21/100/21) frente a su
control (Nx21/21/21) y una disminucién significativa del grupo nacido
baja condiciones hipdxicas y reoxigenado (Hx14/100/21) frente a su
control normodxico (Figura 34 C). Lo que indicaria una mayor

inflamacién y EO en este grupo Nx21/100/21.

) B) Cociente o-Tyr/Phe

A) Cociente m-Tyr/Phe 10
25001 .
= ©
2 2000 £
s 2
5 1500 £
@ P 2
£ 10001 5
2 2
8§ 5001 3

190



Resultados

) Cociente Cociente
3NO2-Try/p-Tyr D) 3CI-Tyr/ p-Tyr
40
S S
5 5
] e
5 &
g 2
8 8

Figura 34. Determinacién de dafio proteico mediante los niveles de m-tyr/Phe, o-Tyr/Phe,
3NO.-Tyr/p-Tyry 3Cl-tyr/p-tyr en cerebro de ratones P7 nacidos bajo diferentes FiO2: normoxia
(FiO2=0.21) e hipoxia (Fi02=0.14) reanimados y sin reanimar (Fi0,=1.0). A) Cociente m-tyr/Phe,
B) cociente m-tyr/Phe, C) cociente 3NO,-Tyr/p-Tyr y D) cociente 3CI-Tyr/p-Tyr en cerebro de
ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2 La diferencia estadistica se indica como sigue: * <0.05
vs. Nx21/21/21 y &<0.05 vs. Nx21/100/21. Los grupos Nx21/21/21 y Nx21/100/21 tienen n=8 y
los grupos Hx14/21/21 y Hx14/100/21 n=7.

5. Estudio de dafio al acido desoxirribonucleico (ADN)
por estrés oxidativo durante la transicion fetal-neonatal
en cerebro bajo una atmdsfera hipdxica y reanimacion
postnatal: Oxidacion de la guanina en posicion C8,

formacion de la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG).

Siguiendo con el estudio de biomarcadores de estrés oxidativo en
cerebro de ratones con TFN bajo diferentes FIO, y su posterior
reanimacion, se decidio ver el dafio oxidativo a otra biomolécula, el
ADN. Para la evolucién de este dafio el biomarcador utilizado fue el
cociente entre la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina y la 2-desoxiguanosina

(8-OHdAG/2dG).
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5.1 Oxidacion al ADN en cerebro de ratones P1y P7

El cociente 8-OHdG/2dG a P1 muestra un aumento significativo para el
grupo nacido bajo condiciones normdxicas y reoxigenado (Nx21/100/21)
frente al control (Nx21/21/21) y el resto de grupos del estudio. Sin embargo,
para el grupo Hx14/21/21y el grupo Hx14/100/21 no hay diferencias respecto
al control, lo que indicaria que hay un menor dafio al DNA cuando la

reanimacion ocurre con el nacimiento al 14% de oxigeno (Figura 35 A).

Lo mismo ocurre en los cerebros a los siete postnatales (P7), aumento

significativo del grupo Nx21/100/21 respecto al resto de grupos (Figura 35 B).
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Figura 35. Determinacion de dafio oxidativo al ADN mediante el cociente 8-OHdG/2dG en
cerebro de ratones P1 y P7 nacidos bajo diferentes FiO.: normoxia (FiO2=0.21) e hipoxica
(Fi0.=0.14) reanimados y sin reanimar (Fi0,=1.0). A) cociente 8-OHdG/2dG a P1, B) cociente 8-
OHdG/2dG a P7 en cerebro de ratones nacidos bajo diferentes FiO2. La diferencia estadistica se
indica como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21/21, &&<0.01 vs. Nx21/100/21 y &&&<0.001 vs.

Nx21/100/21. Para los diferentes grupos de estudio y tiempos de estudio la n=7.

*Figura obtenida del articulo (Torres-Cuevas, Aupi, et al. 2017).
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6. Expresion de genes implicados en la defensa
antioxidante en cerebros de ratones cuya
transicion fetal-neonatal se realiza bajo una
atmosfera hipdxica y reanimacion postnatal.

Tras el estudio de biomarcadores de estrés oxidativo, se analizo la
expresion de algunos genes implicados en el metabolismo del
glutation como son la glutation peroxidasa 1 (gpx), la glutation
reductasa (gr) y la glutamil-cisteina ligasa catalitica (gclc) tanto a P1

como P7.

En la figura 36 A, By C se muestra una tendencia en el aumento de
los niveles de los mensajeros de las tres enzimas en el grupo
normaéxico y reanimado (Nx21/100/21) frente al control sin reanimar
(Nx21/21/21) y aumento significativo frente al resto de grupos nacidos
en hipoxia, Hx14/21/21 y Hx14/100/21 que nos indicaria aumento de

la defensa antioxidante frente al dafio por EO en este grupo.
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Figura 36. Expresion de ARNm de gpx, gr y gcl en cerebro de ratones P1 nacidos bajo diferentes
FiO2: normoxia (Fi0,=0.21) e hipoxia (FiO0.=0.14) reanimados y sin reanimar (Fi0»=1.0). A)
Niveles relativos de ARN de gpx, B) Niveles relativos de gry C) Niveles relativos de gcl en cerebro
de ratones P1 nacidos bajo condiciones diferentes FIO2.La diferencia estadistica se indica como
sigue: &<0.05 Vs Nx21/100/21, &&<0.01 Vs Nx21/100/21 y &&&<0.001 Vs Nx21/100/21. En
todos los grupos la n=7.

Mientras que los niveles de mensajeros a P7 de la gpx se observa un
aumento significativo del grupo Hx14/100/21 frente al resto de grupos de
estudio. En el gen gr el aumento significativo del grupo Hx14/100/21 es frente
al grupo Hx14/21/100 y Nx21/100/21, obteniéndose niveles similares al
control. Por ultimo, en los niveles de mensajero de gcl/ se observa una
disminucion significativa para el grupo Hx14/100/21 frente al control, lo que
indicaria que no hay un aumento de la sintesis de los niveles de GSH, pero si
lo hay en el grupo Hx14/100/21 respecto al grupo Hx14/21/21 (Figura 37 A, B
y C).
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Figura 37. Expresion de ARNm de gpx, gsr y gcl en cerebro de ratones P7 nacidos bajo diferentes

FiO2: normoxia (FiO2=0.21) e hipoxia (FiO>=0.14) reanimados y sin reanimar (Fi02=1.0). A)

Niveles relativos de ARN de gpx, B) Niveles relativos de gry C) Niveles relativos de gcl en cerebro

de ratones P7 nacidos bajo condiciones diferentes FIO2. La diferencia estadistica se indica como

sigue: #<0.05 Vs Hx14/21/21, ##<0.01 Vs Hx14/21/21, & <0.05 Vs Nx 21/100/21, && <0.01 Vs

Nx21/100/21 y &&& <0.001 Vs Nx21/100/21. En todos los grupos n=6.
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7. Expresion de genes diana del Factor
inducible por Hipoxia (HIF-1a) a nivel cerebral
en la transicion fetal-neonatal se realiza bajo
una atmodsfera hipdxica y reanimacion
postnatal.

Al realizar el nacimiento bajo una Fi0,=0.14, la cual que representa
las condiciones intrauterinas, resulta interesante ver si habia una
hipoxia tisular con esta FiO, y si se activaban los niveles de expresion
de las dianas de HIF-1a tan relevantes en el nacimiento como eran la

eritropoyetina (epo) y el factor de crecimiento del endotelio vascular

A (vegfa).

La Figura 38 muestra los resultados obtenidos para estas dos dianas
de HIF-1a en cerebro de ratones P1y P7. Tanto para la epo a P1 como
a P7 muestra niveles significativamente elevados para el grupo nacido
en condiciones hipdxicas, Hx14/21/21, frente al control y en P1
también frente al grupo Nx21/100/21 (Figura 38 A y C). Sin embargo,
los resultados obtenidos en la expresidn génica de vegfa no muestran
diferencias a P1 y a P7 para ninguno de los grupos de estudio (Figura
38 By D). Lo que indica que en el nacimiento al 14% de oxigeno hay
una hipoxia tisular que activa esta diana, pero en el grupo
Hx14/100/21 esta activacidn se ve contrarrestada por el efecto de la

reanimacion (Figura 38 Ay B) pero sin cambios a nivel de angiogénesis.
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Figura 38. Expresion de ARNm de epo y vegfa en cerebro de ratones P1 y P7 nacidos bajo
diferentes FiO2: normoxia (Fi0,=0.21) e hipoxia (FiO0=0.14) reanimados y sin reanimar
(Fi02=1.0). A) Niveles relativos de ARN de epo P1, B) epo P7, C) vegfa P1y D) vegfa P7 en cerebro
de ratones P1y P7 nacidos bajo diferentes FiO2.La diferencia estadistica se indica como sigue
*<0.05 Vs Nx21/21/21, **<0.01 Vs Nx21/21/21, &&<0.01 Vs Nx21/100/21 y #<0.05 Vs
Hx14/21/21. Para los ratones P1 n=10 y para los ratones de P7 n=6.

8. Analisis en cerebro de genes relacionados
con la inflamacion durante la transicion fetal
neonatal bajo una atmosfera hipoxica y el
periodo de reanimacion.

Una vez estudiado los biomarcadores de estrés oxidativo en

cerebroy la activacion de las dianas de HIF-1a se estudio la implicacidn
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de genes inflamatorios en el proceso de TFN en cerebro en ratones P1

y P7. Los genes estudiados fueron 3 citoquinas: il-1b, il-6 y tnf-a.

Tal y como muestra la figura 39, observamos que en una TFN en
condiciones normoxicas o hipdxicas no hay diferencias en los niveles
de ARNm de ninguno de los genes estudiados, solamente se observan
cambios cuando se produce la reoxigenacion en condiciones
normoxicas (Nx21/100/21) aumentando los niveles de la il-6 frene al
grupo control y al grupo Hx14/21/21yen el casode lail-1b, en el grupo
14/100/21 hay una disminucion significativamente frente al

21/100/21.

En ratones a P7 no se encontraron diferencias para ninguno de los
genes, al no ser un efecto crénico no afecta a los niveles de mensajero

a los siete dias postnatales.
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Figura 39. Expresion de ARNm de il-1b, il-6 y tnf-a en cerebro de ratones P1 y P7 nacidos bajo
diferentes FiO2: normoxia (Fi0»=0.21) e hipoxia (Fi0»=0.14) reanimados y sin reanimar
(FiO2=1.0). A) Niveles relativos de ARN de il-1b P1, B) il-6 P1, C) tnf-a P1, D) il-1b, E) il-6 y F) tnf-a
P7, en cerebro de ratones P1 y P7 nacidos bajo condiciones diferentes FiO2. La diferencia
estadistica se indica como sigue **<0.01 Vs Nx21/21/21, &<0.01 Vs Nx21/100/21. Para los

ratones P1 n=6y para los ratones de P7 n=6.
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9. Anadlisis en tejido cerebral de genes
relacionados con la neurotransmision durante la
transicion fetal neonatal bajo una atmdsfera
hipodxicay el periodo de reanimacion.

Otro aspecto de estudio en la TFN es la neurotransmisidon, ver como
afecta los diferentes niveles de oxigenacién al nacer sobre los
receptores de dos los principales neurotransmisores, el glutamato y la
adenosina. En cerebro se estudiaron los niveles de transcripcion del
receptor de glutamato (nmda nrl) y del receptor de adenosina Al

(adora 1) tanto a P1 como P7.

Para los niveles de nmda a P1 muestran una disminucidn
significativa cuando la TFN ocurre bajo una atmésfera hipdxica
respecto al control y al grupo Nx21/100/21, lo que indicaria que no hay
hiperexcitabilidad en el nacimiento y reoxigenacién cuando se
produce bajo condiciones hipdxicas (Fi0,=0.14). Para el gen adora 1 no

hay cambios en ninguno de los grupos.

