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1. Resumen

Estudios clinicos y preclinicos relacionados con el infarto de miocardio han mostrado
una fuerte correlacién entre el dafo cardiaco y la activacion de la microglia cerebral.
Este eje corazén-cerebro puede proporcionar la base para el desarrollo de nuevas
aproximaciones terapéuticas con utilidad en los pacientes con infarto agudo de
miocardio. Teniendo en cuenta las importantes propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias que presentan determinados extractos provenientes de productos de
desecho del aceite de oliva ricos en polifenoles y triterpenos, resulta de gran interés
estudiar el posible efecto beneficioso que pueden tener sobre la salud. Por ello, a lo
largo de este trabajo de investigacion se llevé a cabo la caracterizacion funcional de un
extracto proveniente del alperujo, el PLE-A (Pressurized Liquid Extraction-Alperujo) en
el contexto del dafio isquémico cardiaco.

En primer lugar, se caracterizé un modelo in vitro que simula la cardiopatia isquémica,
empleando cardiomiocitos H9c2 tratados con un agente quimico mimético de hipoxia, el
cloruro de cobalto (II) (CoClz). Asi observamos que el tratamiento de las células H9c2
con CoCl; induce acumulacion del factor HIF-1a, muerte celular programada y
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dando lugar a un estrés oxidativo.
A continuacion, se analizo el posible efecto del extracto de alperujo PLE-A en esta
situacion isquémica. Encontramos que a las dosis a las que no afectaban a la viabilidad
celular, el extracto indujo una modulacién de la situacion hipdxica, mostrando su
capacidad antioxidante, pero no era capaz de disminuir la apoptosis de las células.

A continuacion, para el estudio del efecto del extracto sobre la neuroinflamacion que se
produce tras los procesos isquémicos cardiacos, se utilizé como modelo experimental
la linea celular de microglia (BV2) estimulada con lipopolisacarido, LPS. Se observé que
este extracto, PLE-A, disminuia el perfil proinflamatorio asociado a la microglia reactiva
sin afectar a la viabilidad de las células.



2. Introduccion

2.1. Cardiopatia Isquémica

La cardiopatia isquémica o enfermedad coronaria se produce cuando las arterias que
suministran sangre al musculo del corazén se obstruyen, de manera parcial o completa,
por lo que no le llega el flujo sanguineo. La principal causa de esta patologia es la
arteriosclerosis, una inflamacién crénica de las arterias que provoca un endurecimiento
y acumulacién de placas de colesterol (placas de ateroma) en sus paredes, lo que
favorece la formacion de trombos. Se distinguen 3 tipos de cardiopatia isquémica:
Infarto agudo de miocardio, angina de pecho estable y angina de pecho inestable.’

En Europa, se estima que la enfermedad cardiovascular es la causa de 4 millones de
fallecimientos cada afio, lo que supone el 47% de todas las muertes.’

Este proceso empieza en las primeras décadas de la vida, pero no presenta sintomas
hasta que el estrechamiento (estenosis) de las arterias coronarias se hace tan grave
que causa un desequilibrio entre el aporte de oxigeno al miocardio y sus necesidades.?

Por lo que, en la isquemia, tanto el oxigeno como los nutrientes que generalmente lleva
el suministro de sangre se vuelven limitados. Las patologias hipdxico-isquémicas
ocurren a partir del déficit de oxigeno, provocando una deficiencia de energia. *

Tras un infarto de miocardio se producen un gran nimero de cambios en el miocardio a
multiples niveles: estructural, celular, extracelular, molecular, bioquimico y metabdlico.
Que finalmente resultan en dilatacion, aumento de esfericidad y reduccion de la funcién
cardiaca. El remodelado cardiaco es un proceso por el que se ven alterados el tamafio,
la forma y la funcién ventricular como consecuencia la lesion infringida al miocardio.

Es interesante mencionar las observaciones histoldgicas de diferentes estudios que
apuntan a la existencia de un vinculo entre enfermedades cardiovasculares como el
infarto de miocardio, la insuficiencia cardiaca, la isquemia/reperfusion cardiaca, entre
otras, y la activacion de la microglia. 4 ® Estudios clinicos y preclinicos han mostrado
como el infarto de miocardio (IM) conduce a una respuesta inflamatoria temprana, que
ademas de estimular la remodelacién adversa del ventriculo izquierdo, también
desencadena el aumento de la microglia activada en diferentes partes del sistema
nervioso. ® Esta activacion de la microglia se ha relacionado tanto con la depresion
subyacente al infarto de miocardio, como con las arritmias ventriculares post-infarto. 7
Esto ha llevado a proponer que la microglia sirva ademas de como modulador
neuroinmune como objetivo potencial para las enfermedades cardiovasculares.

Figura 1. Cardiopatia Isquémica. 8

2.2. Hipoxia

La hipoxia es la situacion que tiene lugar cuando la cantidad de oxigeno transportada a
las células y tejidos del organismo es insuficiente, con compromiso en la funcion de los
mismos, causando sintomas como dolor de cabeza, somnolencia, sudoracion fria e
incluso desmayos. Esta alteracion puede ocurrir como consecuencia de enfermedades
cardiacas, pulmonares y también puede surgir debido a anemia y a gran altitud. °



Los tipos de hipoxia estan relacionados con la causa de la falta de oxigeno en el cuerpo,
pudiendo ser: Hipoxia respiratoria, hipoxia anémica, hipoxia circulatoria e hipoxia de
organos especificos. 1°

En términos generales una disminucion del aporte normal de oxigeno en
las células desencadena una serie de eventos oxidativos (por la generacién de ROS
principalmente a nivel mitocondrial), inflamatorios y apoptéticos que se extrapolan hasta
dafio tisular y dafio generalizado al organismo."’

El factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1) es un factor de transcripcién basico que media
las respuestas homeostaticas a la hipoxia. HIF-1 es un heterodimero que consiste en
dos subunidades: HIF-1a, subunidad sensible al oxigeno que se estabiliza en
condiciones hipoxicas y HIF-1B, se expresa constitutivamente. '?

Cuando se dan niveles de normoxia, HIF-1a se hidroxila y ubiquitiniza para degradarse
en el proteosoma. En cambio, cuando la concentracion de oxigeno es baja, las prolil-
hidroxilasas no pueden hidroxilar HIF-1a, provocando su estabilizacion y acumulacion.
En estas condiciones HIF-1a se transloca al nucleo donde se dimeriza con la subunidad
B y promueve la induccién de gran variedad de genes dependiendo del tipo celular. Se
ha descrito que HIF-1a activa la expresidn de genes relacionados con metabolismo
energético, angiogénesis, apoptosis o de adaptacion a la hipoxia.™
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Figura 2. Respuesta de HIF-1a ante situaciones de Hipoxia y Normoxia. 4

Hay ciertas proteinas dependientes HIF-1a, como es el caso de la hemo oxigenasa 1
(HO-1). Se trata de una enzima que cataliza la descomposicion del hemo en el
antioxidante biliverdina, el agente antiinflamatorio monéxido de carbono y el hierro.' La
HO-1 es un miembro de la familia de proteinas de choque térmico, que estan asociadas
con defensas antioxidantes celulares y funciones antiapoptéticas.'®
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Figura 3. Modelo esquematico de la regulacion del estrés oxidativo y la apoptosis por HO-1 en
células expuestas a estrés térmico. 16



La HO-1, gracias a su actividad antioxidante puede contrarrestar el efecto nocivo de la
produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) que se producen en
diversas patologias, por ejemplo: durante la progresion del cancer y en la obesidad, el
sindrome metabdlico y las enfermedades cardiovasculares. '*

