Ll

Efectos del acido abscisico en la corteza prefrontal de raton en un modelo de
diabetes tipo |

Quezada, K; Balifio, P; Muriach, M.

Area de Fisiologia, Universitat Jaume |, Castellon, Espafia

Resumen

La diabetes tipo | es un trastorno autoinmune que destruye las células B de los islotes de Langerhans del pancreas. La
hiperglucemia resultante induce numerosas complicaciones que, entre otros, afectan al sistema nervioso central
(SNCQ), induciendo inflamacidn, estrés oxidativo, muerte neuronal y deterioro cognitivo. El acido abscisico (ABA) es
una fitohormona antioxidante utilizada por las plantas para reducir el estrés y que recientemente ha despertado interés
por su participacion en el manejo de la homeostasis de la glucosa en humanos. Este trabajo tiene como objetivo
determinar el efecto que tiene la administracion del ABA sobre el estado oxidativo de la corteza cerebral en un modelo
de diabetes tipo | en raton.

En el estudio se utilizaron ratones C57BL6 macho a los que se indujo la diabetes mediante inyeccion de aloxana y se
les administrd6 ABA durante 3 semanas. El estado oxidativo se determind evaluando el estado de las defensas
antioxidantes (actividad de las enzimas glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR), concentracién de
GSSG, GSH, cisteina y acido glutamico), asi como el grado de dafio oxidativo a proteinas (contenido en grupos
carbonilo). Los resultados obtenidos muestran una alteracion de las defensas antioxidantes en corteza prefrontal de
raton tres semanas después de la induccion de la diabetes, sin que se observe dafio oxidativo a proteinas. Por lo tanto,
se demuestra que existe una agresion oxidativa sin que llegue a establecerse una situacién de estrés oxidativo.
Asimismo, la administracion de ABA es capaz de modular el estado oxidativo de la corteza prefrontal de ratones
diabéticos sin afectar al estado glucémico de dichos animales.
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Introduccion

La diabetes tipo | es un trastorno autoinmune
que ataca a las células [ de los islotes de Langerhans
del péncreas hasta dafiarlo o destruirlo lo suficiente
para reducir y eliminar la produccion de insulina. En
1984, George Eisenbarth desarrollé un modelo
conceptual para la patogénesis de la diabetes tipo | que
todavia se utiliza hoy en dia. ElI modelo traza la masa
de células P frente a la edad, destacando una secuencia
de eventos que comienza con un riesgo genético
predisponente y luego un riesgo genético precipitante
que causa autoinmunidad especifica de los islotes,
seguido de pérdida de células B, disglucemia clinica de
la diabetes y progresion rapida hasta la pérdida
completa de células B (DiMeglio et al., 2018)

En estos udltimos afios se ha reforzado la
evidencia de que la diabetes tipo | también afecta a la

integridad funcional y estructural del sistema nervioso
central (SNC) debido a las alteraciones vasculares y
metabdlicas (tanto agudas como cronicas) propias de
esta enfermedad (Miladinova V., 2017). Asi, se han
observado cambios electrofisiologicos y estructurales,
asi como deterioro cognitivo que implican un dafio
neuronal directo causado por hiperglucemia
persistente, un  fendmeno  conocido  como
neurotoxicidad de la glucosa (Bhusal et al., 2019);
Wang et al., 2020). Sin embargo, la patogenia de esta
enfermedad es poco conocida y su diagnostico es
complicado debido a las multiples vias patogénicas
involucradas. Entre los mecanismos fisiopatologicos
implicados en el desarrollo de las complicaciones de la
diabetes se encuentra el estrés oxidativo, consistente en
un desequilibrio entre los agentes prooxidantes y las
defensas antioxidantes del organismo (Soti et al.,
2019)



Existe evidencia de que el dafio oxidativo
aumenta en la diabetes tipo I, debido a un aumento de
especies reactivas de oxigeno generadas como
resultado de la hiperglucemia. Este dafio oxidativo
parece estar implicado en el desarrollo de muchas de
las complicaciones secundarias de la diabetes, tales
como la neuropatia (West, 2000). De hecho, Liu et al.,
sugirieron que el desarrollo de esta neuropatia
diabética podria ser consecuencia de la inflamacion
persistente provocada por la secrecién de una gran
cantidad de factores proinflamatorios y sustancias pro-
oxidativas (Liu et al., 2018). Ademés, se ha
demostrado que las defensas antioxidantes estan
alteradas en sujetos diabéticos, lo que sugiere una
capacidad alterada de barrido de radicales libres
dafiinos (Vesshy et al., 2002). En una situacién normal,
enzimas antioxidantes, como la catalasa o el glutation
peroxidasa (GPx) desempefian un papel de defensa en
el cerebro a través de la inactivacion de oxidantes. De
hecho, existen evidencias de que determinados
tratamientos con compuestos antioxidantes podrian
resultar Gtiles para atenuar las complicaciones de las
diabetes asociadas al estrés oxidativo (Miranda et al.,
2007)