Sin embargo, a P7 los niveles de nmda son significativamente mas
elevados en el grupo Nx21/100/21 respecto a al control y al grupo
Hx14/21/21 al igual que ocurre con el grupo Hx14/100/21 con lo que
podemos indicar que a la semana del nacimiento si que se produce un
aumento en los niveles de expresion del receptor de glutamato en los
grupos reoxigenados independientemente de las condiciones de FIO;
en el nacimiento (Figura 40 C). Los niveles de expresion del gen adora
1 aumentan significativamente en los grupos reoxigenados

(Nx21/100/21 y Hx14/100/21) respecto al control (Figura 40 D).
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Figura 40. Expresion de ARNm de nmda y adora en cerebro de ratones P1 y P7 nacidos bajo

diferentes FiO2: normoxia (Fi02=0.21) e hipoxia (Fi02=0.14) reanimados y sin reanimar

(Fi02=1.0). A) Niveles relativos de ARN de nmda 1 P1 (A), B) adora 1 P1, C) nmda 1 P7 y D) adora

1 P7 en cerebro de ratones P1 y P7 nacidos bajo diferentes FiO2. La diferencia estadistica se

indica como sigue *<0.05 Vs Nx21/21/21, **<0.01 Vs Nx21/21/21, #<0.05 Vs Hx14/21/21 y

&&<0.01 Vs Nx21/100/21. Para los ratones P1 n=6 y para los ratones de P7 n=8.
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10. Estudio histoldgico de la corteza cerebral
de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO: y
reanimados.

Finalmente, se decidié abordar el estudio histoldgico de la corteza
cerebral, al ser una de las principales dreas afectadas en los recién
nacidos pretérmino (Cedarbaum, Aisen, y Volpe 2017; Malavolti et al.
2017). Para realizar este estudio se adicionaron dos grupos
experimentales mas, el primero es Hx14 8hy el grupo Hx 14/14/14 (ver

material y métodos apartado 1.1).

En esta parte del estudio nos centramos en 3 aspectos, por un lado
en la descripcion morfoldgica y estructural de la corteza, por otro
inmunohistoquimica, para determinar muerte e inflamacion vy
finalmente se llevd a cabo un estudio morfométrico de las

mitocondrias en las neuronas corticales.

Andlisis morfolégico de las secciones a nivel de la
corteza cerebral de ratones P1

Inicialmente el andlisis morfoldgico se realizd sobre sesiones
semifinas, obtenidas de la corteza cerebral. Esto pemitid determinar
con detalle las diferencias entre los diferentes niveles de oxigenacion

en ratones P1.

Las fotos que se muestran en la Figura 41, estdn realizadas con el
objetivo 10X, y estan representados los 6 grupos de estudio.

Aparentemente no se encuentran diferencias en la distribucion de las
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células en las diferentes capas, aunque parece que en el grupo
Nx21/100/21 hay un menor nimero de células, con mayores espacios
entre los somas celulares respecto al grupo control y al grupo nacido
en hipoxia y reanimado Hx14/100/21. También parece llamativo la
presencia de nucleos mas condensados (mas violetas) posiblemente
sean células picnéticas al igual que el grupo 14/100/21 pero en menor

cantidad (Figura 41).
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Nx 21/21/21 Nx 21/100/21

Hx 14/21/21 Hx 14/100/21

Hx 14 8h Hx 14/14/14

Figura 41. Panoramica de semifinos de 1.5 um realizadas a 10x de la corteza cerebral de ratones

P1 nacidos bajo diferentes FiO2. Nx21/21/21, grupo nacido en normoxia (Fi02=0.21),
Hx14/21/21, grupo nacido en hipoxia (Fi0>=0.14), Nx21/100/21 y Hx14/100/21 grupos
reanimados (FiO,=1.0), Hx14 8H grupo nacido en hipoxia (FiO,=0.14) y Hx14/14/14, grupo nacido
en hipoxia (Fi0.=0.14) y mantenido hasta P1. Barra de calibracién 100 pm. Grupo Nx21/21/21
n=5, Nx21/100/21 n=5, Hx14/21/21 n=5, Hx14/100/21 n=4, Hx14 8H n=2 y Hx14/14/14 n=2.

A continuacion, para poder observar con mayor detalle la corteza

cerebral de los ratones P1, se tomaron las fotografias a mayores
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aumentos 100X. En la Figura 42 se pueden ver las imagenes de las
diferentes capas de la corteza cerebral, de cada uno de los grupos, que
paso a detallar. Estas seis capas se han agregado en parejas (I y I, lll y
IV, Vy VI) ya que a esta edad es dificil separar con precision las 6 capas

individualmente en estos ratones.

En todos los grupos la capa | y Il muestran células dispersas con
claras caracteristicas de inmadurez, sin que se observaran diferencias
en cuanto a la distribucion de las células. Por el contrario, si que se
encontraron claras diferencias si nos referimos al contenido del
neuropilo. Asi en el caso del Nx21/100/21, este mostrd un aspecto mas
irregular respecto a las expansiones celulares comparado con los otros
grupos y con mayores espacios intercelulares (flechas figura 42 2.A)
que en el resto de grupos. Estos amplios espacios intercelulares

también se observaron en el grupo Hx14/14/14 (flechas figura 42 6.A).

Respecto a las capas Ill y IV, también se observaron amplios
espacios intracelulares en el grupo Nx21/100/21 (Figura 42 2.B) al igual
que en el grupo Nx14/14/14 (Figura 42 6.B). Ademas, se observaron
células claramente picnéticas (flechas figura 42 2.B) en el grupo
Nx21/100/21. Por otro lado, en el resto de grupos observamos el
neuropilo con menor espacios intercelulares. En todos los grupos se
pueden observar numerosas células fusiforme presumiblemente
migradoras, formando cadenas con diferentes estados de maduracion,
aunqgue en el grupo Nx21/100/21, se observaron menor células con

esta orientacion.
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La capa Vy VI, para los grupos nacidos bajo una atmadsfera del 21%,
el grupo Nx21/21/21 y Nx21/100/21 muestran un aspecto celular
normal, aunque aparentemente con menor n2 de células en el grupo
Nx21/100/21. Sin embargo, el resto de grupos nacidos bajo una
atmodsfera del 14%, estas capas se encuentran afectadas, con un
menor nimero de células y mayores espacios intercelulares como se
observa en la Figura 42 3,4,5 y 6.C. Es interesante resaltar que estas

capas son las primeras en formarse.

1. Grupo control Nx21/21/21
A B

3. Grupo Hx14/21/21
A
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4. Grupo Hx14/100/21

5. Grupo Hx14 8H
A

6. Grupo Hx14/14/14

Figura 42. Panoramica a mayores aumentos (100X) de la corteza cerebral de ratones P1 nacidos
bajo diferentes FiO2. Nx21/21/21 es el grupo nacido en normoxia (Fi02=0.21), Hx14/21/21 el
grupo nacido en hipoxia (Fi02=0.14), Nx21/100/21 y Hx14/100/21 grupos reanimados (FiO.=1.0)
y dos grupos en hipoxia (Fi0.=0.14) 8 Horas y 1 dia, Hx14 8H y Hx14/14/14. Barra de calibrado 10
um. Grupo Nx21/21/21 n=5, Nx21/100/21 n=5, Hx14/21/21 n=5, Hx14/100/21 n=4, Hx14 8H n=2
y Hx14/14/14 n=2.

Después de observar las diferencias en los grupos de estudio en la
figura anterior decidimos realizar un estudio mas detallado de la

corteza bajo el microscopio electrénico.
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En el grupo Nx21/21/21 o grupo control, se pueden apreciar
claramente neuroblastos caracterizados por su morfologia fusiforme,
asi como abundantes neuronas inmaduras (Figura 43 A y B). También
pueden observarse ocasionales astrocitos, asi como células de

microglia.

Los neuroblastos presentan una morfologia fusiforme y en general
pocos organulos citoplasmicos, con algunos polirribosomas y una red
de microtibulos orientados en la direccidn de sus expansiones
radiales. El resto de orgdnulos, aparato de Golgi, cisternas del reticulo
endopldsmico rugoso presentan poco desarrollo sin llegar alcanzar el
grado de las neuronas maduras de estadios posteriores. Por el
contrario, las neuronas que hemos caracterizado como inmaduras,
presentan una mayor cantidad de citoplasma y abundantes organulos
comparadas a las células migradoras. Tienen dictiosomas aunque con
pocos saculos, una gran poblacion de vesiculas en sus proximidades,
abundantes microtibulos, neurofilamentos y largas mitocondrias.
También pueden apreciarse algunos lisosomas. Hay que destacar que
tanto estas neuronas inmaduras como las células migradoras

(neuroblastos) pueden presentar un cilio primario (Figura 43 C).

Respecto a los astrocitos, a estas edades, estos no aparecen muy
abundantes ni facil de identificar, solamente cuando se pueden
observar células con un citoplasma con un menor numero de
organulos citopldasmicos, comparados con el resto de células y
claramente aparecen numerososos haces de filamentos intermedios,
probablemente GFAP, podemos afirmar que estamos ante un astrocito

(Figura 43 D). Por ultimo, las células de microglia se caracterizan por
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una matriz nuclear y citopldsmica muy electrodensa que contienen en
su citoplasma numerosos lisosomas y granulos de lipofucsina (Figura

43 E).

Respecto al neuropilo, en este estadio presenta grandes espacios
intercelulares que facilitan la movilidad y ya se pueden detectar el
inicio de los primeros contactos sinapticos (Figura 43 F), asi como

abundantes conos de crecimiento.

Por ultimo, en las partes mas externas de la corteza justo debajo de
las meninges pueden apreciarse largos haces de axones amielinicos
que todavia no se han mielinizado debido a la inmadurez del cerebro

a P1 (Figura 43 G).

Tanto en las células migradoras como las neuronas inmaduras, la
cromatina aparece laxa, homogéneamente distribuida por todo el
nucleo. Los nucleos no presentan invaginaciones nucleares y pueden
tener varios nucléolos generalmente asociados a su membrana
nuclear. Las nuevas neuronas van progresivamente incrementando el
volumen citoplasmico, asi como el nimero de orgdnulos. Por otro lado

el nicleo adopta una clara morfologia esférica.

Respecto al grupo Nx21/100/21, como ya observamos en sesiones
semifinas, en las capas superficiales se observan amplios espacios
intercelulares. Otra diferencia que se observa es la recesién de los
microtubulos que en este estado, no tienen un claro aspecto
rectilineo. Respecto al resto de organulos no observamos grandes

diferencias.
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Por ultimo, la presencia de células picnéticas/necrdticas presentan
un nucleo y citoplasma muy electrodenso, una desorganizacién de los
organulos citoplasmicos y presentan numerosas estructuras
vacuolares en su interior (Figura 44 B y C). En este grupo, también
pueden observase con frecuencia clara células de microglia,

ocasionalmente en forma de satélites (Figura 44 D).

En el resto de grupos de estudio no observamos grandes
diferencias con el control, excepto en la organizacién celular de las
capasV, VI de los estadios Hx14/21/21 y Hx14 8H donde se apreciaban
amplios espacios intercelulares. Estas diferencias se pueden apreciar
mejor en la capa VI (Figura 45). Respecto a las capas Il y Ill no se
observaron claras diferencias, presentando las células una clara
morfologia migradora como puede apreciarse en los grupos Hx14 8Hy
Hx14/100/21 (Figura 45 C y D). Por ultimo, en las capas | y Il y mas
especialmente en la capal, en el grupo HX14 8H, si se vio con respecto
al resto de grupos diferencias en cuanto a que habia un mayor nimero
de espacios celulares en la Figura 45 B, que podemos comparar con
uno de Hx14/21/21 (Figura 45 A). En todos los ejemplares de estudio

se observaron mitosis, aunque preferentemente en las capas Vy VI.
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Grupo control Nx21/21/21
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Figura 43. Imagenes de la ultraestructura de la corteza cerebral de ratones P1 grupo
Nx21/21/21. A) Neuroblastos de la corteza cerebral. Barra de calibrado 10um. B) Neuroblastos
a mayores aumentos de la corteza cerebral. Barra de calibrado 6um C) Cilio primario. Barra de
calibrado 1pum D) Dictisomas. Barra de calibrado 200nm E) Microglia. Barrra de calibrado 5um
F) Sinapsis (flecha) DEN (dendrita) Ax (axon). Barra de calibrado 200nm G) Axones amielinicos.

Barra de calibrado 2um.