2.2.1. Agente mimético de Hipoxia: Cloruro de Cobalto (CoCly)

El cloruro de cobalto (ll) es un sélido inorganico formado por la unién del metal cobalto
en su estado de oxidacién +2 con el ion cloruro. Su color depende del grado de
hidratacion que presente.'®

Algunos de sus usos son: tratamiento de casos especiales de anemia, catalizador en
reacciones quimicas, estandar en analisis quimicos, mejora de las propiedades
mecanicas de los polimeros, etc. '®

En investigacion, el CoCl; juega un papel de gran importancia ya que se trata de un
compuesto metalico que actuia como agente mimético de hipoxia. Se emplea a
diferentes concentraciones en funcion de la linea celular que se utilice. El CoCl, actua
como modulador enzimatico al bloquear el sitio catalitico de las prolil-hidroxilasas,
enzimas encargadas de la regulacion del HIF-1a. La hipoxia quimica inducida por el
cloruro de cobalto es uno de los modelos in vitro mas utilizados, estabiliza los factores
inducibles por hipoxia 1a y 2a en condiciones normoxicas. Aunque una disminucién en
la concentracién de oxigeno es el modelo 6ptimo de hipoxia, el acceso a una camara de
hipoxia 0 a una camara de CO; incubadora con niveles de oxigeno regulados no es
posible en muchos laboratorios. '® El modelo de hipoxia quimica ofrece varios beneficios
frente al modelo que emplea gas, ya que este ultimo constituye un método mas complejo
y menos reproducible. 2° 2!

Estos modelos in vitro con agentes quimicos, que utilizan como base los cultivos
celulares, generan vias de sefalizacién similares a las que se desencadenan cuando la
concentracion de oxigeno es baja en el medio intracelular. El principal objetivo de estos
modelos es la busqueda de mecanismos relacionados con los eventos patologicos y
encontrar nuevas opciones de tratamiento y terapias que sean efectivas en diversos
tipos de patologias. Actualmente, una gran cantidad de trabajos de investigacion estan
enfocados en el contexto de la cardiopatia isquémica y la bisqueda de nuevas dianas
y aproximaciones terapéuticas. %2 23 24

2.3. Estrés oxidativo y especies reactivas de oxigeno (ROS)
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas quimicamente reactivas que
contienen oxigeno, se forman como un subproducto natural del metabolismo normal del
oxigeno Y tienen funciones importantes en la sefializacion celular y la homeostasis. 2°
En concentraciones moderadas estan involucradas en varias vias de senalizacion,
sintesis de estructuras celulares y defensa del huésped contra patdgenos. %

El estrés oxidativo se define ampliamente como un desequilibrio entre la produccion de
ROS y su eliminacion por las defensas antioxidantes celulares ?°. Estos antioxidantes
son sustancias que neutralizan o eliminan los radicales libres donando un electron. El
efecto neutralizante de los antioxidantes ayuda a proteger los sistemas bioldgicos del
estrés oxidativo. 26 No obstante, una produccion excesiva o no controlada de especies
reactivas de oxigeno puede causar dafo celular, incluso una muerte celular
programada, y esta implicada en una variedad de condiciones patoldgicas. %



2.4. Apoptosis

El proceso de muerte celular programada, o apoptosis, generalmente presenta
caracteristicas morfoldgicas y mecanismos bioquimicos dependientes de la energia. La
apoptosis se considera un componente vital de varios procesos que incluyen la
renovacion celular normal, el desarrollo y funcionamiento adecuados del sistema
inmunitario, etc. La apoptosis inapropiada es un factor fundamental en muchas
condiciones humanas, incluidas las enfermedades neurodegenerativas, el dafo
isquémico, los trastornos autoinmunes y muchos tipos de cancer. La capacidad de
modular la vida o muerte de una célula es reconocida por su inmenso potencial
terapéutico. #7

La apoptosis es una cascada proteolitica, presenta dos grandes vias para iniciarla:

- Via extrinseca. Medida por los receptores de muerte. Al final de esta via
metabdlica, la caspasa iniciadora, la caspasa-8 se activa, dando paso a la fase
de ejecucion de apoptosis.?®

- Viaintrinseca. Mediada por las mitocondrias. Esta via es controlada por la familia
de proteinas Bcl-2. Como resultado de esta via se da la formacion del complejo
"apoptosoma” por la adhesién de dos factores por-apoptéticos. Posteriormente,
se activan una serie de caspasas, siendo la cascapasa-9 la iniciadora de esta
via, causando la destruccion celular. 28
Las caspasas efectoras (como caspasa-3) son proteasas ejecutoras clave y
comunes en ambas vias de induccion de apoptosis. ?°
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Figura 4. Vias de la Apoptosis celular. 0

2.6. Efectos de la Hipoxia en Cardiomiocitos

El corazén es un érgano altamente especializado para la contraccioén, cuya funcion es
proporcionar un adecuado suministro de sangre al resto de los érganos y tejidos del
organismo. La disminucion de la disponibilidad de oxigeno (situacion hipdxica) en el
corazon puede deberse a diversas causas, entre las que se encuentran la disminucién
de la presion parcial de oxigeno en la sangre (hipoxemia) y la interrupcion abrupta del
flujo coronario al corazon (episodio isquémico). 31

Como consecuencia de la hipoxia en el miocardio, la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en los cardiomiocitos, producen una alteracion de la permeabilidad
de la membrana plasmatica, aumentando la entrada de calcio. Este incremento masivo
de la concentracion de calcio en la mitocondria inhibe la produccion de ATP y dispara
los mecanismos moleculares que conducen a la muerte celular. 3' 32 33 Mltiples factores
estan involucrados en esta via de muerte celular programada, pero debido a que
determina en gran medida la respuesta celular a la hipoxia, HIF-1 ha sido un candidato
para regular también la apoptosis inducida por hipoxia. 34 3



El papel de ROS en el dafio de érganos inducido por la lesién por isquemia miocardica
esta bien establecido. Muchos estudios han demostrado que la inhibicion de la
produccion de ROS ofrece proteccidon contra las lesiones tisulares que se producen
durante la isquemia/reperfusion, evitando por lo tanto el estrés oxidativo. % Otros
estudios han tratado de inhibir las fuentes responsables de la produccién de ROS. 36

2.7. Extractos bioactivos.

Los antioxidantes son compuestos que el cuerpo humano emplea para disminuir el
estrés oxidativo generado por la presencia excesiva de ROS. En la naturaleza nos
encontramos con multitud de compuestos con dichas propiedades, como es el caso de
las vitaminas A, C y E, que se adquieren en la dieta o antioxidantes que genera el propio
organismo como es el caso del glutation. 3 También cabe destacar los polifenoles, los
cuales son compuestos bioactivos presentes en las aceitunas, que ofrecen notables
beneficios para la salud debido a sus reconocidas propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, tales como la defensa ante los efectos oxidantes y dafiinos de ROS;
siendo ademas los responsables de la estabilidad del aceite y de las propiedades
organolépticas. 8

El orujo graso humedo o alperujo es el principal subproducto de la industria del aceite
de oliva y es potencialmente peligroso para el medio ambiente. Sin embargo, contiene
compuestos fendlicos para los que se ha descrito un amplio espectro de efectos
beneficiosos, antioxidantes y antiinflamatorios, sobre diferentes tipos de células y
organos, ya sea en la salud o en la enfermedad. La valorizacion de estos residuos tiene
gran utilidad en diversos campos, como en la farmacia, cosmética o la alimentacion. Los
compuestos bioactivos pueden ser obtenidos a partir de extraccion con liquidos
presurizados utilizando como disolventes etanol o agua en diferentes condiciones. 3°