El 4cido abscisico (ABA) es una hormona
vegetal isoprenoide que desempefia un papel
importante en la regulacién de las respuestas de las
plantas al estrés ambiental. Sin embargo, también
parece tener un papel regulador como hormona en
humanos, al modular la funcién de las células inmunes
innatas, asi como la homeostasis de la glucosa y la
liberacion de insulina (Magnone et al., 2020). De
hecho, gracias a sus propiedades antioxidantes y su
capacidad para modular la glucemia, el ABA, se ha
propuesto recientemente como posible tratamiento en
pacientes prediabéticos (Derosa et al., 2020). Es
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remarcable ademéas que, Le Page y colaboradores
observaron que las concentraciones de ABA son
significativamente maés altas en el cerebro de animales
como cerdo y ratas que en otros tejidos de los mismos
animales, y confirmaron que el propio cerebro produce
y libera ABA (Le Page-Degivry -Th. et al., 1986).

Con estos antecedentes, la hipotesis que se
plantea en este trabajo es que el ABA es capaz de
modular el estado oxidativo de la corteza cerebral en
un modelo de diabetes tipo | en raton.

Para desarrollar dicha hipotesis, el objetivo del
presente estudio es determinar la posible existencia de
una situacion de estrés oxidativo en la corteza
prefrontal de ratones tras tres semanas de la induccion
de la diabetes tipo I. Se pretende valorar, ademas, si la
administracion de ABA es capaz de modular el estado
oxidativo de la corteza prefrontal de dichos ratones.

Para determinar la presencia de estrés
oxidativo en la corteza cerebral de ratones diabéticos,
se evaluard por un lado el estado de las defensas
antioxidantes mediante la determinacion del estado del
sistema glutation, uno de los principales sistemas
antioxidantes intracelulares (Meister & Anderson,
1983). Este sistema incluye el glutation (en su forma
oxidada (GGSG) y reducida (GSH)), asi como las
enzimas implicadas en su metabolismo. Asi, se
determinaron la actividad de las enzimas GPx, que
cataliza la reaccidén que permite eliminar peroxido de
hidrégeno mediante la oxidacion de GSH a GSSG y la
enzima GR, que cataliza el proceso inverso.
Igualmente, se estudié la concentracion de é&cido
glutdmico y L-cisteina, dos precursores del GSH.
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Figura 1. Reduccion del H202 a agua, en presencia de la GPX, transformandose el glutation reducido (GSH) en
glutation oxidado (GSSG). ElI GSSG es reducido enzimaticamente a GSH por el glutation reductasa NADPH, que se

oxida a NADP



Por otro lado, para determinar la presencia de
dafio oxidativo se determinara el contenido en grupos
carbonilos (como medida de dafio oxidativo a
proteinas) (Balifio et al., 2021). Ademaés, se
determinara la concentracion de ABA en corteza
cerebral, para estudiar el efecto de la suplementacion
con dicho antioxidante.

Materiales y Métodos
Animales y disefio experimental

Se utilizaron en este estudio un total de 40
ratones macho C57BL6. Los animales, teniancuatro
semanas de edad a su llegada. Todos los
procedimientos realizados en esta investigacion
estaban aprobados por el comité de bienestar animalde
la Universidad Jaume I. Los animales después de estar
2 semanas en la sala de cuarentena fueron trasladados
a la sala de colonia donde se asignaron tres ratones por
cada jaula. Se proporciono agua y alimento durante
todo el estudio, cumpliendo con todos los
procedimientos experimentales establecido el Consejo
de la Comunidad Europea (2010/63/UE) y segln lo
indica el articulo 33 punto 5y 6 (Anexo 1).