Grupo experimental Nx21/100/21

Figura 44. Imagenes de la ultraestructura de la corteza cerebral de ratones P1 grupo
Nx21/100/21. A) Neuroblastos de la corteza cerebral capas Ill y IV. Barra de calibrad de 10um.
B) Células picndticas de la corteza cerebral capa Ill y IV. Barra de calibrado 10 um. C) Detalle de
célula apoptdtica. Barra de calibrado 1um. D) Microglia (Mic) junto a la neurona. Barra de

calibrado 2pm.
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Grupos experimentales nacidos en condiciones hipdxicas
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Figura 45. Imagenes de la ultraestructura de las diferentes capas de la corteza cerebral de
ratones P1 grupos nacidos en condiciones hipoxicas. A)B) Capa superficial de la corteza cerebral
capa |, IIl. C) D) Neuroblastos de la corteza cerebral capa Ill y IV. E)F) Neuroblastos de la corteza
capa V-VI. G) Espacios de la capa V, VI. H) Detalle de mitosis. (A,B,C
y D Barra de calibracién 20 um), (E y F Barra de calibracién 10 um), (G y H Barra de calibracion 2

pum).

Estudio Inmuno-histoquimico

Para determinar si habia diferencias entre los diferentes grupos de
estudio en cuanto a muerte celular se realizé un marcaje con caspasa-
3 que es un marcador de muerte celular programada (apoptosis).

También se llevd a cabo la técnica TUNEL (Terminal deoxinucleotidil
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transferasa) para detectar fragmentacion del ADN debida a cascadas
de seializacion apoptdticas y otro aspecto analizado en relacion con
el proceso de muerte celular, fue la presencia de células de microglia
activadas en la corteza y en el cuerpo calloso. Para ello empleamos el
marcador especifico de microglia “ionized calcium binding adapter

molecule 1” (Ibal).

El recuento de células positivas para caspasa-3 en la corteza
cerebral indicé que habia un aumento significativo para el grupo
Nx21/100/21 frente al resto de grupo de estudio. En el cuerpo calloso
también se realizé el contaje y encontramos diferencias significativas
en el grupo Hx14 8H y Hx14/14/14 que aumentan respecto al resto de

grupos.
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- Cisura
interhemisférica

Cisura
interhemisférica

Cisura
interhemisférica

Cisura
interhemisférica

interhemisférica

Figura 46. Ensayo inmunohistoquimico de la muerte celular en corteza cerebral y cuerpo calloso
de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO.. Imdgenes de la corteza (12 columna) y cuerpo calloso
(22 columna). A) Grupo Nx21/21/21, B) Grupo Nx21/100/21, C) Grupo Hx14/21/21, D) Grupo
Hx14/100/21, E) Grupo Hx14 8H, F) Grupo Hx14/14/14. Ventriculo (V). Barra de calibrado 100

um. Detalle de las células macadas caspas-3 positivas, imagen 2-Ay 2-F. Barra de calibrado 10um.
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Caspasa-3 corteza cerebral
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Figura 47. Ensayo inmunohistoquimico de la muerte celular en corteza cerebral de ratones P1
nacidos bajo diferentes FiO.. Imagenes de la corteza (primera columna) y cuerpo calloso
(segunda columna) (A-F) y representacion gréfica de la proteina caspasa-3, en relacion del area
de la corteza. La diferencia estadistica se indica como sigue *<0.05 Vs 21/21/21, ***<0.001 Vs
21/21/21, &<0.05 Vs Nx21/100/21, ##<0.01 Vs Hx14/21/21, ~<0.05 Vs 14/100/21. Grupo
Nx21/21/21 n=5, Nx21/100/21 n=5, Hx14/21/21 n=5, Hx14/100/21 n=4, Hx14 8H n=2 y
Hx14/14/14 n=2.

Los resultados en corteza cerebral del TUNEL muestran también un
aumento significativo para el grupo Nx21/100/21 y una disminucion
significativa en cuanto a numero de células positivas de los grupos

nacidos bajo condiciones hipdxicas (Figura 48).
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TUNEL corteza cerebral
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Figura 48. Determinacion de células apoptdticas positivas mediante TUNEL presentes en la
corteza cerebral de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO.. La diferencia estadistica se indica
como sigue *<0.05 Vs 21/21/21, &8&<0.01 Vs Nx21/100/21. Grupo Nx21/21/21 n=4, Nx21/100/21
n=4, Hx14/21/21 n=4, Hx14/100/21 n=3, Hx14 8H n=2 y Hx14/14/14 n=2.

El andlisis de la microglia no revelé cambios significativos para
ninguno de los grupos, pero se puede observar en la corteza cerebral,
una tendencia en el grupo Nx21/100/21, Hx14 8h y Hx14/14/14 en el
numero de células positivas no significativos respecto al resto de
grupos y en el cuerpo calloso se observa una disminucién relevante en
los grupos nacidos en hipoxia, Hx14/21/21 y Hx14/100/21, esta
disminucion para el grupo Hx14/21/21 es significativa respecto al

grupo Nx21/100/21 y Hx14 8H (Figura 50).
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Figura 49. Imagenes de las células de microglia presentes en la corteza cerebral y cuerpo

calloso de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2. Inmunohistoquimica contra la proteina lbal
especifica de microglia en cortezay cuerpo calloso de cada uno de los grupos de estudio A) Grupo
Nx21/21/21, B) Grupo Nx21/100/21, C) Grupo Hx14/21/21, D) Grupo Hx14/100/21, E) Grupo
Hx14 8H, F) Grupo Hx14/14/14. Barra de calibrado 100um. Detalle célula microglia bara de
calibrado 50um.
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Figura 50. Analisis de las células de microglia presentes en la corteza cerebral y cuerpo calloso
de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2. Inmunohistoquimica contra la proteina Ibal
especifica de microglia en corteza y cuerpo calloso representado el nimero de células positivas
frente al drea. La diferencia estadistica se indica como sigue: &<0.05 Vs Nx21/100/21, #<0.05 Vs
Hx14/21/21. Grupo Nx21/21/21 n=5, Nx21/100/21 n=5, Hx14/21/21 n=5, Hx14/100/21 n=4,
Hx14 8H n=2 y Hx14/14/14 n=2.

Analisis mitocondrial por microscopia electronica.

En este apartado se hizo un estudio para caracterizar a las
mitocondrias de la corteza cerebral de ratones P1 nacidos bajos
diferentes FiO,. El estudio se basé en el analisis de las mitocondrias
desde la capa superficial hasta la mas profunda en las cuales se hizo
un estudio morfométrico, se determinaron el area mitocondrial, la
circularidad, estructuras vacuolares en la matriz mitocondrial (MM),
presencia de dilataciones en la MM, nimero de crestas, tortuosidad
de la membrana mitocondrial interna (MMI) y rotura de la membrana

mitocondrial externa (MME).

En primer lugar, se describe la morfologia y distribucion de las

mitocondrias de los ratones controles, grupo Nx21/21/21. La mayoria
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de estas presentaban crestas transversales con una matriz
mitocondrial densa. Las crestas estaban poco dilatadas y en su mayor
parte ocupaban el volumen mitocondrial, es decir, habia pocos
espacios libres de crestas. Por Ultimo, no se observaban alteraciones
del espacio intermembranoso. En este grupo las mitocondrias
aparecen distribuidas tanto por el soma como por sus prolongaciones
sin que aparecieran altas concentraciones en determinadas zonas del

citoplasma celular.

El grupo Nx21/100/21, se observaban y con mucha frecuencia
mitocondrias con tendencia a ser esféricas, con contornos irregulares
muchas veces provocadas por espacios libres a modo de vacuolas, y en
ocasiones las crestas estaban poco definidas, presentaban dilataciones
en las que no se apreciaban crestas mitocondriales. En algunos casos

incluso era dificil de detectar crestas mitocondriales.

En el grupo Hx14/21/21, las mitocondrias presentaban formas
fusiformes con crestas muy bien definidas y preferentemente
distribuidas transversalmente. Mitocondrias con estructuras
vacuolares fueron raramente observadas mostrando en lineas

generales morfologias casi idénticas a las del grupo control.

El grupo Hx14/100/21, presentaban morfologia muy variada que
va desde fusiforme hasta claramente esferoidales. En este grupo
muchas de las mitocondrias observadas carecian de crestas o bien

estas estaban poco definidas.
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En el grupo Hx14 8h, aunque algunas células presentaban
mitocondrias estdndar, forma fusiforme y numero de crestas
mayoritariamente transversales, matriz mitocondrial electrodensa y
sin dilataciones en los espacios intermembranosos, algunas
mitocondrias presentaban dilataciones, generalmente con pocas
crestas o poco definidas. Algunas incluso se podian ver a modo de
pequefios bultos que sobresalian de la forma fusiforme tipica de las

mitocondrias.

Por dltimo, el grupo Hx14/14/14, aunque aparecian mitocondrias
fusiformes con abundantes crestas y con pocos espacios entre las
crestas, también se observaban y con mucha frecuencia mitocondrias
como si estuvieran hinchadas que presentaban dilataciones en las que
no se apreciaban crestas mitocondriales. Las mitocondrias de este

grupo se distribuian homogéneamente por el citoplasma de la célula.
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1. Grupo Nx21/21/21 2. Grupo Nx21/100/21

Figura 51. Imagenes de mitocondrias obtenidas a 60000X de ratones P1 del grupo control,
Nx21/21/21 y grupo Nx21/100/21. Fotografias del grupo 2 (flechas) muestran dilataciones de la

MM vy estructuras vacuolares de la mitocondria. Barra de calibrado 200nm.
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3. Grupo Hx14/21/21 4. Grupo Hx14/100/21

Figura 52. Imagenes de mitocondrias obtenidas a 60000X de ratones P1 del grupo experimental
Hx14/21/21 y Hx14/100/21. Fotografias del grupo 4 (flechas) muestran rotura de la MME y

tortuosidad de la MMI de la mitocondria. Barra de calibrado 200nm.
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5. Grupo Hx14 8H 6. Grupo Hx14/14/14

Figura 53. Imagenes de mitocondrias obtenidas a 60000X de ratones P1 del grupo
experimental Hx14 8H y Hx14/14/14. Fotografias del grupo 5 (flecha) muestran rotura de la
MME y grupo 6 (flechas) rotura MMe y dilataciones de la MM. Barra de calibrado 200nm.
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En el analisis morfométrico de las mitocondrias obtuvimos una mayor
drea para el grupo Hx14/100/21 que fue significativa respecto al grupo
control, al grupo Hx14/21/21 y al grupo Hx14/14/14. En cuanto a la
circularidad, el grupo mas alejado del valor 1, es decir menos circular, es el
Hx14/21/21. Esta disminucidn es significativa frente a los grupos Nx21/21/21,
Nx21/100/21. También hay disminucidn con diferencias estadisticas en el

grupo Nx21/100/21 frente Hx14/100/21 y Hx14/14/14 (Figura 54).
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Figura 54. Determinacion de parametros de forma mitocondrial. Representacion grafica del
drea y circularidad de mitocondrias de la corteza cerebral de ratones P1. La diferencia estadistica
se indica como sigue *<0.05 Vs Nx21/21/21, &<0.05 Vs Nx21/100/21, &&<0.01 Vs Nx21/100/21,
##<0.01 Vs Hx14/21/21 y A~<0.001 Vs Hx14/100/21.

Respecto a las estructuras vacuolares presenten en la matriz mitocondrial
(MM), nos basamos en la presencia de estructuras similares a una vacuola
que se encuentra en el interior de la MM, similar a una gran dilatacién que
podria terminar rompiendo la mitocondria. El resultado fue un elevado
porcentaje de este tipo de estructuras en los grupos Nx21/100/21,
Hx14/100/21. El aumento del grupo Nx21/100/21 fue significativo respecto a
los grupos Nx21/21/21, Hx14/100/21, Hx14 8h y Hx14/14/14 y por otro lado
el aumento del grupo Hx14/100/21 fue significativo respecto al grupo

Hx14/21/21 y Hx14/14/14 (Figura 55 A).

La siguiente variable son dilataciones en la MM, se refiere a la presencia
de espacios mitocondriales por la desaparicion de las crestas mitocondriales,
con el consiguiente aclaramiento de la MM (color mds claro). Estas
dilataciones estan mas presentes en los grupos Nx21/100/21 y Hx14/100/21.

El aumento del grupo Nx21/100/21 es significativo respecto a los grupos

227



Resultados

Nx21/21/21, Hx14/21/21, Hx14 8h y Hx14/14/14. Y el aumento del grupo
Hx14/100/21 fue significativo respecto a los grupos Nx21/21/21, Hx14/21/21,
Hx14 8hy Hx14/14/14 (Figura 55 B).