En el Grupo de Procesos a Alta Presién del Dpto. Ingenieria Quimica y Tecnologia del
Medio Ambiente de la Escuela de Ingenierias Industriales de la Universidad de
Valladolid, se han obtenido diferentes extractos del alperujo, mediante técnicas
convencionales y mediante extraccion con liquidos presurizados, los cuales ya han sido
evaluados en el contexto del dafio ocular.*°

El gran potencial como antioxidantes de dichos extractos genera mucho interés para su
estudio en un entorno en el que se generen altos niveles de ROS, como es el caso de
la isquemia cardiaca. Considerando las recientes observaciones en pacientes y modelos
animales de IM, que describen la presencia de neuroinflamacion tras un infarto de
miocardio, los enfoques de investigacion cientifica que consideren el control tanto del
dafo que se produce en las células de miocardio como de la neuroinflamacion (en el
contexto del IM) seran de gran importancia para el manejo de estos pacientes. 4 42

Nos proponemos estudiar la caracterizacion funcional del extracto PLE-A (Pressurized
Liquid Extraction-Alperujo) para comprobar si puede desempenar un papel modulador
sobre cardiomiocitos sometidos a hipoxia quimica, asi como en células microgliales
activadas. #!



3. Hipodtesis y Objetivos

3.1. Hipotesis

Dado que los procesos isquémicos-hipdxicos dan lugar a procesos inflamatorios y
oxidativos y, como consecuencia, a un dafo tanto en la microglia como en
cardiomiocitos, el uso del extracto de alperujo PLE, con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, es capaz de atenuar la respuesta a la hipoxia en cardiopatia isquémica
y reducir la inflamacion en procesos neurodegenerativos.

3.2. Objetivos

Teniendo en cuenta esta hipétesis, el objetivo principal de este trabajo es estudiar el
posible efecto protector del extracto PLE-A sobre la hipoxia quimica generada con CoCl,
en una linea celular de cardiomiocitos (H9C2) y sobre la neuroinflamacién empleando
como modelo de microglia reactiva la linea microglial murina BV2 tratada con LPS.

Para lograr dicho objetivo, se propone el estudio del estrés oxidativo, apoptosis e
inflamacién en situaciones hipdxicas e inflamatorias en presencia y ausencia del
extracto, una vez determinada su dosis 6ptima.



4. Materiales y Métodos

4.1. Materiales
4.1.1. Anticuerpos

Tabla 1. Anticuerpos secundarios.

Anticuerpo 1° Referencia Casa Comercial
HO-1 SPC-112D StressMarq
Caspasa-3 9664S Cell Signalling
HIF-1a 610958 BD
B-Actina A5441 Sigma
iINOS 610431 BD
NLRP3 MAB7578 R&D
COX-2 160126 Cayman
Tabla 2. Anticuerpos secundarios.
Anticuerpo 2° Referencia Casa Comercial
Anti Mouse 9410 cytiva
Anti Rabbit 9340 cytiva
4.1.2. Reactivos
Tabla 3. Reactivos comerciales.
Reactivos Referencia Casa Comercial Técnica
H202 (30% Vv/v) Merk Milipore Western Blot
MTS G3582 Promega Viabilidad celular
Anexina V- Isocianato de fluoresceina ANXVF- Immunostep Citometria de flujo (Apoptosis)
(FITC) 200T
Binding Buffer 10X BB10X- Immunostep Citometria de flujo (Apoptosis)
50ML
DMEM 1X 10-013-CV Corning Cultivos celulares
Tripsina/EDTA 0.25% (1X) 25200-072 gibco Cultivos celulares
FBS (Suero Bovino Fetal) Cultivos celulares
BSA (Albumina de Suero Bovino) A3059- Sigma-Aldrich Western Blot (Bloqueo)
100G
Marcador proteico BlueStar preservado MWP03 Nippon Genetics Western Blot
Europe
DHE (Dihidroetidio) D23107 Invitrogen Microscopia de fluorescencia,
Citometria de flujo
DCFHDA (Diacetato de 2'- D6882 Sigma-Aldrich Microscopia de fluorescencia,
7'diclorofluorescina) Citometria de flujo
4.1.3. Estimulos
Tabla 4. Estimulos celulares.
Estimulos Referencia Casa Comercial Dosis
CoCl2-6H20 C8661-25G Sigma-Aldrich En las H9c2: 600ug/mL
Lipopolisacarido (LPS) de E.coli L 2630 Sigma-Aldrich En las BV2: 1mg/mL



4.1.4. Compuestos Bioactivos

A lo largo de este trabajo, se ha utilizado un extracto de naturaleza fendlica enriquecido
en hidroxitirosol, presente en el alperujo. La obtencién del extracto, PLE-A, se produjo
mediante extraccion con liquido presurizado a partir del alperujo. 3°

Este extracto fue cedido por la Dra. Soraya Rodriguez-Rojo del departamento de
Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio, Escuela de Ingenierias Industriales,
Universidad de Valladolid, en el contexto de un estudio en colaboracién.3® 4°

La caracterizacion quimica incluye la determinacion de diferentes polifenoles y terpenos
se realiza por el departamento/laboratorio responsable de la extraccion, la cual esta
actualmente en curso.
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Figura 5. Extraccion fendlica del alperujo pretratado de forma diferente y efecto del secado del
extracto. Todos los extractos se evaluan en términos de actividad antioxidante (AA) y riqueza
en contenido fendlico total (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), oleuropeina(OL),
oleaceina(OLC), hidroxitirosol(HT) y tirosol(TY). 39

4 .1.5. Cultivos celulares

4.1.5.1. H9c2

Los cardiomiocitos de rata, H9c2, ofrecen una linea celular con un valioso modelo in
vitro para estudiar la capacidad metaboélica del corazon. #2 Dicha linea celular adherente
(ATCC) proviene de células del ventriculo cardiaco de embrion de rata y presenta una
caracteristica conformacion alargada.

Figura 6. Linea celular H9c2

Estas células se cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con L-
glutamina, glucosa 4.5 g/L, y piruvato sddico, al cual se adiciona 10% de Suero Bovino
Fetal (FBS) y un 1% de antibiéticos (penicilina/estreptomicina) en un incubador a 37°C
con un flujo de 5% de CO,. Cuando las células alcanzaban una confluencia del 80-90%
se cambia el medio de cultivo, para ello se retira dicho medio, se adiciona Tripsina/EDTA
0.25%, se deja actuar hasta que se observa que las células han comenzado a
despegarse, posteriormente se toma la cantidad necesaria (0.6-0.8mL) para realizar
cada pase. Los experimentos se realizan entre los pases 10 — 22. Alcanzada la
confluencia, las células que seran estudiadas experimentalmente, se incuban en un



medio DMEM al 1% de FBS durante 4 h para inducir asi una deteccion temporal del
ciclo celular, es decir, la quiescencia y posteriormente se estimulan.

415.2. BV2

La linea de células microgliales murinas inmortalizadas BV-2 se ha utilizado con
frecuencia como modelo sustituto de la microglia primaria.** Esta linea celular adherente
procedente de raton fueron cedidas por el Dr. J.R. Bethea (Escuela de Medicina de la
Universidad de Miami, Florida, USA). Presentan una conformacion redondeada.

