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Abstracto

La lesién cerebral traumatica (TBI) en sus diversas formas se ha convertido en un problema importante para la sociedad moderna. El TCE agudo puede
transformarse en una condicion croénica y ser un factor de riesgo para enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson, probablemente a
través de la induccion de estrés oxidativo y neuroinflamacién. Aqui, examinamos la capacidad del hidrégeno molecular antioxidante que se administra en el
agua potable (agua de hidrégeno molecular; mHW) para alterar los cambios agudos inducidos por el impacto cortical controlado (CCl), un modelo experimental
de TBI de uso comun. Descubrimos que mHW revirtié el edema inducido por CCI en aproximadamente la mitad, bloqued completamente la expresion
patolégica de tau, acentué un aumento temprano observado en varias citoquinas pero atenué ese aumento en el dia 7, revirtié los cambios observados en los
niveles de proteina de acuaporina-4, HIF-1, MMP-2 y MMP-9, pero no para el péptido beta amiloide 1-40 o 1-42. El tratamiento con mHW también revirtié el
aumento observado 4 h después de la CCl en la expresién génica relacionada con el metabolismo de oxidacion/carbohidratos, liberacion de citoquinas,
migracién de leucocitos o células, transporte de citoquinas, ATP y unién de nucleétidos. Finalmente, encontramos que mHW preservé o aumento los niveles
de ATP y proponemos un nuevo mecanismo para mHW, el de la produccién de ATP a través de la reaccién de Jagendorf. Estos resultados muestran que el
hidrégeno molecular administrado en el agua potable revierte muchas de las secuelas de la CCl y sugiere que podria ser un tratamiento altamente efectivo y
facil de administrar para la TBI.
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Introduccion el ciclo puede ser interrumpido. Por lo tanto, se necesitan terapias preventivas e

interventivas para tratar la LCT lo antes posible.
La lesién cerebral traumatica (TBI, por sus siglas en inglés) se ha convertido Idealmente, estos tratamientos podrian administrarse inmediatamente, incluso

en una lesioén caracteristica de principios del siglo XXI. Ademas de las lesiones en el momento de la lesion. Esto requeriria que el agente terapéutico tuviera baja

por onda expansiva en los escenarios de guerra, la TBI en Ia poblacién civil toxicidad y que se administrara facilmente. Uno de estos potenciales terapéuticos

adopta muchas formas y recientemente las caidas han suplantado a los es el hidrégeno molecular. Presentado por primera vez por Ohsawa et al en 2007

accidentes automovilisticos como la causa mas comun de TBI [1,2]. Las lesiones [9], el hidrégeno molecular actda al menos en parte como un antioxidante
\ )
que penetran el crdneo son mas raras pero constituyen una forma muy grave de

TCE [3]. Aunque la LCT surge de una variedad de lesiones, se cree que los

combinandose con iones hidroxilo que se producen por lesiones del SNC, aunque

también pueden existir otros mecanismos [9]. Como molécula sin carga de bajo
criterios de valoracion clinicos que resultan y los mecanismos que impulsan al peso molecular (2 Da), el hidrégeno molecular tiene la capacidad de penetrar las

SNC hacia esos criterios de valoracién son compartidos no solo entre las LCT, membranas biolégicas. Las membranas penetradas incluirian aquellas que

sino también por una gran cantidad de enfermedades neurodegenerativas [4,5]. forman la BBB; por lo tanto, el hidrégeno molecular deberia tener acceso sin

Estos criterios de valoracién y mecanismos incluyen edema cerebral, tauopatia, restricciones al SNC, una caracteristica compartida con pocas terapias

interrupcion y disfuncién de la barrera hematoencefalica (BBB) y neuroinflamacion potenciales. Esta alta penetrabilidad de la membrana explica por qué el hidrégeno
[6,7,8]. Una vez que se ponen en marcha, estos procesos a menudo se refuerzan a si nﬁm%%&menos que
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tiene efectos terapéuticos cuando se administra por una variedad de vias. Aqui,
investigamos los efectos del hidrogeno molecular administrado en el agua potable
(mHW), un método de administracién que deberia ser facilmente traducible a
situaciones clinicas, en el edema cerebral, la patologia tau, la neuroinflamacion y la
expresion génica inducida por impacto cortical controlado (CClI), un modelo animal de
TBI.

El modelo CCl de TBI que usamos aqui es uno de los modelos estandar de oro y
proporciona una cantidad controlada, reproducible y cuantificada de fuerza mecanica
al cerebro. Segun la clasificacion de Cernak [3], se trata de un modelo dinamico de
lesion penetrante de impacto directo que produce una contusion directa del tejido
cerebral. Reproduce muchas de las caracteristicas de la LCT que se observan en los
pacientes, incluido el edema cerebral, las alteraciones en el flujo sanguineo cerebral
y los cambios metabdlicos, y se usa ampliamente tanto en las investigaciones de los

mecanismos de la LCT como para el desarrollo de farmacos [4,10].

Materiales y métodos

Se usé un

impactador estereotactico CCl modelo A (Leica Microsystems, Inc) para inducir
CCl en ratones macho C57BL/6 de 8 semanas de edad (Harlan Sprague Dawley).
Todos los estudios se realizaron bajo protocolos aprobados por el comité local de
cuidado y uso de animales en el Departamento de Asuntos de Veteranos.
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Puget Sound, una instalacion
aprobada por AAALAC, y todos los estudios se adhirieron a la Guia NIH para el
cuidado y uso de animales de laboratorio. La anestesia se indujo con isoflurano
(2-4% a 0,5 I/min) y se mantuvo mediante la administracion con un cono nasal. Se
afeitd la cabeza, se infiltro la piel que recubre el craneo con una mezcla de lidocaina/
bupivcaina y se monto el ratén en un aparato estereotaxico que es parte de un
dispositivo de compresién neumatico contenido en trazos Lighthall. Utilizando una
técnica estéril, se expuso el craneo a través de una incision en la linea media y se
retrajo la piel y el musculo. Se hizo una abertura de 4 mm de diametro en el craneo,
3 mm lateral y 2 mm caudal del bregma, exponiendo asi la corteza parietotemporal

derecha.

Se extrajo el hueso y se corté la duramadre para exponer la corteza. La corteza se
comprimié utilizando el dispositivo impactador para aplicar un peso de punta plana
de 3 mm de didametro a una velocidad de 5,82 m/s a una profundidad
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Figura 1. Efectos de CCl y mHW en el edema cerebral. La figura principal
muestra que el porcentaje del peso del cerebro que era agua aumento 24 h (dia

MW

1) después de la CCl y que mHW redujo significativamente el contenido de agua.

El recuadro muestra el indice de edema cerebral calculado por el método Keep
alas 24 h; CCl aumenté el indice de edema, mientras que mHW fue protector.
**p,0,01,

***p,0,001. doi:10.1371/journal.pone.0108034.g001
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de 1,2 mm durante una duracién de 47 ms a una presién de accionamiento de 73 psi.
El area lesionada se cubrié con una dura artificial de 4 mm de diametro (GORE
Peclude, WL Gore & Associates, Newark, NY) y una placa de hueso artificial de 5
mm de didmetro hecha de cemento dental (GC Fuiji I, GC Corporation, Tokio, Japon),
la piel volvié a colocarse en su lugar y se cementd, se suspendié el isoflurano y el
ratén se colocé en una incubadora a 37 uC hasta que recuperé la conciencia (retorno
del reflejo de enderezamiento y movilidad). Los ratones simulados pasaron por todo
el procedimiento excepto por la entrega del impacto.