Otro variable que hemos tenido en cuenta es la tortuosidad de la MMI,
con tortuosidad nos referimos a la forma curva que adquiere a lo largo de la
mitocondria la MMI, los grupos con mayor porcentaje fueron Nx21/21/21,
Nx21/100/21 y Hx14/100/21. El de menor tortuosidad fue el grupo
Hx14/21/21 (Figura 55 C).

La rotura de la MME fue otra variable que valoramos y el resultado fue un

alto porcentaje de rotura en el grupo Hx14/14/14 significativo frente al resto

de grupos (Figura 5 D).

Por ultimo, se hizo un recuento del nimero de crestas en aquellas
mitocondrias que las presentaban, siendo el grupo Hx14/21/21 el que mas

crestas presentaba seguido del grupo Hx14/100/21 (Figura 55 E).
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Figura 55. Caracterizacion mitocondrial de mitocondrias de la corteza cerebral de ratones P1.
Representacion grafica del A) % Estructuras vacuolares, B) % Dilataciéon en la MM, C) %
Tortuosidad de la MMI, D) % Rotura de la MME y E) N2 de crestas. La diferencia estadistica se
indica como sigue; *<0.05 Vs Nx21/21/21, **<0.01 Vs Nx21/21/21, ***<0.001 Vs Nx21/21/21,
&<0.05 Vs Nx21/100/21, &&<0.01 Vs Nx21/100/21, &&&<0.001 Vs Nx21/100/21, #<0.05 Vs
Hx14/21/21, ##<0.01 Vs Hx14/21/21, ###<0.001 Vs Hx14/21/21, 7<0.05 Vs Hx14/100/21,
AR<0.01 vs Hx14/100/21 y A*~<0.001 Vs Hx14/100/21.
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La transicién fetal-neonatal (TFN) es uno de los momentos mas
criticos en la vida de cualquier mamifero y durante la misma pueden
producirse situaciones como la prematuridad o la asfixia perinatal que
pueden comprometer la viabilidad y supervivencia del recién nacido.
En las ultimas décadas se ha reducido la mortalidad, sin embargo, se
han mantenido cifras estables de morbilidad en diversos ambitos de la
neonatologia como son la encefalopatia hipdxico isquémica (EHI) o la
prematuridad con sus secuelas como la displasia broncopulmonar
(DBP), el distrés respiratorio o la retinopatia del prematuro (ROP)

entre otras (Lehtonen et al. 2017).

El dafio cerebral perinatal es una causa comun de déficit
neurolégico para toda la vida, por lo tanto, es necesario entender
mejor la fisiopatologia y encontrar estrategias para su prevencién y
tratamiento. Estos dafios cobran especial importancia debido a que
pueden producir trastornos motores, cognitivos, sensoriales y/o
conductuales que en ocasiones perduran toda la vida del individuo

(Lea, Smith-Collins, y Luyt 2017).

Por todo ello, la representacion de la TFN en un modelo animal es
un paso necesario para el estudio de patologias asociadas a este
evento. Hoy en dia no hay modelos experimentales ni in vitro ni in vivo
para el estudio de la TFN («Neonatal Hypoxia Ischaemia: Mechanisms,
Models, and Therapeutic Challenges» 2017). El modelo experimental
disefnado en este trabajo permite abordar algunas de las
problemdticas que se presenta en el periodo perinatal, centrdndonos

en la TFN. Por tanto, nuestra apuesta para el desarrollo del modelo
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experimental presentado puede considerarse pionero en el campo de

la investigacidn perinatal.

En el caso de los recién nacidos pretérmino con una adecuada
adaptacion postnatal y sin precisar reanimacion, el periodo hasta
alcanzar una SpO, estable de alrededor del 90% dura
aproximadamente unos 8-10 minutos lo que representa unos 3-5
minutos mds que en el caso de recién nacidos a término (Dawson et al.
2010). Por lo tanto, nos planteamos si el mantenimiento del
prematuro después del nacimiento en condiciones de oxigeno
intrauterinas (FiO0,=0.14) podria inducir cambios en la oxigenacion
tisular para mejorar la adaptacién postnatal o si por el contrario los
minutos de retraso hasta alcanzar saturaciones de oxigeno adecuadas
pudiera causar posibles complicaciones a nivel cerebral. Ademas de
poder estudiar cudl seria la respuesta a nivel cerebral ante una
situacién clinica que necesitara ser reanimado con aporte

suplementario de oxigeno.

En este estudio el modelo experimental desarrollado se realizé la
TFN en ratones bajo una atmédsfera hipoxica (FiO,=0.14), manteniendo
condiciones similares a las intradtero, de modo que la transicion a la
respiracion de aire ambiente se efectuara después de la adaptacion
postnatal. El objetivo fue estudiar si el retraso de la oxigenacién tisular
una vez ocurrida la TFN induce cambios en el nivel de estrés oxidativo
inherente a la transicion fetal neonatal (Pallardo et al. 1991), en la
respuesta antioxidante e inflamatoria activada durante ese periodo a
nivel cerebral (Saugstad et al. 2012) y un estudio mas profundo de los

cambios y/o dafios ocurridos en la corteza cerebral, para poder
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establecer si el periodo transitorio de hipoxemia podria actuar como
precondicionante y favorecer una mejor adaptacién de los recién
nacidos al medio extrauterino orientandonos acerca de como abordar

el tema de la reanimacion del prematuro.

Para caracterizar el modelo hemos comparado que ocurre a nivel
fisiolégico entre una TFN en condiciones ambientales (Fi0,=0.21)
frente a un en condiciones hipdxicas (Fi0,=0.14) y cual es la respuesta
frente a un insulto hiperdxico (FiO,=1.0) durante una hora (ver Figura
16). Para que todos estos cambios en la FiO, fueran posibles de un
modo similar a la préctica clinica ha sido fundamental el desarrollo de
la cdmara de oxigenacidon controlada y poder tener controlado el
momento exacto del parto y las condiciones de oxigenacion para cada

uno de los grupos y poder desarrollar el modelo.

1. Estudio del metabolismo oxidativo cerebral en ratones PO
sometidos a una hipoxia moderada.

Antes de empezar con el modelo experimental explicado
anteriormente, hemos estudiado diferentes parametros del
metabolismo oxidativo a nivel cerebral en ratones recién nacidos (P0)
sometidos a hipoxia moderada (FiO0,=0.14) durante dos, cuatro, seis y
ocho horas, frente al control (Fi0,=0.21).

Queriamos evaluar si este periodo de hipoxia (FiO,=0.14) produciria
cambios en el metabolismo oxidativo a las 8 horas hacia un
metabolismo anaerobio o si el cerebro seria capaz de asumir esta

disminucién de oxigeno y ver cdmo es esa adaptacion.
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En primer lugar determinamos los niveles de lactato en sangre y
cerebro, considerando que el lactato es un metabolito producto del
metabolismo anaerébico, y mas recientemente ha quedado claro que

es sintetizado y consumido en condiciones aerdbicas, por tanto es

nexo de unién entre el metabolismo glucolitico y oxidativo (Brooks
etal. 2009). Los resultados obtenidos nos muestran que no hay
cambios durante los diferentes periodos de tiempo en los niveles de
lactato respecto a las condiciones ambientales tanto en sangre como
en cerebro. A las 8 horas de la hipoxia tenemos niveles similares a los
del grupo control (Figura 27). Por tanto, durante este periodo de
hipoxia moderada el lactato no se esta acumulando. Podriamos pensar

gue el lactato se estd consumiendo para la obtencion de glucosa y

sintesis de ATP.

Para confirmar estos resultados hemos determinado algunas
enzimas implicadas en la via glucolitica como son la HK, la PK y la LDH
(C. Guo et al. 2013). En este caso los resultados muestran que a las dos
horas de someter a los ratones a una Fi0,=0.14 en cerebro se produce
un aumento significativo de las actividades enzimaticas HK, PK y LDH.
Estas actividades no varian significativamente respecto al control a las
4, 6 u 8 horas (Figura 28). Con estos resultados podemos afirmar que
el cerebro detecta esta pequefa variacién en la FiO, pero es capaz de
responder aumentando la actividad para poder mantener el

metabolismo energético.

El aumento de estas actividades tendria que producir un aumento
en los niveles de lactato, al menos tras dos horas de exposicién a una

hipoxia moderada. Sin embargo, como hemos comentado
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anteriormente, los niveles de lactato en sangre y en cerebro no varian
significativamente durante todo el periodo hipdxico. Una posible
explicacion de esta paradoja es que a nivel cerebral se produce una
regulacién del flujo sanguineo cerebral, con una vasodilataciéon que
podria aumentar los niveles de oxigeno y el lactato se consume a
través de la lanzadera de lactato entre el astrocito y la neurona

(Attwell et al. 2010) (Figura 57).

Uno de los principales mecanismos que hemos observado en los
resultados (Figura 27 y 28) ante esta situacion de hipoxia moderada es
una adaptacion de las células de un metabolismo aerdbico a uno

anaerdbico, conocido como Efecto Pasteur (Seagroves et al. 2001).

Cuando determinamos la concentracion de los nucledtidos, ATP,
ADP y AMP y calculamos la carga energética (C.E), que nos refleja como
esta la energia del cerebro a cada tiempo de la hipoxia. Los resultados
obtenidos reflejan una disminucion significativa de la C.E.alas 2y 4
horas respecto al control, pero se restablecen a las 6 manteniéndose

a las 8 horas (Figura 29 D).

Estos resultados deberian ir acompafiados en primer lugar de un
aumento en los niveles de lactato tanto en sangre como en cerebro
qgue no vemos reflejados. El posible mecanismo por lo cual esto no
ocurre a nivel sanguineo se debe al ciclo de Cori, conocido como el
ciclo glucosa-lactato, el exceso de lactato producido por los tejidos
extrahepaticos es captado por el higado y convertido en glucosa
mediante la gluconeogénesis que es exportada a la circulacién (van

Hall 2010; Andersen et al. 2013) y transportada al resto de érganos
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para realizar la glucélisis anaerébica. Gracias a este ciclo es posible que
no tengamos cambios en los niveles de lactato en sangre a pesar del

aumento de la via glucolitica.

Por otro lado, las variaciones en la concentracion de oxigeno en el
tejido cerebral alteran el acoplamiento neurovascular de dos maneras.
El nivel de oxigeno afecta a la sintesis de los mensajeros gliales y
también altera los niveles de lactato y adenosina que modulan las vias
por las que estos mensajeros alteran el flujo cerebral, a través del
control del didmetro permitiendo ampliar el didmetro del vaso con el
fin de aumentar el flujo cerebral y satisfacer las demandas de energia
(Attwell et al. 2010). Mejorando el flujo se aumenta el suministro de
oxigeno, glucosa y otros nutrientes necesarios para las células,
mientras que al mismo tiempo elimina productos del metabolismo
como el diéxido de carbono (Gordon et al. 2008). Los astrocitos son el
“puente fisico” entre las sinapsis y los vasos del cerebro, caracteristica
que ya fue identificada en 1913 por Santiago Ramén y Cajal. Los
astrocitos pueden detectar directamente los cambios en la actividad
sindptica, que estd estrechamente ligada al metabolismo y con el
consumo de oxigeno, y transmitir esta informacién a los vasos
cerebrales para iniciar los cambios adecuados en flujo cerebral (Simard

et al. 2003; Gordon et al. 2008).

La hipoxia moderada parece provocar un cambio a un metabolismo
anaerdbico que produce ATP pero, al mismo tiempo, aumenta la
produccién de lactato en el cerebro que es metabolizado por los
astrocitos mediante la lanzadera de lactato astrocito-neurona. El

lactato generado se libera a través de transportadores de
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monocarboxilato (MCT1) por difusidn facilitada y puede ser absorbido
y consumido como combustible en un medio de metabolismo
oxidativo en las neuronas (Pellerin 2003; Riske et al. 2017; Halestrap y

Wilson 2012; Matsui et al. 2017).

La hipdtesis de la lanzadera lactato astrocito-neurona conllevaria a
un incremento del flujo cerebral que aumenta la biodisponibilidad de
oxigeno al cerebro. Los cambios que se producen a nivel del lactato y
en el aumento de la adenosina que se produce a las 2 y 4 horas al
disminuir el ATP produce una respuesta. El lactato extracelular
promueve la vasodilatacidon por la inhibicidn de la recaptacion de la
PGE; por parte del astrocito, por tanto, aumenta la PGE; extracelular
produciendo vasodilatacién (Niwa et al. 2001; Takano et al. 2006). Por
otra parte, ante una situacion de hipoxia moderada aumentan los
niveles de adenosina la cual induce vasodilatacion cerebral inhibiendo
los factores vasoconstrictores. En lugar de facilitar la vasodilatacién, la
cual inhibe los factores constrictores como el 20-HETE, mediante la
activacion de los receptores A,a directamente sobre las células del

musculo liso vascular (Lange y Kader 1997; Mulligan y MacVicar 2004).

