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RESUMEN: En los seres humanos, los ataques isquémicos trainsitorios
(AIT) son el correlato clinico de precondicionamiento isquémico cerebral
(IPC) que conduce a la resistencia transitoria llamada tolerancia isquémica
(TT). Los mecanismos moleculares subyacentes todavia no se entienden
completamente. Recientemente, se ha demostrado que la activacién de las
proteasas llamadas caspasas desempefian un papel importante en la muerte
apoptdtica asociada a la isquemia.

En el presente trabajo estudiamos la caspasa-3 en la neuroproteccién
inducida por el IPC. Para ello, las neuronas corticales en cultivo primario
se expusieron a una concentracion subtéxica moderada de N-metil-D-
aspartato (NMDA; 20pM NMDA; condicién IPC) durante 2 horas, seguido
de incubacién durante otros 90 min en normoxia (presencia de oxigeno y
glucosa) o isquémica (oxigeno y privacion de glucosa; OGD). En paralelo,
las neuronas control no fueron estimuladas con NMDA. Después de 4
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horas de incubacidn en medio de cultivo, se analizé la apoptosis neuro-
nal (Anexina-V-tincién) por citometria de flujo. Ademis, se determiné
la actividad de la caspasa-3 y la expresion de la caspasa-3 activa usando el
ensayo de fluorimetria e Inmunofluorescencia, respectivamente.

Previamente, los resultados obtenidos en el grupo demostraron que el
IPC previno la apoptosis inducida por la OGD en las neuronas. En este
trabajo mostramos que el IPC impidi6 la activacién de la caspasa-3 indu-
cida por la OGD. Estos hallazgos demuestran el papel clave de la via de
sefializacion de la apoptosis en la neuroproteccién inducida por IPC contra
un dafio isquémico poster1or y sefiala a la caspasa-3 como diana esencial
asociada a la tolerancia isquémica.

Palabras clave: Supervivencia neuronal; precondicionamiento isquémico;
tolerancia isquémica; apoptosis; caspasa-3; neuroproteccion.

ABSTRACT: In humans, tansitory ischemic attacks (TTAs) are the clinical
correlate of cerebral ischemic preconditioning (IPC) leading to transient
resistance called ischemic tolerance (IT). The underlying molecular mecha-
nisms are still not fully understood. Recently, the activation of proteases
called caspases has been shown to play an important role in apoptotic death
associated with ischemia.

Here, we study the Caspase-3 on IPC-induced neuroprotection. Primary
cortical neurons were exposed to a moderate subtoxic concentration of
N-methyl-Daspartate (NMDA; 20pM NMDA; IPC condition) for 2
hours, followed by incubation for further 90 min in normoxic (presence of
oxygen and glucose) or ischemic (oxygen and glucose deprivation; OGD).
In parallel, control neurons were not stimulated with NMDA. After 4 hours
of incubation in culture médium, neuronal apoptosis (Annexin-V-staining)
was analyzed by flow cytometry. Further, the activity and expression of
active caspase-3 were determined using Fluorometric assay and Immu-
noflurescence, respectively.

Previously, the results of the lab group showed that IPC prevented
apoptosis induced by OGD in neurons. In this work we show that the
IPC prevented OGD induced caspase-3 activation. These finding demons-
trate the key role of the apoptosis signalling pathway in neuroprotection
induced by IPC against a subsequent ischemic insult and poses caspase-3
as an essential target in ischemic tolerance.

Key words: Neuronal survival; ischemic preconditioning; ischemic
tolerance; apoptosis; Caspase-3; neuroprotection.
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INTRODUCCION

El ictus es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo desarrollado. Su aparicién se incrementa a partir de los 55 afios y cons-
tituye la primera causa de invalidez en adultos, siendo la demencia subsiguiente
un problema de salud importante. Ademds, alrededor de un 10% de muertes son
debidas a esta patologia en paises industrializados. E1 80% de ictus son isquémicos
y, por tanto, derivan de la falta de aporte sanguineo adecuado a un drea cerebral;
el 20% restante son hemorragicos.

Se ha demostrado que pequefios ataques isquémicos transitorios (AIT)
conducen a una resistencia llamada tolerancia isquémica, la cual produce un
mejor prondstico funcional de las neuronas del paciente. La tolerancia isquémica
cerebral es un fenotipo de proteccién transitorio provocado por la aplicacion de
estimulos subletales (hipoxia, productos quimicos, etc.) que pueden aumentar la
resistencia de células o tejidos frente a un evento isquémico posterior mas riguroso.
Este estado de adaptacién inducido por precondicionamiento es un fenémeno
conservado que se observa en todos los tipos celulares y gracias a él se asegura la
adaptacion y supervivencia frente a factores de estrés perjudiciales.