Produccién y Administracién de mHW

El mHW se prepar6 disolviendo hidrégeno molecular (H2) en agua a alta presion
(1,6—1,8 ppm) hasta un nivel sobresaturado utilizando un aparato de produccién de
hidrogeno y agua (Arega Co, Aich Japon). El mHW saturado se mantuvo en una
bolsa de aluminio hasta su uso y se preparé cada semana y solo se usé agua con un
contenido minimo de hidrégeno de 1,6 mM. Los ratones se colocaron en mHW como
su Unica fuente de agua potable desde 24 h antes de la CCl/cirugia simulada hasta
el estudio. El agua potable mHW se suministré en botellas de agua de vidrio que
tenian un cojinete de bolas de acero inoxidable; el cojinete de bolas evita la
desgasificacion del hidrégeno molecular. Descubrimos que los patrones de bebida,
alimentacion y aseo no diferian entre los ratones CCl y los falsos y que ni el inicio de
la bebida ni la cantidad de agua bebida en 24 h fueron alterados por CCI (datos no
mostrados).

edema cerebral

Los cerebros se recolectaron 24 h después de la cirugia simulada o 24 h, 3 dias
(72 h) o 7 dias después de la CCI (n = 4-5/grupo). Se peso (peso himedo) la
hemicorteza ipsolateral a la CCl o cirugia simulada, se colocé en recipientes de metal
que se colocaron en una placa de calentamiento a 125 uC durante 24 h, se volvi6 a
pesar (peso seco) y se determind el porcentaje de agua mediante la ecuacion:

Contenido de agua ~ & peso humedo { peso seco = peso humedo

Ademas, se aplico el indice de edema de Keep et al [11] a
el punto de tiempo de 24 h usando la ecuacion:

indice de edema~ & peso himedo { peso seco = peso seca

inmunohistoquimica

Los ratones fueron examinados por inmunohistoquimica y las imagenes
presentadas son representativas de cada grupo. Para preparar el tejido para el
analisis, los ratones fueron anestesiados y fijados mediante perfusion transcardial
con paraformaldehido al 4%. Se extrajeron los cerebros, se incluyeron en parafina y
las secciones coronales se cortaron a 10 mm de espesor y se almacenaron a 4 uC
hasta su uso. Las secciones fueron inmuno
tefiido con AT8 (1:250), Alz50 (1:25), GFAP (1:400) e IBA1 (1:1000). Las secciones
fueron desparafinadas y rehidratadas a través de alcoholes, y se us6 un paso de
recuperacion de antigeno que consiste en pretratamiento térmico por microondas o
autoclave en solucion de recuperacion de objetivo DakoCytomation (Vector,
Burlingame, CA).
Las secciones se trataron para peroxidasas endégenas con peréxido de hidrogeno
al 3 % en PBS (pH 7,4), se bloquearon en leche descremada al 5 % en PBS, se
incubaron con el anticuerpo primario durante la noche a 4 uC, seguido del anticuerpo
secundario biotinilado durante 45 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las
secciones se incubaron en un complejo de avidina biotina (Vector's Vectastain Elite
ABC kit, Burlingame, CA) y el producto de reaccién se visualizé con 0.05%
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Figura 2. Reduccién de la expresion patoldgica de tau inducida por CCI en hipocampo y corteza por mHW. El aumento inducido por CCI en la inmunorreactividad de
AT8 y Alz50 se atenta mediante el tratamiento con agua hidrogenada. Imagenes representativas de inmunotincién en cerebros de animales simulados (A, D, G, H),
CCI (B, E, I, J) y tratados con CCI+mHW (C, F, K, L). Las imagenes representativas de baja potencia muestran la inmunorreactividad de AT8 (A-C) y Alz50 (D-F).

G- L, imagenes de alta potencia de la regién cortical designada por flechas, inmunotefiidas para AT8 (G,|,K) y Alz50 (H, J, L). Barras de escala: 500 mm, A—F; 50 mm,

G-L.
doi:10.1371/journal.pone.0108034.g002

diaminobencidina (DAB)/peréxido de hidrégeno al 0,01% en PBS.

Los controles negativos con anticuerpo secundario solo no inmunotefieron las
secciones de tejido (datos no mostrados). Las fotomicrografias se tomaron con
una camara digital y se importaron a Adobe Photoshop para su montaje. Para
optimizar la visualizacion de la tincion, se modificaron las fotomicrografias,
cuando fue necesario, ajustando el brillo y el contraste.

Estudios de ARNm

Los ratones se dividieron en 3 grupos de 6 cada uno. El grupo 1 se sometié a
una cirugia simulada, el grupo 2 se sometié a una CCl y el grupo 3 se sometié a
una CCI pero comenzé con mHW 24 h antes de la CCI. Todos los ratones fueron

PLOS UNO | www.plosone.org

sacrificado 4 h después de la cirugia CCl/simulada, y se recogié el hemicortex
ipsilateral a la cirugia. EI ARN se extrajo de dos hemicortices combinados usando
el kit MN nucleopsina Il (Macherey-Nagel Inc, Bethlehem, PA). Las bibliotecas

de mRNA-seq se construyeron utilizando el kit ScriptMiner (Epicentre, Madison,
Sl) y se secuenciaron con quimica TruSeq v3 en un HiSeq 2500 (lllumina, San
Diego, CA). Los datos se analizaron con las herramientas de filtrado del software
GenesSifters (Geospiza, Seattle, WA).

Homogeneizado de
cerebro El hemicerebro ipsilateral a la CCl/cirugia simulada se homogeneizé
en 1 ml de tampén de extraccién (tampén de fosfato 0,01 M).
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Figura 3. Reduccion de tau patoldgica inducida por CCl por mHW en la corteza frontal. Los aumentos inducidos por CCl en la inmunorreactividad de AT8 y Alz50 se extienden
a la corteza frontal y se atenian mediante el tratamiento con agua hidrogenada. Las imagenes representativas de baja potencia demuestran una mayor inmunorreactividad de
ATS8 en la corteza frontal de CCI (B) en comparacion con los ratones tratados con simulacion (A). C—F, las imagenes de alta potencia de la region cortical que se muestra en
B (flecha) demuestran la inmunorreactividad de AT8 (C,D) y Alz50 (E,F) en ratones tratados con CCI (C,E) y HW (D,F). Barras de escala: 500 mm, A,B; 50 mm,

D-F. doi:10.1371/journal.pone.0108034.g003

solucién salina (PBS; cloruro de potasio 2,7 mM, cloruro de sodio 0,137
M, pH 7,4) 2,7 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, céctel inhibidor de
proteasa) usando un mini batidor de perlas a 4800 RPM durante 30
segundos para producir el homogeneizado de PBS. Se afiadié Triton
X-100 al homogeneizado de PBS hasta una concentracion final del 0,1 %
y se agit6 vigorosamente. A continuacion, el homogeneizado se centrifugd
a20.000 g durante 10 min a 4 uC. El sobrenadante resultante se utilizé
para medir las citocinas cerebrales y el péptido beta amiloide (Ab). Se
afiadié Triton X 100 a una tercera porcion de homogeneizado de PBS
hasta una concentracion final del 1 %, se agit6 vigorosamente y se
centrifugé a 20 000 g durante 10 min a 4 uC. Se midid el nivel de proteina
del sobrenadante resultante (BCA, Pierce, Rockford, IL) y se ajusté a 4
mg/ml con tampon de extraccion que contenia Triton X-100 al 1 % y se
congeld a 280 °C como la extraccion con Triton X-100 al 1 %.