Las BV2 pueden activarse para liberar citoquinas proinflamatorias por estrés oxidativo
o factores inflamatorios. Tal estimulo posiblemente desencadene un trastorno
neurodegenerativo, por lo que las BV2 se usan ampliamente como un sistema modelo
alternativo para la microglia primaria y el modelo de enfermedad neurodegenerativa in
vitro. El modelo generalmente es inducido por el tratamiento con lipopolisacaridos
(LPS).*s EI LPS es reconocido por diferentes clases de células inmunes como una
molécula peligrosa. El origen del LPS puede explicar muchos de los sintomas clinicos
asociados con una respuesta inflamatoria, ya que se ha demostrado que es un
componente importante de la pared celular bacteriana, eventualmente descrita como
endotoxina. 46

Figura 7. Linea celular BV2

Estas células se cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con L-
glutamina, glucosa 4.5 g/L, y piruvato sédico, al cual se adiciona 5% de Suero Bovino
fetal (FBS) y un 1% de antibiéticos en un incubador a 37°C con un flujo de 5% de CO..
Cuando las células alcanzaban una confluencia del 80-90% se cambia el medio de
cultivo, para ello se retira dicho medio, se adiciona GHCKS (0.006m/v, 0.0003m/v,
0.003m/v, 0.002m/v, 0.005m/v, pH:7.5) hasta que se produce la quelacién del calcio y
por lo tanto las células adheridas comienzan a despegarse, posteriormente se diluyen
en medio DMEM y se toma la cantidad necesaria (0.4-0.3mL) para realizar cada pase.
Los experimentos se realizan entre los pases 10 — 22. Una vez alcanzada la confluencia
necesaria, las células que seran estudiadas experimentalmente, se incuban en un medio
DMEM sin FBS durante 24 h para inducir la quiescencia y posteriormente se estimulan,
para luego ser analizadas segun el protocolo que corresponda a la técnica que se va a
emplear.

4.2. Métodos
4.2.1. Analisis de Proteina

4.2.1.1. Extraccion de Proteina

La linea celular H9c2 se cultivd en placas P30, una vez alcanzada una confluencia del
80%, se incubaron en medio al 1% de suero durante 4 h. A continuacion, se trataron
durante 30 min con diferentes dosis del extracto PLE-A (8, 40 y 80 upg/mL), y a
continuacion se estimularon con CoCl; a las dosis indicadas y se incubaron durante 18
horas. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron dos veces con tampén PBS frio
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y se afiadié tampdn de lisis, Buffer de Laemmli 3X (0.5 M Tris y pH 6.8, 35% (v/v) glicerol,
0.006% (p/v) azul de bromofenol, 6% (p/v) SDSy 1 M DTT). Por ultimo, se hirvié el lisado
celular durante 5 minutos, se utilizé una jeringuilla de insulina para romper el ADN y que
no interfiriera en el procesamiento posterior. Las muestras se conservaron a -20°C hasta
Su USsoO.

4.2.1.2. Inmunodeteccion de proteinas mediante Western Blot

Esta técnica también conocida como inmunoblot o electrotransferencia, se trata de un
método analitico usado para identificar proteinas especificas en una mezcla compleja
de proteinas. La técnica utiliza tres etapas para lograr dicho objetivo: separacién por
tamanio, transferencia a una membrana y, finalmente, visualizacién mediante el marcaje
de proteinas con el uso de anticuerpos primarios y secundarios apropiados.

El gel encargado de separar las proteinas de los lisados celulares esta dividido en dos
secciones. La funciéon del gel de empaquetamiento (stacking gel) es compactar el
extracto proteico depositado en cada uno de los pocillos, de forma que el frente sea el
mismo en todos los casos. El gel de resolucion (running gel) se encarga de separar las
proteinas desnaturalizadas y cargadas negativamente en funcién de su tamafio segun

migran hacia el anodo. 4’
L L L LI L]

Stacking Gel

Running Gel

Figura 8. Gel de electroforesis.

La electroforesis se realizd depositando 25uL del lisado celular sobre cada uno de los
pocillos de geles SDS-PAGE al 10-12% de una solucién de acrilamida/bisacrilamida
(30% p/v) en tampon de electroforesis (3% Tris (p/v) 25mM, 14.4% Gilicina (p/v) 0.2M,
1% SDS (p/v)). Se dejo correr a 135V hasta que el frente de proteinas sali6 por la parte
inferior del gel.

A continuacion, las proteinas se transfirieron a una membrana de polivinildeno difluoruro
(PVDF), previamente activada con metanol 100% (1 min), durante 1 h a 350mA. Se tifid
la membrana de forma reversible con Ponceau S (0.2% Ponceau (p/v), 3% Acido
Tricloroacético) para visualizar que se ha realizado una correcta transferencia y carga
de las proteinas. Luego se bloqueé durante 1 h a temperatura ambiente en una solucién
al 5% de leche desnatada en polvo o0 3% de BSA (para proteinas fosforiladas) en TBS-
Tween-20 al 0.1% (TTBS) (p/v) para evitar que se den interacciones inespecificas.
Posteriormente se incubd la membrana con el correspondiente anticuerpo primario
durante 18 h en agitacion a 4°C. A continuacion, la membrana se lava 3 veces con TTBS
durante 10 min, adicionando seguidamente el anticuerpo secundario correspondiente
conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) en TTBS y se incubo durante 1 h
en agitacién constante a temperatura ambiente.
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Figura 9. Anticuerpo secundario unido a la enzima peroxidasa de rabano picante, catalizando
la reaccién de quimioluminiscencia. 48

Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces con TTBS de igual forma que en el caso
anterior. La deteccion de la unién antigeno-anticuerpo se realizé
por quimioluminiscencia ECL: 1uL de una solucion de peréxido de hidrégeno en 1mL de
ECL (0.5% luminol + 0.22% acido p-cumarico + 10% 1M Tris pH 8.5).

Para obtener la sefial quimioluminiscente, se revelaron peliculas fotograficas Super RX-
N (FujiFilm) con la maquina automatica de revelado de sobremesa Curix 60 Agfa-
Gevaert. Para cuantificar la proteina presente se utilizo el software Image J, a través de
una densitometria cuantitativa de las bandas por analisis de imagen normalizando la
densidad de la banda correspondiente a la proteina de interés con la de una proteina
constitutiva de referencia, en este caso se empleé la B-Actina. Los datos de las graficas
se representan como la media + SEM.

4.2.2. Ensayo de Viabilidad

Para estudiar la viabilidad celular modulada por el extracto PLE-A en las lineas celulares
BV2y HOc2, se llevd a cabo una reacciéon de quimioluminiscencia empleando MTS, este
se reduce a formazan por accion de las enzimas intramitocondriales, observandose un
cambio de color de amarillo a violeta. 4° Esta variacion colorimétrica es medible, la
densidad Optica del producto medida a 490nm cuantifica el nimero de células
metabdlicamente activas, pudiéndose por lo tanto observar el efecto causado por el
PLE-A.

OCH,COOH s0; OCH,COOH
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WL L
CH, N CH,

MTS _— Formazan

Figura 10. Reaccion de reduccion del MTS a Formazan.®°

Para llevar a cabo el procedimiento experimental de este ensayo se sembraron en
placas de cultivo de 96 pocillos (5.000 células/pocillo) en DMEM con 10% de FBS.
Pasadas 18 h se cambi6 el medio de cultivo a DMEM con 1% de suero y sin rojo fenol
durante 4 h. Una vez transcurrido dicho tiempo de incubacién, se adicionaron diferentes
dosis del extracto (0.8, 8, 40, 80 ug/mL), y se incubaron durante 24 h. En el estudio se
incluyeron células estimuladas con el vehiculo, DMSO, y células sin tratar. Se realizaron
6 réplicas. El ensayo de viabilidad se realizé empelando el kit Promega, Cell Titer 96R
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS), adicionando 10uL a cada pocillo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio. Tras
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una incubacion de 2 y 4 h, se midié en un lector de placas (Versamax) el producto violeta
de la reaccion colorimétrica, el formazan.