Se dividio a los ratones en 4 grupos (n= 9-18
por grupo): diabéticos (D), diabéticos-ABA (D-ABA),
Controles-ABA (C-ABA) y controles (C). Los grupos
diabéticos y diabéticos-ABA se les administro aloxana
intraperitoneal (200mg/kg). Se consideraran diabéticos
a aquellos que en la prueba de glucemia marcan méas o
igual 300 mg/dl de glucosa en sangre. Aquellos
animales que presentaban un claro deterioro fisico se
les administro insulina en dosis de 0,1 mL/10g peso
animal.

Productos Quimicos

Para la induccion de la diabetes se us6 aloxana
disuelta en tampén citrato fosfato 10mM pH 4,5 segun
el modelo experimental propuesto por Hermenegildo y
colaboradores, 1993 (Hermenegildo, 1993). El ABA se
preparéa una dosis de 20mg/kg en DMSO al 2% en
suero salino (0,9%). A los grupos (control-ABA) y
(diabéticos-ABA) se  les  administro  ABA
intraperitoneal (20mg/kg) durante las 3 semanas que
duro el experimento. Se determinaron los valores de
peso y glucemia cada 2 dias de todos los grupos.
Finalmente, los animales fueron sacrificados por
medio de Co2 y se extrajeron las muestras de sangre, y
corteza las cuales se congelaron a -80 C para su
posterior analisis.

Pruebas de glucemia

La glucemia se midi6 utilizando un glucémetro
ACCU-CHECK (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza)
cada dos dias mediante la recoleccion de una gota de
sangre extraida de la coladel raton.

Defensas antioxidantes

El glutation (L-glutamil-L-cisteinil-glicina) es
un tripéptido con mdltiples funciones siendo el
principal sistema antioxidante de la célula y un agente
de desintoxicacion para ROS y especies de nitrégeno
reactivo. Hay dos formas de glutation: la forma
oxidada (GSSG) y la forma reducida (GSH). El par
redox GSH/GSSG es un cosustrato para las enzimas
glutatiébn peroxidasa y reductasa (GPx y GR) que
actlan como un tampon redox celular modulando
diferentes procesos bioquimicos y biofisicos sensibles.
La L-cisteina es un precursor de la biosintesis de
glutatiébn utilizado como biomarcador de estrés
oxidativo (Morris et al., 2014).

GSH, GSSG, Acido glutdmico y L-cisteina

Las concentraciones de GSH, GSSG, acido
glutdmico y L-cisteina  se cuantificaron
cromatograficamente utilizando el método de Reed
(Reed et al., 1980). Este método deriva los grupos
amino con 1-fluoro-2,4dinitrobenceno (reactivo de
Sanger) después de bloquear los grupos tiol libres con
acido yodo acético. Brevemente, se centrifugaron 200
ML de muestra con 20 pL de &cido perclorico al 20%.
Después de la centrifugacionse les afiadio elacido yodo
acético (40 pL, 0,1 M). Después de ajustar a pH 9 se
les afiadio 200 pL del reactivo Sanger y con oscuridad
se incubo en la nevera durante 30 minutos. Luego, las
muestras se incubaron durante toda la noche a 4°C. Las
muestras se centrifugaron y filtraron a través de un
filtro de nailon antes de proceder al andlisis
cromatografico. Las soluciones de trabajo de
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) que
se utilizaron fueron metanol: agua (4: 1, v/v) (fase
movil A) y metanol: tampon acetato de sodio 3,45 M
pH 5,3 (64:36, v/v) (fase movil B). La separacién se
realizé utilizando un Kromasyl-NH2 250 x 4,6 mm 5
pm columna (Waters Corporation, Mildford, MA,
EE.UU.), y el detector de UV-Vis se fijé a 365 nm. El
gradiente de separacion fue 20% B desde el tiempo
inicial hasta 10 min, que luego se incrementd
linealmente hasta 80% B a los 45 min a un flujo de 1
mL / min.

Actividad de glutation peroxidasa (GPXx)

GPx se determind espectrofotométricamente y
se midio6 controlando la desaparicion de NADPH a 340
nm (Lawrence et al., 1978). Brevemente, se afiadi6 50-
ML de muestras que se mezclé con tampon fosfato
potasico 0,1 M pH 7,0 (550 pL) que contiene &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), NaN 3 (ambos 1
mM) y 100 pL de las siguientes soluciones: GSH
disulfuro reductasa (0,24 U / mL), glutatiéon reducido
(1 mM), y NADPH (0,15 mM). Después se incubo (3
min a 37 ¢ C), y se inicié la reaccion mediante la
adicion de peroxido de hidrégeno 1,5 mM (100 pL).