Tanto la elevacién del lactato extracelular como la adenosina

promueven una respuesta hacia una vasodilatacion (Figura 56).
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Figura 56. El lactato y la adenosina afectan la sefializacion neurovascular en condiciones de
disminucion de concentracion de oxigeno. Las bajas concentraciones de Oz conducen a la falta
de fosforilacién oxidativa mitocondrial. Para consumir todo el piruvato producido por la
glucdlisis, se produce una exportacion de lactato por los MCTs. El lactato extracelular inhibe la
recaptacion de PGE, por el transportador de prostaglandinas (PGT), promoviendo la
vasodilatacion. Los bajos niveles de energia también conducen a la formacion de adenosina, que
inhibe 20-HETE mediada por la constriccidn arteriolar actuando sobre adenosina A2A receptores

(Attwell et al., 2010).
El metabolismo de los astrocitos puede ser una variable importante
que relaciona cambios en la demanda de energia del tejido con

cambios en el flujo sanguineo (Zonta et al. 2003). En este caso se

produce un aumento en el metabolismo glucolitico.

De acuerdo con el lactato derivado de astrocitos. En el cerebro, el
sistema de transferencia de lactato entre astrocito-neurona en el
cerebro cumple una funcidn protectora para asegurar un suministro

de sustratos para el metabolismo cerebral, y los oligodendrocitos
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parecen influir también en la disponibilidad de lactato (Brooks et al.
2009). Cada vez hay mas pruebas de que el lactato actia como una
molécula de senalizacion en el cerebro para vincular el metabolismo,
la disponibilidad del sustrato, el flujo sanguineo y la actividad
neuronal. El lactato puede ser transportado por los monocarboxilatos
(MCTs), proteinas transportadoras de lactato (Pellerin 2003). Los
MCT1s, tienen alta afinidad por el lactato y se encuentran en los
oligodendrocitos, exportando el lactato desde las células (Bergersen
2015). Los astrocitos contienen MCT4s y en las neuronas poseemos los
MCT2s (Vijay y E. Morris 2014; Mosienko, Teschemacher, y Kasparov
2015). Estos permiten a las neuronas atraer el lactato como
combustible de manera eficiente, incluso en condiciones de sustrato

pobres.

De acuerdo con la hipdtesis de la lanzadera de lactato, los astrocitos
metabolizan la glucosa o glucégeno a lactato y este lactato se
transfiere a las neuronas («The lactate receptor, G-protein-coupled
receptor 81/hydroxycarboxylic acid receptor 1: Expression and action
in brain - Morland - 2015 - Journal of Neuroscience Research - Wiley
Online Library» 2017). El aumento de lactato que se produce como
consecuencia de la glucélisis anaerdbica iniciada en las primeras horas
de la hipoxia es utilizado por las neuronas para la sintesis de ATP. Las
neuronas luego convierten el lactato en piruvato que entra en el
metabolismo oxidativo, y asi se incorporan en el ciclo de Krebs para
continuar con la fosforilacion oxidativa dando como resultado la

formacién de ATP (Tarczyluk et al. 2013) (Figura 57).
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Figura 57. Elementos de la regulacidn energética en el cerebro. Los astrocitos expresan MCT1 o
MCT4 vy la liberacion de lactato por astrocitos a través de estos dos MCTs contribuye al
mantenimiento del pool de lactato extracelular. EL MCT2 es el MCT neuronal que transporta el
lactato extracelular al interior de la neurona, especialmente durante los periodos de mayor

demanda de energia. GLUT = transportador de glucosa; LDH = lactato deshidrogenasa.

Todos estos mecanismos que se dan a nivel cerebral podrian ser
indicativos de una recuperacion a nivel de metabolismo energético

evitando asi el dafio a nivel cerebral por declive de reservas de energia.

También puede ser que haya una adaptacion fisiolégica con cambios
cardiorrespiratorios como aumento de la frecuencia cardiaca o
respiratoria que produzcan un aumento de la saturacion de oxigeno y

se restablezca el metabolismo.

Para reforzar los resultados obtenidos, se podria llevar a cabo la
determinacion de metabolitos del ciclo de Krebs, determinacion de la
expresion o sintesis de los monocarboxilatos, dianas de HIF-1a vy
pardmetros sanguineos que nos ayuden a conocer en profundidad los

mecanismos implicados en estas condiciones.
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2. Efecto del retraso en la oxigenacidn y del insulto hiperdxico
en las crias de ratdn recién nacidas (P1) y (P7), sobre el estrés

oxidativo, respuesta antioxidante e inflamatoria

Para llevar a cabo los estudios planteados, realizamos varios
experimentos para determinar el grado de estrés oxidativo en los
ratones recién nacidos (P1) y la evolucidn a los siete dias postnatales

(P7) en nuestras condiciones experimentales en cerebro.

En los cerebros de los ratones nacidos observamos que, en
condiciones hipdxicas, simulando las condiciones de oxigenacién
intradtero de los fetos (Fi0,=0.14), presentan un estrés oxidativo
similar al control, nacido en aire ambiente (Fi0,=0.21). Pero cuando se
produce el insulto hiperdxico (FiO,=1.0) el grupo reanimado que ha
nacido en condiciones hipdxicas (Hx14/100/21), parece que responde
mejor frente al estrés oxidativo que el grupo nacido en condiciones
ambientales y sometido a una concentracién del 100% (Nx21/100/21).
Este efecto es incluso mas evidente a los 7 dias postnatales en los
grupos reanimados, para algunas de las determinaciones que hemos
realizado. Es decir, aparentemente el breve periodo de hipoxia al que
son sometidos los ratones recién nacidos es protector frente al estrés
y dafio oxidativos secundarios al paso del ambiente hipdxico relativo
intradtero al extrautero. Asi, los niveles de los biomarcadores de dafio
a proteinas y ADN son significativamente inferiores en el grupo
hipoxico (Hx14/100/21) frente al normédxico (Hx21/100/21). Por lo
tanto, en el caso de ser sometidos a una reanimaciéon con

concentraciones elevadas de oxigeno, el grupo hipdxico sufriria menos
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dafio oxidativo que el norméxico. Este hallazgo tiene una elevada
importancia clinica porque un porcentaje muy elevado de los
prematuros extremos precisa la suplementacién con oxigeno en la sala
de partos para lograr una estabilizacion postnatal; sin embargo, si la
estabilizacidn se realizara de forma gradual con aumento paulatino de
la saturacion de oxigeno, el paciente se podria beneficiar de una

menor agresion oxidativa (Garcia-Mufioz Rodrigo et al. 2015).

En primer lugar, el grado de estrés oxidativo queda reflejado por la
relacion del cociente GSH/GSSG que, a pesar de que las crias nacidas
con una Fi0,=0.14 permanecen solo 8 horas en estas condiciones, el
efecto sobre el estado redox cerebral se puede apreciar incluso una
semana después del nacimiento (Escobar, Cubells, et al. 2013b). Por
tanto, estos datos sugieren que una TFN gradual y menos brusca que
la fisioldgica, retrasando la oxigenacion de las crias del ratén varias
horas tras el nacimiento, podria estar induciendo una serie de cambios
bioquimicos encaminados a mejorar el potencial redox de las crias

favoreciendo un estado mas reducido.

Los resultados obtenidos a P1 en la relacion GSH/GSSG nos indican
que tanto el nacimiento en estas condiciones hipdxicas o ambientales
a nivel de estrés oxidativo no hay cambios. Sin embargo, si que vemos
que el cociente disminuye en los grupos re-oxigenados (Sifringer et al.
2013; S. Endesfelder et al. 2017). En el grupo Nx21/100/21 se debe a
una disminucién de los niveles de GSH y en el grupo Hx14/100/21 se

debe a un aumento en los niveles de GSSG.
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En recién nacidos asfixiados y re-oxigenados con 100% de oxigeno
se pudo demostrar que existia una disminucidn significativa del
cociente GSH/GSSG en las primeras horas después del nacimiento
cuando se comparaba con neonatos reanimados con aire ambiente.
Es mads, 4 semanas después de la reanimacién el grupo reanimado con
100% de oxigeno continuaba teniendo valores del cociente GSH/GSSG
significativamente inferiores a los controles o a los reanimados con
aire (Vento et al. 2001). Aparentemente, el estrés oxidativo de la TFN
causado por la hiperoxia tras una hipoxia-isquemia era capaz de
disparar mecanismos pro-oxidantes de larga duraciéon (Vento et al.
2001). En un estudio posterior se analizaron las actividades
enzimaticas del ciclo redox del glutation y enzimas antioxidantes y se
pudo demostrar un aumento de las actividades antioxidantes y de la

GPXy GR (Vento et al. 2003).

Al determinar los niveles de ARN mensajero de las enzimas
involucradas en la oxidacion y reduccidn del GSH, gpx y gr, vemos que
en el grupo nacido en condiciones de aire ambiente mas reoxigenacion
(Nx21/100/21) hay un aumento de la expresidon de estos genes en
comparacién con los grupos nacidos en hipoxia (Hx14/21/21) y
(Nx14/100/21). Ello nos indica que existe un mayor nivel de estrés
oxidativo en el cerebro del grupo de aire ambiente y la expresion de
estas enzimas reflejaria una reaccién de defensa frente a la agresion
oxidativa inherente a la TFN y especialmente por la hiperoxia. Ademas,
ello concuerda con que los niveles de mensajero de una de las enzimas
involucradas en la sintesis de GSH, la gc/, estan aumentados en los

grupos nacidos en condiciones ambientales (S. Endesfelder et al.
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2017). Esto podria ser indicativo de que las condiciones de hiperoxia
requieren mayores niveles de GSH para mantener el estado redox
intracelular dentro de los limites de viabilidad celular (Dean P. Jones y
Sies 2015) Asi, en los estudios previamente descritos (Vento et al.
2001, 2003) se producia una disminucion del cociente GSH/GSSG en
los nacidos reanimados con aire ambiente frente a los controles. A
diferencia de lo que ocurre en nuestros experimentos estos pacientes
no fueron luego sometidos a hiperoxia. Sin embargo, en recién nacidos
prematuros a los que se determinaron marcadores de estrés oxidativo
a las 24 y 48 horas en la UCI neonatal cuando estaban recibiendo
oxigeno, si se pudo demostrar la presencia de niveles de marcadores
de dafio al ADN y a lipidos aumentados comparativamente con

controles (Vento et al. 2009).

Sin embargo, en los nacidos en hipoxia y reanimados, los niveles de
mensajero de las tres enzimas estan disminuidos al igual que ocurre
en el grupo Hx14/21/21. Se podria decir que hay una ralentizacion del
ciclo de dxido-reduccién ya que los niveles de GSH y GSSG no estdn
alterados en el grupo Hx14/21/21 pero si hay un aumento de GSSG en
el grupo Hx14/100/21 que sera producido por la reanimacién. Puede
ser que haya una disminucion de la actividad de la enzima GR o falta
de NADPH, sustrato reductor de esta reaccion (Wallin, Kronovall, y
Majewski 2000). Alternativamente puede ser que los efectos de la
hiperoxia estén atenuados por la hipoxia pre-condicionante
preservando los niveles de GSH y que no sea necesario reducir el GSH
oxidado de manera inmediata para mantener el estado reductor

intracelular (Felderhoff-Mueser et al. 2004).
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Si observamos este cociente a la semana (P7) vemos que en los
grupos nacidos en condiciones hipdxicas se obtienen niveles similares
al control, lo que podria estar indicando que hay un menor estrés
oxidativo en el grupo Hx14/100/21 que en el grupo Nx21/100/21 que
sigue siendo muy bajo (Pinheiro et al. 2016). Si observamos los niveles
de mensajero de gpx y gr estan aumentados en el grupo Hx14/100/21
respecto a Hx14/21/21, probablemente porque el nacimiento en
hipoxia induce respuesta frente a la posterior reanimacién que se hace
mas evidente a mas largo plazo y activandose los mecanismos para

proteger al cerebro frente al estrés oxidativo (Li et al., s. f.).