Se congelaron alicuotas de esta extraccion y se usaron para todos los
Western y dot blot excepto para el inmunoblot pan-tau.

Para la deteccion total de tau, se diseccionaron cerebros de ratones de
animales sacrificados y se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido
antes de la extraccion. Los hemisferios cerebrales de los ratones se
homogeneizaron en un tampdn de reensamblaje con alto contenido de
sal (RAB-High Salt [MES 0,1 M, EGTA 1 mM, MgSO4 0,5 mM, NaCl 0,75

inmunotransferencia semicuantitativa, detectamos tau humana y de ratén
usando el anticuerpo pan-tau 17025 (proporcionado como un generoso
regalo de Virginia Lee, ver [12] para mas detalles) a una dilucién de
1:3000 como se describié anteriormente [13] y anticuerpo anti-actina a
1:1000 (DSHB). El policlonal de conejo 17025 es un anticuerpo pan-tau

que reconoce la tau humana y de raton total frente a la tau recombinante
de longitud completa.

Mediciones de citoquinas en suero y cerebro A las 4

h, 24 h'y 7 dias después de la CCl o la cirugia simulada, los ratones se
anestesiaron con uretano, la arteria carétida se expuso, se cortd y se
extrajo sangre de ella, y se obtuvo el hemicerebro ipsilateral a la CCl/
cirugia simulada y se proces6 como se indicé anteriormente; el extracto
de Triton X-100 al 0,1 % se uso6 para medir las citocinas cerebrales. La
sangre arterial se centrifugé a 4500 g durante 10 min a 4 uC y se midieron
los niveles de citoquinas en el suero resultante. Los niveles de citoquinas
cerebrales se midieron en los puntos de tiempo de 4 h, 24 hy 7 dias y las
citoquinas séricas en los puntos de tiempo de 24 h y 7 dias. Se utiliz6 el
kit multiplex para citoquinas murinas de BioRad y mide 23 citoquinas:
IL-1a, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12(p40), IL-12(p70),
IL-13, IL-17, Eotaxina (CCL11), G-CSF , GM-CSF, IFN-c, KC (CXCL1),

M, NaF 0,02 M, PMSF 0,5 mM, céctel inhibidor de proteasa al 0,1 %, pH 7,0]). Ra@P-1 (CCL2), MIP-1a
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;" ,' a Inmunorreactividad de GFAP del hipocampo en ratones simulados (A) y CCI (B).
r & . - La inmunotincion para GFAP se reduce considerablemente en el hipocampo de
- Ny 1 animales tratados con agua hidrogenada (C). Barras de escala: 50
\ g mm. doi:10.1371/journal.pone.0108034.g004
- ’ (CCL3), MIP-1b (CCL4), RANTES (CCL5) y TNF-a. Los niveles cerebrales se

informaron en relacién con el contenido de proteina de la muestra de cerebro y
se informan como pg/mg.

Dot blots para ciclofilina A y proteina precursora de
amiloide (APP)

Los cerebros extraidos en Triton X-100 al 1% se analizaron para determinar
la expresién de APP y ciclofilina A mediante dot blot como se describid
anteriormente [14]. Brevemente, se cargaron 2 ug de proteina en un volumen
de 250 ul de PBS en pocillos duplicados de un aparato de microfiltracién Bio-dot (Biorad).
Para normalizar la sensibilidad de los anticuerpos, también se preparé una
curva estandar utilizando una de las muestras de control con cantidades de
proteina por pocillo que oscilaban entre 0,125 y 4 ug en un volumen de 250 ul
de PBS y se carg6 por duplicado. Las muestras y los estandares se unieron a
una membrana de nitrocelulosa mediante vacio, la membrana se lavo, se
bloqueé en leche al 5 % y se incubé durante la noche con anticuerpo APP
(Epitomics, 1 mg/ml) o anticuerpo CypA (Epitomics, 1 mg/ml) en tampdn de
bloqueo. Luego se lavé la membrana en PBS, y se preparé secundaria anti-
conejo (Santa Cruz) 1:5000 en leche al 5% y se incubd con las membranas
durante 1 hora a temperatura ambiente.
temperatura. Después del lavado, la sefial se visualizé con sustrato
quimioluminiscente West Pico. Las imagenes se capturaron utilizando un
ImageQuant LAS4000 y el software IQTL utilizado para cuantificar las
intensidades de los puntos. Se generd una curva estandar utilizando intensidades
puntuales de los estandares con el software Graphpad Prism, y la intensidad
puntual de cada muestra se normaliz6 a la curva estandar antes del analisis
estadistico.

Ensayos de

Ab Se usaron kits ELISA sandwich que detectan Ab40 o Ab42 de roedor
(Wako) para cuantificar los niveles de Ab. Los extractos de Triton X-100 al 0,1
% se diluyeron 1:1 en el diluyente estandar proporcionado en el kit y,
posteriormente, se analizaron de acuerdo con las instrucciones del kit. Hemos
descubierto que estos kits detectan especificamente Ab40 y Ab42 de roedores,
como lo demuestra la ausencia de sefial para ambos analitos en cerebros sin
APP procesados y analizados de forma idéntica. Ademas, este kit ha sido
utilizado por otros grupos para cuantificar los cambios en roedores Ab en
envejecimiento [15] y lesiones por onda expansiva [16]. En el ultimo estudio, se
informo que la mayoria de los anticuerpos de roedores detectados por este
v ensayo se encuentran en la fraccion Triton-X [16].

£

N ) . e ! v Homogenados cerebrales para acuaporina-4 (AQP-4), Hipoxia inducible
. ) » ‘ e 2l S Y 3 Factor 1 alfa (HIF-1), metaloproteinasa de matriz (MMP) -2 y -9 El hemibrain
p A ] * e B - ipsilateral a la

t - 6‘ ot cirugia CCl/simulada fue homoge y extraida en el tampédn trisedTA-

-~ N\ . . \ extraccion (20 mM TRIS, 150 MM Nacl, 2 mm de 2%, 2 mm de TITON, 2 MM).
7 Al - i inhibidores de la proteasa . Los extractos de cerebro se corrieron en geles Bis

3 Tris al 4-12% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Invitro gen, EE.

VLN UU.). Las membranas se probaron con anticuerpos primarios AQP-4 (Abcam,

=T . . EE. UU.), HIF-1a (Novus Biologicals, EE. UU.), MMP-2 (R&D Systems, EE.

. : UU.) y MMP-9 (R&D Systems, EE. UU.), seguidos de anticuerpos secundarios

conjugados con peroxidasa de rabano picante (Santa Cruz, EE. UU.). Para

verificar la uniformidad de las membranas de carga de proteinas, se retiraron

'

pes P - ) y reprobaron con GAPDH o anticuerpo b-actina (Cell Signaling Technology, EE.

i e v _ UU.). El western blot de quimioluminiscencia mejorada se digitaliz6 con un
sistema de imagenes CCD LAS4000 (GE Healthcare, EE. UU.) y se analiz6 con
el software ImageQuant TL.