El mecanismo molecular por el cual se induce esta tolerancia ha sido extensa-
mente estudiado en varios modelos animales, pero ain no es del todo conocido.
Recientemente, se ha demostrado que la apoptosis mitocondrial desempefia un
papel importante en los procesos patolégicos del SNC y, mds concretamente, se
ha demostrado que la activacion de la familia de proteasas denominadas caspasas
estd implicada en la muerte celular y es importante para el proceso apoptético
asociado a la isquemia. Entre ellas se encuentra la Caspasa-3, miembro de la
sub-familia CED-3 de las caspasas, que interviene en la mediacién nuclear de
la apoptosis, incluyendo la condensacién cromdtica y la fragmentacion de DNA.

OBJETIVO
Estudiar la proteina Caspasa-3 en un modelo de precondicionamiento isqué-
mico en cultivo primario de neuronas corticales de ratén.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos primarios de neuronas corticales de raton

Para la realizacién de los cultivos celulares se utiliz6 un protocolo puesto a
punto en el grupo de investigacion donde se desarroll el TFG presente y que
consiste, en primer lugar, en la extraccion de los cerebros de embriones de ratén
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de 14,5 dias de gestacion. Posteriormente el tejido se tripsiniza y se procesa
para la obtencién de los neuroblastos, que se mantienen en un medio de cultivo
especifico para crecimiento y diferenciacién neuronal denominado Neurobasal
(GIBCO, Invitrogen).

La suspension de células disociadas se sembrd a una densidad de 180.000
células/cm? en Placas de cultivo previamente tratadas con Poli-D-Lisina, con
objeto de favorecer la adhesion celular. Ademds, el medio de cultivo Neurobasal
se enriqueci6 con el suplemento B27 al 2%, 2mM deglutamina y en presencia de
glucosa de 5 mM.

Las células se incuban a 37 °C en atmésfera humidificada con un 5% de CO,
y cada tres dias se cambia la mitad del medio de cultivo. Los neuroblastos se dife-
rencian a neuronas funcionales durante los siguientes nueve o diez dias in vitro.

Modelo de precondicionamiento isquémico cerebral (IPC) e isquemia experimental
(OGD)

Tras 9-10 dias en cultivo, las neuronas se incubaron en cuatro condiciones
diferentes:

1) Normoxia: las neuronas se incubaron en tampén Hanks a 37 °C en
presencia de glucosa.

2) IPC: las neuronas se expusieron a concentraciones subtdxicas de
N-Metil-D-Aspartato (NMDA) 20mM en presencia de glicina 2mM
durante dos horas. El experimento se realiza en medio Hanks con
glucosa a 37 °C.

3) OGD: en este caso, las neuronas se incubaron en tampén Hanks en
ausencia de glucosa, a 37 °C y previamente gaseada con 95% N2/5%
CO, durante 5 minutos, lo que produce una concentracién del 1%
de O, en el medio. Las neuronas se incuban en condiciones de OGD
durante 90 minutos; tal y como se describi6 previamente.

4) IPC+OGD: las neuronas se incuban como en la condicién de IPC y
posteriormente se someten a isquemia experimental.

Tras 24 horas de reoxigenacién en medio Neurobasal, se analizé la actividad de
caspasa-3 y los niveles de expresion de esta proteina en su forma activa, mediante
ensayos fluorimétricos y de inmunofluorescencia respectivamente.

© Ediciones Universidad de Salamanca / FarmaJournal, vol. 2, nim. 1 (2017), pp. 121-131

[124]



VICTORIA LOPEZ TEJERO, JUAN P. BOLANOS Y MARTA DELGADO-ESTEBAN
ESTUDIO DE LA CASPASA-3 EN UN MODELO EXPERIMENTAL
DE PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO NEURONAL EN CULTIVO

Ficura 1: Microfotografias de campo claro correspondientes en A) a neuroblastos de 3 dias en
cultivo y en B) neuronas de 9 dias en cultivo donde se aprecian las neuritas caracteristicas de neuronas
diferenciadas. Imagenes realizadas en un microscopio invertido Nikon Eclipse.

Determinacion de la actividad de la proteina Caspasa-3 mediante fluorimetria

El ensayo fluorimétrico de Caspasa-3 (SIGMA) se basa en la hidrélisis
del péptido substrato «acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metil-cumarina»
(Ac-DEVD-AMC) por caspasa-3, liberindose una sustancia fluorescente llamada
7-amino-4-metilcumarina (AMC).

caspasa-3
Ac-DEVD-AMC — Ac-DEVD + AMC

Las longitudes de onda de excitacién y emisién son 360nm y 460nm respec-
tivamente.

