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1. PRECONDICIONAMIENTO Y TOLERANCIA
ISQUEMICA CEREBRAL

La adaptacion es uno de los mecanismos clave que permite, en condiciones
ambientales extremas, la supervivencia de los seres vivos. Desde los pequefios
microorganismos como las bacterias o las levaduras hasta los grandes mamiferos,
incluido el ser humano, presentan diferentes estrategias fisiolégicas innatas que les
han permitido adaptarse a situaciones desfavorables. Una de las principales
situaciones adversas a las que los organismos se enfrentan es el estrés metabdlico.
Dicha situacion se produce por la ausencia de sustratos energéticos o la disminucion
de oxigeno celular, de forma parcial (hipoxia) o total (anoxia) (Lehotsky et al., 2009).
Para contrarrestar estos efectos potencialmente dafiinos, los organismos desarrollan
distintos mecanismos que engloban la disminucidn de la tasa metabdlica, la expresién
de chaperonas y proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins; HSP) o la
activacion de sistemas de defensa antioxidante. En el cerebro y el corazén, estas
adaptaciones resultan ser particularmente importantes, ya que son drganos

especialmente sensibles al déficit energético.

En los mamiferos, el cerebro constituye el 3% de la masa corporal y consume hasta el
20% del oxigeno total, lo cual lo convierte en el érgano mas vulnerable al dafio
hipdxico/isquémico (Clarke & Sokoloff, 1994). Por ello, a lo largo del tiempo, los
organismos han desarrollado una amplia bateria de respuestas adaptativas enddgenas,
con el fin de adquirir un “estado de resistencia” frente a la isquemia conocido como
tolerancia isquémica (TI). Este estado de tolerancia intrinseca del organismo se induce

en respuesta a diferentes estimulos de condicionamiento.

El condicionamiento, término que describe perfectamente el aforismo “What doesn't
kill you, makes you stronger” citado por Friedrich Nietzsche, hace referencia al hecho
de que un estimulo subtdxico, inferior al umbral de dafio, es capaz de inducir una

respuesta adaptativa en el organismo. Esta respuesta desencadena un estado de



resistencia o tolerancia endégena que lo protege frente a un posible daio letal. Asi, el
condicionamiento promueve la proteccion frente a un dafio prolongado mediante la
adopcion de un fenotipo “tolerante” que se mantendrd durante un periodo de tiempo
(Ulrich Dirnagl, Simon, & Hallenbeck, 2003; Gidday, 2006; Takaaki Kirino, 2002; YUNOKI
et al.,, 2017).

El fendmeno de “precondicionamiento” (PC) surge en la década de los 60, siendo
Aaron Janoff el primero en describirlo (Janoff, 1964). En los afios posteriores, varios
investigadores publicaron diversos trabajos donde observaban, en modelo in vivo de
PC en rata, como los animales precondicionados adquirian la Tl que les garantizaba
una mayor supervivencia en respuesta a un dafio andxico. Fue en 1986 cuando se
describe, por primera vez, el fenédmeno de tolerancia frente a la isquemia en un
modelo experimental de ratdn. En este estudio, se sugirié la posible implicacién de
factores “anti-isquémicos” o mecanismos protectores inducidos tras el PC (Takahata &
Shimoji, 1986). En ese mismo afio, Murry y colaboradores describieron, en tejido
cardiaco, el fenédmeno de precondicionamiento isquémico (IPC). En este trabajo
detallaban, por primera vez, como breves episodios simultdneos de
oclusién/reperfusion coronaria previos a una isquemia prolongada vy letal permitian la
adaptacion del tejido cardiaco al dafio (Murry, Jennings, & Reimer, 1986). Este hecho
destacé el potencial efecto cardioprotector de la Tl, lo que abriria las puertas a la
investigacion en el desarrollo de técnicas novedosas en el tratamiento del infarto

cardiaco, basadas en el PC (Cohen, Yang, & Downey, 1994).

Poco tiempo después, Kitagawa y colaboradores descubrieron la existencia de la Tl en
el cerebro y describieron como pequenos estimulos isquémicos previos confieren
neuroproteccion total frente al dafio letal (K Kitagawa et al., 1990). Estos resultados se
corroboraron posteriormente y se afianzo el papel neuroprotector del PC (Takaaki

Kirino, Tsujita, & Tamura, 1991). Todos estos estudios descubrieron nuevas



trayectorias a seguir en la investigacion de los mecanismos que subyacen a la

tolerancia isquémica cerebral.

El condicionamiento desencadena una serie de respuestas adaptativas diferenciales,
caracterizadas por los distintos intervalos temporales de induccién de tolerancia frente

al dano. Asi, se han descrito dos ventanas temporales de accién:

- Rapida o a corto plazo: conforma una ventana de neuroproteccidn rapida, cuya
aparicion se produce minutos después del condicionamiento y su duracién se
extiende entre 1-2 horas (Ulrich Dirnagl et al., 2003; Durukan & Tatlisumak,
2010; Gidday, 2006; Takaaki Kirino, 2002; Murry et al., 1986; M A Pérez-Pinzén
et al., 1997; Miguel A Pérez-Pinzén, 2004; Stetler, Zhang, Liu, & Chen, 2008).
Durante este proceso, se llevan a cabo cambios rapidos de permeabilidad de
canales idnicos (receptores), reducciéon en la demanda energética neuronal,
activacion de sistemas de defensa antioxidante, asi como modificaciones

postraduccionales a nivel proteico y de su actividad.

- Retardada o a largo plazo: constituye una ventana de neuroproteccion a largo
plazo, apareciendo hasta 24 horas después del estimulo de condicionamiento y
con una duracién que puede mantenerse hasta una semana posterior (Ulrich
Dirnagl et al., 2003; Durukan & Tatlisumak, 2010; Takaaki Kirino, 2002; Stetler
et al.,, 2014, 2008). Este periodo de tolerancia se encuentra mediado por
modificaciones epigenéticas y transcriptémicas, con la induccién de Ia

expresion de diversos genes, asi como la sintesis de novo de proteinas.

Entre ambas fases de Tl se encuentra una ventana temporal donde la proteccién es

reducida o nula, siendo un periodo de tiempo vulnerable a cualquier dafio isquémico



que se produzca en él. Durante los ultimos afios, los esfuerzos se han centrado en
prolongar la extensidén de la ventana terapéutica en la medida de lo posible, a través

de la optimizacién de las caracteristicas que acompafian al condicionamiento.

Durante la TI, se activan distintos mecanismos moleculares desencadenantes de la
neuroproteccion. Estos mecanismos vendran determinados por la naturaleza vy
duracion del estimulo condicionante, su periodo de aplicacién, asi como el entorno

donde se desarrolla la tolerancia (Khoury, Koronowski, & Perez-Pinzon, 2016).

Los distintos modelos que utilizan estimulos condicionantes se caracterizan por su
efectividad al recrear ambientes isquémicos sin un permanente dafio neuronal.
Diferencias en la intensidad, duracién y frecuencia del estimulo conformaran las
caracteristicas basicas que permitirdn la induccién de la proteccién. Esta ultima
dependera de la adecuacién del factor estimulante, pudiendo ser demasiado leve para
inducir una respuesta, demasiado robusto y dafiino, o lo suficientemente intenso para

desencadenar un condicionamiento (Gidday, 2006).

El IPC es conocido por ser el prototipo de condicionamiento por excelencia. Desde su
primera descripcién en corazén y, posteriormente, en cerebro (K Kitagawa et al., 1990;
Murry et al., 1986), su uso se ha extendido a gran variedad de modelos y tejidos. Esto
ha permitido una mayor comprensidon de las condiciones requeridas para inducir la
tolerancia cerebral (N, Sangwan, Sharma, Majid, & GK, 2015). Aunque el empleo de la

isquemia o hipoxia cerebral como estimulo condicionante prevalece como el modelo
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mas utilizado hasta la actualidad, la posibilidad de inducir Tl se ha ampliado. La
aplicaciéon de estimulos enddgenos o exdgenos de diversa naturaleza, entre los que se
encuentran la induccion de hipotermia, hipertermia, tratamientos anestésicos,
guimicos o farmacoldgicos (Tabla 1), es capaz de generar proteccién, lo que se conoce
como tolerancia cruzada. La gran variedad de factores capaces de inducir un fenotipo
resistente al dafo es un indicativo de la convergencia final de las diversas vias de
sefializacion en una serie de mecanismos que, en ultima instancia, conducirdn a la

proteccion celular (Gidday, 2006).

Isquemia global o focal
Agentes quimicos y bioldgicos
Endotoxinas

Radicales libres

Agentes anestésicos
Lipopolisacaridos

Adenosina

Trombina

N-metil-D-aspartato (NMDA)

Acido 3-Nitropropiénico (3NP)
Inhibidores de la ATPasa Na*/K*
Factores fisiologicos

Hipoxia

Isquemia

Inhibidores

metabdlicos

Pequeiios episodios de convulsion
Traumatismo leve

Oxigeno hiperbarico

Tabla 1. Estimulos utilizados en el PC cerebral

1.3.2. PERIODO DE APLICACION DEL CONDICIONAMIENTO

Ill

A pesar de ser el “precondicionamiento” el término empleado mas a menudo para
referirse a la aplicacion de un estimulo no nocivo inductor de tolerancia, cabe destacar

otras formas de condicionamiento capaces de promover dicha proteccién (Esquema 1).
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e Precondicionamiento (PC)

El PC se basa en la aplicacion de un estimulo leve sobre una célula, tejido u organismo
capaz de promover una respuesta protectora endégena frente a un dano letal
posterior (Meller & Simon, 2013). El PC puede inducirse en la region donde se produce
el dafio (PC local) o puede desarrollarse sobre un 6rgano adyacente de mayor
accesibilidad, como un brazo o una pierna, ejerciendo una proteccién remota sobre el
o6rgano danado. Este ultimo, denominado precondicionamiento isquémico remoto
(remote ischemic preconditioning; RIPC), presenta un gran potencial en la clinica
gracias a la posibilidad de aplicar el estimulo condicionante en un érgano no vital y de
menor riesgo que el propio érgano dafiado (Che et al., 2019; Sangeetha et al., 2019; W.

Zhao et al., 2018; A.-M. Zhou et al., 2004).

e Per-condicionamiento (Per-C)

Resulta de la aplicacion de un estimulo no nocivo, durante el periodo de isquemia letal,
con el fin de inducir una resistencia frente al dafo. El tipo principal de per-
condicionamiento es el llevado a cabo de forma remota (per-condicionamiento
remoto), aplicando repeticiones de un estimulo isquémico leve, sobre un dérgano
distinto al dafiado, durante el tiempo que transcurre el dano letal. El efecto del per-
condicionamiento se ha observado en estudios de corazdn, rifién o cerebro, donde la
estimulacion de una extremidad en el organismo promueve una reduccién en el
tamafio del area afectada (Hahn, Manlhiot, Schmidt, Nielsen, & Redington, 2011;

Landman, Schoon, Warlé, de Leeuw, & Thijssen, 2019).

e Post-condicionamiento (Post-C)

Se induce mediante la aplicacidon del estimulo condicionante durante el tiempo de
reperfusion tras el dano. Esta estrategia se basa principalmente en interrupciones
breves del flujo sanguineo en la etapa temprana de la reperfusién, evitando el dafio
causado por ésta (Pignataro et al., 2008; Heng Zhao, Sapolsky, & Steinberg, 2006a). Sin
embargo, no sélo breves periodos de isquemia tras el dafio inducen tolerancia, sino

gue puede alcanzarse, ademas, a través de la aplicacion de estimulos de distinta
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naturaleza en un érgano diferente al érgano dafado (tolerancia cruzada), tal y como

ocurre en el PC.

PRECONDICIONAMIENTO POST-CONDICIONAMIENTO
PC Local Post-C Local
PC Remoto Post-C Remoto

SR |G

PER-CONDICIONAMIENTO
Per-C Local

Per-C Remoto

Esquema 1. Tipos de condicionamiento. La imagen muestra los principales tipos de
condicionamiento: Precondicionamiento (PC); Per-condicionamiento (Per-C) y Post-
condicionamiento (Post-C).

1.3.3. EL ENTORNO: LA RED NEUROVASCULAR EN LA
TOLERANCIA ISQUEMICA

Los estudios de Tl realizados en modelos in vitro de las células que componen la Red
Neurovascular, tales como las neuronas, las células gliales o las células endoteliales,
han demostrado que la adquisicion del fenotipo tolerante estd relacionada con el PC.
Ademas, esta proteccién celular ocurre sin la necesidad de que exista comunicacion
entre los distintos tipos celulares, ni la participacién de las redes vasculares o los
mediadores de accion sistémica (Kato, Araki, Murase, & Kogure, 1992; Lu, Yu, Li, Cui, &
Gao, 2005). Sin embargo, la obtencién de unos niveles dptimos de tolerancia en
modelos in vivo requiere de una respuesta coordinada de cada célula implicada en la
red neurovascular, asi como de las células externas a ella (células musculares,

inmunes...), consiguiéndose asi la supervivencia del territorio dafiado (Gidday, 2006).
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e Tolerancia mediada por el endotelio.

Aunque la idea preconcebida de PC cerebral se asocia principalmente a las neuronas,
el fendmeno de Tl en los organismos abarca el territorio endotelial y las células
musculares lisas, las cudles contribuyen, en su conjunto, a los mecanismos moleculares

inducidos durante la tolerancia in vivo.

Las células endoteliales son una parte principal de la barrera hematoencefalica (BHE),
la cual resulta dafiada en primera instancia tras la isquemia y reperfusién cerebral (del
Zoppo & Hallenbeck, 2000). El incremento en la formaciéon de microvasos, inducido por
el PC, permite disminuir la reduccién de flujo sanguineo tras la isquemia y revertir la
hipoperfusion del territorio cerebral (Nakamura et al., 2006). Esta proteccion vascular
vendrda acompafiada, ademads, de un caracteristico fenotipo antiinflamatorio y la
activacion de vias anti-apoptéticas que dotaran al endotelio cerebral de la habilidad

suficiente para protegerse de un dafio posterior (Xiang et al., 2018).

e Tolerancia mediada por la glia.