»
i

Figura 4. La inmunorreactividad de GFAP esta disminuida en el campus de
hipopétamo (CA1 stratum radiatum) de ratones CCI tratados con agua
hidrogenada. Las imagenes representativas demuestran niveles similares de
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Figura 5. El aumento de la inmunorreactividad de Iba1 inducido por CCl se atentia mediante el tratamiento con agua hidrogenada. Las imagenes representativas son
de la inmunorreactividad de Iba1 en la corteza adyacente al sitio de la lesién (A—C) y el hipocampo (D—F) de animales simulados (A,D), CCI (B,E) y tratados con CCl/

HW (C,F). Barras de escala: 50 mm, A-C; 100 mm, D-F.
doi:10.1371/journal.pone.0108034.g005

Salida de cerebro a sangre de Ab y reabsorciéon de LCR

El eflujo del cerebro a la sangre de Ab marcado radiactivamente y
alblmina se midié como se describio previamente [17]. Ab1-40 murino
se marco radiactivamente con 125l y albumina sérica humana con
1311 mediante el método de la cloramina-T y se purificé en columnas
de Sephadex G-10. Los ratones recibieron una inyeccién de 25.000
cpm de I-Ab y 25.000 cpm de I-albumina en el ventriculo lateral del

cerebro contralateral a CCl y 10 minutos mas tarde se extrajo el cerebro.

Se utilizaron ratones que habian estado muertos entre 10 y 30 minutos para

estimar la cantidad de ligando radiactivo disponible para el transporte.

La cantidad de ligando radiactivo transportado se calculé como la
diferencia entre el valor de 10 minutos en ratones vivos y el valor de

10 minutos en ratones muertos.

Serum G-CSF

150 1 .
— [] Sham
= 1001 " 1 M cci
£ CCl+mHW
€ 50
I 24 Hours - 7 Days ‘

Figura 6. Efectos de CCl y mHW en los niveles de citoquinas en suero.

Solo el G-CSF se elevo en sangre después de la ICC y solo a las 24 h. No hubo
un efecto estadisticamente significativo de mHW en los niveles séricos de G-
CSF. *p, 0,05;

**p,0,01. doi:10.1371/journal.pone.0108034.g006
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Efectos de mHW en la respiracion celular y la produccion
de ATP

Células de pericito cerebral de ratéon condicionalmente inmortalizadas
(ImBPC) establecidas como se describio previamente [18] se cultivaron
en medio de crecimiento, que consistia en medios esenciales minimos
Dulbecco (DMEM) de glucosa 5,5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 %, aminoacidos no
esenciales (NEAA), interferon-c (44 U/ml; R&D Systems, Minneapolis,
MN), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (0,1 mg/ml). Todos los
cultivos se mantuvieron a 33uC bajo 5% de CO2. Para los
experimentos con células pretratadas, los medios se prepararon
recientemente usando mHW (1,6 mM) o agua desionizada con polvo
de medios minimos esenciales (DMEM) de Dulbecco (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 %,
aminoacidos no esenciales (NEAA), interferén-c (44 U/ml; R&D
Systems, Minneapolis, MN), penicilina (100 U/ml) y estreptococos.
micina (0,1 mg/ml). Las células para los experimentos del analizador
Seahorse se recogieron utilizando EDTA que contenia 16 tripsina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se sembraron en placas de cultivo de
24 pocillos a una densidad de 56104 células/pocillo. Se usé un n =10
en cada experimento y cada experimento se completd al menos tres
veces. Las células para el ensayo de ATP se recogieron y se
sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos a una densidad de
56103 células/pocillo. Se us6 un n = 8 en cada experimento y cada experimento se con

Se us6 un analizador de flujo extracelular Seahorse Bioscience
XF24 (Seahorse Bioscience, North Billerica, MA) para medir la tasa
de metabolismo oxidativo de la glucosa (respiracién). En condiciones
tipicas de cultivo celular in vitro, la tasa de consumo de oxigeno (OCR)
es un indicador de la respiracion mitocondrial y la tasa de acidificacion
extracelular (ECAR) es predominantemente una medida del acido
lactico formado durante el metabolismo de la energia glucolitica.

septiembre 2014 | Volumen 9 | Numero 9 | e108034



Machine Translated by Google

Hidrégeno molecular y lesion cerebral traumatica

Brainii=lhipaia Brain IL-1 beta
S 5007 el ] M ccl S 2000, © 1 Il ccl
2 = 2 = | P CCHmHW
o 350 i E4 CCHmHW € yousl .% — m
=1 o . |
g 8 750,
M ©
o °
e et
o (o))
E E
o (o))
o o

Brain G-CSF Brain KC

ok [ sham
=1 || cci

lr*_u*:*_'l I 1 ] Sham
5000- i% u*—*”ui % B4 CClH+mHW

Il cci
CCHmHW

pg/mg total protein
S
pg/mg total protein

Brain MIP-1b

Il ccli
CCl+mHW

5000 -
0000
5000 -

300 -
200 -
1001

—

pg/mg total protein
pg/mg total protein

4h  24nh TDay

Figura 7. Las elevaciones inducidas por CCl en seis citoquinas en el cerebro se vieron afectadas por mHW. IL-6 (no se muestra; consulte los resultados en la Tabla 1) tenia un patrén
similar a G-CSF. Excepto por el valor de IL-1a del dia 7, los efectos estadisticamente significativos de mHW fueron aumentar aun mas los niveles de citoquinas en el cerebro. *p,0,05;

**p,0,01; ***p,0,001.
doi:10.1371/journal.pone.0108034.g007
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Tabla 2. Cambios en la Expresién Cerebral con CCl y mHW: Procesos Biologicos.

Procesos Biolégicos

Puntuacion Z positiva # genes afectados #en conjunto de genes Puntuacion Z
Regulacion positiva del transporte de citoquinas 3 33 5.21
Regulacién positiva de la secrecion hormonal. 4 61 491
Regulacion positiva de la secrecion 7 170 4.72
Homeostasis de carbohidratos 4 67 4.62
Homeostasis de glucosa 4 67 4.62
Regulacion de la Actividad Oxidorreductasa 3 41 4.56
Quimiostasis de leucocitos 4 74 4.32
Regulacion de la secrecion de citoquinas 3 45 4.30
Migracion de leucocitos 5 114 4.17
Comportamiento de alimentacion 4 83 3.99
Secrecion de citoquinas 3 52 3.91
Regulacion positiva de la secrecion de proteinas 3 53 3.86
Regulacion de la Secrecion 9 9 3.86
Quimiotaxis celular 4 89 3.80
Secrecion por célula 1" 469 3.63

Las categorias enumeradas consistian en un minimo de 6 genes, tenian al menos 3 genes que habian cambiado y una puntuacién Z de 0,3,63.
doi:10.1371/journal.pone.0108034.t002

Tabla 3. Cambios en la Expresion Cerebral con CCl y mHW: Componente Celular.

Componente celular

Puntuacién Z positiva # genes afectados # en conjunto de genes Puntuacion Z
Borde en cepillo 5] 62 3.60
Regién extracelular 27 1766 3.16
Unién célula-célula 5 233 213

Puntuacién Z negativa

intracelular 59 10670 24.79
Parte intracelular 59 10453 24.52
organulo 50 8945 24.01
Organelo intracelular 50 8919 23.98
Nucleo 20 4806 23.78
Organelo delimitado por membrana 45 7998 23.62
Celila 105 14900 23.61
Parte de la celda 105 14900 23.61
Organelo delimitado por membrana intracelular 45 7982 23.60
Citoplasma 45 7841 2343
Parte del organulo intracelular o 3899 23.36
Organelo intracelular no delimitado por membrana 6 2328 23.33
Organulo no delimitado por membrana 6 2328 23.33
Parte del organulo 17 3978 23.27
Complejo macromolecular 14 3198 22.80
citoesqueleto 3 1408 22.72
complejo proteico 12 2670 22.46
citosol 4 1421 22.45
Parte citoplasmatica 33 5320 22.19
parte nuclear 7 1714 22.11
Lumen encerrado en una membrana 7 1658 22.11