Para realizar la medida de la actividad de la Caspasa-3 mediante el kit de
ensayo fluorimétrico se:

— Retir6 el medio de cultivo.

— Lavé una vez con PBS.

— Anadié EDTA durante 1 minuto para despegar las células y se recogieron
en tubos limpios.

— Anadié buffer de lisis.

— Incubé en hielo durante 20 minutos.

— Centrifugé y transfiri6 el sobrenadante a tubos limpios.

— En total se prepararon los siguientes pocillos y se ley6 la fluorescencia
cada 10 minutos durante un total de 50 minutos a 37 °C:
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® Muestra (sobrenadante con sustrato).

® Blanco (Assay Buffer con sustrato).

e Caspasa-3 (Assay buffer con sustrato y Caspasa-3).

e Caspasa-3 con inhibidor (Assay buffer con sustrato, Caspasa-3 e
inhibidor).

® Paralelamente a las cuatro condiciones descritas anteriormente (Nx,
IPC, OGD e IPC+OGD), las neuronas se incubaron en presencia de
ImM de etopésido durante 24 h (inductor del proceso apoptético),
como control positivo de activacién de Caspasa-3.

® Recta patrén con concentraciones conocidas de AMC en Assay Buffer

e Posteriormente, se extrapolaron los resultados de fluorescencia
obtenidos en base a la recta patrén que se realizé usando concentra-
ciones conocidas de AMC wersus fluorescencia y se calcularon las
concentraciones de AMC.

Los célculos de la actividad de Caspasa-3 se expresaron en:
nmol AMC/min/ml generados = nmol x D

TxV
Donde:

— D: factor de dilucién
— T: tiempo
— V: volumen

Determinacion de la expresion de Caspasa-3 activa mediante inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es una técnica empleada para localizar antigenos
celulares mediante anticuerpos marcados con fluorocromos. Se basa en la gran
especificidad y alta afinidad que tienen los anticuerpos para reconocer a molé-
culas antigénicas y unirse a ellas. Ademis, la conjugacién o combinacién de los
anticuerpos con sustancias fluorescentes permite detectar cantidades infimas de
antigenos, debido a que estos fluorocromos emiten radiacion cuando se les excita
con energia electromagnética de una determinada longitud de onda.

Previamente a la realizacién del cultivo destinado para el ensayo, las placas
se trataron con una solucién de Fibronectina y Poli-L-Ornitina sobre cristales
estériles.

Tras la incubacién de las neuronas bajo las cuatro condiciones descritas
anteriormente, se prepararon las muestras sobre portaobjetos como se explica a
continuacién:
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— Retirar el medio de cultivo.

— Lavar con PBS.

— Fijar las células con Paraformaldehido.

— Incubar con glicina para eliminar la autofluorescencia causada por las
uniones inespecificas de los anticuerpos marcados (sefial de fondo o
background).

— Permeabilizar las células con PBS y Triton para permitir que penetren
los anticuerpos y la solucién de bloqueo.

— Incubar en Solucién de Bloqueo para saturar los posibles sitios de unién
inespecifica.

— Incubar con los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4 °C.

— Lavar e incubar con los anticuerpos secundarios.

— Incubar con DAPI, fluorocromo con alta afinidad por el DNA.

La utilizacidn de varios tipos de anticuerpos marcados en una misma prepara-
ci6n se denomina inmunodeteccién multiple y tiene el objetivo de detectar varias
moléculas de un mismo tipo celular [8] . En este caso las moléculas a detectar
fueron las proteinas Caspasa-3 y Map-2 (proteina del citoesqueleto utilizada
como marcador neuronal especifico). Los anticuerpos primarios utilizados fueron
anti-Caspasa-3 (conejo) y anti-Map-2 (ratén), ambos de la casa comercial Sigma.
Los anticuerpos secundarios empleados fueron anti-conejo marcados con el fluo-
rocromo Cy3 (emiten radiacién de color rojo) y anti-ratén, marcados con el
fluorocromo Cy?2 (emiten radiacién de color verde), ambos de la casa comercial
Jackson.

RESULTADOS Y DISCUSION

El precondicionamiento isquémico previene del aumento en la actividad de la
Caspasa-3 inducida tras la isquemia experimental

La determinacién de la actividad de Caspasa-3 se realizé en muestras proceden-
tes de 4 cultivos neuronales y, cada muestra procedente de las cuatro condiciones
descritas anteriormente y se analizé por triplicado cada una de ellas.