Los astrocitos y la microglia residentes, al igual que las células vasculares,
responden al PC y participan en la induccién del fenotipo tolerante (Y. Hirayama et
al., 2015; Yuri Hirayama & Koizumi, 2018; Narayanan, Dave, & Perez-Pinzon, 2017,
Trendelenburg & Dirnagl, 2005). La transferencia de sustratos energéticos vy
metabolitos neurotransmisores a las neuronas, el soporte funcional y estructural
de la BHE, la eliminacion de radicales libres o el almacenamiento de glucégeno son
algunas de las vias que permiten a los astrocitos incrementar la resistencia
isquémica de las neuronas vecinas (Jimenez-Blasco et al., 2015). Asi mismo, la
evidencia parece indicar que la liberacién de citoquinas antiinflamatorias (IL-10),
proteinas de choque térmico o factores troéficos (BDNF, GDNF o VEGF) por
astrocitos precondicionados contribuyen en gran medida a la neuroproteccion

frente al dafio (Gidday, 2006; Yuri Hirayama & Koizumi, 2018).
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Uno de los objetivos principales del estudio de la Tl se centra en la identificacién de los
mecanismos moleculares inducidos durante el PC. En los ultimos afios, se han descrito
un gran numero de elementos moleculares y celulares presentes en las cascadas
protectoras inducidas tras el PC. Dichos mecanismos presentan un alto de grado de
similitud, incluso identidad, entre distintas especies y érganos. Esto parece indicar una
evolucidn conservada en las estrategias generales que han permitido a los organismos
sobrevivir a las restricciones ambientales (Ulrich Dirnagl et al., 2003; Gidday, 2006;
Takaaki Kirino, 2002; Rybnikova & Samoilov, 2015). A continuacién, se describen

algunos de los mecanismos moleculares principales involucrados en la Tl neuronal.

Via glutamatérgica. Uno de los mecanismos clave del dafo tras la isquemia es
la excitotoxicidad. La caida en los niveles de ATP que acompaiia a la isquemia provoca
una alteracion de los receptores de glutamato, lo que resulta en una cambio de la
plasticidad sindptica y acumulacién de glutamato. Principalmente, esto provocara una
activacion desmesurada de los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA-R) del
glutamato, con la consiguiente entrada masiva de calcio en el interior celular, que
provocard la activacion de la cascada de sefializacidn responsable del dafio neuronal.
Sin embargo, una activacion moderada de los NMDA-R promueve la Tl a través de
diversas vias de sefializacién, en las que se encuentran involucrados factores como el
factor nuclear kB (NF-kB), el factor de necrosis tumoral a (TNF- a), o kinasas como JNK,

ERK o Aktl entre otras (Grabb & Choi, 1999; Soriano et al., 2006).

Mecanismos anti-apoptéticos. La expresion de ciertos genes que participan en
las vias de apoptosis neuronal puede estar involucrada, a su vez, en los mecanismos
inductores de tolerancia. Entre los mecanismos anti-apoptéticos desencadenados por
el PC se encuentra la reduccién en la sintesis o activacion de ciertas proteinas,
mediadores destacados de la cascada de apoptosis neuronal (Takaaki Kirino, 2002),

como la caspasa3 o p53 (profundizaremos mas adelante en el Apartado 3 de la
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Introduccidn), A su vez, la induccién de la Tl incluye un aumento de la expresién de
proteinas anti-apoptéticas, como la familia Bcl-2, y la activacion de vias de
supervivencia como la via fosfatidilinositol 3 kinasa / Akt (PI3K/Akt) (NAKAJIMA et al.,
2004).

Oxido nitrico (NO'). El NO' es una de las moléculas mas estudiadas en la T,
aunque su modo de accidn aun se desconoce. En modelos de rata recién nacida, el PC
induce una resistencia a la isquemia a través de la produccion de NO' por la sintasa de
NO' endotelial (eNOS) (Gidday et al., 1999). En otros modelos, dicha tolerancia se
alcanza a través de la activacion de la sintasa de NO' neuronal (nNOS) (Centeno, Orti,
Salom, Sick, & Pérez-Pinzén, 1999). De hecho, la inhibicion de ambas enzimas evita la
tolerancia inducida tras el PC, acentuando el papel clave de dicha activacién

enzimatica en la neuroproteccion.

Mecanismos antiinflamatorios. Los lipopolisacaridos (LPS) son el prototipo de
estimulo desencadenante de la expresion de citocinas proinflamatorias. Su
administracion es utilizada como modelo de PC en diversos érganos como el higado, el
corazén o el cerebro. La neuroproteccidn asociada al PC con LPS involucra la actividad
de enzimas como la superdxido dismutasa o la eNOS, asi como la liberacion de TNF o

interleucina 1 (IL-1) (Bordet et al., 2000; Ohtsuki, Ruetzler, Tasaki, & Hallenbeck, 1996).

Factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1). Entre los factores de transcripcién
susceptibles a la regulacién por hipoxia/isquemia, destaca HIF-1. Los niveles de dicha
proteina aumentan durante la Tl, induciendo la expresidon de genes de supervivencia
tales como la eritropoyetina, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o

transportadores de glucosa entre otros (Sharp et al., 2004).

Adenosina y canales de potasio. La adenosina es un nucleétido endégeno
neuroprotector capaz de inhibir la liberacién de aminoacidos excitadores y el flujo de
calcio presindptico mediante los receptores de adenosina Al. La activacidn de dichos
receptores contribuye a la supresiéon de la actividad sindptica promovida tras la
isquemia, disminuyendo asi el gasto energético neuronal (A.-M. Zhou et al., 2004). Por

su parte, la activacion de los canales de potasio sensibles a ATP (K*arp) también posee
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un papel importante en el PC. Uno de los principales canales K*arp es el canal
mitocondrial (mK*ate), cuya activacion es clave en la neuroproteccién, pudiendo
promover cambios en la cadena transportadora de electrones e incrementar la

produccién energética celular (Schultz, Qian, Gross, & Kukreja, 1997).

Proteinas de choque térmico. Aunque la mayoria de la sintesis proteica se
encuentra inhibida tras la isquemia cerebral, la sintesis remanente presenta un papel
importante en el mantenimiento de la viabilidad celular (X. Liu, Sheng, & Qin, 2009). En
este sentido, las HSPs son chaperonas que se sintetizan de forma constitutiva, o en
condiciones de estrés, ayudando al mantenimiento de la integridad celular y
previniendo la desnaturalizacién o agregacidon indebida de proteinas tras el dafio.
HSP70, la mds abundante de ellas, se encuentra expresada de forma constitutiva en las
células y el incremento de su expresion tras el PC permite la induccion de las vias de
neuroproteccion enddégena (Blanco, Lizasoain, Sobrino, Vivancos, & Castillo, 2006;

Steiger & Hanggi, 2007; Yenari, Giffard, Sapolsky, & Steinberg, 1999).

Reprogramacion gendmica. En el cerebro, la alteracién en la respuesta
transcripcional o reprogramacidon gendmica no sélo hace referencia a la activacién de
genes encaminados a la proteccién neuronal, sino también a la supresién de aquellos
relacionados directamente con las vias degenerativas activas durante la isquemia
(Stenzel-Poore et al., 2003). Las técnicas de analisis por microarray del ADN han
permitido una mayor comprensién de la Tl a nivel genético. Asi, se ha observado como
la mayoria de los genes reprimidos forman parte de vias reguladoras del metabolismo,
transporte molecular o control del ciclo celular, mientras que los genes cuya expresion
aumenta se relacionan con proteinas como HSP70 o factores de transcripcion como

HIF-1 (Benardete & Bergold, 2009; Obrenovitch, 2008; H. Xu, Lu, & Sharp, 2011).
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2. ELICTUS

El ictus es un episodio agudo de disfuncién neuroldgica caracterizado por la
interrupcion subita del flujo sanguineo en una regién determinada del cerebro, lo que
conlleva la disminucién o anulacién de la funcién nerviosa en la zona afectada (Hankey
& Wee, 2016). El ictus se clasifica principalmente en isquémico o hemorragico
(Esquema 2), en funciéon de la causa que lo provoca. El ictus isquémico engloba
aproximadamente el 85% de los accidentes cerebrovasculares (ACV) y es el resultado
de la oclusiéon embdlica o trombdtica de una arteria cerebral, o la disminucién del flujo
sanguineo debido a enfermedades de los vasos cerebrales o del corazén. El ictus
hemorragico, en cambio, constituye el 15% de los ACV y surge como consecuencia de
la ruptura de un vaso sanguineo debilitado (aneurismas o malformaciones
arteriovenosas) con la consiguiente extravasacién de sangre al parénquima cerebral

(Deb, Sharma, & Hassan, 2010; Saenger & Christenson, 2010).

ICTUS
ISQUEMICO

ICTUS
HEMORRAGICO

Esquema 2. Tipos de ictus segun su etiologia. Ictus hemorragico (causado por
la rotura de un vaso sanguineo cerebral) e ictus isquémico (causado por una
oclusién vascular).
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El ictus es la segunda causa de muerte en Espaiia, siendo la primera en mujeres.
Ademas, es la primera causa de discapacidad adquirida en adultos y la segunda de
demencia (Benjamin et al., 2019). Cada afio, cerca de 110.000-120.000 personas sufren
ictus en Espafia, de los cuales mas del 50% mantendran secuelas discapacitantes o
falleceran (OMS; 17 de mayo de 2017). Esto supone el 70% de los ingresos
neuroldgicos que se producen, lo que genera un 3-6% del gasto total sanitario (Mar et

al., 2013).

La edad es uno de los principales factores de riesgo en el desarrollo de un ictus, ya que
su incidencia aumenta considerablemente a partir de los 60-65 afios. Sin embargo, no
debe considerarse una enfermedad ligada a la edad avanzada, ya que una tercera
parte de las victimas de un ictus poseen una edad inferior a 65 afos. La raza y el sexo
son otros de los factores determinantes del riesgo a padecerlo, junto a factores
modificables tales como la hipertension, tabaquismo, diabetes, fibrilacién auricular,
obesidad o sedentarismo entre otros (Gardener, Wright, Rundek, & Sacco, 2015;

Hankey & Wee, 2016).

Los avances en diagndstico y tratamiento de la enfermedad en los ultimos afios han
permitido un descenso de la mortalidad, aunque no de su prevalencia. Esto provoca un
incremento el numero de supervivientes, lo que conlleva un incremento mayor del
gasto sociosanitario (Donnan & Davis, 2008). Estos factores, junto con el aumento
global de la esperanza de vida de la poblacion, hacen del ictus una de las
enfermedades mds importantes en la sociedad, lo que precisa el desarrollo de nuevas

estrategias para la deteccion precoz, el diagndstico avanzado y el tratamiento eficaz.

El ictus isquémico es el resultado de una reduccién transitoria o permanente del flujo
sanguineo cerebral como consecuencia de la oclusién de una arteria cerebral (U

Dirnagl, ladecola, & Moskowitz, 1999). La magnitud del dano isquémico cerebral
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dependerd de la duracién y severidad del bloqueo sanguineo, pudiéndose extender

varias horas o incluso dias (Brouns & Deyn, 2009).

2.1.1. CONCEPTOS DE NUCLEO ISQUEMICO Y PENUMBRA

Tras la obstruccién de un vaso sanguineo, se origina un gradiente de presiones en la
region del dafo, diferenciandose clinicamente dos zonas principales: la zona del core o

nucleo isquémico y la penumbra.

La regidén del cerebro donde el flujo sanguineo se encuentra reducido por debajo del
10-25% se denomina nucleo isquémico. En ella, el aporte de oxigeno no es suficiente
para mantener la funcién tisular. Esto deriva en un dano rapido e irreversible,
caracterizado principalmente por procesos lipoliticos y proteoliticos, que conducirdn a
la pérdida total de la homeostasis y el consiguiente fallo bioenergético y necrosis
celular (A Almeida & Bolafos, 2001; Bolafios, Moro, Lizasoain, & Almeida, 2009;

Brouns & Deyn, 2009; Deb et al., 2010).

Rodeando la regién del nucleo isquémico se encuentra una zona cuya perfusiéon se
encuentra comprometida, denominada penumbra. En dicha regién, el aporte
sanguineo no es suficiente para mantener la funcidén neuronal, pero si para preservar
su integridad celular, asi como un reducido metabolismo energético que evitara la
necrosis neuronal (Astrup, Siesjo, & Symon, 1981; Fernandez-Gémez et al., 2008). Por
tanto, la progresion ralentizada del dafio en esta regidén, gracias a la circulacion
colateral, permite la posibilidad de una recuperaciéon funcional si se restablece la
perfusidon a tiempo, o se consigue frenar la cascada isquémica inducida tras el dafio
(Deb et al., 2010). Por ello, la penumbra representa una ventana temporal limitada de
oportunidades terapéuticas que permite potenciar la supervivencia celular, evitando la
progresion del dafio y mejorando el prondstico funcional tras el ictus (Donnan & Davis,
2008; Fernandez-Gomez et al., 2008; Paciaroni, Caso, & Agnelli, 2009; Ramos-Cabrer,
Campos, Sobrino, & Castillo, 2011; Touzani, Roussel, & MacKenzie, 2001).
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El dafio isquémico cerebral surge como resultado de una compleja secuencia de
eventos fisiopatoldgicos que evolucionan en el tiempo y el espacio, conocidos como
cascada isquémica (Esquema 3). La extension del dafio depende de la localizacion,
severidad y duracion del proceso isquémico, pudiendo durar desde horas a dias (U
Dirnagl et al., 1999; Durukan & Tatlisumak, 2007). La cascada isquémica comenzara
con una serie de eventos moleculares que contribuiran al fallo bioenergético, la
excitotoxicidad y el estrés oxidativo, junto a fendmenos secundarios de disfuncién
vascular, inflamacién y muerte celular que acompanaran la progresion del ictus (J
Castillo, Rama, & Davalos, 2000; Durukan & Tatlisumak, 2007; Gomez-Sanchez et al.,
2011; Hossmann, 2006; Rodriguez et al., 2017).