Las categorias enumeradas consistian en un minimo de 6 genes, tenian al menos 3 genes que se cambiaron y una puntuacion Z de $ 2.0.
doi:10.1371/journal.pone.0108034.t003
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Tabla 4. Cambios en la Expresion Cerebral con CCl y mHW: Funcién Molecular.
funcién molecular

Puntuacion Z positiva # Genes afectados # en el conjunto de genes Z-Score
Actividad de metil indol-3-acetato esterasa 3 7 12.01
Actividad de metil jasmonato esterasa 3 7 12.01
Actividad de esterasa de salicilato de metilo 3 7 12.01
Unién al receptor de neuropéptidos 3 21 6.65
Actividad hormonal 6 118 4.97
Actividad de carboxilesterasa 5 97 4.58
Actividad de hidrolasa de serina 7 203 4.00
Union al receptor acoplado a proteina G 6 183 3.55
Actividad de peptidasa de tipo serina 6 200 3.28
Actividad de endopeptidasa de tipo serina 5 155 3.19
Actividad del transportador transmembrana de iones de sodio 3 80 2.80
Actividad de citoquinas 5 183 275
Actividad de aciltransferasa 5 193 2.61
Actividad transferace, transferencia de grupos acilo distintos de los grupos aminoacilo 5 193 2.61
Actividad del transportador transmembrana 14 835 2.59
Actividad del canal 8 388 258
Unién al receptor s 999 2.58
Actividad del transportador transmembrana pasivo 8 389 257
Actividad de transferasa, transferencia de grupos acilo 5 198 2.54
Actividad del transportador o 1026 247
Actividad del transportador transmembrana de cationes inorganicos monovalentes 4 149 2.41
Actividad del transportador transmembrana de iones 1" 654 2.30
Actividad del transportador transmembrana especifico del sustrato 12 754 2.20
Actividad de canal especifica del sustrato 7 376 211
Actividad transportadora especifica del sustrato 13 863 2.09

Puntuacién Z negativa
Uni6n de nucledtidos de adenilo 4 1446 22.49
Union de ribonucledtidos de adenilo 4 1439 2248
Union ATP 4 1414 22.44
Unién de nucleétidos 9 2096 22.26
Unién de &cido nucleico 12 2510 22.22
Unién de trifosfato de ribonucledsido de purina 7 1718 22.13
Vinculante 7 10525 22.03
Las categorias enumeradas consistian en un minimo de 6 genes, tenian al menos 3 genes que se cambiaron y una puntuacion Z de $ 2.0.
doi:10.1371/journal.pone.0108034.t004

lismo ImBPC se sembré en una microplaca Seahorse especializada la produccién se mide como (respiracion basal — oligomicina

(V7; area de crecimiento de 0,32 cm2) a 56104 células por pocillo en 100 ml de respiracion). La fuga de protones se mide como (respiraciéon de oligomicina —
medio de cultivo y se incubd a 33uC en CO2 al 5% durante 2 h. Un respiracion con rotenona/antimicina A). La respiracién maxima es la

Se agregaron 150 ml adicionales de medio después de que las células respiracion medida después del tratamiento con FCCP. La capacidad de reserva es
unido. Al dia siguiente, se iniciaron los ensayos reemplazando medido como (respiracion FCCP — respiracion basal). La respiracion no mitocondrial
los medios con XF-DMEM (complementado con glucosa 5 mM es la respiracion que ocurre después

y piruvato de sodio 1 mM a pH 7,4) medios no tamponados y tratamiento con rotenona/antimicina A.

incubando a 37uC durante 60 min para permitir que la temperatura y el pH Los niveles de ATP en ImBPC se midieron usando un ATPlite

alcanzar el equilibrio. A continuacién, la microplaca se colocé en el XF24 ensayo de deteccion (Perkin Elmer; Waltham, MA) segin

instrumento para medir OCR y ECAR. Mediciones basales de protocolo del fabricante. Brevemente, las células se lisaron en varios momentos

Se establecieron OCRy ECAR, y se inyectaron inhibidores de la respiracion puntos en solucion de lisis de células de mamifero seguido de incubacion en
mitocondrial secuencialmente como se indico para solucién de sustrato. Después de 10 min para adaptacion a la oscuridad, luminiscencia
determinar la funcion mitocondrial y la glucdlisis. los inhibidores se midié utilizando el lector de placas de etiquetas mdiltiples Victor3 (Perkin Elmer;
se usaron a las siguientes concentraciones: oligomicina- 3 mM; Waltham, MA).

cianuro de carbonilo 4-(trifluorometoxi)fenilhidrazona (FCCP)-
3 mM; rotenona- 3 mM; y antimicina A- 1,5 mM. atp
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Figura 8. Efectos de CCl y mHW en los niveles de AQP-4, HIF-1 y MMP-2 y -9. El panel superior izquierdo muestra que CCI suprimi6 la expresion de AQP-4 a las 24 h
y que mHW bloqued esta disminucién. HIF-1 (panel superior derecho) aumenté en todo momento después de que CCl y mHW indujeran una recuperacion parcial.
MMP-9 (panel inferior izquierdo) mostré elevaciones 24 h y 7 dias después de CCI que fueron bloqueadas por mHW. MMP-2 disminuyé 24 h después de la CCl, pero

mHW aumento los niveles en todos los puntos
de tiempo. doi:10.1371/journal.pone.0108034.g008

Andlisis estadistico

Los resultados se informan en la media +/2 el error estandar de la media.
Se compararon dos medias mediante la prueba t de dos colas. Se compararon
mas de dos medias mediante analisis de varianza (ANOVA) seguido de una
prueba posterior de Newman-Keuls. Los estudios realizados con el XF24
Seahorse Analyzer se analizaron con el software AUC ANOVA proporcionado
por Seahorse Bioscience.

Resultados

Edema cerebral

La Figura 1 muestra los resultados de la CCl y el tratamiento con mHW
sobre el porcentaje de contenido de agua en el hemicerebro ipsilateral. Un
ANOVA de dos vias mostro significacion estadistica para el dia [F(3,30) = 30,4,
p,0,001], el tratamiento [F(1,30) = 11,2, p,0,01] y la interaccién [F(1,30) = 5,9,
p,0,01] para el % de agua. La prueba posterior de Tukey mostré que el % de
agua aumento significativamente 24 h después de la CCl (p, 0,001), pero fue
inhibido en un grado estadisticamente significativo por mHW (p, 0,001). El
andlisis de los datos de 24 h usando el método Keep [11] mostré un edema
significativo que fue revertido por mHW (recuadro).

Inmunohistoquimica e inmunotransferencia La tincion de

tau fosforilada con AT8 y Alz 50 aument6 considerablemente en la corteza
de ratones CCI (Figuras 2 y 3) con extension a la regién CA3 del hipocampo
(Figura 2). La tau total detectada con el anticuerpo pan-tau 17026 no se alterd
12, 18, 24 0 48 h después de la CCI (datos no mostrados). El tratamiento con
mHW eliminé estos aumentos en tau (Figuras 2 y 3). CCI no produjo un
aumento notable en la tincion de GFAP, pero los ratones CCl tratados con
mHW tenian menos tincion de GFAP que los ratones simulados o CCl (Figura
4). CCl aumentd la inmunotincién de Iba1; mHW
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disminuy® la inmunotincién de Iba1 a niveles mas bajos que los observados
en ratones falsos. (Figura 5).