Actividad de glutation reductasa (GR)

GR se determiné espectrofotométricamente
utilizando el método propuesto por Smith (Smith et al.,
1988). Brevemente, cuando la reduccion provocada
por GR de GSSG a GSH se produjo en presencia de
5,50-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) se formé
acido 2-nitrobenzoico como subproducto. La
formacion se controlé a 412 nm. La reduccion de
GSSG se inicié agregando 25 pL de muestra de
cerebro a una solucion que contiene DTNB 3 mM
preparada en tampon fosfato sodico 10 mM, NADPH 2
mM y EDTA 10 mM en tampon fosfato sodico 0,2 M
pH 7,5.

Dafio a macromoléculas: oxidacion de proteinas.

El dafio oxidativo a las macromoléculas se
evaluo de la siguiente manera. El dafio oxidativo de las
proteinas tiene una quimica compleja, produciendo la
aparicion de numerosos grupos carbonilicos y otras
alteraciones, siendo asi que las proteinas sufren
oxidacion de sus aminoéacidos mas sensibles, como:
cisteina, triptéfano, valina, fenilalanina y metionina
(Cérdenas et al., 2012).

Se determino la  oxidacién  proteica
espectrofotométricamente  utilizando el  método
propuesto por Levine et al. (1980) La oxidacion
proteica se midi6 por medio de la cuantificacion de los
grupos carbonilo formados durante la incubacion con
2,4-dinitrofenihadrazina (DNFH) en condiciones
acidas, basandose en la reaccién equimolar entre ellos.
La DNFH wunidad de proteinas se cuantifico
colorimétricamente (e3,5 = 21.1073M~1Cm™1) tras
la separacion de las proteinas derivatizadas por la
precipitacion con el 4&cido, lavado y posterior
solubilizacion con la guanidina. Se toma 200 uL y se
afiade 400 uL de (DNFH) en un eppedorff. De la
misma muestra se toma 200 uL y se le afiade 400 uL
de HCL en otro eppedorff (este sera el blanco). Se
incubo 1h a temperatura ambiente con agitacion
ocasional. Se centrifugo a 12600 rpm durante 3 min.
Posteriormente se afiadié 1mL de TCA al 20% y se
volvié a Centrifugar a 12600 rpm durante 3 min. Se
recoge el pellet y se lavo 3 veces con 1mL de etanol:
acetato de etilo (1:1 v/v), dejando solo el pellet se
centrifugo a 12600 rmp durante 3min. Finalmente, al
pellet que queda se afiade 1mL de Guanidina 6N a pH
2,3 y se agita en el vortex durante 3 min (también se
puede calentar la muestra a 38 grados hasta que se
destruya el pellet), se debe Centrifugar nuevamente las
muestras a 12600 rmp durante 3 min para medir el
sobrenadante en micro cubetas a 370nm.

Contenido de proteinas

Los niveles de proteina se determinaron
siguiendo el método descrito por Bradford (Emami

Bistgani et al., 2017) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.).

Acido Abscisico ABA

Los niveles de ABA existentes en el tejido de
corteza prefrontal se determinaron
cromatograficamente a través del andlisis de acido
abscisico que fue modificado por Simura (Simura et
al., 2018) a partir de la extraccion de tubos de 2mL en
los que se pesa y tritura 20-50 mg peso fresco con
molinillo de bolas (Millmix 20) a 17 rmp durante un
periodo de 5 minutos. Posteriormente se afiadié 25 pL
de ABA-d6 1 ppm (25 ng) como estandar interno y 1
mL de ACN 50% frio. Se extrajo mediante molino de
bolas durante 10 minutos a 17 rmp y se lo puso en un
ultrasonido a 5min para luego centrifugar 5 minutos a
10000 rmp. Se extrajo en fase solida (SPE) con
cartuchos OASIS HLB de 1lcc, 30mg en donde se
acondiciono la columna de 1 mL MeOH + 1 mL H20
de Milli Q descartandolos. Después se puso en nuevos
eppedorff de 2ml debajo y pasar 1 mL de muestra
seguido de 500 pL. ACN al 30% recogiendo los tubos
para asi pasar a viales de cromatografia. Se cuantifica
la respuesta obtenida (Area de ABA/Area ABA-d6) y
se interpola con la obtenida de una curva patrén
preparada con ABA comercial. Uso del software
Masslynx ~ v4.2 para  procesar los  datos
cromatograficos.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo
utilizando el software SPSS (IBM SPSS Statistics para
Windows, versiéon 25.0 IBM Corp, Armonk, NY, EE.
UU.). De modo que se procedié a presentar los
resultados como valores de la media + SE. Por otro
lado, las comparaciones entre los grupos se realizaron
mediante un Anova de un factor.