- FALLO BIOENERGETICO CELULAR

El cerebro consume aproximadamente el 20% del oxigeno que respiramos, siendo un
tejido con una alta demanda energética, empleada principalmente en la produccién de
los impulsos eléctricos neuronales (Bolafos, 2016). Ademads, dicho tejido carece de
reservas energéticas propias, siendo necesario el aporte continuo de oxigeno y glucosa
para llevar a cabo la fosforilaciéon oxidativa y la produccion de compuestos fosfato
altamente energéticos, como el ATP (Deb et al., 2010; Durukan & Tatlisumak, 2007). La
reduccion del flujo sanguineo producida tras la isquemia tiene como consecuencia una
disminucién del aporte de los sustratos principales, oxigeno y glucosa, provocando la
acumulacién de lactato via glucolisis anaerobia (metabolismo anaerobio) (Durukan &
Tatlisumak, 2007; Katsura, Kristidn, & Siesjo, 1994). Esta acidosis celular promueve la
formacién de radicales libres, lo que interfiere con la sintesis proteica intracelular e
incrementa el dafo isquémico (Mergenthaler, Dirnagl, & Meisel, 2004). Ademas, el
fallo energético conlleva la alteracién de las bombas idnicas Na*/K* y Ca%*/H*
dependientes de ATP, provocando un desequilibrio homeostatico general (incremento

intracelular de Na*, Ca?* y Cl" e incremento extracelular de K*). Este proceso conduce a
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la despolarizaciéon neuronal y glial y al desarrollo de los procesos que se suceden a

continuacion.

- EXCITOTOXICIDAD

Durante la isquemia, la despolarizacién de las neuronas y la glia inducida por el déficit
energético local conduce a la activacién anémala de los canales de Ca?* dependientes
de voltaje, lo que provoca la liberacién de grandes cantidades de neurotransmisores
excitadores al espacio extracelular, tal y como indicamos en el Apartado 1.4. de la
Introducciéon. Al mismo tiempo, los procesos de recaptacidn presinaptica se
encuentran bloqueados, incrementandose en mayor medida la acumulacién de estos
aminodacidos en la hendidura sinaptica (U Dirnagl et al.,, 1999). Esta hiperactividad
neuronal provoca, a su vez, oleadas de despolarizacién que promueven el fallo

energético e intensifican el dafio cerebral (Takano et al., 1996).

Uno de los principales neurotransmisores excitadores es el glutamato, vital en la
plasticidad neuronal. Una liberacién incontrolada de éste provoca la excitotoxicidad,
mediada por la activacion andémala de los NMDA-R, a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidnico (AMPA) o kainato, y la consiguiente entrada de Ca?*, CI" y Na* al
interior celular (Brouns & Deyn, 2009; Guo et al., 2013; Mergenthaler et al., 2004;
Sattler & Tymianski, 2001). En este sentido, trabajos in vitro de nuestro laboratorio han
descrito que, en cultivos primarios de neuronas corticales, la administraciéon de la D-
Glucosa previene el fallo energético y la muerte celular, induciendo la neuroproteccién
frente a la excitotoxicidad (Maria Delgado-Esteban, Almeida, & Bolafios, 2002). Por lo
tanto, el estudio de los mecanismos asociados a la excitotoxicidad podria ser de gran

ayuda en el desarrollo de la neuroproteccién frente al ictus.

La activacidon elevada de los receptores ionotrdpicos del glutamato, junto con Ia
pérdida de la homeostasis idnica y el incremento del Ca?* intracelular, son los factores
principales responsables de iniciar los procesos de muerte celular tras la isquemia (U
Dirnagl et al., 1999). Uno de los receptores mas estudiados es el NMDA-R, presente en

las sinapsis neuronales y con una importante funcién en la proteccion neuronal. En
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este sentido, se ha descrito un papel dual de estos receptores, pudiendo promover la
muerte o supervivencia de las neuronas en funcidon de su nivel de actividad, su
composicion y localizacién celular (Hardingham, Fukunaga, & Bading, 2002; Lai, Zhang,
& Wang, 2014; Soriano et al., 2006). El estudio de la funcién de los NMDA-R puede

ayudar a la comprensién de las distintas respuestas celulares.

- AUMENTO DEL Ca?* INTRACELULAR

Tras la isquemia, se produce la entrada masiva de Ca?* al interior celular. Este aumento
del Ca%*intracelular se encuentra mediado no sélo por receptores NMDA y AMPA, sino
también por los canales de Ca?* dependientes de voltaje y el trafico reverso del
intercambiador Na*-Ca%*. Ademads, la liberacién de Ca?* desde los organulos internos
tales como el reticulo endoplasmatico, vesiculas sindapticas o mitocondria contribuye al
incremento del pull intracelular (Durukan & Tatlisumak, 2007). La acumulacién
desmesurada de Ca®*, mensajero secundario universal, inicia una serie de procesos
nucleares y citoplasmaticos con gran impacto en el desarrollo del dano cerebral. Entre
las enzimas que se activan por accidn del Ca?* se encuentran: enzimas generadoras de
radicales libres como la fosfolipasa A2, éxido nitrico sintasa o ciclooxigenasa; enzimas
hidrolasas como fosfolipasa C, numerosas proteasas y endonucleasas y las calpainas (U
Dirnagl et al., 1999; Durukan & Tatlisumak, 2007). Estas ultimas, cuya actividad es
dependiente del Ca?*, activan enzimas como Cdk5, cuya hiperactividad conducird a la
muerte neuronal por apoptosis mediada por la activacién aberrante de proteinas de
ciclo celular (Maestre, Delgado-Esteban, Gomez-Sanchez, Bolafios, & Almeida, 2008;
Veas-Pérez de Tudela, Maestre, Delgado-Esteban, Bolafios, & Almeida, 2015). Entre las
proteinas de ciclo celular se encuentra Cdk1, responsable de reclutar a la ciclina B1 en
la mitocondria durante el proceso excitotéxico, y cuya activacion modifica la estructura
de la ATP-sintasa e induce la muerte neuronal (Veas-Pérez de Tudela, Delgado-
Esteban, et al., 2015). Asi, la produccion de radicales libres y la actividad de las enzimas
degradativas promoveran los eventos moleculares responsables de la activacién de

genes de inflamacién, el dafio mitocondrial y la muerte neuronal por apoptosis o
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necrosis (Kalogeris, Baines, Krenz, & Korthuis, 2012; White et al., 2000; J. Yuan,
Lipinski, & Degterev, 2003).

- GENERACION DE RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo tiene lugar cuando la produccion de especies reactivas del oxigeno
(Reactive Oxygen Species; ROS) y de especies reactivas del nitrégeno (Reactive
Nitrogen Species; RNS) supera la capacidad de los sistemas antioxidantes enddgenos
para eliminarlas (Guo et al., 2013). Como consecuencia del proceso isquémico,
concretamente del periodo de reperfusidn tras el dano, se generan gran cantidad de
ROS y RNS como el anién superéxido (Oz), el radical hidroxilo (OH"), el peréxido de
hidrogeno (H203), el éxido nitrico (NO’) y el peroxinitrito (ONOO"). El O, se genera a
través de diversas vias, incluyendo la cadena de transporte mitocondrial, la via de las
ciclooxigenasas (COX) o el sistema xantina oxidasa, una de las fuentes principales de
generacion de radicales libres durante la isquemia y reperfusion (Allen & Bayraktutan,
2009; Guo et al., 2013). Este anidn es uno de los radicales principales, que dara lugar a
la formacidon del H,0;, fuente principal del radical hidroxilo (OH"). El NO se produce a
partir de la L-arginina por las sintasas del éxido nitrico (NOS) activadas por el Ca%,
pudiendo reaccionar con Oy y generar ONOQO", especie altamente reactiva que

colaborara en el dafo tisular tras la isquemia.

Los radicales libres pueden exhibir un amplio espectro de efectos celulares incluyendo
la inactivacidn de enzimas, la liberacién de Ca?* de los reservorios intracelulares, la
desnaturalizacién proteica, la peroxidacion lipidica y el dafio en membranas celulares,
citoesqueleto y ADN (U Dirnagl et al., 1999; Lo, Dalkara, & Moskowitz, 2003). Sin
embargo, en células vecinas como los astrocitos, los ROS modulan el estado redox de
la célula y, por consiguiente, la supervivencia neuronal (Vicente-Gutierrez et al., 2019).
De hecho, se ha descrito en el grupo de laboratorio como concentraciones subtdxicas
de ciertos radicales, como el ONOO-, favorecen la induccién de la via de supervivencia
PI3K/Akt en respuesta a la excitotoxicidad en cultivos de neuronas in vitro (Maria
Delgado-Esteban, Martin-Zanca, Andres-Martin, Almeida, & Bolafios, 2007). Por lo

tanto, un conocimiento mas profundo de las distintas funciones de los radicales libres
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durante la tolerancia asociada al PC podria favorecer el desarrollo de terapias

neuroprotectoras frente a la isquemia (Kunz et al., 2007).

El estado de hipoxia tras el ictus isquémico, junto a la alta concentracién de Ca?*
intracelular, pueden promover la formacién del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (mPTP, mitocondrial permeability transition pore), alterando la
produccién de ATP y liberandose una mayor cantidad de radicales libres y moléculas
pro-apoptadticas, que contribuirdn al incremento del dano neuronal y glial (Brouns &

Deyn, 2009; S Love, 1999; Mergenthaler et al., 2004; Sims & Anderson, 2002).

- PROCESO INFLAMATORIO

Tras la isquemia cerebral, se produce una respuesta inflamatoria aguda que contribuye
a la progresion del dafio isquémico. Entre los elementos clave que participan en ella se
encuentran las células inflamatorias, moléculas de adhesidon y sefializaciéon y
numerosos reguladores transcripcionales (NF- kB, MAPK, AP-1) (Jin, Liu, Zhang, Nanda,

& Li, 2013; Pei, You, & Fu, 2015; WANG, TANG, & YENARI, 2007).

Entre los distintos tipos celulares que contribuyen al dafio inflamatorio se encuentran
los astrocitos y la microglia, ambos activados por los ROS producidos durante la
isquemia. Los astrocitos, tras la isquemia, adquieren un fenotipo reactivo y son
capaces de secretar diversos factores pro-inflamatorios como citoquinas, quimiocinas
o la sintasa del éxido nitrico inducible (iNOS) (Dong & Benveniste, 2001). Por otro lado,
ellos mismos expresan el complejo mayor de histocompatibilidad y moléculas
asociadas con respuestas anti-inflamatorias, pudiendo favorecer la recuperaciéon
durante la isquemia (Sofroniew, 2015). Los macréfagos residentes del cerebro que
componen la microglia juegan un papel crucial, transformandose en fagocitos vy
liberando diversos compuestos tanto citotéxicos como citoprotectores. Por su parte,
los leucocitos circulantes se adhieren a los vasos sanguineos, extravasandose vy
migrando al cerebro, incrementando los niveles de mediadores proinflamatorios vy
colaborando en el dafio tras la isquemia (WANG et al., 2007). Finalmente, las

moléculas de adhesion juegan un papel fundamental en dicha infiltracion de leucocitos
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en el parénquima cerebral, destacando las selectinas, las inmunoglobulinas y las

integrinas (Brouns & Deyn, 2009; Hossmann, 2006; WANG et al., 2007).

Las citoquinas, mediadores inflamatorios producidos por el sistema inmune y las
células nerviosas residentes tras la isquemia, actian como agentes proinflamatorios
(interleucinas 1, 6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) o antiinflamatorios
(interleucina 10 y el factor de crecimiento tumoral beta (TGFB), jugando un papel dual
en la recuperacién del tejido dafado y condicionando el pronéstico tras el ictus
(Mergenthaler et al., 2004; Pei et al., 2015). Asi, se ha demostrado que el aumento de
factores como tales como TNFaq, y la expresidn de los receptores TNFR1 o TLR4, son
algunos de los mecanismos involucrados en la neuroproteccién asociada al IPC in vivo
(J.M. Pradillo et al., 2006; Jesus M. Pradillo et al., 2009; Jesus M Pradillo et al., 2005).
Por lo tanto, la respuesta inmune tendra efectos beneficiosos o deletéreos en funcion
de los componentes celulares activados que, junto con los factores inflamatorios,
mediaran el balance entre el dafo isquémico y los procesos de reparacion celular

(George & Steinberg, 2015).

- DISFUNCION DE LA BARRERA HEMATOENCEFALICA Y DANO MICROVASCULAR

La BHE es una estructura clave en la regulacion del trafico de moléculas, fluidos y
células entre el sistema circulatorio y el cerebro, garantizando el mantenimiento del
microambiente del sistema nervioso central. Tras la isquemia, la integridad de la BHE
se ve comprometida como consecuencia de la alteracidn estructural del endotelio y el
consiguiente aumento de la permeabilidad vascular. Esto provoca la extravasacion de
numerosas células sanguineas y la infiltraciéon de fluido en el cerebro, lo que conduce a
la formacion del edema cerebral y posterior dafio secundario por hipertensién

intracraneal (Brouns & Deyn, 2009; Jiang et al., 2018).

La pérdida de la BHE provocara, ademas, la acumulacién de determinados factores
como la bradiquinina, la trombina o el VEGF, y de ciertas proteasas (metaloproteasas,
MMP). Algunas de ellas, como la MMP-9, son liberadas como consecuencia del estrés

oxidativo y participan en el dafo vascular digiriendo la Iamina basal endotelial, lo que
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potencia la posibilidad de la transformacidén hemorrdgica del area infartada (Jiang et

al., 2018; Khatri, McKinney, Swenson, & Janardhan, 2012).

La pérdida de funcidon de la BHE continda durante la reperfusién tras la isquemia
debido a la produccién de radicales libres, la activacién del endotelio y la respuesta
inflamatoria. Este proceso puede resumirse en una primera hiperemia reactiva que
provoca el incremento de la permeabilidad de la BHE, seguida de una hipoperfusién
(efecto de no reflujo) debida a la obstruccidn microvascular. Estos procesos provocan
un aumento final de la permeabilidad celular promovida por procesos inflamatorios,
estrés oxidativo y degradacién enzimatica (del Zoppo & Hallenbeck, 2000; Khatri et al.,
2012). La pérdida de la integridad de la BHE, junto con los procesos inflamatorios
desencadenados con ella, se prolongan en el tiempo y son los causantes del dafio

isquémico secundario.

- MECANISMOS DE MUERTE CELULAR

Los fendmenos de excitotoxicidad y sobrecarga de calcio intracelular, la liberacién de
radicales libres y el dafio en la mitocondria y el ADN tras la isquemia comprometen el
estado de las células nerviosas, volviéndolas susceptibles de morir por procesos de

apoptosis o necrosis.