En el par redox cisteina/cistina a P1 obtenemos niveles altos para
el grupo control respecto al resto de grupos de estudio.
Concretamente, en el grupo Hx14/21/21, tenemos niveles
significativamente elevados de cisteina respecto al resto de grupos,
pero hay disminucidn del cociente debido al aumento de los niveles de
cistina. Ademads de la disponibilidad de cisteina existe otro factor que
limita la sintesis de GSH, la actividad de la enzima GCL (Seelig,
Simondsen, y Meister 1984; Lu 2013)(Lu 2013)(172), la cual aparece
sobre-expresada a nivel de mensajero en el grupo control, pero no en
el grupo Hx14/21/21. En cambio, no existen diferencias entre ambos
grupos en cuanto a los niveles de los precursores de la cisteina,
homocisteina y cistationina y de GSH, y-glutamil-cisteina, lo que
indicaria que la transulfuracion estd funcionando correctamente en
ambos grupos. Todo apunta a que mientras en el grupo control, la
sintesis de GSH aparece sobre-activada sobre el grupo Hx14/21/21vy la

cisteina que se acumula se va oxidando rdpidamente a cistina. La
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cisteina es un metabolito altamente oxidable con alto potencial redox
y es el primer escalafén del entramado que conforma el circuito redox
(Dean P. Jones et al. 2004) en la amortiguacion de las variaciones redox
dentro y fuera de la célula. Por tanto, nuestros resultados indican que
la hipoxia precondicionante podria promover un ambiente mas
reductor después del nacimiento en comparacién al nacimiento en
normoxia, utilizando como tampdn redox el par cisteina/cistina sin
necesidad de bajar de escalafén del circuito redox favoreciendo la
acumulaciéon del GSH y otros metabolitos antioxidantes de menor
potencial redox como la homocisteina o la y-glutamil-cisteina en su

forma reducida.

Este papel protector de la hipoxia precondicionante se hace
evidente al observar a los grupos experimentales que fueron
sometidos a 1h de hiperoxia 100% posteriormente al nacimiento. A P1
se observa una disminucion de los cocientes GSH/GSSG,
cisteina/cistina y homocisteina/homocistina en ambos grupos
reanimados con oxigeno 100% después del nacimiento (Hx14/100/21)
y (Nx21/100/21) en comparacién a los no reanimados, lo que indica el
efecto deletéreo de la hiperoxia a nivel oxidativo. Sin embargo, si
observamos los niveles de ARNm de gpx, gr y gcl, se aprecia que en el
grupo Nx21/100/21 hay un intento por activar la transcripcion,
aumentan ligeramente los niveles de mensajero de las tres enzimas sin
llegar a ser significativo en el momento analizado, a P1, mientras que
en el grupo Hx14/21/100 no se observa ese intento de activacidn.
Parece como si la reserva de estos metabolitos antioxidantes,

favorecida por la hipoxia precondicionante, serian suficiente para
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hacer frente a la hiperoxia de manera eficaz y mucho mas rapida que
promoviendo la activacidon enzimdtica como ocurriria en condiciones
de normoxia. A P7 el efecto protector de la hipoxia precondicionante
frente a la posterior hiperoxia 100% es incluso mas evidente que a P1.
Los cocientes GSH/GSSG y cisteina/cistina recupera niveles normales
claramente en el grupo Hx14/100/21, algo que no ocurre en el grupo
Nx21/100/21. Y si miramos a la expresion génica, observamos que a
diferencia del grupo Nx21/100/21, en el grupo Hx14/100/21 aparecen
aumentada de manera significativa los niveles de ARNm de las tres

enzimas, gpx, gry gcl.

Estos resultados nos indicarian que la hipoxia precondicionante no
solo preserva la reduccion de los equivalentes redox de cara a afrontar
un insulto como la reanimacion postnatal, sino que también
favoreceria una recuperacién mas eficaz y rapida. Es resefable
destacar que estos resultados estarian confirmando estudios

preliminares de nuestro grupo de investigacion (Escobar et al., 2013)

Por otro lado, cuando hay estrés oxidativo se produce un aumento
de las ERO y ERN que pueden causar un dafio estructural o funcional a
las principales biomoléculas, que dan como producto un dafo
molecular. Estos biomarcadores son utilizados como biomarcadores
de dafio oxidativo y alguno de ellos de inflamacion (Schieber y Chandel
2014; Gupta 2016; Whiteman y Spencer 2008). Hemos querido

estudiar si el estrés oxidativo anteriormente descrito se traducia en un
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dafio oxidativo a nivel proteico y del ADN. Estos biomarcadores de

dano determinados apoyan los resultados de estrés obtenidos.

Los biomarcadores de dafio proteico muestran un aumento
significativo a P1 de los cocientes de m-Tyr/Phe y 3CI-Tyr/p-tyr (Figura
33), en el grupo nacido en normoxia y reanimado con Fi0,=1.0
(Nx21/100/21) frente al resto de grupos del estudio. Este resultado
gue apoya la idea de que el nacimiento bajo condiciones hipdxicas
podria ser protector frente a una reanimacién (Niatsetskaya et al.

2012; Bouch et al. 2015; Torres-Cuevas, Parra-Llorca, et al. 2017).

A la semana después del nacimiento solo se observa un aumento
significativo en el cociente 3NO,-Tyr/p-tyr que sigue el aumento en el
grupo Nx21/100/21, sin embargo, este cociente refleja alteraciones a
nivel oxidativo, nitrosativo e inflamatorio en ese grupo. Por tanto,
parece que el dafio oxidativo inducido por la reanimacion de las crias
de ratén con oxigeno 100% a corto y largo plazo, es contrarrestado por
la exposicion de los animales a la hipoxia precondicionante durante la
transicion-fetal-neonatal. Cabe destacar que la expresion de la
isoforma neuronal de la éxido nitrico sintasa (nNNOS) de la corteza
cerebral en hipoxia de ratas recién nacidos es mayor a P5. Después de
este pico, la expresidon de nNOS disminuye lentamente desde P7 hasta
P20 (Rodrigo et al. 2005). Por tanto, la formacién de la 3NO,-Tyr en el
grupo Nx21/100/21 estaria indicando un aumento peroxinitrito, un
radical libre altamente reactivo y que se libera en condiciones de
estrés oxidativo/nitrosativo. Este biomarcador, la 3NO,-Tyr, se
observa en diversos estados patoldgicos o enfermedades y parece

desempenar un papel importante en el dafio cerebral inducido por
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procesos de isquemia/reperfusién o hipoxia/hipoxia reoxigenacion
(Serrano et al., 2003; Castro-Blanco et al., 20003; Encinas et al., 2004).
En estudios de desarrollo postnatal de PO a P10, se ha visto que hay
una alta expresién de nNOS, iNOS y aumento de los niveles de 3NO»-
Tyr. Estas moléculas parecen desempeiiar un papel importante en las
maduracién, plasticidad cortical e inflamaciéon produciendo dafo

cerebral (Serrrano et al., 2005; Brodsky et al., 2012).

El biomarcador de dafio al ADN que hemos determinado, cociente
8-OHdG/2-dG, muestra un perfil similar al obtenido en el dafio a
proteinas. La 8-OHdG es una de las principales lesiones de ADN
formado a partir de ERO. La guanina tiene un bajo potencial de
oxidacién y se oxida facilmente a 8-OHdG. La modificacién de la base
es mutagénica, ya que puede causar transversiones de GC a TA si no
son reconocidos y reparados (Yngve Sejersted 2017). Los resultados
obtenidos reflejan, aumento significativo del cociente en el grupo
Nx21/100/21. Este aumento no solo lo observamos en P1 sino que se
mantiene hasta la semana (P7) este dafio. Sin embargo, no
observamos dafio al ADN en el grupo Hx14/100/21. Con lo que
podemos concluir que la hiperoxia produce un mayor dafio oxidativo
en el ADN (Puente et al. 2014; D. Endesfelder et al. 2014) en las crias
nacidas en normoxia en comparacién con las nacidas en condiciones

hipdxicas.

En estudios clinicos con recién nacidos reoxigenados con diferentes
FiO, se ha observado un aumento de estos biomarcadores de dafio

tanto en plasma como en orina, y se correlacionan directamente con
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la concentracidon de O; durante la reanimaciéon (Vento etal. 2001,

2003, 2005, 2009; Rook et al. 2014).

No solo se confirman estos resultados a nivel metabdlico, sino que
lo vemos a nivel de dafio en las biomoléculas. Es muy probable que la
hipoxia precondicionante protege no solo ante un insulto agudo, sino
gue también activa un mecanismo que a la semana mantiene un

estado reductor en el cerebro de las crias de ratén.

Por otro lado, hemos analizado la expresién de varios genes como
dianas del factor de transcripcion HIF1l-a; factor de crecimiento
endotelial vascular a (vegfa) y eritropoyetina (epo) para evaluar la
respuesta hipdxica en nuestro modelo y la expresion de genes
inflamatorios como il-6, il1-B y tnf-a, de los receptores de adenosina
A1l purinérgicos (adoral) y del gen de la subunidad nr1 del receptor
glutaminérgico NMDA para ver como se afectan por el uso de

diferentes FiO, durante la TFN.

En cuanto a las dianas de HIF-1a, a P1 encontramos un aumento
significativo de epo en el grupo Hx14/21/21, que se mantiene incluso
hasta P7. Sabemos que la EPO desempefia un papel importante en el
sistema nervioso ya que tanto la EPO como su receptor aumentan su
expresion en células gliales, neuronas y células endoteliales bajo
condiciones hipdxicas y puede ejercer funciones neuroprotectoras,
antiinflamatorias y pro-angiogénicas (Fan et al. 2009). La EPO tiene
propiedades neuroprotectoras in vivo e in vitro y parece actuar de una
manera doble. Por un lado, protegiendo directamente a las neuronas

del dafio isquémico y por otro estimulando las células endoteliales y

252



Discusion

apoyando de ese modo el efecto angiogénico de VEGF en el sistema
nervioso. Por lo tanto, la activacidon de la expresién de epo a nivel
génico inducida por la hipoxia precondicionante podria ser parte de un
mecanismo de proteccidn fisioldgica autorregulado para prevenir la
lesién neuronal, especialmente bajo condiciones de hipoxia o frente a
una hiperoxia, mecanismo que no precisaria la activacién de vegfa
(Terraneo et al. 2017). En otros modelos animales se ha observado que
una hipoxia mas severa induce la expresion de vegfa ocurre de manera
inmediata después de haber sometido a hipoxia a ratones neonatales
(a las 0 horas). Puede ser que el pico de expresion del ARNm del gen
se haya producido ya y que a P1 sea tarde para observar el aumento

de los niveles del mensajero (Bernaudin et al. 2002).

Por tanto, los cambios que observamos en el grupo reoxigenado y
nacido en condiciones normoxicas, relacionados con inflamacién a P1
y expresién de receptores a largo plazo podrian ser debidos al estrés
causado por la propia TFN y acentuados por el insulto hiperdxico que
sigue manifestandose a la semana del insulto (Perigolo-Vicente et al.
2013; Knox et al. 2013; Millar et al. 2017) que no observamos en el
grupo Hx14/100/21.

Desde un punto de vista traslacional, nuestros datos sugieren que
un posible retraso en la oxigenacion a nivel extrauterino, después del
nacimiento induciria una serie de modificaciones en la regulacion
redox que podria ser protectoras a nivel cerebral (Vento et al. 2009;
Ezaki et al. 2009; Kapadia et al. 2013; Rook et al. 2014; Tataranno et al.
2015).
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3. Estudio histologico de la corteza cerebral

En el campo de la neurociencia, el desarrollo de las diferencias
entre humanos y la maduracion del cerebro de roedores son
conocidas, pero determinar las equivalencias exactas en el desarrollo
entre una especie y otra es una tarea multidimensional y una sola

respuesta no siempre es posible (Pressler y Auvin 2013) .

En general, aunque la escala de tiempo es considerablemente
diferente, la secuencia de eventos claves en la maduracién del cerebro
es en gran medida consistente entre los humanos y los roedores (Tabla

8).

Tabla 8. Comparacién de los principales procesos de desarrollo a nivel
cerebral entre ratones y humanos. (Semple et al., 2013).