Mediciones de citoquinas en suero y cerebro Para el

suero, solo el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) se vio
significativamente afectado por la CCl en comparacion con la cirugia simulada
y solo a las 24 h (Figura 6); mHW no tuvo ningun efecto.

Debido a un efecto aparente de la cirugia simulada en los niveles de
citoquinas cerebrales a las 4 h, se realizaron ANOVA separados para los
resultados de 4 h, 24 h 'y 7 dias. Tres citoquinas no fueron detectables en la
muestra de cerebro (IL-9, eotaxina, INF-gamma). La Tabla 1 muestra los
efectos de CCl y mHW en los niveles cerebrales de los otros 20
citocinas. Seis de las citocinas detectadas no se vieron afectadas por CCI
(IL-2, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17, TNF). De las 14 citoquinas restantes, todas
tenian niveles cerebrales elevados en uno o mas puntos de tiempo después
de la CCI. Ocho estaban elevados en todos los puntos de tiempo (IL-1a, IL-4,
IL-6, IL-12p40, G-CSF, MCP-1, MIP-1a, RANTES), cuatro a las 4 h y 24 h pero
no a los 7 dias (IL-1b, IL-12p70, KC, MIP-1b), 1 solo a las 4 h (GM-CSF) y uno
alas 24 hy 7 dias pero no a las 4 h (IL-3).

Siete citoquinas tenian niveles de CCl+mHW en uno o mas puntos de tiempo
que diferian significativamente de los niveles de CCI (Tabla 1y Figura 7).
Excepto por el valor de 7 dias de IL-1a, los valores de CCl+mHW fueron mas
altos que los de CCl solo. Estos aumentos fueron estadisticamente significativos
alas 4 hy 24 h para IL-1a y MIP-1a ya las 4 h para IL-1b, G-CSF, KC y MIP1a
(Figura 7). Para muchas citoquinas, el valor de CCl tendié a ser mayor a los 7
dias que el valor de CCl+mHW, pero solo alcanzo significacion estadistica

para IL-1a. Los niveles de TNF fueron mas bajos en CCl+mHW que en ratones
simulados 4 h después de CCl y los niveles de IL-13 fueron mas altos en

CCIl+mHW que en ratones simulados 24 h después de CCI.
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Figura 9. Efectos de CCl y mHW en los niveles de ciclofilina A, APP y péptido beta amiloide. El panel superior izquierdo muestra que los niveles de proteina de
APP se redujeron 7 dias después de la CCl y que mHW no protegié de la CCI. El péptido beta amiloide 1-40 (panel superior derecho) aumento el dia 7 y el
péptido beta amiloide 1-42 (panel inferior derecho) disminuy6 24 h después de la CCI, pero mHW no alter6 estos efectos de la CCl. CypA disminuy6 7 dias

después de la CCl y esta disminucioén se vio reforzada por mHW (panel inferior

izquierdo). doi:10.1371/journal.pone.0108034.g009

estudios de ARNm

Después de la CCl, 246 genes habian aumentado la expresion en 2 veces o
mas y 38 genes tenian una expresion que se habia reducido en un 50 % o mas.
mHW redujo en un 50% o mas 236 genes cuya expresion se incrementd en 2
veces o mas por CCI. Utilizamos GeneSifter para analizar qué categorias de
Procesos biolégicos (Tabla 2), Componentes celulares (Tabla 3) y Funciones
moleculares (Tabla 4) se vieron mas afectadas, restringiendo las categorias a
aquellas que contenian un minimo de 6 genes y que tenian al menos 3 genes

alterados. El puntaje Z se us6 como un filtro adicional con un valor absoluto de $
3.5 para

Procesos Bioldgicos y $2.0 para Componentes Celulares y Funciones Moleculares.

De 15 categorias significativas para procesos bioldgicos, todas las puntuaciones
Z indicaron enriquecimiento positivo y categorias recurrentes relacionadas con la
liberacion de citoquinas (3 categorias), oxidacién/metabolismo de carbohidratos
(4 categorias) y migracién/quimiotaxis de leucocitos o células (3 categorias). 8
categorias implicaban transporte/secrecién y la mayoria se superponia con una
categoria anterior (p. €j., transporte de citoquinas). Estos hallazgos sugieren que
mHW es muy eficaz para revertir la activaciéon de CCl de genes relacionados con
la oxidacion, el metabolismo de carbohidratos y la neuroinflamacién. Las funciones
moleculares que se enriquecieron positivamente incluyeron genes enzimaticos,
genes receptores y genes transportadores, de canales y transportadores
transmembrana. Molecular Functions se enriquecié negativamente en genes
relacionados con ATP y unién de nucleétidos. Cellular Compo nents se enriquecio
positivamente en aquellos genes relacionados con el entorno extracelular y de

la membrana celular y negativamente enriquecido en aquellos relacionados con

los entornos intracelular, nuclear y citoplasmico.
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AQP-4, HIF-1 y MMP-2 &- 9 Medidas AQP-4 se

suprimié 24 h después de la CCl pero se recupero a la linea de base a
los 3 dias (Figura 8, panel superior izquierdo). El tratamiento con mHW
indujo un aumento estadisticamente significativo en comparacion con CCl a
las 24 h y 3 dias. HIF-1 aumenté significativamente por CCl en todos los
puntos de tiempo, alcanzando un méaximo a las 24 h; el tratamiento con
mHW suprimié este aumento en un grado estadisticamente significativo en
los dias 3 y 7, aunque HIF-1 todavia estaba elevado en comparacién con
los ratones tratados con simulaciéon (Figura 8, panel superior derecho).
MMP-9 mostré un aumento bifasico, siendo elevado a las 24 hy a los 7 dias
pero no a los 3 dias; mHW revirtié estos aumentos (Figura 8, panel inferior izquierdo).
MMP-2 disminuy6 24 h después de CCI; mHW indujo un aumento estadisticamente
significativo en MMP-2 en todos los puntos de tiempo en comparacion tanto con
el simulacro como con los grupos CCl de tiempo emparejado (Figura 8, panel
inferior derecho).

Las medidas de ciclofilina A, APP y Ab CCI redujeron los

niveles de CypA 7 dias pero no 24 h después de la CCl; mHW redujo ain mas
CypA a los 7 dias después de la CClI (Figura 9, panel inferior izquierdo). Los
niveles de proteina de APP se redujeron por CCl a los 7 dias, pero no a las 24 h
(Figura 9, panel superior izquierdo). El grupo CCl+mHW no difirié del grupo CCI
en ningun momento, pero fue mas bajo que los ratones simulados tanto a las 24
h como a los 7 dias. Ab1—40 no se vio afectado a las 24 h, pero aumento a los 7
dias en los grupos CCl y CCI+mHW (Figura 9, panel superior derecho). Ab1-42
disminuyé 24 h después de CCl y CCl+mHW, pero no se alterd a los 7 dias; no
hubo diferencias en ningin momento para CCl frente a CCl+ mHW (Figura 9,
panel inferior derecho). Las proporciones Ab1-42/Ab1-40
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Figura 10. El pretratamiento con hidrégeno molecular mejora el metabolismo aerébico mitocondrial. Las ImBPC se sometieron a una prueba de estrés mitocondrial
después del tratamiento con agua de hidrégeno molecular (rojo) o control (agua dl; azul) durante 24 h. Tasas de consumo de oxigeno (OCR)

(Panel A) y las tasas de acidificacion extracelular (ECAR) (Panel C) se midieron con el analizador Seahorse XF24 en presencia del inhibidor de la ATP sintasa
(oligomicina; 3 mM), el agente desacoplador (FCCP; 3 mM), el inhibidor del complejo | (rotenona; 3 mM) y el inhibidor del complejo IlI (antimicina A; 1,5 mM). El
andlisis de los datos de OCR mostré que el hidrogeno molecular aumentd la respiracion basal, la capacidad de reserva y la respiracién no mitocondrial (no mt), pero
no tuvo efectos en la tasa de produccion de ATP evaluada indirectamente por el andlisis de OCR, la fuga de protones o la respiracion maxima (Panel B). La medicién
directa de los niveles de ATP (Panel D) en otras células no expuestas a los estresores metabdlicos mostré niveles mas altos de ATP después de 24 h pero no después
de 10 min o 6 h de exposicion al hidrogeno molecular. Los resultados presentados aqui son de un experimento completado, que es representativo de los 3
experimentos que se realizaron. Los resultados se representan como una media de 6 SEM.