En los primeros minutos de la isquemia, las células que componen el nucleo isquémico
se encuentran expuestas a una reduccién drastica del flujo sanguineo, lo que resultara
en un dafio irreversible y una muerte celular por procesos de necrosis. La necrosis es
un tipo de muerte celular, independiente de caspasas, caracterizada por cambios
rapidos en la estructura y funcionalidad de la membrana plasmatica. Estos cambios
provocan una expansion celular y dilatacion del reticulo endopldasmico y la
mitocondria, con la posterior ruptura y liberaciéon del contenido citoplasmatico al
exterior. De esta manera, se genera un edema citotoxico, tanto en los organulos
subcelulares como en la propia célula, favoreciendo los procesos inflamatorios y
promoviendo un mayor dafio cerebral (Martin, Brambrink, Koehler, & Traystman,

1997; Stoica & Faden, 2010).
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Por otra parte, las células localizadas en la periferia del nucleo isquémico (lo que
denominamos penumbra isquémica) se ven afectadas por la caida del flujo sanguineo y
los procesos inflamatorios desencadenados tras la isquemia, mostrando una diferente
susceptibilidad a morir por apoptosis, que se prolonga durante horas o incluso dias
(Broughton, Reutens, & Sobey, 2009; Gomez-Sanchez et al., 2011; Rodriguez et al.,
2017). Por este motivo, en los ultimos afios la apoptosis constituye una de las
principales dianas de accidn terapéutica frente al ictus isquémico. Dicha apoptosis es
un proceso dependiente de energia, por lo que predomina durante el periodo de
reperfusion, momento en que se restablece el flujo sanguineo y la energia celular. Se
caracteriza por contracciones en la membrana celular, condensaciéon de la cromatina y
fragmentacion celular en pequenos cuerpos membranosos que contienen los
orgdnulos intactos en su interior (cuerpos apoptoéticos). Los cuerpos apoptéticos seran
eliminados por fagocitosis, evitdndose una reaccién inflamatoria (Durukan &

Tatlisumak, 2007; Seth Love, 2003; Mergenthaler et al., 2004).

La apoptosis tras la isquemia puede ser activada por dos vias: intrinseca o extrinseca.
La via intrinseca (o via mitocondrial) se basa en la traslocacion e integracién de
factores pro-apoptoéticos de la familia Bcl-2 (BAX, BAD) en la membrana externa
mitocondrial, provocando la apertura del mPTP vy la liberacidén al citosol de proteinas
apoptéticas, como el citocromo c. Este Gltimo, tras unirse a la proteina apafl, forma el
“apoptosoma” y activa las caspasas efectoras 3 y 9 (Angeles Almeida, 2013; Broughton
et al., 2009; Kalogeris et al., 2012). Esta cascada de acontecimientos conducird al dafio
en el ADN y la apoptosis celular. La via extrinseca se inicia tras la activaciéon de los
receptores de muerte celular (Fas, TNFa o TRAIL) y la protedlisis de la procaspasa 8.
Esta caspasa puede promover la apertura del mPTP, asi como la activacidn de las
caspasas efectoras 3y 7, llevando a término el proceso apoptdtico (Angeles Almeida,

2013; Broughton et al., 2009; Lo et al., 2003; Taylor, Cullen, & Martin, 2008).
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Esquema 3. Cascada isquémica neuronal. La imagen representa, de forma
resumida, los principales mecanismos moleculares desarrollados durante la
cascada isquémica tras el ictus.

A diferencia de las enfermedades monogénicas, las enfermedades complejas o
multifactoriales como el ictus se caracterizan por presentar una etiopatogenia diversa.
Entre los factores de riesgo que influyen en el desarrollo de la enfermedad
cerebrovascular se encuentran tanto factores ambientales como variantes genéticas

heredadas (Tournier-Lasserve, 2002). En el caso del ictus isquémico, se ha descrito una
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heredabilidad de entre un 30 y 50%, aunque la asociacién entre los genes y el fenotipo
cardiovascular parecen ser especificos de cada subtipo de ictus (Bevan et al., 2012). La
investigacion en las causas genéticas del ictus se basa principalmente en estudios de
asociacién caso- control, analizdndose las frecuencias de las variantes genéticas en
enfermos respecto a individuos control (Giralt-Steinhauer et al., 2014). Una de las
variaciones genéticas mas comunes es el polimorfismo de nucledtido simple (single
nucleotide polymorphism; SNP), consistente en la sustitucién de un uUnico nucleétido
por otro en la secuencia del ADN cromosomal. Las secuencias codificantes del genoma
contienen aproximadamente 100.000-300.000 SNPs, junto con aquellos que se
encuentran en las regiones reguladoras, con una relevancia potencial en Ia
susceptibilidad de los humanos a determinadas enfermedades (Angeles Almeida, 2013;
Cargill et al.,, 1999). En este contexto, el desarrollo reciente de los estudios de
asociacién de genoma completo (genomewide association studies; GWAS) permite la
determinacién de la frecuencia alélica de miles de SNPs de forma aleatoria en
enfermedades versus controles, lo que facilita el establecimiento de nuevas
asociaciones con fenotipos cardiovasculares (Bevan et al., 2012; J. M. Maguire et al.,

2017; Matarin et al., 2008; Traylor et al., 2012).

Las variaciones genéticas interindividuales no solo influyen en el riesgo de un paciente
a sufrir un ictus, sino que ademads pueden afectar a la respuesta frente al tratamiento
con farmacos o incluso explicar la distinta evoluciéon funcional de pacientes con
caracteristicas clinicas similares (Angeles Almeida, 2013). Por lo tanto, los estudios
genéticos ayudan a identificar marcadores que permiten dilucidar los mecanismos
moleculares asociados a la enfermedad. Ademas, la identificacion de las variantes
genéticas contribuye al descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas, modificando el
enfoque farmacolégico de los desdrdenes cardiovasculares (Boehme et al.,, 2018;

Gallego-Fabrega et al., 2015; Portilla, Muinoz, & Sierra, 2014).
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2.2.1. VARIABILIDAD GENETICA EN EL PRONOSTICO
FUNCIONAL TRAS EL ICTUS

Uno de los mecanismos principales responsables del dafio cerebral en el paciente tras
el ictus es la muerte neuronal por apoptosis. En humanos, el desarrollo de los procesos
apoptodticos se encuentra ligado a variaciones interindividuales atribuidas a factores
genéticos (Angeles Almeida, 2013). En este contexto, se han descrito numerosos SNPs
en genes que codifican proteinas que modulan la vulnerabilidad a la apoptosis
neuronal, asocidndose con enfermedades neurodegenerativas e ictus (Bonafé et al.,
2004; Gomez-Sanchez et al., 2011; Rodriguez et al.,, 2018). Entre las SNPs con
relevancia funcional y clinica en los desdrdenes neuroldgicos se encuentra el
polimorfismo especifico de humanos Arg72Pro del gen Tp53 (rs1042522), situado en el
codon 72 del exén 4 y que da lugar a las dos variantes genéticas Prolina (CCC) y
Arginina (CGC) (Matlashewski, Pim, Banks, & Crawford, 1987; Pietsch, Humbey, &
Murphy, 2006; Thomas et al., 1999). De hecho, se ha demostrado que existen
diferencias funcionales en la proteina relacionadas directamente con esa variacién
génica (Bonafé et al., 2004; Dumont, Leu, Della Pietra, George, & Murphy, 2003). En
este sentido, nuestro grupo ha demostrado que el polimorfismo Arg72Pro de Tp53
regula la susceptibilidad de las neuronas a la apoptosis tras la isquemia y condiciona el
prondstico funcional de pacientes con ictus isquémico o hemorragico (Gomez-Sanchez
et al., 2011). Ademas, dicho polimorfismo se ha vinculado recientemente con la
resistencia de las células endoteliales en el cerebro, determinando la
neovascularizacion y plasticidad cerebral, y condicionando la recuperacién funcional

tras el ictus hemorragico (Rodriguez et al., 2017).

Otro de los polimorfismos descritos, con relevancia funcional, es el localizado en el gen
de MDM2, que codifica para una proteina clave en la regulacion de la actividad de p53.
Este polimorfismo, situado en la posicion 309 del primer intrén (309T>G, rs2279744),
regula la expresion de MDM2, lo que modula la susceptibilidad neuronal a la apoptosis
tras la isquemia y determina el prondstico funcional de los pacientes tras el dafo

cerebral (Rodriguez et al., 2018).
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Sin embargo, no solo encontramos variaciones genéticas en aquellos genes implicados
en la apoptosis neuronal, sino que también se han descrito SNPs en genes relacionados
con la reparacion y la plasticidad neuronal, como el factor BDNF (Brain- Derived
Neurotrophic Factor; rs6265) (Kim, Kim, & Kim, 2012); genes relacionados con procesos
inflamatorios como COX-2 (rs20417, rs5275) (J. Maguire et al., 2011) y el receptor TLR4
(rs4986791, rs4986790) (Weinstein et al., 2014); o genes relacionados con el
metabolismo de lipidos como APOE (rs7412, rs429358) (Cramer & Procaccio, 2012).
Los genes descubiertos hasta ahora revelan nuevas vias de la enfermedad y
constituyen dianas moleculares terapéuticas para la mejora en el tratamiento de los
pacientes tras el ictus. Sin embargo, son necesarios mas estudios genéticos para
identificar todas las variantes génicas y elucidar los mecanismos involucrados en la

susceptibilidad al ictus.

3. LA PROTEINA p53 EN LA ISQUEMIA CEREBRAL

La proteina p53 es una proteina supresora de tumores codificada por el gen Tp53
(humano), situado en el cromosoma 17p13.1. Su descubrimiento se remonta a 1979,
donde se identificé como una proteina de 53 kDa unida a la proteina transformante (el
antigeno T mayor) del virus SV40 en células transformadas inmortalizadas y
potencialmente tumorigénicas (LANE & CRAWFORD, 1979; Linzer & Levine, 1979). Este
hecho hizo que se clasificara inicialmente a Tp53 como oncogén, aunque afios mas
tarde se describiera su papel como supresor tumoral o “guardian del genoma”, clave
en la regulacion de la sintesis, transcripcién y reparacién del ADN (Finlay, Hinds, &
Levine, 1989; Hofseth, Hussain, & Harris, 2004; Arnold J Levine, Momand, & Finlay,
1991). Ademas de controlar la estabilidad gendmica, la proteina p53 participa en la
regulacién de procesos celulares criticos tales como la senescencia, la apoptosis o el
control del ciclo celular, cuya alteracién se encuentra presente en numerosas

enfermedades neurodegenerativas o en el cancer.
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La proteina p53 es un factor de transcripcidn nuclear compuesto por 393 residuos
aminodcidos. Su estructura molecular presenta 5 dominios estructurales y funcionales
que incluyen un dominio de activacién transcripcional (TAD), un dominio rico en
prolina (PRD), un dominio de unién al ADN (DBD), un dominio de tetramerizacién (TD)
y un dominio regulador C-terminal (CTD) (A. C. Joerger & Fersht, 2010; Andreas C
Joerger & Fersht, 2008) (Esquema 4).

- Dominio de activacion transcripcional o TAD (residuos del 1 al 42). Se sitla en
la region N-terminal de la proteina y es necesario para la actividad
transcripcional de p53. Este dominio permite la interaccién de p53 con multitud
de proteinas, como componentes de la maquinaria transcripcional, co-
activadores como p300/CBP (proteina de unién a secuencia CREB) o los

reguladores negativos MDM2 y MDMX.

- Dominio rico en prolina o PRD (residuos del 63 al 97). Se encuentra a
continuacion del dominio TAD en la regiéon N-terminal y se compone de 5
motivos PXXP. Posee un papel principalmente estructural, permitiendo Ia
separacion entre diferentes dominios funcionales (Toledo & Wahl, 2006).
Ademads, este dominio es importante para la estabilidad de la proteina y sus
interacciones con otras moléculas y genes diana, favoreciendo su actividad

tanto transcripcional como pro-apoptoética (Sakamuro et al., 1997).

- Dominio de unién al ADN o DBD (residuos del 98 al 292). Se encuentra en la
region central de la proteina y permite su interaccién con secuencias
especificas de ADN de doble cadena (elementos de respuesta; RE’s) en los

promotores de los genes diana (Kern et al., 1991).
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- Senales de localizacion nuclear (NLS; residuos del 300 al 322; del 370 al 376 y
del 380 al 386) y senales de exportacion nuclear (NES; residuos del 11 al 27 y
del 340 al 351). Ambas sefiales permiten el transporte nucleo- citoplasmatico
de la proteina, regulando su localizacién y funcién celular (T. Tanaka,

Yamashita, & Watanabe, 2018; Teveroni et al., 2016).

- Dominio de tetramerizacion o TD (residuos del 324 al 355). Se encuentra
situado en la region C-terminal y permite la tetramerizacidén reversible de la

proteina, regulando su estado oligomérico.

- Dominio regulador C-terminal o CTD (residuos del 363 al 393). Conforma la
mayor parte del extremo C-terminal de la proteina e interacciona con
secuencias no especificas del ADN, regulando la unién especifica de secuencia
del dominio central DBD. De esta forma, modula positiva y negativamente la
actividad transcripcional de p53. Ademds, este dominio permite el
deslizamiento de la proteina por el ADN, favoreciendo la busqueda de

secuencias diana en el genoma (Y. Liu & Bodmer, 2006).

p53
NES NLS NES NLS NLS

. _—
N-terminal — TAD — PRD — DBD ™ —— CTD C-terminal
o — —

1 42 63 97 98 292 324 355 363 393

Esguema 4. Estructura y dominios de la proteina p53. La imagen muestra los
dominios estructurales de p53.

La oligomerizacion de la proteina p53 es esencial para el desarrollo de sus funciones,
favoreciendo su unién al ADN y las interacciones con diversas proteinas. P53 forma un
homo-tetramero (dimero de dimeros) mediado por el dominio TD, lo que favorece su
union al ADN en las secuencias especificas de respuesta a la proteina. De hecho, el
tetramero de p53 posee una afinidad de unién al ADN cien veces mayor que su estado

monomérico (W. M. Chan, Siu, Lau, & Poon, 2004; Kamada, Toguchi, Nomura,
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Imagawa, & Sakaguchi, 2016). Por lo tanto, el estado estructural de p53 sera clave en

el desarrollo de sus funciones.