Human Rodent Developmental milestones Reference (s)
23-32 wk gestation pnd 13 0l yte jon state changes—p Craig et al. (2003), Lodygensky et al. (2010),
(pre-term infant) dominance of mitotically active pre-OLs*, Dean et al. (2011ab)
Immune system development. Holsapple et al. (2003)
Establishment of the blood-brain barrier. Engelhardt (2003), Daneman et al. (2010)
36-40 wk gestation pnd 7-10 Peak brain growth spurt. Dobbing and Sands (1979), Bockhorst et al. (2008)
(term infant)
Peak in gliogenesis. Catalani et al. (2002), Kriegstein and Alvarez-
Buylla (2009)
Increasing axonal and dendritic density. Cowan (1979), Bockhorst et al. (2008),
Baloch et al. (2009)
0l yte state ch. tch Craig et al. (2003), Dean et al. (2011a,b)
to a pre-dominance of immature OLs.
Consolidation of the immune system. Holsapple et al. (2003)
2-3 year old pnd 20-21 Brain reaches 90-95% of adult weight, Dobbing and Sands (1973, 1979), Dekaban et al. (1987),
Giedd et al, (1999)
Peak in synaptic density at 50% > adult levels. Huttenlocher (1979), Micheva and Beaulieu (1996)
Peak in myelination rate, Keshavan et al. (2002)
Neurotransmitter and receptor changes. Hedner et al. (1986), Romijn et al. (1991)
4-11 year old pnd 25-35 Fractionation/specialization of prefrontal cortex Tsujimoto (2008)
neural networks (structural maturation).
Maximum volume of grey matter and Sowell et al. (1999), Bansal et al. (2008)
cortical thickness.,
12-18 year old pnd 35-49 Reduced synapse density, reaching a plateau at Huttenlocher (1979), Lidow et al. (1991)
adult levels.
Refinement of cognitive-dependent circuitry.
Ongoing myelination; increasing white matter Giedd et al. (1999), Chahboune et al. (2007),
volume and fractional anisotrophy. Baloch et al. (2009), Brouwer et al. (2012)
20 years + pnd 60+ Adult levels of neurotransmitters, Romijn et al, (1991)
Adult levels of synaptic density. Huttenlocher (1979)
Ongoing myelination and declining grey matter. Lebel and Beaulieu (2011), Lebel et al. (2012)

* OL: oligodendrocyte.
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En nuestros estudios trabajamos con ratones P1 y P7. Los ratones
recién nacidos, entre P1 y P3, corresponde a un cerebro de un nifio
prematuro de entre 23-32 semanas de gestacién, son cerebros
inmaduros al igual que en los recién nacidos pretérmino. Por otro lado,
los ratones de dia 7 posnatal (P7), corresponde a un desarrollo
cerebral de 36-40 semanas de edad gestacional en el feto humano

(Semple et al. 2013).

En los estudios histoldgicos nos hemos centrado en el ratén P1 para
ver los primeros cambios que ocurren en las crias cuando la TFN se da
en condiciones normoxicas o hipdxicas, y el efecto de la reanimacién
en ambas condiciones. La corteza cerebral de los ratones,
concretamente el neocrotex, al igual que la de los mamiferos esta
formada por 6 capas celulares y en cada una de las capas predomina
una clase de neuronas. Aunque el desarrollo estructural y funcional de
la corteza cerebral durante las primeras etapas es similar en diferentes
especies los puntos temporales y los periodos de distintos procesos de
desarrollo (neurogénesis, migracién, diferenciacién, sinaptogénesis,
apoptosis) difieren debido a las grandes diferencias en los periodos de

gestacion (Z. Molnar y Cheung 2006; Z. Molnar y Clowry 2012).

En la mayoria de las especies, las seis capas de la corteza cerebral
se generan durante las etapas prenatal y postnatal temprana
siguiendo un patrdn de dentro hacia fuera. La corticogénesis ocurre en
la zona ventricular y subventricular del cerebro durante el periodo de
desarrollo. La migracidon de las células postmitética ocurre a través de
la zona intermediaria y se producen movimientos intracorticales de los

grupos de neuronas formados sucesivamente a medida que alcanzan
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sus posiciones definitivas en el neocértex (Z. Molnar y Cheung 2006;
Salmaso et al. 2014; H. J. Luhmann 2017). Las neuronas en la capa (L)
6 son las primeras que nacen en la zona ventricular (VZ) y migran hacia
la superficie para dividir la capa plexiforme primordial (PPL) en la zona

marginal superficial (MZ) y la subplaca profunda (SP) (Figura 58).

Las neuronas de L3 y L2 como podemos observar en la Figura 58 se
generan mas tarde y migran a través de las capas inferiores, que estdn
pobladas con neuronas post migratorias que tienen propiedades mas
maduras. Hay dos poblaciones de neuronas que son generadas de
manera temprana y neuronas transitorias que tienen funciones
importantes en la corticogénesis: 1. Neuronas Cajal-Retzius (CRN) que
se localizan en la MZ (que mas tarde se convierte en L1) y controlan la
migracion neuronal radial (Kirischuk, Luhmann, y Kilb 2014), y 2.
Neuronas de la subplaca (SPNs) localizadas entre la sustancia blanca
(WM) y L6, jugando un papel importante en los circuitos tempranos
tdlamocorticales y en la maduracion de la arquitectura neocortical
(Kanold y Luhmann 2010). Las células CRN y las SPNs muestran
propiedades funcionales relativamente maduras en la corteza de
ratones recién nacidos, como son las descargas de potenciales de
accion repetitiva y entradas sindpticas prominentes, esto ha sugerido
que las SPNs estdan muy conectadas y pueden actuar como
amplificadores y eje de las redes neocorticales tempranas (C. C.
Luhmann 2009; Kanold y Luhmann 2010). Cuando todas las capas se
han formado, alrededor de P4-P5 en ratones, en humanos recién
nacidos se ha formado a corto plazo poco antes del nacimiento, la

mayoria de CRNs y una parte de las SPNs desaparecen y comienza el
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desarrollo de las redes neocorticales bajo una extensa reorganizacion

durante el periodo posterior de los diferentes sistemas sensoriales.
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Figura 58. Neurgénesis y migracion neuronal del neocdrtex de raton.

Con los resultados obtenidos en la presente tesis podemos
comparar como afecta la TFN bajo diferentes FiO; y la reanimacion
posterior, en las diferentes capas celulares y si estos cambios afectan

los tipos celulares de la corteza.

Los resultados nos muestran que el nacimiento bajo condiciones
normaxicas con una posterior reanimacion afecta principalmente a las
capas|, Il, llly IV mientras que las capas V, VI resultan menos afectadas
(Figura 42 y 44). En estas capas apreciamos células picndticas que nos
indican muerte celular y mayores espacios entre los somas lo cual nos
indicaria falta de células, porque que hay células que han muerto o
porque las células que deberian ocupar esos espacios mueren antes
de llegar o porque las células han perdido volumen celular (Figura 42

2). Cuando observamos lasimagenes de los grupos nacidos en hipoxia,
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los cambios se ven en las capas mas bajas V-VI, hay mayores espacios
intercelulares sobre todo en los grupos Hx14 8H y Hx14/14/14
respecto al control como podemos ver en la Figura 42. Sin embargo,
en el grupo que mantenemos con una Fi0,=0.14 todo tiempo hasta el
sacrificio, Hx14/14/14, observamos cambios en todas las capas incluso

con nucleos picnéticos.

Estos resultados podrian indicar que cuando el nacimiento tiene
lugar en condiciones ambientales y se produce una reanimacién el
oxigeno afecta a las capas mas superficiales con presencia de muerte
celular, sin embargo en el nacimiento en condiciones hipdxicas,
Hx14/21/21, las capas mas profundas se ven algo afectadas, estas
capas se corresponden con las mds ventriculares donde hay una mayor
proliferacién y por tanto, la falta el oxigeno necesario para poder
mantenerse en las condiciones normales de desarrollo y proliferacion
y cuando se produce la transicidon al 21% ese oxigeno adicional es
necesario para continuar con el desarrollo. Por otro lado si la transicion
se realiza con una Fi0,=1.0, al necesitar las células el oxigeno asumen
mejor ese 100%, no como tal, sino como si fuera una menor
proporcién de oxigeno y por eso los cambios que se observamos no
conllevan muerte celular. Pero si no se realiza la transicién,
Hx14/14/14, parece ser que se produce una afectacién de todas las
capas de la corteza incluso observamos muerte en las capas mas
profunda, porque el efecto de la hipoxia es prolongado y las células

necesitan el oxigeno para poder seguir desarrollarse correctamente.

En el grupo Hx14 8H, en el cual no se realiza la transicién al 21%,

vemos todavia comparado con el resto de grupo que falta desarrollo
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de las capas, esta corteza es mds inmadura, pero aun asi, la afectacién
en capas mas bajas puede apreciar, por tanto, podriamos indicar que
los cambios en esas capas se debe a la hipoxia y no a la propia

transicion.

Los cambios que se producen con la hipoxia los podriamos describir
como una ralentizacidn en el proceso de desarrollo o migracién hasta
la llegada del oxigeno. Pero esta ralentizacion producida como un
precondicionamiento no llega a producir muerte significativa en los
grupos que realizan la transicion, Hx14/21/21 y Hx14/100/21. Ademas,
los resultados que obtenemos de caspasa-3 y TUNEL confirman estos
resultados, hay un aumento significativo en el grupo Nx21/100/21 en
las capas de la corteza, siendo menor en el resto de grupos. Hay
estudios de hipoxia precondiconante ante un episodio de hipoxia-
isquemia (HI) en el cual la activacién de caspasa-3 disminuye en los
grupos expuestos a hipoxia (Carloni, Buonocore, y Balduini 2008) y
numeros estudios que indican una mayor muerte celular durante la
reperfusion o altas concentraciones de oxigeno (Faa etal. 2014;
«Vitexin Protects Against Hypoxic-Ischemic Injury via Inhibiting Ca
<sup>2+</Sup>/Calmodulin-Dependent Protein Kinase Il and
Apoptosis Signaling in the Neonatal Mouse Brain» 2017; Nishimura
et al. 2017). En los resultados en el cuerpo callosos hay un aumento
significativo en los grupos Hx14 8H y Hx14/14/14, que coincide con lo
observado en las imagenes, este resultado se puede deber a que
estamos en una regidn mas cercana a la proliferacién, capas mas

profundas afectadas por el oxigeno como veiamos en los semifinos.
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Por tanto, el desarrollo normal del cerebro fetal puede verse
afectado por varios factores genéticos, inflamacién, cambios en
sefiales extrinsecas e intrinsecas (Haydar et al. 1996; Carpentier et al.
2013). Posiblemente la sefalizacion del oxigeno en los
neuroprogenitores parece ser un mecanismo crucial para la
supervivencia durante el desarrollo del cerebro. Estudios in vitro
demostraron que una reduccidén de la concentracién de oxigeno
atmosférico al 3% promueve la proliferaciéon y el mantenimiento de
células madre de células progenitoras neurales aisladas (Storch et al.,
2001; Studer et al.,, 2000). El andlisis detallado del mecanismo
molecular subyacente de la sensibilidad al oxigeno de los
neuroprogenitores mostré que HIF-1a actia como regulador positivo
de la supervivencia, crecimiento y diferenciacidn de NPCs in vitro e in
vivo (Milosevic et al. 2007; Tomita et al. 2003; C. Zhao, Deng, y Gage
2008; Mazumdar et al. 2010). Mas tarde en modelos in vivo se evalud
y se demostro ser un factor esencial sélo para la angiogénesis, pero no
regulaba directamente ninguin subtipo de progenitor (Wagenfiihr et al.
2015). Los cambios en la corticogénesis in vivo pueden ser provocados
por varios mecanismos que controlan el desarrollo del cerebro fetal,
como alteraciones en la proliferacién, supervivencia celular,
diferenciacidon y migracién (Marin y Rubenstein 2003; Molyneaux et al.
2007). Comprender y saber exactamente cdmo actla el oxigeno en
este proceso no es del todo facil. También se realizaron experimentos
reduciendo el oxigeno atmosférico al 10% en ratonas prefiadas a E14
para ver el efecto en las crias que producia en el tejido hipdxico un
aumento de apoptosis en el prosencéfalo de su descendencia, lo que

dio lugar a una volumen cerebral reducido y grosor cortical o les
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inducian hiperoxia con 75% de oxigeno produciendo una expansion de
células proliferativas dando lugar a una nueva capa celular
neurogénica que contribuia a la corticogénesis (Wagenfiihr et al. 2015)
con lo que muestran que la proliferacién de los progenitores basales y
la generacion de neuronas corticales superiores fueron disminuidas
por la hipoxia en el cerebro fetal. O por ejemplo en lesiones producidas
por hipoxias crénicas durante el periodo postnatal, observaron una
migracion acelerada hacia las capas V y I, pero el nimero final de
neuronales en la edad adulta era el mismo (Simonova et al. 2003).
Estudios en los que inducen una lesion cerebral temprana (P2) de Hl
se ve una interrupcion de la actividad cortical con hallazgos similares
en prematuros humanos recién nacidos con lesion cerebral. Esto se
debe a una disminucion de la actividad cerebral asociada con la
expresion retardada de las subunidades y los transportadores del
receptor del glutamato (Ranasinghe et al. 2015). Parece que existe un
umbral en el cual la hipoxia es beneficiosa, pero por debajo de ese
umbral la proliferacidon de los progenitores y la neurogénesis estan
obstaculizados debido al aumento de la muerte celular en las capas

germinales.