4.2.3. Estudio de Apoptosis

La anexina V es una molécula que tiene capacidad de unirse con gran afinidad a la
fosfatidilserina exteriorizada en la membrana de las células apoptéticas. Recientemente
se demostrd que la pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica es un evento
temprano en la apoptosis, dandose como resultado la exposicion de residuos de
fosfatidilserina en la membrana externa de la membrana plasmatica.®’

Annexin V-PE
conjugate
Apoptosis

—
Externalization of
Plasma phosphatidyiserine

membrane D .‘\}f
2

Cytoplasm Cytoplasm

Figura 11. Representacion esquematica del ensayo de Anexina V en apoptosis. 52

A lo largo del procedimiento experimental, las células se sembraron en frascos T-25
hasta obtener una confluencia del 80-90%, una vez alcanzada se dejaron 4 h en medio
DMEM al 1% de FBS. A continuacion, se anadieron las correspondientes dosis del
extracto PLE-A (8, 40, 80 ug/mL), pasados 30 min se estimularon con CoCl, (600uM) y
se dejaron incubar a 37°C durante 24 h.

Una vez transcurrido este tiempo, se lavaron las células con PBS, se despegaron de los
frascos de cultivo con Tripsina/EDTA 0.25%, se incubaron con 2 pL de Anexina V-FITC
en 100 pL de un tampdn rico en sales de unién a Anexina V, “Binding Buffer’ (10 mM
Hepes/NaOH pH 7.4; 140 mM NacCl, 2.5 mM CaCl.) durante 10 minutos en agitacion a
oscuridad. Por ultimo, se diluyeron con 400uL de “Binding Buffer’ y con el citdmetro de
flujo Gallios (Beckman Coulter) se estudiaron las células fluorescentes positivas a
Anexina V en FL1 y ,por lo tanto, apoptéticas.

4.2.4. Estudio de especies reactivas de oxigeno (ROS)

4.2.4.1. Estudio de ROS con microscopia de fluorescencia

Para poder apreciar visualmente las especies reactivas de oxigeno (ROS) consecuentes
de la hipoxia generada por el CoCl; (400uM) en las H9¢c2, se empled un microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse 90i).

Para ello, se utilizaron cristales de polilisina, este homo-polipéptido de lisina pertenece
al grupo de tensioactivos catidnicos. Se usa comunmente para revestir utensilios de
cultivo celular ya que mejora la adherencia de estas debido a las interacciones
resultantes entre el polimero cargado positivamente y las cargas negativas presentes
en las células.

Por lo que se colocaron sobre una placa de cultivo de 4 pocillos, 4 cristales de polilisina
y 1100 células/pocillo en un volumen inicial de 100uL, al cual se le adicionaron 400uL
de DMEM al 10% de FBS pasadas 5 h. Transcurridas 18 h se cambia el medio por
DMEM al 1% de FBS durante 4 h. Después de este tiempo de incubacion, se estimularon

13



las células con CoCl, (400uM). Pasadas 18 h las células se marcan con la sonda
fluorescente DHE (Dihidroetidio) en una concentracion de 2uM durante 30 min a 37°C.
Esta sonda fluorescente es empleada para la deteccidon de la generacién de ROS y es
especifico para superoéxido y peroxido de hidrégeno, muestra una fluorescencia azul en
el citosol hasta que se oxida, donde se intercala dentro del ADN de la célula y tifie su
nucleo de un rojo fluorescente brillante. 5

Tras lavados con PBS 1X, los cristales se montan, con la cara tratada hacia abajo en un
portaobjetos, sobre la solucion de Gelvatol. Finalmente, se dejan secar y se analizan
por microscopia de fluorescencia.

4.2.4.2. Estudio de ROS con Citometria de flujo

En este caso, la sonda utilizada fue el diacetato de 2'-7'diclorofluorescina (DCFHDA), se
trata de un colorante fluorogénico de permeabilidad celular que mide la actividad de
ROS en la célula. Después de la captacion celular, el DCFHDA es desacetilado por las
esterasas celulares hasta convertirse en un compuesto no fluorescente, que
posteriormente es oxidado por ROS a 2'-7'diclorofluoresceina (DCF). A continuacion, el
DCF puede detectarse por citometria de flujo.*®

Una vez las células han alcanzado la confluencia deseada, se cambié el medio a DMEM
al 1% de FBS durante 4 h. Pasado este tiempo se anadioé la sonda DCFHDA. Y las
células se estimularon con 3 dosis del CoCl; (400, 600, 800 uM) durante 24 h. Mediante
citometria de flujo se cuantifico la fluorescencia correspondiente a los ROS generados.

4.2.5. Analisis Estadistico

Los estudios celulares se realizaron en su mayoria por triplicado, se representaron como
la media + SEM y se analizaron con el software GraphPad Prism version 6 (La Jolla,
CA, USA), mediante un analisis de varianza de una via (one-way ANOVA) seguido del
test de Tukey. Los P-valores inferiores a 0.05 indican una diferencia significativa.
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5. Resultados

5.1. Neuroinflamacion: Efecto del extracto PLE-A sobre células de
microglia activadas

5.1.1. Ensayo de Viabilidad del PLE-A en microglia
En primer lugar, se llevo a cabo un ensayo de viabilidad en la linea celular de microglia
inmortalizada BV2, con tres dosis del extracto PLE-A (8, 40, 80 pg/mL).

Este ensayo de viabilidad, como se mencioné en “Materiales y métodos”, se realiz6 a
través de una reaccion de quimioluminiscencia con el compuesto MTS. Como se puede
apreciar en la Figura 12, el tratamiento con dicho extracto no produjo dafo celular a
ninguna de las dosis empleadas.
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Figura 12. Estudio de la viabilidad del extracto PLE-A en células BV2. Las células BV2 se
trataron con las dosis de los extractos durante 24 horas a 37°C. Los resultados se muestran
como la media £ SEM del experimento realizado por duplicado.

5.1.2. Efecto de PLE-A sobre la induccion de proteinas proinflamatorias

en células de microglia BV2

Para estudiar el efecto del extracto sobre la respuesta inflamatoria en las células de
microglia, las células BV2 fueron estimuladas con LPS 0.1ug/mL durante 24 h en
presencia o en ausencia del extracto PLE-A (8, 40, 80 pg/mL). Los resultados se
muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Efecto del extracto de alperujo PLE sobre la expresion de proteinas
proinflamatorias inducida por LPS en células de microglia BV2. Las células BV2 se
pretrataron con las dosis indicadas de los extractos durante 30 minutos, y se incubaron con el
LPS durante 24 horas a 37°C; después se estudié por Western Blot la expresiéon de COX-2 (A),
iNOS (B), NLRP3 (C) e HO-1 (D), mostrado en la parte superior de la figura. Los controles 1y 2
son duplicados experimentales que no fueron estimulados ni tratados con el extracto. En la parte
inferior se muestra una grafica de la cuantificacion de cada una de las proteinas, utilizando como
control de carga y para la cuantificacion de la expresion de proteina la (3-Actina. Los datos
expresados se muestran como densidad relativa de la proteina proinflamatoria frente a la -
Actina. Los resultados se muestran como la media £+ SEM de tres experimentos, excepto para
iNOS en el que se realizaron dos experimentos. (*p < 0.05).