La proteina p53 es un factor de transcripcidon que se activa en situaciones de estrés y
participa en la activacion o la represion de una amplia variedad de genes inmersos en
multiples procesos celulares. Su papel transcripcional se debe a la capacidad de p53,
en su forma tetramérica, de unirse a secuencias especificas del ADN localizadas
frecuentemente en los promotores o primeros intrones de los genes diana. Esta union
al ADN estimula o reprime la transcripcidn de determinados genes, codificantes o no
(microRNAs), con un papel fundamental en el desarrollo de las funciones asociadas a la
proteina. Junto a su papel como factor de transcripcion, se han descrito diversas
funciones no transcripcionales de p53 en distintos compartimentos celulares,

mediadas por interacciones proteina-proteina.

El papel de la proteina p53 no sélo dependera de su estado de activacion, sino que
vendra determinado por el contexto celular, es decir, el tipo celular; el ambiente que le
rodea, la localizacidn subcelular o la naturaleza del estimulo estresante (Kastenhuber
& Lowe, 2017). Como factor transcripcional, participara en diversas funciones, algunas

de las cudles se resumen a continuacion:

- Regulacion del ciclo celular. Una de las principales funciones de p53, como
proteina supresora de tumores, es el control del ciclo celular. Para ello, regula
la expresién de genes clave tales como 14-3-30, Reprimo, Btg2 o p21 Wef/Cie (Bai

& Zhu, 2006).
- Reparacion del ADN. Frente a un dafio en el ADN, la proteina p53 induce una

parada del ciclo celular, lo que proporciona un tiempo adicional a la célula para

que se produzca, siempre que sea posible, la reparacién del dafio genédmico
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previo a la entrada en mitosis. Entre los genes diana, se encuentran Gadd45,

p53R2 0 DDB2.

Senescencia celular. La senescencia celular es una forma permanente de
parada de ciclo celular, con un papel clave en el envejecimiento o la respuesta
antitumoral (Rufini, Tucci, Celardo, & Melino, 2013). En este sentido, p53
puede inducir o inhibir los procesos de senescencia celular mediante el control,
entre otros, de los genes p21 Wafi/Cr SERPINE1 y PML (Riley, Sontag, Chen, &
Levine, 2008).

Apoptosis. La proteina p53 tiene un papel central en el balance entre la muerte
y la supervivencia celular, actuando como un sensor de estrés celular y
promoviendo o reprimiendo un amplio panel de genes pro- y anti-apoptdticos
(Bai & Zhu, 2006; D. B. Wang, Kinoshita, Kinoshita, & Morrison, 2014b; Zilfou &
Lowe, 2009). Dada la importancia del proceso apoptético que tiene lugar tras la

isqguemia, nos centraremos en él con mas detalle en el apartado siguiente.

Funciones no candnicas. En los ultimos afos, se ha descrito la participacion de
p53 en la regulacidn de factores clave de procesos como el metabolismo celular
(TIGAR, SCO2, GLUT1, GLUTA4), la respuesta antioxidante (Sestrina 1y 2, GPX1),
la autofagia (AMPK, DRAM1, PTEN) o la angiogénesis (Bail, TSP1) entre otras
(Brady & Attardi, 2010; Andreas C Joerger & Fersht, 2016; Kruiswijk,
Labuschagne, & Vousden, 2015; D. B. Wang et al., 2014b).

Ademas de su funcion como factor transcripcional, p53 participa en estos y otros

procesos mediante su interaccién directa con diversas proteinas, en distintos

compartimentos celulares. En el nucleo, p53 no sélo actia como factor de

transcripcién, sino que interacciona con determinados factores reguladores para evitar

su unién al ADN (represién transcripcional), colaborar en la reparacién del dafio en el

ADN, en la recombinacion homodloga o en el procesamiento de microRNAs. En el

citosol, p53 interacciona con numerosas proteinas a nivel mitocondrial, regulando el

metabolismo y la homeostasis celular, la biogénesis y dinamica mitocondrial, los
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procesos autofagicos (mitofagia), los procesos necréticos y la apoptosis celular (Green

& Kroemer, 2009; D. B. Wang et al., 2014b).

La enorme red de procesos moleculares en los que se encuentra involucrada la
proteina p53 implica que su respuesta frente al estrés celular no radica en un
interruptor on/off, sino que sera en resultado de la activacién o represién de
numerosas vias celulares conectadas y coordinadas (Kastenhuber & Lowe, 2017). Asi,
el contexto celular serd clave tanto en la activacién de la proteina como en su

respuesta bioldgica.

Como sensor de estrés, algunas de las funciones principales de la proteina p53 son el
control del balance entre la supervivencia y la induccion de la apoptosis. En aquellos
tejidos en los que una situacion de estrés celular, como puede ser la isquemia, ha
generado un dano irreversible, p53 puede activarse y desencadenar las vias de
apoptosis (intrinseca y extrinseca) con objeto de eliminar las células dafiadas. Estos
procesos apoptéticos son el resultado de la coordinacién entre las funciones
transcripcionales y no transcripcionales de la proteina p53 (Speidel, Helmbold, &

Deppert, 2006) (Esquema 5).

En la via extrinseca de la apoptosis, p53 puede promover la transcripcion de los genes
que codifican para Fas/CD95 o DR5/KILLER, ambos receptores de muerte celular
(Kruiswijk et al., 2015). En cuanto a la via apoptdtica intrinseca o mitocondrial, p53
ejerce un papel dual, induciendo la expresidon de genes pro-apoptéticos (PUMA, Noxa,
Bid, Bad, p53AIP1, Bax, Apafl o PERP) y reprimiendo la expresion de aquellos anti-
apoptoéticos (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1).

Entre sus funciones no transcripcionales, p53 puede interaccionar directamente con la
mitocondria. En este sentido, se han encontrado evidencias de la proteina p53 en
fracciones mitocondriales (Marchenko, Zaika, & Moll, 2000; Sansome, Zaika,
Marchenko, & Moll, 2001). Ademads, se ha descrito la traslocacién mitocondrial de p53,

en neuronas del hipocampo, tras ser expuestas a un estimulo isquémico prolongado
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(Endo, Kamada, Nito, Nishi, & Chan, 2006). Es mas, el simple hecho de la localizacién
de p53 en la mitocondria es suficiente para promover la apoptosis, incluso en ausencia
de estimulos externos estresantes (Gomez-Sanchez et al., 2011; Marchenko et al.,
2000). Asi, el transporte de p53 a la membrana mitocondrial externa facilita su
interaccion fisica con proteinas pro-apoptéticas y anti-apoptdticas previamente
citadas. Este hecho desencadena la formacion del mPTP mediado por BAX/BAK y la
liberacion del citocromo c al espacio citoplasmatico, lo que culmina con la activacién
de la cascada de caspasas y la muerte celular por apoptosis (Green & Kroemer, 2009;
D. B. Wang, Kinoshita, Kinoshita, & Morrison, 2014a; Zilfou & Lowe, 2009). Ambas
funciones de p53, transcripcional y citoplasmatica, estan estrechamente conectadas a
través de la proteina PUMA. Esta proteina no solo es una diana transcripcional de p53,
sino que puede trasladarse a la mitocondria e interactuar con Bcl-xL. Esta interaccién
provoca la liberacion de su unién a p53, lo que favorece la activacién de Bax. Este
hecho posiciona a PUMA como una proteina con un papel clave en el proceso
apoptético (Chipuk, Bouchier-Hayes, Kuwana, Newmeyer, & Green, 2005; Zilfou &
Lowe, 2009).

La funcién de p53 en la induccidn de la apoptosis tiene importantes implicaciones en el
sistema nervioso central. Asi, dicha proteina se encuentra inmersa en procesos tan
relevantes como son la induccién de la muerte celular fisiolégica durante el desarrollo
del cerebro (Tedeschi & Di Giovanni, 2009) o la respuesta al dafio y el desarrollo de las
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o el Parkinson (Lapresa et al.,
2019; Raff et al.,, 1993; Szybinska & Les$niakx, 2017) o el ictus isquémico (Gomez-
Sanchez et al., 2011) y hemorragico (Rodriguez et al., 2018). Los sintomas que
manifiestan estas enfermedades resultan, principalmente, de la degeneracion vy
muerte de determinadas poblaciones de neuronas, como por ejemplo los progenitores
neurales durante el desarrollo de la corteza cerebral y el desarrollo de microcefalia

(Maria Delgado-Esteban, Garcia-Higuera, Maestre, Moreno, & Almeida, 2013).

Dentro del campo de estudio de la isquemia cerebral, son numerosos los trabajos
desarrollados en modelos in vivo (Crumrine, Thomas, & Morgan, 1994; Culmsee et al.,
2003; Y Li, Jenkins, Nichols, & Xiong, 1994; Yonekura, Takai, Asai, Kawahara, & Kirino,

2006) e in vitro (Gomez-Sanchez et al., 2011; Schuler, Bossy-Wetzel, Goldstein,
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Fitzgerald, & Green, 2000) que han demostrado la implicacién de p53 en la muerte
neuronal por apoptosis. En estas condiciones, se ha observado un incremento en los
niveles de p53, localizado en neuronas y astroglia. En relacién a estas observaciones,
se ha demostrado que la ausencia de p53 resulta ser neuroprotectora frente a
estimulos dafiinos como la hipoxia y la isquemia en individuos adultos (Crumrine et al.,
1994; Filichia et al., 2015), asi como en situaciones de estrés replicativo, en ausencia
de Cdh1 (cofactor esencial del complejo APC/C) en los progenitores neurales y durante
el desarrollo de la corteza cerebral (Maria Delgado-Esteban et al., 2013), o incluso en la
respuesta neuronal a la toxicidad del B-amiloide (Lapresa et al., 2019). Por lo tanto, la
regulacién de la funcion de p53 sera clave en los procesos de muerte neuronal por

apoptosis.
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Esquema 5. Funcion de p53 en la apoptosis neuronal. Se muestra la participacion de p53 en
las vias intrinseca y extrinseca de activacion de la muerte neuronal por apoptosis.
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La proteina p53 es el componente principal en el control de la supervivencia celular y
la muerte neuronal en respuesta a diferentes sefiales de estrés, intrinsecas o
extrinsecas, como el daifo genotdxico (ROS, radiacion gamma, UV), la hipoxia, éxido
nitrico, deprivacion de nutrientes, estrés ribosomal o activacién oncogénica entre
otros (Culmsee & Mattson, 2005; A J Levine, Hu, & Feng, 2006; Vousden & Prives,
2009). En circunstancias fisioldgicas, p53 se encuentra en las células en forma latente,
inactiva y en bajas concentraciones. Sin embargo, los niveles estacionarios de p53
aumentan en respuesta al estrés celular, lo que conduce a la estabilizacién y activacién
de la proteina. Por lo tanto, la funcién de p53 radica principalmente en su estabilidad

molecular.

3.3.1. ESTABILIZACION DE p53 POR MECANISMOS
POSTRADUCCIONALES

Una actividad inapropiada de la proteina puede ser determinante para la viabilidad
celular y del organismo, por lo que existen numerosos mecanismos que regulan su
activacion y su funcién (Esquema 6). Estos mecanismos son muy diversos y se
encuentran interconectados, formando una red compleja de procesos reguladores que
abarca desde el control de la transcripcion y traduccion de la proteina (Saldafia-Meyer
& Recillas-Targa, 2011) hasta su estabilizacién y localizacién subcelular (Kruiswijk et al.,

2015).

El principal mecanismo de regulaciéon de la proteina p53 se basa en modificaciones
postraduccionales, que afectan a la estructura y estabilidad de la proteina, su
tetramerizacién, su interaccién con otras proteinas y la localizacion subcelular (Hafner,
Bulyk, Jambhekar, & Lahav, 2019). Las principales modificaciones de p53 en respuesta
al estrés se localizan en el extremo N-terminal de la molécula (responsable de su
funciéon como factor de transcripcién), asi como en el dominio regulador C-terminal

(Kruse & Gu, 2008; Lavin & Gueven, 2006). Algunas modificaciones postraduccionales
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estabilizan y activan a la proteina (fosforilacién, acetilacién, o-glicosilacién y metilacién
en lisina 372), mientras que otras promueven su degradacién e inactivacién
(ubiquitinacién, nedilacion, sumoilacién y metilacién de determinadas lisinas), aunque

muchas de estos mecanismos aun se desconocen (T. Tanaka et al., 2018).

Las fosforilaciones vy acetilaciones son las principales modificaciones
postraduccionales que incrementan la funcién transcripcional de p53, ya que resultan
en la estabilizacién de la proteina y su acumulacién en el ndcleo, donde interacciona
con los genes diana. Ademas, dichas modificaciones previenen la degradacidon de p53
al interferir en la unidn con su principal regulador negativo, la E3 ubiquitina ligasa
MDM2. Algunas de las quinasas descritas de p53 son ATM, ATR o Cdk5 (Gu & Zhu,
2012; Lee, Kim, Lee, & Kim, 2007), que fosforilan diversos residuos de serina y
treonina. Uno de los mas estudiados es la serina 15 (serina 18 en ratones), situada en
la regidon N-terminal, cuya fosforilacion impide la unién de p53 a MDM2 vy evita su
posterior degradacidn por el proteosoma. Entre las histona acetiltransferasas descritas
en la acetilacion de p53 se encuentran CBP/p300 y P/CAF, responsables de acetilar
numerosos residuos de lisina localizados en el extremo C-terminal de la proteina

(Brooks & Gu, 2003; Tang, Zhao, Chen, Zhao, & Gu, 2008).

3.3.2. DEGRADACION DE p53 POR MECANISMOS
POSTRADUCCIONALES

En condiciones fisioldgicas, la célula mantiene unos niveles bajos de p53, por lo que
muchas de sus funciones se consideran “latentes” ante la ausencia de estrés. Este
hecho, junto con la escasa vida media de la proteina (5-20 minutos), refleja su alta tasa
de degradacién y la necesidad de un control negativo robusto. En este sentido,
determinadas modificaciones postraduccionales evitan su estabilizacion y promueven,
en ciertos casos, su degradacién. Entre ellas, destacan la nedilacién, sumoilacién o
ubiquitinacidn, siendo esta ultima la mas conocida (Gu & Zhu, 2012; Lavin & Gueven,

2006).
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La nedilacion y sumoilacion tienen lugar en residuos de lisina situados en el extremo
C-terminal de la proteina. Estas modificaciones modulan la actividad transcripcional de
p53, su estabilidad y trafico subcelular, aunque algunos de sus efectos aun se

desconocen (Chao, 2015).