Los valores se expresaron como medias + error estindar de la media (S.E.M.).
La significatividad se determiné mediante el test «t de Student» y en todos los
casos un valor de p menor de 0,05 se considera estadisticamente significativo.
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Ficura 2 Actividad de la Caspasa-3 analizada mediante fluorimetria.
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Como se observa en la figura correspondiente a la actividad de Caspasa-3,
la isquemia experimental produce un aumento significativo en la actividad de la
Caspasa-3 respecto a la condicién de normoxia con un *p<0,05.

Ademds, el IPC previene el aumento en la actividad de Caspasa-3 inducida
por laisquemia, ya que hay diferencias estadisticamente significativas entre la acti-
vidad de Caspasa-3 de la condicién de IPC+OGD versus OGD con un #p<0,05.

Por lo tanto, estos resultados sugieren que el precondicionamiento isqué-
mico genera una respuesta endégena que. previene del aumento en la actividad de
Caspasa-3 inducida por un dafio isquémico posterior.

El precondicionamiento isquémico previene del aumento en la expresion de la
Caspasa-3 activa

Una vez se comprobé que la actividad de Caspasa-3 estd implicada en el
mecanismo de precondicionamiento isquémico utilizado en neuronas corticales
de ratén, nos propusiomos estudiar los niveles de expresion de dicha proteina
bajo las 4 condiciones experimentales anteriormente descritas.

Asi, las microfotografias de neuronas se obtuvieron con un microscopio
confocal «Spinning Disk» Roper Scientific con microscopio Olympus IX81, cuyo
cabezal confocal es CSU-X1 de Yokogawa. Las imdgenes se analizaron mediante
el programa Metamorph Premier en una escala de 50mm.
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Ficura 3 El precondicionamiento isquémico previene del aumento en la expresién de Caspasa-3
activa tras la isquemia experimental.

Las microfotografias de neuronas incubadas bajo las condiciones de normoxia,
IPC, OGD e IPC+OGD muestran que la OGD aumenta los niveles de expresion
de la proteina Caspasa-3 activa, hecho que corrobora que la proteina Caspasa-3
puede ser utilizada como marcador de dafio neuronal.

Ademis, se observa que, en las neuronas, la condicién de IPC+OGD previene
del aumento de la expresién de Caspasa-3 activa tras la isquemia (OGD).

Estos resultados apoyan los obtenidos recientemente en el grupo de investi-
gacion donde se desarrollé el TFG, donde se observa que, realizando el mismo
modelo de precondicionamiento isquémico neuronal y en las mismas condiciones
descritas en la memoria presente, el precondicionamiento isquémico previene de
la muerte por apoptosis inducida por la isquemia (Fig. 4).

Por lo tanto, el precondicionamiento isquémico es capaz de activar mecanismos
enddgenos que evitan la activacion de la Caspasa-3 activa y, con ello, la muerte
neuronal por apoptosis asociada al dafio isquémico subsiguiente.
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Ficura 4. Anilisis de la muerte neuronal por apoptosis mediante citometria de flujo.

Para la realizacidn de este experimento, las neuronas corticales en cultivo
primario procedentes de ratén Wild Type (p53+/+) o Knockoutr (p53-/-) para
p53, se incuban en las cuatro condiciones experimentales anteriormente descritas
(Normoxia, IPC, OGD e IPC+OGD). Se observa cémo en las neuronas p53+/+
tras 4 horas de reoxigenacién, la OGD induce un aumento en la muerte neuronal
por apoptosis respecto a la condicidn control (Normoxia) y que el IPC previene
de la apoptosis tras la isquemia (IPC+OGD). Sin embargo, las neuronas (p53-/-)
son més resistentes a la OGD respecto a las neuronas control (*p<0.05 respecto
a la Normoxia; #p<0.05 respecto a la OGD en neuronas p53+/+).

CONCLUSION

El modelo de isquemia experimental (OGD) utilizado en el cultivo primario
de neuronas corticales de ratén produce el aumento en la actividad de Caspasa-3
y en la expresion de esta respecto a las neuronas sometidas a normoxia. Estos
resultados apoyan la posible utilizacién de la proteina Caspasa-3 activa como
marcador de muerte neuronal asociado al dafio isquémico.

El modelo de precondicionamiento isquémico utilizado en neuronas corticales
de ratén previene el aumento en la actividad de la Caspasa-3 y en la expresion de
Caspasa-3 activa inducida por la isquemia experimental; lo que apoya la idea
de que la Caspasa-3 activa pueda ser considerada como diana molecular asociada
a la tolerancia isquémica.
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