Como podemos apreciar en las Figuras 13 A, B y C; el tratamiento con LPS indujo el
aumento de la expresion caracteristica de las proteinas asociadas a la respuesta
inflamatoria como: Ciclooxigenasa 2 (COX-2), 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) e
inflamasoma NLRP3. El pretratamiento con el extracto inhibi6 de forma dosis-
dependiente este aumento. Observandose en los 3 casos una maxima disminucion del
perfil proinflamatorio cuando aplicamos la dosis mas alta del extracto. Ademas, al
estudiar la expresién inducida unicamente por los extractos, observamos que presenta
valores muy similares a los de la expresion basal (en ausencia de extracto y LPS).
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En el caso de la proteina hemo oxigenasa 1 (HO-1), una potente enzima antioxidante y
desintoxicante que ejerce citoproteccion en el cerebro, se puede apreciar un aumento
dosis dependiente en las células pretratados con los extractos, tanto en ausencia como
en presencia de LPS. Este resultado puede deberse a que el HO-1 esté generando una
respuesta protectora antioxidante previa al estimulo o que dichos extractos estén
provocando un estrés celular.

5.2. Hipoxia: Efecto del extracto PLE-A sobre cardiomiocitos H9c2

5.2.1. Ensayo de Viabilidad del PLE-A en cardiomiocitos
Se estudio la viabilidad de las células H9c¢2 tratadas con 4 dosis del extracto PLE-A (0.8,
8, 40, 80 ug/mL) seleccionadas segun los resultados observados en las células BV2.

Al igual que en el ensayo de viabilidad de las células BV2, se realizé una reaccion de
quimioluminiscencia con el compuesto MTS, permitiéndonos conocer la cantidad de
células vivas. La cuantificaciéon de esta reaccion se produjo midiendo la densidad optica
a 490nm, mostrada en la Figura 14.

Viabilidad H9¢c2

1.5
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Figura 14. Estudio de la viabilidad del extracto PLE-A en células H9c2. Las células H9c2
se trataron con las dosis de los extractos durante 24 horas a 37°C. Los resultados se muestran
como la media + SEM del experimento realizado por duplicado.

Como se puede observar, los valores obtenidos para las diferentes concentraciones de
extracto son muy similares a los basales, permitiéndonos deducir que este extracto no
induce un dafo en los cardiomiocitos, aunque a la dosis mas alta parece que disminuye
la viabilidad, esta no es significativa; en cualquier caso, se precisarian mas
experimentos para obtener una conclusion estadisticamente sdélida.
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5.2.2. Efecto del CoCl2 sobre cardiomiocitos H9c2

5.2.2.1. El CoCl2 induce HIF-1a y HO-1 en las células H9c2

El factor 1a inducible por hipoxia (HIF-1a) es el regulador clave de la respuesta a la
hipoxia. La expresiéon de HIF-1a se examind en células H9c2 tratadas con diferentes
dosis de CoCl; durante 24 h, para determinar si en nuestras condiciones experimentales
CoCl, puede imitar condiciones hipdxicas en las células H9c2. Como se muestra en la
Figura 15A, la expresion de HIF-1a aumenté en las células tratadas con CoCl, (400,
600 y 800 uM). Por lo tanto, confirmamos que en nuestras condiciones experimentales
el CoCl; se comporta como un agente mimético de hipoxia en los cardiomiocitos H9c2.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se estudid la induccién de proteinas
dependientes de HIF-1a como es el caso del HO-1, representado en la Figura 15B.
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Figura 15. Expresion de proteinas hipéxicas en células H9c2 estimuladas con CoCl.. Las
células H9c2 se estimularon durante 24 h a 37°C con las dosis indicadas del CoCl,, después se
analiz6 por Western Blot la expresion de HIF-1a (A) y HO-1 (B), mostrado en la parte superior
de la figura. Los controles 1y 2 duplicados son experimentales que no fueron estimulados. En la
parte inferior se muestra una grafica de la cuantificacion de ambas proteinas, utilizando como
control de carga y para la cuantificacién de la expresion de proteina la B-Actina. Los datos
expresados se muestran como densidad relativa de las proteinas hipdxicas frente a la $-Actina.
Los resultados se muestran como la media + SEM de experimentos realizados por triplicado.

Como se puede apreciar en la Figura 15B, el tratamiento con CoCl, durante 24 h induce
el aumento de la expresion de HO-1.

5.2.2.2. El CoCl2desencadena procesos de Apoptosis en las células H9c2
Considerando que las situaciones de hipoxia pueden ser las responsables de
desencadenar una muerte celular por apoptosis, a continuacion, realizaremos un
ensayo de Anexina V conjugada con FITC, para investigar el efecto del tratamiento con
diferentes dosis de CoCl, sobre la muerte de las células H9c2.
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Mediante citometria de flujo se cuantificd la fluorescencia de la Anexina V-FITC presente
en las células H9c2, pudiendo por lo tanto conocer la cantidad de células apoptéticas
inducidas por el CoCl,. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16.

A) B) Apoptosis CoCl,
4
©
2
°3
°
” g
*e 2’
Q>J ©
2 8
=1
)
o

: o & & &

0 S
& @QQ @QQ S
FL1 o Ov o
o o o
I control Bl CoCl; 600uM o oc
CoCl, 400uM CoCl, 800uM

Figura 16. Deteccion de apoptosis en células H9c2 estimulada con CoCl.. Las células H9c2
se estimularon durante 24 h a 37°C con diferentes dosis de CoCl,. A: Las células H9c2 se tifieron
con FITC-Anexina V-Pl y se analizaron mediante citometria de flujo. Histograma representativo.
El area D indicada en la parte superior hace referencia a la poblaciéon de células positivas a
Anexina V. B: Analisis cuantitativo de la apoptosis inducida por el CoCl, en el area D:
Representacion de las medias de las células apoptdticas (u.a.). Los resultados se muestran como
la media £+ SEM del experimento por triplicado.

Como se puede apreciar en la Figura 16, el tratamiento con CoCl, durante 24 h induce
la apoptosis como consecuencia de la hipoxia generada en las células H9c2. Teniendo
en cuenta estos resultados, se estudiaron proteinas implicadas en esta muerte celular
programada, como es el caso de la caspasa efectora, Caspasa-3 activa.
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Figura 17. Expresién de Caspasa-3 activa en células H9c2 estimuladas con CoCl.. Las
células H9c2 se estimularon durante 24 h a 37°C con las dosis indicadas del CoCl,, después se
midié por Western Blot la expresion de la caspasa-3 activa, mostrado en la parte superior de la
figura. Los controles 1y 2 son duplicados experimentales que no fueron estimulados. En la parte
inferior se muestra una grafica de la cuantificacién proteica, utilizando como control de carga y
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para la cuantificacion de la expresién de proteina la 3-Actina. Los datos expresados se muestran
como densidad relativa de la caspasa-3 frente a la B-Actina. Los resultados se muestran como
la media + SEM de experimentos realizados por triplicado. (**p < 0.01).

Como se puede apreciar en la Figura 17, el tratamiento con CoCl» durante 24 h indujo
expresion de Caspasa-3 activa de manera dosis dependiente, cuanto mayor es la
concentracién del cloruro, mayor es la expresion de la proteina pro-apoptética.

5.2.2.3. El CoCl2 produce un aumento de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) en las células H9c2

También se estudio el efecto de la hipoxia quimica sobre la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). En este caso, utilizamos la sonda diacetato de 2'-
7'diclorofluorescina (DCFHDA), colorante fluorogénico que mide la actividad de ROS en
la célula.