En nuestro modelo también hemos hecho TUNEL para confirmar la
muerte por activacion de caspasa y los resultados indican que en la
corteza hay mas muerte en el grupo Nx/21/100/21 respecto al resto
de grupos del estudio. Estos resultados coinciden con los obtenidos en
el dafio al ADN cuando determinamos el cociente 8-oxodG/2dG (Figura

35).
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También hemos visto activacion de la microglia y aunque no hay
diferencias significativas en los grupos de estudio hay una tendencia a
aumentar en los grupos Hx21/100/21 y Hx14/14/14 que apoyan los
resultados vistos hasta el momento como en el marcador de dafio
proteico 3NO,-Tyr y los niveles de mensajeros de II-1b, II-6 y TNF-
a (Figuras 33 y 39).

Cuando se produce una lesién cerebral como consecuencia de una
hipoxia-isquemia seguida por reperfusién se produce un aumento de
los niveles de oxigeno que resulta en una produccion de ERO
(Schieber y Chandel 2014). Estas pueden dafiar acidos nucleicos,
proteinas y lipidos y los componentes mitocondriales son
especialmente susceptibles a la oxidacion debido a su proximidad a la
produccién de ERO (Chouchani etal. 2014). De modo que las
mitocondrias estdn involucradas en la produccién de ERO, pero
también son objetivos del estrés oxidativo. A medida que las enzimas
que degradan la membrana se activan, el estrés oxidativo y el aumento
de los niveles de Ca?* pueden afectar a la integridad de la membrana
subcelular, mientras que el agotamiento de los niveles de ATP
previene la reparacién eficiente. Todo ello conlleva a una disminucion
gradual de la integridad celular y funcionalidad (J. Y. Guo, Xia, y White
2013).

A pesar de que las mitocondrias tienen una alta capacidad para
secuestrar Ca?*, estas cantidades pueden deterioran la funcién
mitocondrial. Un desacoplamiento masivo de fosforilacién oxidativa y
reduccion del potencial de la membrana mitocondrial, produciria la

muerte celular (Picard y McEwen 2014). Se piensa que los efectos
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combinados de las ERO y los niveles elevados de Ca%* conducen a la
mitocondria a la apertura del poro de transicién de la permeabilidad
de la membrana interna (MPT) (Dirnagl, ladecola, y Moskowitz 1999;
Mergenthaler, Dirnagl, y Meisel 2004; Sesso et al. 2012). Una vez
abierto, la MTP rompe la permeabilidad de la membrana MMI,
permitiendo el paso libre de cualquier molécula mas pequena que
1500 Dalton. El movimiento de protones sin restricciones a través de
la membrana interna no desacopla la fosforilacidn oxidativa, sino que
también invierte la accidn de la ATPasa, resultando en una hidrdlisis

activa de ATP en lugar de sintesis de ATP (Dirnagl y Meisel 2008).

Otra consecuencia de la MPT es que las moléculas se equilibran a
través de la membrana interna, aumentando la presién osmética
coloidal de las proteinas de la matriz, causando una acumulacién de
agua e hinchamiento de la matriz, conocido como efecto swelling
mitocondrial. A menos que se inhiba la MPT, la reduccién de los niveles
de ATP afecta a la homeostasis idnica y metabdlica que activa
proteasas, fosfolipasas y nucleasas que degradan biomoléculas
celulares (Halestrap, Clarke, y Khaliulin 2007). Ademas, el swelling
conduce a una ruptura de la MME vy, por tanto, libera proteinas pro-
apoptéticas intermembranas, Incluyendo el citocromo ¢, que activa la
caspasa 9 y posteriormente Caspasa 3 (Martinou y Green 2001;

Hagberg 2004).

En el analisis morfométrico de las “estructuras vacuolares” y
dilataciones de la matriz mitocondrial (MM) en los grupos
reoxigenados, que son los que han sufrido un insulto hiperdxico

(FiO2=1.0) observamos el efecto swelling mitocondrial. El grupo con
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mayor efecto swelling es el Nx21/100/21, sin embargo en el grupo
Hx14/100/21 observamos mayores dilataciones de la matriz
mitocondrial lo que nos indicaria que hay un efecto causado por la
hiperoxia pero al estar previamente en condiciones hipdxicas no
llegaria a producirse la rotura y subsecuente la muerte de la
mitocondria. También la tortuosidad de la membrana estd relacionada
con los cambios que se producen en la MMI, bien sea por la dilatacion

o por el efecto swelling.

Por otro lado, la rotura de la MME que afecta mayoritariamente al
grupo Hx14/14/14, indica que una hipoxia prolongada no produce
swelling sino probablemente una rotura de la membrana que acabara
destruyendo a la mitocondria ya que no consigue adaptarse a estas

condiciones.

En cuanto al nimero de crestas en los grupos nacidos con hipoxia
es donde mas encontramos, indicando que en el grupo Hx14/21/21

son en el que mejor estdn desarrolladas y formadas.

Por otro lado, observamos que el grupo de mayor drea
mitocondrial es el Hx14/100/21, respecto al control, al grupo
Hx14/21/21 y Hx14/14/14, por las imagenes obtenidas en este grupo
al ser reanimado con el 100% de oxigeno hay un alto porcentaje de
células con dilataciones de la matriz mitocondrial, debido a esto podria
estar aumentando el area. Respecto a la circularidad, la forma tipica
de las mitocondrias es mds elongada coincidiendo con el grupo
Hx14/21/21, en el cual la morfologia de las mitocondrias es la tipica

mitocondrial, elongadas con crestas transversales.
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El daifio cerebral en el periodo perinatal es una causa comun de
déficit neuroldgico, por lo tanto, es necesario entender mejor la
fisiopatologia y encontrar estrategias para su prevencidn vy
tratamiento. El estrés oxidativo es una caracteristica temprana de la
asfixia, hipoxia-isquémia perinatal y estd relacionada con |Ia
discapacidad mitocondrial, exitotoxicidad y muerte celular por
apoptosis en cerebros inmaduros. Estos cerebros son mas vulnerables
al estrés oxidativo y las mitocondrias son las primeras dianas. Una
diferencia importante en el cerebro en funcién del grado de madurez
es, que el cerebro inmaduro ante un dafio por estrés oxidativo, libera
proteinas proapoptéticas desde la mitocondria y el maduro no
(Blomgren y Hagberg 2006). En el cerebro inmaduro se activan
mecanismos apoptéticos que requieren la liberacidn de proteinas pro-
apoptadticas desde las mitocondrias. Las mitocondrias son importantes
reguladores de la muerte celular a través de su papel en el
metabolismo energético, la homeostasis del calcio, y su capacidad
para liberar proteinas apoptogénicas y producir ERO (Valko et al.
2007). La formacion de las ERO es una de las dianas prometedoras para

la neuroproteccién a nivel cerebral.

Por tanto, las mitocondrias desempefian un papel critico en Ila
iniciacion de la muerte celualr. Dado que los inhibidores de la apertura
MPT tienen actividad citoprotectora en los efectos del corazén vy el
cerebro (Halestrap, Clarke, y Khaliulin 2007), la MPT podria ser
modulado por una isquemia precondicionada. De hecho, Ia
citoproteccién inducida por este preacondicionamiento ha sido

demostrada en la inhibicion de la MPTP durante la isquemia de
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miocardio (Javadov et al. 2003). El papel funcional de MPT en el

preacondicionamiento en el cerebro esta todavia por demostrar.

En el ser humano el cerebro produce la neurogénesis y el
hipocampo termina de madurar en las primeras etapas postnatal con
neuronas ya maduras y se lanza a la corteza a establecer las
conexiones (Abraham et al. 2007; Wierenga et al. 2014). La inmensa
mayoria han conectado, pero deja algunas y van conectando con los
anos, pero no se producen nuevas. El gran nimero de neuronas
jovenes que continlan migrando en el cerebro humano al nacer y
durante los primeros meses de vida, las lesiones durante este tiempo
como la hipdxia, isquemia, podria afectan el reclutamiento neuronal
(Chouchani et al. 2014; Salmaso et al. 2014) y pueden contribuir a las
desventajas sensoriomotoras y déficit neurocognitivos, incluidos los
gue observamos en epilepsia, paralisis cerebral y autismo (Marin-

Padilla 2012).

En el ratdn ocurre lo contrario cuando nace, el hipocampo no estd
formado, sin embargo la corteza esta avanzada en el desarrollo, pero
termina de desarrollase a nivel postnatal (Wagenfiihr et al. 2015). Si la
corteza no se forma bien el hipocampo no puede establecer las
conexiones con la corteza. Por tanto, es importante que las
concentraciones de oxigeno sean las adecuadas para que se produzcan

todas las oleadas de migraciones y se establezcan las conexiones.

Es cierto que el desarrollo del cerebro presenta grandes diferencias
entre los mamiferos. Esto no quiere decir que la informacién que se

obtenga en ratones no sea valida para el humano, pero la translacion
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clinica debe hacerse con cuidado, por ejemplo, es conocido que los
humanos tienen una neurogénesis en la corteza cerebral corta
mientras que en ratones esta neurogénesis es todavia es mas larga y

que se prolonga a lo largo de toda la vida (Paredes et al. 2016).

De todos modos, con nuestros nuevos resultados todavia no
podemos descartar que nuestro modelo podria inducir efectos
perjudiciales en los ratones recién nacidos, pero que inequivocamente
estos nuevos datos refuerzan la idea de que la transicién fetal neonatal
en condiciones hipdxicas (Fi0,=0.14) podria tener ciertas ventajas a
corto y largo plazo al menos en tejidos como el cerebro frente a una
posible reanimacidn. Estos hallazgos podrian ser de especial relevancia
en situaciones patofisiolégicas como la reanimacién con oxigeno y

especialmente en la prematuridad.
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VII. CONCLUSION






Conclusion

To put forward a novel mice model of fetal-to-neonatal
transition that allows changes in the inspiratory fraction of

oxygen (FiO,) resembling the clinical situation.

To fulfill the study design requirements an ad hoc oxy-
chamber that allowed for rapid changes in the breathing
oxygen content, observation of the fetus, and assessment of

birth timing was designed and validated.

Regarding the aerobic metabolism, we found that mice pups
subjected to hypoxia showed an increased anaerobic
metabolism (lower energetic charge) and increased glycolytic
enzymes’ activities in the first 4 hours; however, after 8 hours
of hypoxia aerobic metabolism was restored with ATP levels,
energetic charge and glycolytic enzymatic activities recovering

normal values.

A hypoxic environment (14%) maintained during transition
and the first 8 h immediately after birth causes a
preconditioning that keeps lower levels of oxidative stress and
oxidative damage biomarkers until P7 when confronted with a

hyperoxic insult.

One hour hyperoxic insult (Fi0,=1.0) in mice born in normoxia

(FiO2= 0.21) causes a greater increase in death along the brain

cortex than if born under hypoxic conditions (Fi0,=0.14).
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Mice offspring maintained from birth to P1 with an Fi0,=0.14
exhibit morphologic changes characterized by increased
intercellular spaces and death especially in layers V and VI of

the cerebral cortex.

Mitochondria from the group Nx21/100/21 exhibited an
increased swelling, dilatation of the mitochondrial matrix,
rupture of the mitochondrial external membrane and number
of creases as compared to Hx14/100/21 revealing a partial

protective effect of hypoxic preconditioning.

Our results provide analytical and histological evidence of
some protective effect of transient hypoxia during the
adaptation period immediately after birth. However, medium-
and-long-term follow up is necessary to fully evaluate the

consequences of this intervention.
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