La ubiquitinacion es, junto a la fosforilacion, una de las modificaciones
postraduccionales de p53 mejor descritas hasta el momento. Este proceso, llevado a
cabo por las E3 ubiquitina ligasas, consiste en la anexion de cuatro o mds unidades de
ubiquitina (76 aminoacidos) a residuos de lisina de p53, para su degradacién por el
proteosoma 26S (Chao, 2015). Se han descrito numerosas ubiquitina ligasas que
participan en la degradacién de p53, como Pirh2, ARF-BP1 o COP1, destacando

principalmente la proteina MDM2.

ESTABILIZACION

)

p53

o
p-d
a

o o am -l <o \
vcanB8l8E 3 = 388 38 8
N-t inal BAAERRS 2 7 2 22 222 o inal
-termina — T T -termina
< nn N NS @ ® 0
sada R 22 8
W = - ¥ XX ¥ X ,
Uj Ubiquitinacion P @
P Fosforilacion
t Glicosilacién
DEGRADACION

Ac Acetilacion

Esquema 6. Modificaciones postraduccionales de p53. En la imagen se recogen las
principales modificaciones postraduccionales que participan en la estabilizacion o
degradacion de la proteina p53.

3.3.3. LA E3-UBIQUITINA LIGASA MDM2 COMO PRINCIPAL
REGULADOR NEGATIVO DE P53.

El gen MDM2 es un oncogen, identificado por primera vez en cromosomas dobles de
una linea celular tumoral de ratédn (mouse double minute). Dicho gen se localiza en el
cromosoma 12q13-14 y presenta dos promotores, P1 y P2, siendo este ultimo

dependiente de p53 (Oliner et al., 1993). La proteina codificada, MDM2, se constituye
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de 491 aminodcidos (Esquema 7) y se localiza principalmente en el nucleo, aunque
puede traslocarse al citoplasma para mediar la degradacion, por el proteosoma, de

algunas de sus moléculas diana (Olson et al., 1993).

La proteina MDM2 es el principal regulador negativo de p53, ya que la delecién del gen
MDM?2 resulta letal en el estado embrionario (de Oca Luna, Wagner, & Lozano, 1995).
Esta proteina controla los niveles celulares y la actividad de p53 mediante, al menos,
dos mecanismos distintos que han sido identificados en células tumorales (Shi & Gu,
2012; Toledo & Wahl, 2006). Por un lado, MDM?2 puede unirse al dominio N-terminal
TAD de p53 de forma directa, lo que bloquea su actividad transcripcional (regulacion
independiente de ubiquitinacién). Por otro lado, como ubiquitina ligasa, MDM2
promueve la mono-ubiquitinacion o poli-ubiquitinacion de p53 y favorece su

traslocacion citosolica y degradacion por el proteosoma 26S (Soussi & Kroemer, 2018).

MDM2

NLS NES

N-terminal — unién a p53 4I~ —_— Dominio acido central _— duzdlos de RING — C-terminal
d « i——

18 101 237 288 289 331 436 482

Esquema 7. Estructura de la proteina MDM2. En la imagen se muestran los dominios
estructurales de MDM2.

Sin embargo, la regulacién de p53 por la proteina MDM2 no es unidireccional, sino que
ambas se encuentran formando un bucle de autorregulacion negativo, tal y como se
ha demostrado en células tumorales (Moll & Petrenko, 2003; Nag, Qin, Srivenugopal,
Wang, & Zhang, 2013; Wu, Bayle, Olson, & Levine, 1993) (Esquema 8). De este modo,
la proteina MDM2 ubiquitina y promueve la degradacién de p53, favorece su
exportacion nuclear, previene su interaccién con co-activadores transcripcionales y
recluta co-represores de ésta. Por otro lado, la proteina p53 regula la transcripcion de
MDM?2, promoviendo su expresion. El incremento de los niveles de MDM2 favorece,
de nuevo, la degradacion de p53 por el proteosoma 26S y disminuye sus niveles en la

célula. De este modo, este bucle de regulacién negativo entre ambas proteinas
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consigue mantener unos niveles bajos de la proteina p53 en condiciones fisioldgicas
celulares, limitando su papel pro-apoptético y anti-proliferativo (Vousden & Prives,
2009). Sin embargo, ante situaciones de estrés celular como el dafio en el ADN o la
hipoxia, esta regulacién se ve alterada, lo que conduce al incremento de los niveles de

p53 y su acumulacién nuclear.
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Esquema 8. Bucle de autorregulacion negativo MDM2-p53 descrito en células tumorales.
En la imagen se muestra la regulacion de la proteina p53 por la E3 ubiquitina ligasa
MDM?2, tanto en condiciones fisiolégicas como en situacion de estrés celular.

Debido a la importancia de este bucle regulador MDM2-p53, se han descrito, en
células tumorales, numerosos mecanismos que pueden alterar la conformacién de
ambas proteinas, asi como su localizacidén, su expresion e incluso la actividad de
MDM?2 (Moll & Petrenko, 2003; Nag et al., 2013). Algunos de los factores que afectan
al complejo MDM2-p53 son la unién de determinadas moléculas, como MDMX (Huang
et al., 2011; Marine & Jochemsen, 2004; Shvarts et al., 1996) o ARF (Honda & Yasuda,
1999; Kamijo et al., 1998); la existencia de polimorfismos en Tp53 (Gomez-Sanchez et
al., 2011) o en MDM?2 (Rodriguez et al., 2018) (Ver Apartado 2.2. de la Introduccién) o
las modificaciones postranscripcionales de ambas proteinas. Al igual que p53, la

proteina MDM2 se encuentra altamente regulada, tanto a nivel transcripcional como a
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través de modificaciones postraduccionales. En este ultimo caso, cobran especial
importancia las fosforilaciones, mediadas por kinasas como la ATM (disminuyendo la
estabilidad de MDM2 (Meulmeester, Pereg, Shiloh, & Jochemsen, 2005) o Akt
(favoreciendo la traslocacion de MDM2 al nucleo, con la subsiguiente degradacion de

p53 (L. D. Mayo & Donner, 2001).

3.3.4. LA ACTIVACION DE LA ViA PI3K/AKT EN LA REGULACION
DE P53

La via de sefializacidon PI13K/Akt es una de las vias clave implicadas en la supervivencia
celular y cuyo papel regulador de p53 se ha descrito ampliamente en estudios de
cancer (Manning & Toker, 2017; Lindsey D Mayo & Donner, 2002; B. P. Zhou et al,,
2001). Entre los componentes que forman esta via, cobra especial relevancia la
proteina Akt, también denominada PKB (protein kinase B). Akt es una serina/treonina
kinasa con un papel central en las vias de sefializacidn que se activan en respuesta a
diversos factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y nutrientes. Esta proteina
presenta 3 isoformas diferentes, con alta homologia entre ellas (80%) y distinta
localizacion. Asi, Akl predomina en nucleo y citosol, Akt2 en mitocondria y Akt3 en
nucleo (Santi & Lee, 2010). La activacion de todas ellas estd mediada por la
fosfatidilinositol 3 kinasa (P13K), que se caracteriza por fosforilar el fosfatidilinositol 4,5
bisfosfato (PIP2) a PIP3. Este proceso puede revertirse por accion de la fosfatasa PTEN,
encargada de convertir de nuevo PIP3 a PIP2, regulando negativamente la via (Maria
Delgado-Esteban et al., 2007; Vara et al., 2004; Heng Zhao, Sapolsky, & Steinberg,
2006b). El PIP3 es imprescindible para la activacion de Akt, ya que actia como segundo
mensajero y permite el reclutamiento de la kinasa a la membrana celular. Una vez alli,
la activacion de Akt se llevara a cabo mediante su fosforilacion en dos residuos
principales (Thr 308 y Ser 473) por accién de las kinasas PDK1 y mTORC2.
(Paraskevopoulou & Tsichlis, 2017; Sarbassov, Guertin, Ali, & Sabatini, 2005; Vara et
al., 2004). Una vez activa, Akt participa en el control de numerosas funciones celulares,
qgue incluyen la proliferacion, la autofagia, el metabolismo, la angiogénesis, la

exocitosis o la supervivencia celular (Martelli et al., 2012).
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En el sistema nervioso, la proteina Akt participa en el crecimiento, la polaridad, la
plasticidad sindptica o la formacién de circuitos neuronales durante el desarrollo, asi
como la supervivencia neuronal en condiciones fisioldgicas o frente al dafio (Manning
& Toker, 2017; Song, Tian, Wang, & Wang, 2015; Heng Zhao et al., 2006b; T. Zhao et
al., 2014). De hecho, la inhibicién de la via Akt, ya sea bloqueando la actividad de su
kinasa PI3K o interfiriendo en la expresién de su gen, aumenta la vulnerabilidad de las
neuronas corticales frente al dafio excitotéxico (Maria Delgado-Esteban et al., 2007).
Estos trabajos han hecho que, en los ultimos afos, se haya incrementado el estudio de
su posible implicacién en los mecanismos neuroprotectores asociados al
condicionamiento, tanto en modelos in vitro (Bhuiyan, Jung, Kim, Lee, & lJin, 2011;
Hillion et al., 2006; Y. Zhang, Park, & Gidday, 2007) como in vivo (Gao, Zhang,
Steinberg, & Zhao, 2010; Pignataro et al., 2012; Xie, Wang, Ji, & Zhao, 2013; Y. Zhang et
al., 2007).

En el caso de las enfermedades neurodegenerativas, como el ictus, la susceptibilidad
de las neuronas a la apoptosis se rige por la integracién entre las sefiales de estrés
celular (p53) y las vias de supervivencia celular (Akt (Gottlieb, Leal, Seger, Taya, &
Oren, 2002). En este sentido, la via de sefializacion PI3K/Akt se encuentra mediando la
supervivencia celular frente a la apoptosis (P. H. Chan, 2004; Heng Zhao et al., 2006b).
Esta funcién la lleva a cabo mediante la inhibicién de proteinas pro-apoptéticas (BAD,
Caspasa 9), asi como la regulacion de factores de transcripcion, como FOXO o p53. La
interaccidon entre ambas vias se encuentra mediada por el regulador principal de p53,
MDM?2, asi como la fosfatasa PTEN. Asi, se ha demostrado en células de diferentes
tipos de cdncer, que la fosforilacion de MDM2 en los residuos de serina 166 y serina
186, llevada a cabo por Akt, promueve la traslocacidon de la proteina al nucleo y su
interaccion con p53 (L. D. Mayo & Donner, 2001; B. P. Zhou et al., 2001). Ademas,
dicha fosforilacién evita la auto-ubiquitinacion de MDM2 y su posterior degradacién
(Feng et al., 2004). De esta forma, la actividad de Akt favorece la degradacion de p53
por MDM2, lo que se traduce en la prevenciéon del dafio neuronal (Ogawara et al.,
2002). A su vez, la estabilizacion y acumulacion de p53 inhibe la actividad de PI3K y
promueve la transcripcion del supresor de tumores PTEN, conocido antagonista de la

via PI3K/Akt. En esta situacion, la proteina PTEN bloquea la activacion de Akt mediante
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su actividad fosfatasa (convirtiendo PIP3 en PIP2) y promueve la estabilizacion de p53,
favoreciendo su actividad transcripcional (Freeman et al., 2003) e impidiendo la
traslocacion de MDM2 al nucleo (L. D. Mayo & Donner, 2001). De esta forma, se
genera un bucle de autorregulacidn positivo entre las proteinas Akt y p53. Ambos
bucles de regulacion (p53-MDM2 y p53-Akt), junto con otros muchos descritos (Harris
& Levine, 2005), manifiestan la compleja regulacién de la proteina p53 y su
comportamiento oscilatorio (Wee & Aguda, 2006). Esta oscilacion se ha descrito,
principalmente, en los niveles de las proteinas p53 y MDM2, en funcién del daio que
recibe la célula en el ADN (Lahav et al.,, 2004). Sin embargo, la importancia de la
dinamica oscilatoria puede trasladarse al resto de mecanismos reguladores de p53,
entre los que estd la proteina Akt, manteniendo asi el balance entre las sefiales pro-
apoptoticas y anti-apoptdticas a lo largo del tiempo (Wee, Surana, & Aguda, 2009; C.-
Q. Yuan et al., 2009).

Esquema 9. Red de interaccién Akt-MDM2-p53.
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4. TOLERANCIA ISQUEMICA NEURONAL EN EL
PACIENTE CON ICTUS

Debido a la alta tasa metabdlica intrinseca, y a las grandes concentraciones que posee
de glutamato, principal neurotransmisor excitador, el cerebro es especialmente
vulnerable al dafo isquémico. Aunque la disfuncién neurolégica ocurre en segundos o
minutos tras la oclusidn, la evolucién del dafio y muerte celular puede prolongarse a
horas o incluso dias. El tiempo que perdura el dafio varia en funcion de la
vulnerabilidad de la regién celular donde se produce, los constituyentes celulares y la
extension de la perfusién residual. Para evitar la expansién del dafio cerebral tras la
isquemia y procurar la normalizacién de la funcién cerebral lo antes posible, las
estrategias desarrolladas frente al ictus isquémico agudo tienen dos objetivos
principales: la recanalizacion o restauracién de flujo sanguineo en el area afectaday la
neuroproteccion del tejido dafiado (Brouns & Deyn, 2009; Durukan & Tatlisumak,

2007).