Resultados
Peso y la glucemia basal

La pérdida de peso es uno de los efectos de la
diabetes tipo I, por lo que se monitoreo el peso de los
ratones durante el transcurso del experimento. El
andlisis estadistico confirmé que el peso de los
animales diabéticos fue significativamente menor que
el de los controles, sin que la administracion de ABA
afecte a este parametro (figura 2a).

Ademas del peso, se control6 la glucemia de
los animales a lo largo del estudio. En este caso el
andlisis estadistico muestra un aumento significativo
de la glucemia en los grupos de animales diabéticos
frente a los controles. La administracion de ABA
tampoco afect6 a la glucemia de los animales
diabéticos o controles (figura 2b).
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Figura 2. a) Pesos de los animales (*p < 0,05 vs C y C-ABA); (b) glucemia basal (* p <0,05vs Cy C-ABA)

Concentracion de ABA en la corteza prefrontal diabéticos presentan una concentracion de ABA
significativamente menor que los pertenecientes a los

La Figura 3muestra el contenido de ABA en corteza grupos control. la administracion

prefrontal de los ratones pertenecientes a los distintos
grupos. El analisis estadistico muestra que los animales
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Figura 3. Efecto del ABA sobre los ratones diabéticos y no diabéticos en la corteza prefrontal (* p <0.05vsCy C-
ABA)
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diaria de ABA durante 3 semanas no incrementd de actividad GPx en la corteza prefrontal de ratones
forma significativa el contenido de esta hormona en la diabéticos con respecto a los  controles.
corteza prefrontal de los animales controles ni en los Contrariamente, la actividad GR se vio reducida
diabéticos. significativamente tras tres semanas de condicion

diabética. No se observaron diferencias significativas a

nivel enzimatico entre grupos tras la administracién de
La Figura 4 refleja la actividad enzimatica del ABA.

sistema glutation, GPx y GR, en la corteza prefrontal

de los ratones pertenecientes a los cuatro grupos de

estudio (Figura 4a, b, respectivamente). El analisis

estadistico muestra un aumento significativo de la

Actividad enzimatica GR y GPx en corteza prefrontal
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Concentracion de GSH, GSSG, relacion GSH / GSSG,
L-cisteina y Glutamato en corteza prefrontal

No se observaron diferencias significativas en
los niveles de GSH en la corteza prefrontal después de
3 semanas desde la induccion de la diabetes y/o
administracion de ABA (Figura 5a). Sin embargo, el
ANOVA de un factor muestra diferencias
significativas en las concentraciones de GSSG entre
los distintos grupos. Las comparaciones post hoc
indicaron que concentraciones de GSSG aumentaron
en los grupos diabéticos en comparacion con los
controles, controles ABA vy diabéticos-ABA (Figura
5b; p <0,05 D vs C, C-ABA y D-ABA). Con respecto a
la proporcion de GSH / GSSG en la corteza prefrontal,
el ANOVA de un factor mostro una diferencia
estadisticamente significativa en los grupos.
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Las comparaciones post hoc demostraron una relacion
GSH / GSSG aumentada en diabéticos en comparacion
con los controles, controles ABA y diabéticos- ABA
(Figura 5c; *p <0.05 vs controles, controles ABA y
diabéticos- ABA). Cuando se compararon las
concentraciones de L-cisteina en muestras de corteza
de ratén. Las comparaciones post hoc indicaron una
disminucién en grupo diabéticos en comparacién con
los controles, controles ABA y diabéticos- ABA
(figura 5d; p< 0,05 vscontroles, controles ABA y
diabéticos- ABA). Las comparaciones post hoc
indicaron un aumento de glutamato en grupo
diabéticos en comparacion con los controles,
controles-ABA y diabéticos-ABA (figura 5e; p< 0,05
vs controles, controles ABA y diabéticos- ABA)
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Figura 5. Efecto del &cido abscisico sobre las concentraciones de glutation (GSH) en la corteza prefrontal (a),
concentraciones de disulfuro de glutation (GSSG) (b) (* p <0,05 C, C-ABA y D-ABA), relacion GSH / GSSG (c) (* p
<0,05 frente C, C-ABA y D-ABA, * p <0.05 frente a C, C-ABA y D-ABA), valores de L-cisteina (d) (* p <0.05 frente
C, C-ABA y D-ABA) y valores de glutamato(e) (* p <0.05 frente C, C-ABA y D-ABA). Las barras representan la
media £ SEM de los grupos control, control-ABA, diabéticos y diabéticos-ABA.