Las células H9c2 se trataron con 3 dosis del CoCl; (400, 600, 800 uM) durante 24 hy la
fluorescencia se analizé mediante citometria de flujo. Como se observa en la Figura 18,
la presencia del CoCl; indujo un aumento en la fluorescencia de manera dosis
dependiente, mostrando un aumento significativo en la produccién de ROS.
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Figura 18. Deteccion de ROS en células H9c2 estimuladas con CoCl.. Las células H9c2 se
estimularon durante 24 h a 37°C con diferentes dosis de CoCl.. Los controles 1y 2 son duplicados
experimentales que no fueron estimulados. A: Las células H9c2 se marcaron con DCFHDA y se
analizaron mediante citometria de flujo. Histograma representativo. B: Analisis cuantitativo de los
ROS inducidos por el CoCl,: Representacion de las medias de fluorescencia en unidades
arbitrarias (u.a.). Los resultados se muestran como la media + SEM del experimento por
triplicado. (*p < 0.05, **p < 0.01).

En la Figura 18 B se aprecian diferencias significativas entre las células control y las
células estimuladas con las dosis de 600 y 800uM de CoCl..

La acumulacion de ion superéxido en los cardiomiocitos de rata, también se evalud
mediante la sonda DHE, la cual es capaz de atravesar la membrana plasmatica,
reaccionar con ROS y, como consecuencia, migrar al nucleo donde se intercala con el
ADN, tinéndolo de un color rojo brillante observable bajo microscopia de fluorescencia.
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A) Control B) CoCl, 400um

Figura 19. Imdagenes representativas de fluorescencia a objetivo 10X de las H9c2
marcadas con DHE. A: Control celular H9c2. B: Células H9c2 estimuladas con dosis 400uM
CoCl, durante 24 h a 37°C.

La intensidad de fluorescencia roja es directamente proporcional a la cantidad de
especies reactivas de oxigeno generadas como consecuencia del CoCl,. Como muestra
la Figura 19, esta fluorescencia es mucho menor en las células control (A) que en las
células estimuladas con CoCl; (B), lo que indica la presencia del idon superéxido en
estas ultimas. La hipoxia desencadena procesos de estrés oxidativo en las células H9c2.

5.2.3 Efecto del extracto PLE-A sobre cardiomiocitos H9c2 hipdxicos

5.2.3.1 Efecto del extracto PLE-A sobre la Hipoxia en las células H9c2

Para analizar la posible modulacién del extracto PLE-A sobre los cardiomiocitos, se
observé la expresion de determinadas proteinas relacionadas con la hipoxia mediante
Western-Blot. Para ello, las células H9c2 fueron trataron con las 3 dosis del extracto (8,
40, 80 pg/mL) y a continuacion se estimularon con CoCl. 600uM. Obteniendo los
resultados mostrados en la Figura 20.
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Figura 20. Efecto del extracto de alperujo PLE sobre la expresion de proteinas hipéxicas
inducida por el CoClzen células H9c2. Las células H9c2 se pretrataron con las dosis indicadas
de los extractos durante 30 minutos, y se incubaron con CoCl, durante 24 horas a 37°C; después
se midié por Western Blot la expresion de HIF-1a (A) y HO-1 (B), mostrado en la parte superior
de la figura. Los controles 1 y 2 son duplicados experimentales que no fueron estimulados ni
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tratados con el extracto. En la parte inferior se muestra una grafica de la cuantificacion de cada
una de las proteinas, utilizando como control de carga y para la cuantificacion de la expresion de
proteina la B-Actina. Los datos expresados se muestran como densidad relativa de la proteina
hipéxica frente a la B-Actina. Los resultados se muestran como la media + SEM de dos
experimentos. (*p < 0.05, **p < 0.01).

Como ilustra la Figura 20A, la expresion de factor 1a inducible por hipoxia (HIF-1a)
disminuye segun aumenta la concentracion del extracto, lo que indica que el PLE-A
inhibe el aumento de HIF-1a por el CoCl,.

En el caso de la hemo oxigenasa 1 (HO-1) (Fig 20B), su expresion aumenta de manera
dosis dependiente es respuesta al tratamiento con el extracto en ausencia de CoCl,
(normoxia), sin embargo el extracto no modula la respuesta inducida por el agente
mimético de hipoxia.

5.2.3.2. Efecto del extracto PLE-A sobre la Apoptosis inducida por CoCl2 en las
células H9c2
Teniendo en cuenta que la hipoxia generada por el CoCl; desencadena una respuesta
apoptética en las células H9¢c2, como se comprobd en las Figuras 16 y 17. Se estudio
la modulacién de la expresion de la caspasa-3 activa en presencia del extracto de
alperujo PLE.

PLE-Apg/mL - 8 40 80 - 8 40 80 -
CoCl, 600pM - - - - + + + +

19KDa | | —— —

Caspasa-3

43KDa | JB-Actina

Densidad relativa de

Figura 21. Efecto del tratamiento con el extracto PLE-A sobre la activacién de la Caspasa-
3 en células HI9c2 tratadas con CoCI2. Las células H9c2 se pretrataron con las dosis indicadas
del extracto durante 30 min y se estimularon durante 24 h a 37°C con CoCl, 600uM, después se
midié por Western Blot la expresion de caspasa-3 activa, mostrado en la parte superior de la
figura. Los controles 1y 2 son duplicados experimentales que no fueron estimulados ni tratados
con los extractos. En la parte inferior se muestra una grafica de la cuantificacion proteica,
utilizando como control de carga y para la cuantificacion de la expresion de proteina la $-Actina.
Los datos expresados se muestran como densidad relativa de la caspasa-3 frente a la 3-Actina.
Los resultados se muestran como la media + SEM de experimentos realizados por duplicado. (*p
< 0.05, *p <0.01).

La Figura 21 muestra que la expresién de la proteina pro-apoptética caspasa-3 activa
aumenté de manera dosis dependiente en presencia del extracto y del CoCl,, mostrando
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que dicho extracto no solo no inhibe la muerte programada en las H9c2, sino que, a
ciertas dosis, parece que contribuye a aumentarla.

La isquemia también es responsable de la activacion de otras proteinas relacionadas
con la muerte celular programada, como es el caso de la proteina p38, se trata de una
MAPK perteneciente al grupo de las SAPK o quinasas de respuesta a estrés. % 57 % | g
presencia de esta proteina fosforilada (P-p38) es un indicador de su activacion.

Teniendo en cuenta, los efectos generados por esta proteina, se estudié una posible
modulacion de P-p38 con el extracto de alperujo, mostrado en la Figura 22.
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Figura 22. Efecto del extracto PLE-A en la fosforilacién de la proteina p38 en células H9c2
tratadas con CoCl.. Las células H9c2 se pretrataron con las dosis indicadas del extracto durante
30 min y se estimularon durante 24 h a 37°C con CoCl, 600uM, después se midié por Western
Blot la fosforilacién de la proteina p38, (P-p38) mediante anticuerpos fosfo-especificos. Los
controles 1 y 2 son duplicados experimentales que no fueron estimulados ni tratados con los
extractos. En la parte inferior se muestra una grafica de la cuantificacién proteica, utilizando como
control de carga y para la cuantificacion de la expresion de proteina la (B-Actina. Los datos
expresados se muestran como densidad relativa de P-p38 frente a la $-Actina. Los resultados se
muestran como la media * SEM de experimentos realizados por duplicado.