La restauracién inminente del flujo sanguineo cerebral tras un ictus isquémico es vital
para evitar la progresién del dafio neuronal. Una de principales terapias aprobadas
para lograr la recuperacién del flujo sanguineo consiste en la aplicacién intravenosa de
la forma recombinante del activador tisular del plasminégeno o rt-PA (NINDS 1995).
Este trombolitico, suministrado entre las 3 y 4,5 horas tras la aparicion de los sintomas
del ictus (ventana terapéutica), permite la disgregacién del codgulo y mejora el
prondstico funcional de los pacientes a los 3 meses tras el ictus (Emberson et al., 2014;
Marler et al, 2000). Sin embargo, presenta numerosas limitaciones y
contraindicaciones, lo que lo hace inaccesible para aquellos pacientes que no cumplen
los criterios de inclusion. En este sentido, se han desarrollado nuevas técnicas
mecanicas, como la trombectomia endovascular, aprobada en 2004 por la

Administracion de Medicamentos y Alimentos Americana (FDA). Esta técnica permite
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la recanalizacién vascular tras la disolucion in situ del coagulo o la retirada mecdnica de
éste con un catéter o stent vascular (Bergui et al., 2006; Campbell et al., 2015; Ciccone
et al., 2013). Este proceso conlleva una mayor tasa de recanalizacion eficaz y una
mejora del prondstico funcional en aquellos pacientes que no responden al
tratamiento con rt-PA. Ademas, la combinacion de la trombectomia mecanica con los
agentes tromboliticos (Goyal et al., 2016; Smith et al., 2008), junto a las terapias
anticoagulantes y antiplaquetarias, el desarrollo de técnicas de neuroimagen
avanzadas (Tomografia computerizada; TC y Resonancia magnética cerebral; MRI) y la
creacién de las Unidades de Ictus permite la mejora en el manejo de los pacientes y su
estratificacion (Catanese, Tarsia, & Fisher, 2017). Asi, se favorece el empleo de terapias

dirigidas, incrementandose la supervivencia tras el dafio isquémico.

La recanalizacién o reperfusion cerebral es clave para recuperar la funcidon neuronal y
mejorar el prondstico funcional tras el ictus isquémico. Paraddjicamente, la re-entrada
de oxigeno y glucosa en el cerebro isquémico durante la reperfusion estimula la
produccién de especies reactivas, las cuales sobrepasan los sistemas antioxidantes
celulares y conducen al llamado dafo por reperfusion. Este sindrome se caracteriza,
principalmente, por un aumento de la respuesta inflamatoria, la activacidon endotelial,
la alteracion de la BHE y el incremento en el riesgo de transformacion hemorragica.
Por ello, es necesario acompafar el proceso de reperfusion con terapias
neuroprotectoras que prevengan la propagacion del daifo excitotoxico y la muerte
neuronal, favoreciendo la regeneracion cerebral (Fisher & Saver, 2015; Jover-Mengual
et al., 2017). Dicha neuroproteccidn, dirigida principalmente a la zona de penumbra,
permite disminuir la progresién del dano y extender la ventana terapéutica en el

desarrollo de las terapias frente al ictus.

Una gran parte de los tratamientos neuroprotectores en desarrollo se dirigen

principalmente a los eventos bioquimicos que se desencadenan durante la cascada
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isquémica, incluyendo anti-excitotdxicos, anti-apoptéticos, anti-inflamatorios y anti-
oxidantes entre otros (Chamorro, Dirnagl, Urra, & Planas, 2016; Nagy & Nardai, 2017;
Prass & Dirnagl, 1998). Por lo tanto, un mayor conocimiento de los procesos
bioquimicos desencadenados durante el transcurso de la enfermedad nos permitira
identificar dianas moleculares para el desarrollo de tratamientos enfocados a la

mejora del estado funcional del paciente.

Otro de los puntos clave en el desarrollo de terapias protectoras frente al ictus se basa
en la induccién de los mecanismos enddgenos de reparacion y recuperacion cerebral
gue se suceden durante el proceso isquémico. En este sentido, se encuentran en
desarrollo numerosas terapias basadas en tratamientos con factores tréficos (NGF,
BDNF, FGF) que favorecen la plasticidad neurovascular enddgena y terapias celulares
que reemplazan el cerebro dafiado (Fletcher et al., 2009; T. G. Koch, Berg, & Betts,
2009; Marei et al., 2018; Z. G. Zhang & Chopp, 2009). Pero no sélo los procesos de
neuroreparacion han suscitado un creciente interés en los ultimos afios. La habilidad
del cerebro para protegerse frente al dafio ha fomentado un nuevo campo de
investigacion centrado en el estudio de los mecanismos moleculares enddgenos
responsables de la neuroproteccioén (Tl cerebral) (Gidday, 2006; Obrenovitch, 2008). En
este contexto, el IPC se ha convertido en una herramienta experimental efectiva capaz
de inducir vias de tolerancia neuronal frente a la isquemia, favoreciendo la

identificacion de dianas moleculares con caracter terapéutico frente al ictus.

El IPC ha cobrado gran relevancia en la clinica, convirtiéndose hoy en dia en unas de las
estrategias experimentales con potencial terapéutico en la neuroproteccién frente al
ictus (S. Koch, Della-Morte, Dave, Sacco, & Perez-Pinzon, 2014). El fenémeno de Tl se
describié inicialmente en pacientes con infarto de corazén. En este sentido, diversos

estudios identificaron la angina de pecho como el correlato clinico del PC (Andreotti &
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Pasceri, 1996; Ottani et al., 1995). Afios mas tarde, se describié el PC en el cerebro,

mediante el estudio del ataque isquémico transitorio (AIT).

Un AIT se define clinicamente como un episodio transitorio de disfuncién neurolégica
causado por una isquemia cerebral focal o retiniana, sin evidencia de infarto agudo y
cuya sintomatologia no suele durar mas de 1 hora (Easton et al., 2009). Aunque el
incremento del riesgo de padecer un ictus isquémico tras un AIT es un hecho bien
establecido, numerosos estudios han demostrado que pacientes que sufren un AIT
previo a un ictus isquémico presentan un cuadro neurolégico menos severo, y mejor
prondstico funcional, que aquellos que no lo sufren (José Castillo et al., 2003;
Moncayo, de Freitas, Bogousslavsky, Altieri, & van Melle, 2000; W.-W. Wang, Chen,
Zhao, Yang, & Gong, 2017; Wegener et al., 2004; Weih et al., 1999). Debido a ello, el
AIT se considera en la actualidad como una situacién de PC. Esto sugiere que la

tolerancia endégena inducida por el AIT estd presente en el cerebro humano.

En los Ultimos afos, numerosos trabajos se han centrado en la utilizacién de los
distintos modelos de pre-, post- y per-condicionamiento en animales, con el fin de
estudiar y trasladar esta estrategia como terapia neuroprotectora en pacientes con
ictus isquémico agudo (Ulrich Dirnagl, Becker, & Meisel, 2009; T Kirino, Nakagomi,
Kanemitsu, & Tamura, 1996; K Kitagawa et al., 1990). Sin embargo, aun existen
numerosas limitaciones clinicas, como el estrecho margen de seguridad del estimulo
(Durukan & Tatlisumak, 2010), la falta de predictibilidad del ictus y la influencia de
distintos factores como la edad o el sexo (S. Koch et al., 2014; Narayanan, Dave, &
Perez-Pinzon, 2013). Por este motivo, los estudios clinicos se han centrado en modelos
modificados de condicionamiento traslacionales, como es el caso del per-
condicionamiento isquémico remoto. Este modelo, tal y como explicamos previamente
en el apartado 1.3.2. de la Introduccidn, consiste en la aplicacion de varios ciclos
breves de oclusidn/restauracién del flujo sanguineo en una region alejada del cerebro,
como el brazo o la pierna, lo que desencadena la liberacion de factores protectores
solubles en la sangre que confieren proteccién en el érgano dafiado (Hess et al., 2015;
Lim, Yellon, & Hausenloy, 2010). En este contexto, existen diversos estudios clinicos en

desarrollo en la actualidad (www.clinialtrials.gov), con aplicabilidad tanto profilactica

como terapéutica, principalmente durante intervenciones quirdrgicas, o en conjunto
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con otras terapias, frente al ictus isquémico (Che et al., 2019; K. D. Hougaard et al.,

2013; Kristina Dupont Hougaard et al., 2014; W. Zhao et al., 2018).

Otro de los modelos de condicionamiento con cardcter terapéutico y trasladable a la
clinica es el uso de farmacos capaces de mimetizar los efectos del IPC e inducir la
activacion de las vias neuroprotectoras clave en la tolerancia inducida durante el IPC
(Della-Morte et al., 2009; E. Tanaka, Niiyama, Sato, Yamada, & Higashi, 2003). En este
sentido, la comprensidon de los mecanismos intrinsecos desarrollados en las distintas
células que componen la Red Neurovascular, a través de estudios in vitro e in vivo,
permitird identificar biomarcadores determinantes de la tolerancia isquémica y el
proceso isquémico cerebral. Estos biomarcadores no solo mejoraran el diagndstico de
la enfermedad, sino que favorecerdn la estratificacion de los pacientes para
determinados tratamientos y actuaran de indicadores de la eficacia terapéutica del
farmaco y su efecto clinico en el prondstico funcional a largo plazo (Saenger &

Christenson, 2010; Whiteley, Chong, Sengupta, & Sandercock, 2009).

Por lo tanto, la identificacién de las vias implicadas en la Tl y los biomarcadores
asociados a la neuroproteccién endégena inducida por el PC ayudara a la translaciéon
de las terapias neuroprotectoras a la practica clinica, y en concreto a pacientes con

ictus isquémico (S. Koch et al., 2014).
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1. HIPOTESIS

Un estimulo subtéxico en el cerebro (precondicionamiento; PC) promueve una
situacion de resistencia transitoria, que lo protege frente a un dafio isquémico agudo
posterior. Este estado de tolerancia isquémica se debe a la activacion de mecanismos
endogenos que promueven la supervivencia neuronal (Ulrich Dirnagl et al., 2009, 2003;
Gidday, 2006; Takaaki Kirino, 2002; Y. Wang et al., 2015). De hecho, se ha observado
qgue aquellos pacientes que sufren, previo al ictus, uno o varios AlTs presentan un
mejor prondstico funcional que aquellos pacientes sin AIT (Schaller, 2005; W.-W. Wang
et al., 2017; Wegener et al., 2004). Por ello, en la actualidad, se considera al AIT como
el correlato clinico de una situacion de PC. Con estos antecedentes, nosotros creemos
qgue el PC constituye una herramienta experimental eficaz en la identificacidon de las

vias de neuroproteccidn asociadas a la tolerancia neuronal y frente a la isquemia.

Aunque se desconocen los mecanismos moleculares implicados en la Tl, se sabe que la
regulacion de la apoptosis es fundamental (Ulrich Dirnagl et al., 2009; Kazuo Kitagawa
et al., 1991; Stetler et al., 2008). En este contexto, se ha descrito que la proteina p53,
sensor de estrés celular, se estabiliza y acumula durante la isquemia cerebral e induce
la muerte neuronal por apoptosis (Broughton et al., 2009; Hong, Zhao, & Zhang, 2010;
Morrison & Kinoshita, 2000; Yonekura et al., 2006). Ademas, la inhibicién funcional o
deleciéon de p53 promueve la neuroprotecciéon (Crumrine et al., 1994). Por ello,
pensamos que la proteina p53 y sus proteinas relacionadas podrian tener una funcién

esencial en los mecanismos de neuroproteccién asociados al PC.

Resultados previos de nuestro grupo han identificado que el polimorfismo humano o
SNP Arg72Pro de Tp53 modula la susceptibilidad de las neuronas a la isquemia y
condiciona el prondstico funcional de pacientes de ictus isquémico y hemorragico
(Gomez-Sanchez et al., 2011). Ademas, este SNP determina la neovascularizacion y
recuperacién neuroldgica tras el ictus hemorragico (Rodriguez et al.,, 2017). Por lo
tanto, nosotros pensamos que este polimorfismo podria tener alguna funcién en la
tolerancia isquémica asociada al PC, lo que podria condicionar el estado funcional de

pacientes con un AIT previo al ictus.
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2. OBJETIVOS

A la vista de los antecedentes descritos y la hipotesis de trabajo planteada, nos

propusimos los siguientes objetivos:

1. Establecer un modelo de PC que promueva neuroproteccién frente a la

isquemia, en cultivo primario de neuronas corticales de ratén.

2. Investigar la funcion de p53 y sus proteinas relacionadas, en la tolerancia

isquémica asociada al PC, en cultivo primario de neuronas corticales de ratoén.

3. Comprobar la relevancia de la via Akt-MDM2-p53 en un modelo in vivo de

precondicionamiento isquémico.

4. ldentificar la funcién del polimorfismo humano Arg72Pro de Tp53 en la
neuroproteccién asociada al PC y su posible relevancia en el prondstico

funcional de pacientes con AIT previo al ictus isquémico.

55






1. CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS

Para el desarrollo de los cultivos primarios de neuronas corticales se dispuso de
embriones de ratén Mus musculus, L.1758 (Muridae, Rodentia, Mammalia) de la cepa
C57BL/6) (Jackson Laboratories, Mayne, EE. UU), asi como embriones de ratdn
modificados genéticamente. En este sentido, se emplearon ratones Wild type
(wt)/Knock-out (Ko) para la proteina p53 y ratones Knock-in que expresan la variante
polimérfica humana Pro-p53 o Arg-p53 (cedidos por el Prof. G. David Jonhson; The
University of Texas MD Anderson Cancer Center, Smithville, TX) (Zhu et al., 2010).
Ambos genotipados se muestran en la Imagen 2. En todos los casos, las hembras
gestantes se criaron en el Servicio de Experimentaciéon Animal (SEA) de la Universidad

de Salamanca.

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales bajo un ciclo de luz y oscuridad de
12 horas (fase de luz de 8:00 a 20:00 y fase de oscuridad de 20:00 a 8:00 horas del dia
siguiente). Se mantuvo una humedad relativa que oscilé entre un 45 % y un 65 %, asi
como una temperatura controlada entre los 20°C y los 25°C. La alimentacién fue ad
libitum, con una dieta sélida estandar (17 % proteinas, 3 % lipidos, 58,7 % glucidos, 4,3
% celulosa, 5 % minerales y 12 % humedad), permitiéndose siempre el acceso libre al

agua de bebida.

El periodo de gestacion de la ratona, establecido en 19,5 dias, se controld limitando el
tiempo de cohabitacion de las hembras con los machos a una noche. A las 9:00 horas
de la mafana siguiente se separaron aquellas hembras que presentaban
espermatozoides en el frotis vaginal, acompaiiados de células epiteliales de la vagina
(que son caracteristicas de un dia fértil del estro), asumiéndose este dia como el inicio

del periodo gestacional.
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Todas las manipulaciones y los procedimientos con animales cumplen la normativa
vigente de la Comision Europea de 22 de septiembre de 2010, relativa al alojamiento y
cuidado de animales (2010/63/UE), asi como de la Legislacidn Espafiola de 1 de febrero
de 2013, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de
los animales utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos (RD 53/2013) y

siguiendo la Orden ECC/566/2015 y la ley 32/2007.