Efectos de la administracion ABA en losgrupos para estudiar el dafio oxidativo a las proteinas. El
carbonilos ANOVA de un factorno mostro diferencia significativa

. L , entre los grupos (Figura 6).
El dafio oxidativo a las macromoléculas se grupos (Fig )

evalué utilizando los grupos carbonilos como medida
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Figura 6. Efectos de la administracion de ABA sobre los grupos carbonilos. Las barras representan la media + SEM.,
controles, controles-ABA, diabéticos y diabéticos-ABA



Discusion

El presente estudio se desarrollé para valorar
los efectos de la diabetes tipo |, inducida mediante
inyeccion de aloxana, sobre el estado oxidativo de la
corteza prefrontal de raton. Este modelo de diabetes
experimental se caracteriza por la destruccion de las
células B en los islotes de Langerhans del pancreas. La
hiperglucemia resultante es la causante del sindrome
gue caracteriza a esta enfermedad y que incluye
poliuria, polidipsia, pérdida de peso. Los resultados
obtenidos en el presente estudio, tres semanas después
de la induccién de la diabetes, encajan con este cuadro
y son similares a los obtenidos por nuestro grupo de
investigacion en estudios previos (Muriach et al.,
2006; Miranda et., 2007). La administracion de ABA
no afecto al peso ni a la glucemia basal de los animales
tal y como se observa en la Figura la y 1b. Se ha
demostrado anteriormente queel ABA participa en el
manejo de la homeostasis de la glucemia, modulando
la secrecion de insulina en pacientes con resistencia a
la insulina y diabéticos tipo Il (Derosa et al., 2020).
Sin embargo, dado que la administracion de aloxana es
un modelo de diabetes tipo I, en el que se destruyen las
células B del pancreas, es esperable que en este trabajo
el ABA no afecte a la hiperglucemia observada en los
ratones diabéticos.

Valoracion del estado oxidativo de la corteza
prefrontal de ratones diabéticos

En lo que se refiere al estado oxidativo de la corteza
prefrontal, son pocos los estudios sobre los efectos de
la diabetes tipo | sobre este area del cerebro,
habiéndose estudiado méas en profundidad otras
estructuras, como el hipocampo (Muriach et al, 2006
;Ceretta et al., 2012 ; Bampi et al., 2020) Asi, se ha
demostrado la existencia de estrés oxidativo y un
sistema de defensa oxidante deteriorado en el
hipocampo de sujetos diabéticos, lo que probablemente
promueve las complicaciones asociadas con la diabetes
en el SNC (Zhang et al., 2017). En relacion a la corteza
prefrontal, Ceretta y colaboradores demostraron la
existencia dedafio oxidativotras 15 dias de evolucion
de la diabetes inducida por aloxana en rata, pero no un
desequilibrio en las enzimas antioxidantes (Ceretta et
al., 2012). Sin embargo, en este estudio se valoraron
otras enzimas antioxidantes, como, la superdxido
disminutasa (SOD) y la catalasa (CAT) (Ceretta et al.,
2012). Nuestro estudio muestra que la actividad GPx si
aumenta en los grupos de ratones diabéticos en
comparacion con los controles (figura 4a) tras 21 dias
de evolucion de la diabetes.Estos resultados confirman
resultados obtenidos por Akinona y colaboradores
(Akinola et al., 2011) y encajarian con un mecanismo
compensatorio transitorio en el que se produce un

aumento de las defensas antioxidantes para
contrarrestar un aumento de las especies reactivas de
oxigeno (Balifio et al., 2019, 2021).Posiblemente, de
haber alargado el estudio este mecanismo
compensatorio hubiera derivado en un agotamiento de
la actividad de dicha enzima, tal y como nuestro grupo
ha demostrado previamente en hipocampo (Muriach et
al., 2006).Curiosamente, la actividad GR si disminuye
significativamente en la corteza de los animales
diabéticos y diabéticos suplementados con ABA en
comparacion con los controles y controles-ABA
(figura 4b). Este resultado justificaria el aumento de
GSSG y de la relacion GSSG/GSH observados en el
grupo de ratones diabéticos (figuras 1,5b y 5¢). Por
contra, no observamos diferencias significativas entre
grupos en lo que se refiere a la concentracion de GSH
en corteza prefrontal (figura 5a). Este resultado
encajaria con el estudio de Cardoso y colaboradores en
el que a nivel hipocampal no observaron una reduccion
estadisticamente significativa de GSH en las primeras
4 semanas de experimentacion, pero si a las 12
semanas (Cardoso et al., 2013).