**es p,0,01y *** es p,0,001. doi:10.1371/journal.pone.0108034.g010

fueron menores tanto a las 24 h como a los 7 dias para los grupos CCl y
CCIl+mHW, pero no mostraron diferencias entre CCl y CCl+mHW (datos
no mostrados).

Reabsorciéon de LCR y salida de Ab del cerebro a la sangre

Ni la reabsorcién de LCR medida por la salida de l-albumina ni la salida
de Ab se vio afectada 24 h, 3 dias o 7 dias después de la CCI (datos no
mostrados).

Efectos sobre la respiracién celular

Para evaluar la funcién mitocondrial que se produce en respuesta a
mHW, se realizé un ensayo de analizador Seahorse exponiendo el ImBPC
pretratado con mHW a oligomicina, FCCP (carbonilcianuro p-
trifluorometoxifenilhidrazona) y rotenona/antimicina A en sucesion y
midiendo OCR (Figura 10A) y ECR (Figura 10C). Los resultados mostraron
que el hidrégeno molecular aumenté la respiracién basal, la capacidad de
reserva y la respiracién no mitocondrial, pero no la respiracion maxima, la
fuga de protones o la produccién de ATP dependiente del oxigeno (Figura
10B). La medida directa de ATP mostré niveles aumentados después de
24 h de exposicion a mHW, pero no después de una exposicion de 10 min
06 h.
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En otros ImBPC (Figura 11), el ETC se apagé antes de la exposicion al
hidrégeno molecular. OCR y ECAR no se vieron afectados por el hidrégeno
molecular (Fig. 1 A—C) medido hasta por 6 h. Sin embargo, el hidrégeno
molecular se asocié con un aumento en los niveles de ATP después de 6
h de exposicion (Figura 11D).

Discusion

La TBI provoca lesiones a largo plazo en el SNC que implican efectos
inmediatos, como edema cerebral, y efectos mas sostenidos, como
neuroinflamacion. Aqui, encontramos que muchos de los efectos inmediatos
y sostenidos fueron modulados al tratar ratones con mHW.

El edema es un punto final clinico significativo en la fisiopatologia de la
TBI. Ocurre debido a eventos continuos, incluida la interrupcién de la BBB,
y conduce a un mayor dafio al cerebro por multiples mecanismos que
pueden incluir presion, alteraciones electroliticas y las toxinas de la fuga
de BBB. El edema alcanz6 su punto maximo en nuestro punto de 24 hy el
aumento aritmético observado en el tercer dia (72 h después de la CCl) no
fue estadisticamente significativo. mHW disminuy6 el edema inducido por
CCl en aproximadamente la mitad a las 24 h. El edema también se redujo
segun lo medido por el método Keep. Como el método Keep
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Figura 11. El tratamiento con hidrégeno molecular no recupera la respiracion después de la inhibicién de ETC. Las ImBPC se sometieron a una prueba de
estrés mitocondrial en presencia del inhibidor de la ATP sintasa (oligomicina; 3 mM), el agente desacoplador (FCCP; 3 mM), el inhibidor del complejo |
(rotenona; 3 mM) y el inhibidor del complejo Ill (antimicina A; 1,5 mM). Una vez inhibida la respiracion, las InBPC se expusieron a agua con hidrégeno (rojo)

o control (dl agua; azul) y se midié la OCR durante 30 min (Panel A) o 6 h (Panel B). ECAR también se examiné durante 30 min (Panel C). Los niveles de ATP
se midieron después de 10 min, 6 ho 24 h de tratamiento con agua de hidrégeno molecular. Los resultados presentados aqui son de un experimento
completado, que es representativo de los 3 experimentos que se realizaron. Los resultados se representan como una media de 6 SEM. ** es

p,0,01 y *** es p,0,001. doi:10.1371/journal.pone.0108034.g011

utiliza el peso seco como denominador, estd mucho menos influenciado por el
edema o la pérdida de tejido que el método tradicional que utiliza

peso humedo en el denominador. Los resultados mostraron que el contenido
de agua aumento de ser 4 veces mayor que el peso seco a 6,5 veces mayor
con CCl y que mHW conservé la proporcion en 4,7 veces.

TBI, accidente cerebrovascular e hipoxia alteran las expresiones y funciones
de AQP-4, HIF-1y las MMP; estos, a su vez, afectan la formacién de edema,
la interrupcion de la BHE y las alteraciones en las circulaciones del liquido
intersticial cerebral [19]. La ciclofilina A se asocia con la interrupcién de la
BHE, especialmente en humanos o roedores transgénicos que son APOE4
positivos, a través de sus efectos sobre la MMP-9 [20,21]. CCI indujo cambios
alas 24 h en AQP-4, HIF-1 y tanto MMP-2 como -9. Los cambios aun estaban
presentes en comparacién con las simulaciones en el dia 7 para HIF-1y
MMP-9. Por el contrario, el efecto de la CCl sobre la ciclofilina A se retraso,
ocurriendo el dia 7 pero sin efecto 24 h después de la CCIl. Encontramos que
mHW contrarresté la inducida por CCI
perturbacion de cada uno de estos factores. Estos efectos de mHW que
contrarrestan las alteraciones inducidas por CCl para AQP-4, HIF-1, las MMP
y la ciclofilina A proporcionan mecanismos mediante los cuales mHW puede
proteger contra el edema y la alteracién de la BHE.

Las alteraciones en AQP-4, que otros también han encontrado que esta
regulada negativamente en TBI, se han asociado con alteraciones en la

cerebro. Nosotros, sin embargo, encontramos que ni la depuracién de Ab del
cerebro a la sangre ni la reabsorcién de liquido cefalorraquideo en la circulacion
fueron alterados por CCI en los puntos de tiempo examinados aqui. Aunque
CCl afecto los niveles de proteina de APP y Ab, mHW no alter6 los efectos de
CCl.

El tratamiento con mHW bloqueé totalmente los cambios patoldgicos de
tau fosforilada inducidos por CCI. Por el contrario, la tau total no se alter6 a las
12, 18, 24 0 48 h después de la ICC. La TBI provoca una acumulacion
transitoria temprana de tau anormalmente fosforilada y la lesion repetida puede
dar lugar a una encefalopatia traumatica crénica que se clasifica como una
tauopatia caracterizada por hiperfosforilacién de tau y acumulacién de tau
patoldgica agregada o alterada conformacionalmente. Los cambios patolégicos
de tau también son un sello distintivo de la enfermedad de Alzheimer, lo que
en ultima instancia da como resultado ovillos neurofibrilares, y es uno de los
hallazgos que sugiere que la LCT y la enfermedad de Alzheimer pueden
compartir mecanismos fisiopatolégicos.
Aqui, encontramos elevaciones de tau fosforilada después de CCl en las
regiones hipocampal y cortical detectadas por AT8 y Alz50, pero no en tau
total. El anticuerpo AT8 detecta tau que se fosforila en Ser202 y Thr205, un
patrén de fosforilacion tipico de los ovillos neurofibrilares inmaduros de la
enfermedad de Alzheimer. Alz50 también reconoce un patrén de fosforilacion
anterior al enredo similar al que se encuentra en la enfermedad de Alzheimer.
Tratamiento con

eliminacion de Ab a través de sus efectos sobre la circulacion del liquido intersticial en el
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mHW bloqueé totalmente la deteccion de estas formas de tau fosforilada inducidas
por CCI.