Los resultados obtenidos en la Figura 22 muestran un aumento en la fosforilacion de la
proteina p38 en respuesta al estimulo hipdxico, no obstante, no se da una significacion
estadistica ni se modula como consecuencia del tratamiento con el extracto.
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6. Discusion

Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la primera causa de mortalidad en el
mundo. La cardiopatia isquémica (Cl) es la patologia mas relevante incluida dentro de
las enfermedades del sistema circulatorio. *° En el caso del infarto de miocardio, ocurre
como consecuencia de la obstruccion de una arteria coronaria por un trombo,
provocando que el oxigeno se vuelva limitado y dando lugar a la muerte del territorio
que irriga la arteria obstruida. ? El estrés oxidativo juega también un papel importante en
el sindrome isquemia/reperfusion, causa dafo celular mediante la formacion de
especies reactivas derivadas del oxigeno.®°

Ademas del dafio en el territorio que irriga la arteria obstruida, se han constatado
recientes observaciones en las que pacientes y modelos animales de IM muestran la
presencia de neuroinflamacion tras un infarto de miocardio. ? Esto ha llevado a proponer
que ademas de las células del miocardio, la microglia activada puede ser una diana
potencial a tener en cuenta en la investigacion de tratamientos efectivos que atenuen la
lesién del miocardio. # °

A lo largo de este trabajo analizamos el efecto de un extracto proveniente del alperujo
en dos modelos celulares que reflejan el dano que puede ocurrir tras un evento
isquémico: cardiomiocitos H9c2 hipdxicos, (generados mediante estimulacion con
CoCly), y células de microglia BV2 reactivas (generadas mediante estimulacion con
LPS).

En primer lugar, estudiamos el dafo cardiaco resultante de la hipoxia quimica generada
por el CoCl, en las H9c2. Para ello se realizaron ensayos de apoptosis, asi como analisis
de expresion de proteinas relacionadas con este proceso como es el caso de la
Caspasa-3. ®

Ademas, en esta misma situacion de hipoxica, se analizdé la presencia de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la expresion de proteinas encargadas de regular el
proceso hipéxico, como es el caso de HIF-1a y HO-1. Hay estudios que demuestran que
la hipoxia induce la expresion de HO-1 en tejidos animales y cultivos celulares e implican
a HIF-1 en esta respuesta.™

Esta situacion induce a pensar que los compuestos naturales con propiedades
antioxidantes, podrian modular el dano inducido en la situacion de hipoxia. El extracto
fendlico proveniente del alperujo del aceite de oliva, el PLE-A, tiene propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias “° *, que se han demostrado en células epiteliales
corneales y conjuntivales humanas °'. En nuestro modelo, tras estudiar su efecto sobre
la viabilidad celular, encontramos respuestas protectoras a dosis mucho menores que
las empleadas en otros estudios, entre 10 y 50 veces menos * °, lo cual puede ser
debido a sensibilidad de los diferentes tipos celulares a los compuestos presentes en el
extracto.

En la linea celular de cardiomiocitos H9c2, la preincubacién con el extracto no tuvo
efecto sobre la apoptosis inducida por la hipoxia quimica, pero si fue capaz de inhibir el
aumento de expresion del factor 1a inducible por hipoxia, HIF-1a. No obstante, el
pretratamiento con el extracto aumenté la expresion de la proteina hemo oxigenasa 1
en las células H9c2 en reposo y esos niveles se mantuvieron en presencias de estimulo
hipéxico, lo que puede deberse a que el HO-1 esté generando una respuesta protectora
antioxidante, independiente al estimulo hipdxico, o que dichos extractos estén
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provocando un estrés celular. Estas hipotesis deben ser evaluadas en detalle con
estudios adicionales. Estos resultados respaldan los observados en la literatura,
justificando la existencia de mecanismos dependientes e independientes de HIF parala
activacion del gen HO-1 por hipoxia y CoCls. 2

En el caso de las células de microglia BV2, se estudio la modulacion resultante de dicho
extracto una vez las células han sido estimulas con LPS. Este lipopolisacarido es un
potente inductor de la inflamacién debido a su endotoxicidad 6. El perfil inflamatorio de
la microglia, caracterizado por expresion de Ciclooxigenasa 2 (COX-2), el 6xido nitrico
sintasa inducible (INOS) y el complejo multiproteico inflamasoma (NLRP3) era modulado

por el extracto. Con ello se confirma el perfil antiinflamatorio de este tipo de extractos.
63 40 64 65

También se examinaron los niveles de expresion de la proteina hemo oxigenasa 1 (HO-
1). La HO- 1 resulta ser una destacable diana terapéutica para moderar la progresion
de las enfermedades que impliquen procesos inflamatorios y oxidativos. " Varios
estudios han demostrado que la HO-1 muestra una actividad citoprotectora o citotoxica,
segun el proceso fisiopatolégico en el que participe, por lo que se ha descrito como una
molécula "beneficiosa" o "perjudicial" segun la situacion. % En este caso, se dio un
aumento de expresion de los extractos tanto en presencia como en ausencia del LPS,
pudiendo justificarse que el HO-1 esté generando una respuesta protectora
independiente al estimulo endotdxico o que el PLE-A esté produciendo un estrés celular.
Se precisarian mas estudios para dirimir este aspecto.

En cualquier caso, segun nuestros resultados, el efecto del extracto PLE-A es amplio:
Este extracto es efectivo controlando la respuesta inflamatoria en la microglia y aunque
modula la expresion de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo en cardiomiocitos
sometidos a hipoxia, no es capaz de prevenir la muerte por apoptosis que desencadena
esta hipoxia.

Es importante tener en cuenta el pequefio numero de repeticiones realizados en algunos
de los experimentos, observandose a veces tendencias no significativas
estadisticamente, por lo que se precisarian mas experimentos para sacar conclusiones
estadisticamente sodlidas. De cualquier forma, con estos resultados preliminares,
concluimos que este extracto de alperujo podria ser de gran utilidad para disminuir las
consecuencias del dafo isquémico a nivel de musculo cardiaco y neuroldgico.
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7. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede concluir que:

e Las dosis del extracto proveniente del alperujo, PLE-A, empleadas a lo largo de
los experimentos, no afectan a la viabilidad de las lineas celulares H9c2 y BV2.

e Eltratamiento con cloruro de cobalto (CoCly) en la linea celular de cardiomiocitos
H9c2, ha resultado ser un modelo valido de hipoxia mimética.

e Enlos cardiomiocitos H9c2 estimulados con CoCls, el tratamiento con el extracto
PLE-A provoca una disminucion del factor de respuesta a la hipoxia (HIF-1a),
aunque no inhibe el aumento de la apoptosis.

e Enlos cardiomiocitos H9c2 estimulados con CoCls, el tratamiento con el extracto
PLE-A provoca un aumento en los niveles de expresion de la proteina HO-1 tanto
en condiciones de normoxia como de hipoxia.

e En las células de microglia BV2 reactiva, generadas mediante estimulacion con
LPS, el tratamiento con el extracto PLE-A inhibe el aumento de la expresion de
proteinas relevantes en la respuesta inflamatoria.

o Enlas células de microglia BV2 reactiva, generadas mediante estimulacion con
LPS, el tratamiento con el extracto PLE-A aumenta los niveles de expresion de
la proteina HO-1.

e Enbase a estas evidencias, proponemos que el tratamiento con el extracto PLE-
A podria ser de gran utilidad para disminuir las consecuencias del dafo
isquémico a nivel de musculo cardiaco y neurolégico.

Estas conclusiones necesitarian, en algunos casos, la ejecuciéon de mas experimentos
para poder obtener una afirmacion estadistica sélida.
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