Por otro lado, se estudiaron el acido glutamico
y la cisteina, como aminoéacidos precursores del GSH.
La cisteina ademas,es un antioxidante ampliamente
utilizado como biomarcador de estrés oxidativo
(Morris et al., 2014), por lo que la disminucion de la
misma en el grupo de ratones diabéticos en relacién a
los controles demuestra una alteracion en el estado
oxidativo (figura 5d). En relacién al glutamato, la
regulacion de los niveles de de este neurotransmisor es
fundamental para el funcionamiento del cerebro, ya
gue la concentracién extracelular anormal de
glutamato puede provocar alteraciones de la
neurotransmision, neurodegeneracion e incluso muerte
neuronal (Mangia et al., 2012).Por lo tanto, el
incremento observado en los ratones diabéticos (figura
5e), ademéas de alterar el sistema glutation, podria
inducir dafio neuronal por otras vias. Sin embargo,
para comprobar el alcance del posible dafio inducido
por el incremento de la concentracién de glutamato en
ratones diabéticos es necesario finalizar los estudios de
muerte neuronal e inflamacién que se estan llevando a
cabo actualmente.

Finalmente, para valorar la existencia de estrés
oxidativo se determindé el contenido de grupos
carbonilo, como marcador de dafio oxidativo a
proteinas, sin que se apreciaran diferencias
significativas entre los distintos grupos de estudio
(Figura 6). En el estudio realizado por Ceretta y
colaboradores se describe que existe un aumento de
grupos carbonilo en hipocampo y amigdala, pero no en
corteza. Este resultado, acorde con nuestro estudio,



sugiere que la corteza prefrontal pueda ser menos
sensible al dafio oxidativo que otras &reas del
cerebro(Ceretta et al., 2012). Por otro lado, dado que
los lipidos son mas sensibles al dafio oxidativo que las
proteinas, es posible que, si se hubieran estudiado
también marcadores de peroxidacion lipidica, si se
hubiera podido observar dafio oxidativo y confirmarasi
una situacion de estrés oxidativo en la corteza
prefrontal, tal y como anteriormente hemos
demostrado en hipocampo (Muriach et al., 2006).

Efecto de la administracion del ABA sobre el estado
oxidativo de la corteza prefrontal de ratones
diabéticos

Ha sido demostrado que el &cido abscisico esta
involucrado en la regulaciéon de los procesos
fisioldgicos de muchas plantas, entre ellos la
resistencia al estrés(Le Page-Degivry -Th. et al., 1986).
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una
disminucion de la concentracion de ABA en la corteza
prefrontal de ratones diabéticos, posiblemente debido
al insulto oxidativo asociado a la diabetes. Es
interesante, sin embargo, que la administracion de
ABA durante 21 dias no incrementa su concentracion
de forma significativa en la corteza prefrontal de los
grupos suplementados, ni en animales controles, ni en
los diabéticos) (Figura 3).

Por otro lado, en relacion a su posible efecto
sobre el estado oxidativo de la corteza prefrontal de
ratones diabéticos, se observa que no afecté a las
actividades enzimaticas (GPx y GR) (Figura 4), pero si
redujo significativamente la concentracion de GSSG
(Figuras 1 y 5b). Por lo tanto, el ABA parece ejercer
un efecto regulador sobre otros componentes de la
defensa antioxidante que son capaces de modular la
concentracion GSSG, como por ejemplo podrian ser
las peroxirredoxinas (Prx) (Sue et al., 2005). De hecho,
estas enzimas contienen un residuo de cisteina, que
también se ve incrementada por la administracion de
ABA en ratones diabéticos (Figura 5d). Ademas, las
enzimas Prx | y Il que se encuentran en abundancia en
el citosol, al igual que las enzimas GPx y GR,(Sue et
al., 2005)