Se cree que la neuroinflamacion es un factor importante de la patologia a largo
plazo resultante de la TBI. Los agentes especificos de la inflamacién, en particular
las citocinas, probablemente desemperien funciones tanto en la progresién como en
la recuperacion de la enfermedad. La neuroinflamacién es un evento temprano en
CCIl como se ve aqui por elevaciones en citoquinas y genes relacionados con
citoquinas. La inflamacién periférica inducida por CCl evaluada por las citoquinas
séricas fue, con la excepcion de un aumento temprano en el G-CSF sérico, normal.
Los impulsores inflamatorios, entonces, probablemente se centren en el SNC en
lugar de eventos periféricos al cerebro. Esto no es sorprendente considerando que
el modelo CCI de TBI inflige un dafio significativo directamente al SNC, aunque es
sorprendente dado que la neuroinflamacién puede influir en el sistema inmunoldgico
periférico. La tincion inmunohistoquimica sugirié que la CCl activaba la microglia,
pero no los astrocitos.

La tincién mostré que la microglia se activo tanto en la corteza como en el hipocampo.
El efecto de mHW fue profundo en la activacion microglial inducida por CCl y
parecio tener niveles reducidos de activacion mas bajos que los observados en
ratones simulados, especialmente en la corteza.

De las 14 citocinas cuyos niveles aumentaron con CCl, 7 de ellas tenian niveles que
se vieron afectados significativamente por mHW en uno o mas puntos de tiempo.

Sin embargo, mHW en su mayoria indujo un aumento adicional en los niveles de
citocinas cerebrales, elevandolos incluso mas que CCl solo. Esta desconexion entre
el efecto de mHW en la activacion microglial detectada por la tincion de Iba1 y en los
niveles de citocinas cerebrales sugiere que otro tipo de células es responsable de la
produccidn de citocinas. Se sabe que tanto las células endoteliales del cerebro como
los pericitos secretan citoquinas de manera constitutiva y en respuesta a estimulos
neuroinmunes [22,23,24]. Ademas, la tasa de transporte de citocinas a través de la
BBB podria aumentar, como se ha demostrado que ocurre en otros tipos de lesiones
del SNC [25,26,27,28] o la CCl podria aumentar el trafico de células inmunitarias
hacia el SNC y su contribucién al conjunto de citocinas del SNC [29]. Los resultados
sugieren ademas, dados los efectos terapéuticos de mHW, que las 7 citoquinas que
tuvieron mayores elevaciones con el tratamiento con mHW pueden desempefiar un
papel terapéutico en la recuperacion de TBI en lugar de un papel patolégico en la
progresion. Algunas citocinas, como el TNF [30], son notorias por ser beneficiosas o
perjudiciales segun la concentracion y el contexto, y la TBI es una de esas afecciones
en las que las citocinas desempefian ambas funciones [8].

A pesar del efecto paraddjico sobre los niveles de proteina de citoquinas
cerebrales, los efectos de mHW fueron revertir los aumentos inducidos por CCl en la
expresion de genes relacionados con citoquinas. El tratamiento con mHW afecté a
los genes cuyas proteinas estaban activas en la superficie celular y tendian a no
afectar a los genes activados inducidos por CCl que afectaban a los procesos
intracelulares, nucleares o ATP y de nucleétidos. Los genes de superficie afectados
fueron los que tendian a relacionarse con la liberacion y secrecién de citocinas, la
oxidacion y el metabolismo de carbohidratos, el trafico de leucocitos y los receptores,
canales y transportadores.

Trabajos recientes han demostrado que los pericitos cerebrales son fundamentales
para proteger la BBB y la unidad neurovascular del estrés oxidativo, pero son muy
sensibles al estrés oxidativo, especialmente inducido por la respiracion mitocondrial
[18,31,32].

El trabajo resumido en la Tabla 2 muestra que mHW invierte el
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La alteracion de la expresién génica inducida por CCl relacionada con la oxidacién y
el metabolismo de los carbohidratos y, como tal, los pericitos cerebrales son el tipo
de célula logica que se debe examinar al evaluar los efectos protectores de un
antioxidante del SNC. La evaluacion de la respiracién celular mostré que la exposicion
de los pericitos cerebrales al hidrogeno molecular durante 24 h aumento la respiracion
basal, la capacidad de reserva y la respiracién no mitocondrial, donde la "respiracion
no mitocondrial" se define como el uso de oxigeno que se produce a pesar del cierre
de la cadena de transporte de electrones (Figura 10). En las células no expuestas a
los estresores metabdlicos (Figura 10D), la produccion de ATP evaluada por el
consumo de oxigeno no aumento, pero la medicion directa de ATP mostré que si, lo
que nuevamente indica la produccién de ATP independientemente del uso de
oxigeno. En los pericitos en los que se inactivé la cadena de transporte de electrones
(Figura 11), el hidrégeno molecular no tuvo efecto sobre el consumo de oxigeno o
ECAR, pero se encontré que los niveles de ATP estaban elevados. Por lo tanto, el
trabajo de las figuras 10 y 11 proporciona evidencia de que el hidrégeno molecular
puede respaldar la produccion de ATP independientemente de la cadena de
transporte de electrones. Proponemos que todos estos hallazgos pueden explicarse
por la reaccién de Jagendorf, definida como la produccion de ATP que resulta de

una desigualdad de actividad electroquimica de iones de hidrégeno que se ha
producido independientemente de la cadena de transporte de electrones [33]. En
circunstancias normales, la cadena de transporte de electrones establece el gradiente
de protones y el gradiente da como resultado la produccion de ATP. Jagendorf, sin
embargo, demostré que la cadena de transporte de electrones podia pasarse por

alto y producir ATP independientemente de ella estableciendo el gradiente de
hidrégeno con un entorno acido. Proponemos que el hidrégeno molecular también
puede estar produciendo un gradiente de hidrégeno, promoviendo asi la produccion
de ATP mitocondrial independientemente de la actividad de la cadena de transporte
de electrones. Por lo tanto, el hidrégeno molecular puede estar trabajando en parte

al superar el déficit de ATP que experimentan las células que sufren una TBI y, por

lo tanto, tienen dafio mitocondrial [34].

En general, estos estudios proporcionan una prueba de principio de que mHW
puede revertir, bloquear o atenuar de manera potente muchos de los efectos de la CCI.
Estos incluyen efectos sobre la formacién de edema, patologia tau, reguladores de
las funciones de fluidos y BBB, neuroinflamacion y expresion génica. Estos estudios
se limitaron a que no evaluaron el tratamiento con mHW sin una fase de
pretratamiento, pero sugieren que mHW podria ser un tratamiento importante y no
toxico para la LCT aguda. Debido a su no toxicidad y facilidad de administracion,
mHW podria adaptarse facilmente para uso clinico, de emergencia e incluso de

primeros respondedores.
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