Cabe destacar también, que el ABA redujo la
concentraciéon de glutamato y recuperé los niveles de
cisteina en los ratones diabéticos. Estudios previos
muestran que la administracion de ABA
intracerebroventricular en ratas indujo un mayor
consumo de alimento junto con una reduccién de estrés
oxidativo en el tronco encéfalo (Soti et al., 2019).
Nuestro estudio confirmaria que la administracion de
ABA es capaz de modular el estado oxidativo del
cerebro y més concretamente en un estado patologico,
como la diabetes tipo 1. Futuros estudios permitiran
elucidar el papel de esta fitohormona antioxidante

capaz de modular la homeostasis de la glucosa, como
posible terapia adyuvante en el tratamiento de la
diabetes.

Conclusién

Existe una afectacion del estado oxidativo de la corteza
prefrontal de ratones tras 21 dias de evolucion de la
diabetes tipo 1. La administracion de ABA es capaz de
modular dicho estado oxidativo reduciendo la
concentracién de GSSG, la ratio GSSG/GSH vy la
concentraciéon de 4&cido glutdmico, asi como
incrementando la concentracién de cisteina. Sin
embargo, no se ha podido demostrar la existencia de
dafio oxidativo a proteinas en la corteza prefrontal de
ratones diabéticos, por lo que no se establece una
situacion de estrés oxidativo en esta area del cerebro
de ratones tras 3 semanas de induccion de la diabetes.

Limitaciones

A lo largo del presente estudio nos hemos
encontrado con una serie de dificultades que no han
permitido finalizar todas las determinaciones previstas
en el planteamiento inicial del trabajo.

Asi, estaba previsto estudiar el dafio oxidativo
a lipidos, mediante la determinacion de la
concentracion de malondialdehido (MDA). Sin
embargo, dicho método requiere del uso de HPLC, y el
equipo del que se dispone ha estado fuera de servicio
durante estos meses, por lo que no se ha podido
estudiar este marcador de peroxidacion lipidica. Dado
que los lipidos son mas sensibles al dafio oxidativo que
las proteinas, es posible que de haber podido realizar
esta  determinacion, se hubieran encontrado
alteraciones que permitieran establecer la existencia de
estrés oxidativo en la corteza prefrontal de ratones
diabéticos.

Por otro lado, entre los objetivos del presente
estudio se encontraba el estudio de marcadores de
inflamacion (lba 1, marcador de microglia reactiva) y
muerte celular (Caspasa 3) mediante la técnica de
Western-Bot. Estos estudios se encuentran en proceso
en la actualidad, pero no ha dado tiempo a finalizarlos
a tiempo para incluirlos en el trabajo.

Anexos

Anexo 1, resoluciéon del comité de
experimentacion animal.
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Anexo 1 resolucion del comité de experimentacion animal

Direccién General de Agricultura, Ganaderia y Pesca

G E N E RA LITAT Ciudad Administrativa 9 de Octubre

% Calle de La Democracia, 77 - 46018 Valencia
\\\} VALENCIANA www.gva.es

Conselleria de Agricultura,
Desarrollo Rural, Emergencia
Climatica y Transicion Ecolégica

UNION EUROPEA

AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2020/VSC/PEA/0039

Vista la solicitud realizada en fecha 10/02/20 con n° reg. entrada 184727 por D/D?®. Jesus Lancis
Saez, Vicerector d’ Investigacié i Transferéncia, centro usuario ES120400001002, para realizar
el procedimiento:

“Papel del Acido abcisico, un agente antiinflamatorio en la retinopatia diabética”

Teniendo en cuenta la documentacién aportada, segun se indica en el articulo 33, punto 5y 6, y
puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacién en virtud de lo dispuesto en el
articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,

Vista la propuesta del jefe del servicio de Produccién y Sanidad Animal.

AUTORIZO:
la realizacién de dicho procedimiento al que se le asigna el cédigo: 2020/VSC/PEA/0039 tipo 2,
de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacién para el numero de
animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones
pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes
condiciones:
Usuario: Universitat Jaume | Castellon
Responsable del proyecto: Maria Muriach Sauri
Establecimiento: Servicio de Experimentacién Animal
N idad d lcld o
Condiciones especificas:
Observaciones:

Valencia a, fecha de la firma electrénica
El director general de Agricultura, Ganaderia y Pesca

Firmat per Rogelio Llanes Ribas el
03/03/2020 10:32:10
Carrec: Direccién General
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