Todos los protocolos realizados en esta Tesis se han aprobado por el comité de

Bioética de la Universidad de Salamanca y por los comités de Bioética locales.

Para la realizacidn del cultivo primario de neuronas corticales se emplearon embriones
C57BL/6J, wt/ko para la proteina p53 y knock-in que expresaban la variante polimérfica
humana Pro-p53 o Arg-p53. Todos ellos se utilizaron a 14,5 dias de gestacién (Maria
Delgado-Esteban et al., 2013; Gomez-Sanchez et al., 2011). Las hembras gestantes se
sacrificaron mediante dislocacidn cervical tras ser previamente anestesiadas en una
atmodsfera saturada de CO,. Los embriones se extrajeron por histerectomia y se
trasladaron para su procesamiento a una cabina de flujo laminar (TC48, Gelaire Flow
Laboratories, Virginia, EE. UU.). Primero, se retird el craneo y se llevd a cabo la
extraccién del cerebro, descartando el cerebelo y los bulbos olfativos, con ayuda de las
microtijeras, pinzas de cirugia y un papel estéril impregnado de etanol al 70 %. A
continuacion, los hemisferios corticales se colocaron en una placa de cultivos en
presencia de solucion de disgregacion (NaCl 116 mM, KCI 5,4 mM, NaH;PO4 1,01 mM,
MgSO4 1,5 mM, NaHCOs 26 mM, D-glucosa 4 mM, rojo fenol 10 mg/l, albimina
fraccion V al 0,3 % p/v y DNAsa tipo | 20 ug/ml pH 7,1) y se diseccioné el tejido con la
ayuda de un bisturi. La suspension tisular se trasladé a un tubo de 50 ml (BD Falcon™,
Becton Dickinson Biosciences, Massachusetts, EE. UU.), donde se dejé sedimentar
durante 4 minutos. Tras retirar el sobrenadante del tubo, se disgregd el tejido extraido

durante 10 minutos a 37°C (bafio termostatizado) incubandose en una solucién de
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tripsinizacién (solucidn suplementada con tripsina al 0.025 % p/v) en agitacion suave e

intervalos de 3 minutos para facilitar la actividad enzimatica de la tripsina.

La tripsinizacion se detuvo afiadiendo suero fetal de ternera (SF; Roche, Roche Applied
Science, Barcelona, Espafia) a una concentracion final del 10 % (v/v). El tejido
disgregado se centrifugé durante 5 minutos a 500 x g. A continuacién, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendid 9 veces en solucidon de disgregaciéon con una pipeta
Pasteur de vidrio siliconada. Posteriormente, tras un periodo de sedimentaciéon de 4
minutos, se recogid el sobrenadante que contenia la suspensién celular y se depositd
en un tubo estéril de 50 ml. Este proceso se repitié con el sedimento sobrante, una vez
mas, a fin de incrementar el rendimiento del cultivo. Una vez finalizadas las
resuspensiones, se mezclaron las soluciones celulares obtenidas y se centrifugaron 5

minutos a 500 x g.

La solucion celular resultante se resuspendié cuidadosamente en medio Neurobasal
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, California, EE. UU.), un medio de cultivo especifico
para neuronas, suplementado con B27 al 2 % (suplemento antioxidante), glutamina 2
mM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, California, EE. UU.) y antibidtico: penicilina G 100
U/ml; estreptomicina 100 pg/ml; anfotericina B 0,25 ug/ml (Sigma-Aldrich, Missouri,
EE. UU.). El contaje de las células viables se llevd a cabo mediante la tincion de la
suspension celular con azul de tripano en un volumen final de 80 pl (suspensién celular
10 pl; medio de cultivo 30 pl; azul de tripano 40 ul), empleando una camara cuenta
glébulos de Neubauer (Zeiss, Oberkochen, Alemania) y un microscopio de contraste de

fases Olympus CK30 (Olympus®, Tokyo, Japdn).

Finalmente, se sembraron las células a una densidad de 1,8 x 10° células/cm? en placas
de cultivo de poliestireno (Nunclon™, ThermoScientific, Thermo Fischer Scientific,
California, EE. UU.) y previamente tratadas con una solucién de poli-D-lisina 10 pg/ml
(PDL; Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.). Las células se mantuvieron en un incubador
termostatizado a 37°C (Forma 310, Thermo Scientific, Barcelona, Espafia), en una
atmodsfera humeda compuesta por un 95 % de aire y un 5 % de CO,. Cada 3 dias de
cultivo in vitro, la mitad del medio fue sustituido por medio Neurobasal fresco. Las

células se utilizaron en el dia 9-10 de cultivo (days in vitro; DIV), momento en que
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sabemos que las neuronas expresan receptores sindpticos funcionales (Gomez-

Sanchez et al., 2011) (Imagen 1).

Imagen 1. Microfotografia de campo claro de neuronas corticales de ratén de 9 dias
de cultivo. Barra de escala: 50 pm.

1.3. IDENTIFICACION GENOTIPICA

1.3.1. Genotipado de p53

La identificacidon genotipica de los embriones, utilizados en los cultivos primarios de
neuronas corticales, se realizé mediante la técnica de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR). Dicha técnica permitié amplificar secuencias especificas de los alelos
de p53 e identificar los individuos ko (-/-) y wt (+/+) de p53, asi como los heterocigotos
(+/-). Posteriormente, los productos resultantes de la amplificacidn se resolvieron en

un gel de agarosa (ver Imagen 2).
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1.3.2. Genotipado del polimorfismo humano Arg72Pro de
Tp53

En el caso del gen Tp53, se ha descrito un polimorfismo humano de base Unica o SNP
en el codén 72 del exdén 4 (Arg72Pro; rs1042522), el cual codifica para un residuo de
prolina (Pro o P; CCC) o para un residuo de arginina (Arg o R; CGC). La identificacién de
la variante polimérfica de la proteina p53 que expresaban los individuos (Pro-p53 o
Arg-p53) se realiz6 mediante la técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), consistente en la amplificacién del ADN, para una posterior digestién
del producto amplificado con enzimas de restriccién y su analisis en gel de agarosa

(Ver Imagen 2).

1.3.3. Extraccion del ADN en los ratones

La extraccion del ADN gendmico se realizd mediante la digestién de una pequeiia
porcién de cola (4 mm) del embrién, durante 40-60 minutos a 55°C y en agitacién
(1300 rpm) con proteinasa K (100 pg/ml, Sigma-Aldrich), en un medio tamponado (pH
8,5) que contiene KCl 50 mM, MgCl, 1,5 mM, Tris-HCI 10 mM, gelatina al 0,01 % (p/v),
Nonidet P-40 al 0,45 % (v/v) y Tween-20 al 0,45 % (v/v). Tras la digestidn, se inactivo la
proteinasa K al incubarse la muestra a 95°C durante 15 minutos. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras a 7000 x g durante 15 segundos, precipitando los restos de

tejido no digerido.

El sobrenadante se utilizé para la determinacion de la concentracion de ADN en un
espectrofotémetro UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). A continuacién, se
tomé una alicuota procedente de cada muestra con objeto de igualar la concentracion

final en todos los casos.
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Para la identificacion del genotipo se llevé a cabo la amplificacion de fragmentos

especificos del gen Tp53. La mezcla para la reaccidén de la PCR, en cada caso, fue la

siguiente:

puL/muestra uL/muestra
Agua libre de nucleasas 14,5 Agua libre de nucleasas 5,0
Buffer 10X 2,3 Master Mix (Promega) 6,0
Betaina 1 M 5,0 In3-F 10 uM (Sigma) 0,5
dNTPs 10 mM 0,5 )

In4-R 10 pM (Sigma) 0,5
Fw. p53 100 pM (Sigma) 0,25
Muestra
Rv. p53 100 uM (Sigma 0,25 1,0
P MM (Sigma) (150 ng ADN)

Fw. pPNT 100 uM (Sigma) 0,25
Taq polimerasa 5U/uL 0,3
Muestra (150 ng ADN) 1,5

Tabla 2. Lista de componentes de la mezcla de reaccién de PCR. La tabla muestra los compuestos de la
mezcla de reaccién para la realizacién de la PCR e identificacion genotipica de los individuos wt o ko
de p53 (izquierda), asi como los individuos que expresan las variantes polimérficas Pro-p53 o Arg-p53
(derecha).

Las secuencias de cada uno de los oligonucledtidos empleados, durante ambos

genotipados, son las siguientes:

. TECNICA
OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADA CGENOTIPADO
Fw.p53 5'-TGG TTT GTG CGT CTT AGA GAC AGT 3’
Rv.p53 5'-AAG GAT AGG TCG GCG GTT CAT 3’ PCR p53 ko
Fw.pPNT 5'-CCA GCT CAT TCC TCC CAC TCA 3°
Trp53-In3-F 5'- GCTGGTAGGCTGAGAACACA 3’ oCR.RFLP Pro-p53
Trp53-In4-R 5’- GGCACAGTCTACAGGCTGAA 3’ Arg-p53

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados en la identificacién genotipica de los individuos wt o ko de p53 y
de las variantes polimérficas Pro-p53/Arg-p53. En la tabla se recogen las secuencias de los
oligonucledtidos correspondientes a cada una de las técnicas de genotipado utilizadas.
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El Fw.pPNT es un oligonucledtido que reconoce una secuencia del vector utilizado para
la generacidn de los individuos ko de p53, siendo necesario su uso para la amplificacién

durante la PCR.

La PCR se desarrollé en un termociclador automatico Eppendorf (Mastercicler® ep,
Eppendorf, Eppendorf Inc.; Enfield, EE. UU.), cuyas temperaturas y ciclos de

amplificacidn se muestran a continuacion:

950C, 950C
05:00100:30

950C | 950C

05:00 :00:30

72°C  72°C

00:40'10:00
]

72°C  72°C

00:30'10:00
]

4°C

l_

4°C

l_

' €—— 35 ciclos —p &—— 35 ciclos ——p

Esquema 10. Protocolo de PCR. El esquema muestra las temperaturas y tiempos en las
diferentes etapas, asi como el nimero de ciclos de amplificacién realizados durante la PCR
para la identificacion de los individuos wt y ko de p53 (izquierda) o de los individuos que
expresan las variantes polimérficas Pro-p53/Arg-p53 (derecha).

Para el genotipado de las variantes polimérficas Pro-p53 y Arg-p53, el producto
obtenido tras la PCR fue posteriormente digerido durante 1 hora a 37°C, con una
mezcla de digestion que contenia 7,2 pl de agua libre de nucleasas, 2 ul de Buffer
CutSmart® y 0,8 ul de la enzima de restriccion Btgl (10 U/ul, New England Biolabs,
Hertfordshire, Reino Unido). Dicha enzima reconoce el sitio de corte generado en la

secuencia debido al cambio de Citosina a Guanina (CG'CG).

1.3.5. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de la PCR se mezclaron con un tampon de carga 6X (Trizma-base 10 mM,
0,03 % azul de bromofenol, 0,03 % (v/v) xileno cianol, 60 % (v/v) glicerol,

Na,EDTA-2H,0 60 mM pH 7,6) y se resolvieron en un gel de agarosa (Sigma-Aldrich)
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fabricado al 2 % (p/v) en tampdn Tris-acetato-EDTA (acido etilen-di-amino-tetra-
acético) (TAE/EDTA), al que se afiadié Midori Green (1:20.000; Nippon Genetics Europe
GmbH) como agente intercalante. Para calcular el tamafo de las bandas obtenidas, se
incluyd en los geles el marcador de peso molecular Plus ADN ladder 1Kb (Thermo

Fischer Scientific), cuyo patron de bandas oscila entre 100 y 15.000 pb.

Para visualizar las bandas de ADN amplificado tras la PCR se utilizé un transiluminador
Gel Doc XR (Bio-Rad Laboratories, S.A.; Hercules, California, EE. UU) y el software

Quantity One (Bio-Rad Laboratories).

R/R +/+ R/+ R/+ P/P +/+ +/+ P/+ +/+ +/+ +/- -/-

Imagen 2. Geles de los productos de PCR. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos
amplificados de PCR utilizados para la identificacion genotipica de los embriones de raton. A:
Embriones knock-in Arg72-p53 (R/R), heterocigotos (R/+) y wt (+/+). B: Embriones knock-in Pro72-p53
(P/P), heterocigotos (P/+) y wt (+/+). C: Embriones p53 ko (-/-), heterocigotos (+/-) y p53 wt (+/+).

2. LINEAS CELULARES

Las HEK-293T son una linea celular procedente de células de rifidn de embridn
humano. Para su cultivo, se sembraron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; Sigma) suplementado con suero fetal a una concentracion final del 10 % (v/v)
y se mantuvieron mediante subcultivos a una proporcién 1:3 cada 2 o 3 dias. Para los
experimentos de expresiéon de plasmidos, p-YFP y p-Mdm2-YFP, las células se
resembraron en placas de poliestireno, recubiertas de PDL, a una densidad de 10°

células/cm?.
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3. MODELO DE ISQUEMIA EXPERIMENTAL IN
VITRO

El protocolo de isquemia experimental realizado fue puesto a punto previamente en el
grupo de laboratorio (Angeles Almeida, Delgado-Esteban, Bolafios, & Medina, 2002;
Maria Delgado-Esteban et al., 2002). Este modelo se basa en la incubacion de las
neuronas corticales en cultivo primario en un medio con oxigeno reducido (0,2-1 %) y
ausencia total de glucosa, en un incubador de hipoxia, segin el protocolo que se
detalla a continuacién (Angeles Almeida et al., 2002; Maria Delgado-Esteban et al.,

2002; Gomez-Sanchez et al., 2011).

Para llevar a cabo la isquemia experimental in vitro, las neuronas se incubaron durante
90 minutos a 37°C en un incubador de hipoxia con airlock (Forma 3141 Water Jacketed
CO;; Thermo Scientific, Barcelona, Espafia) (N2 95 %, CO2 5 %, 02< 1 %), sustituyendo el
medio de cultivo completo por Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS: NaCl 134,2 mM,
KCl 5,26 mM, KH2PO4 0,43 mM, NaHCOs 4,09 mM, NaxHPO4-2H,0 0,33 mM, HEPES 20
mM, CaCl,:2H,0 4 mM, pH 7,4) previamente gaseado durante 5 minutos con N;

comercial.

Esta condicion se denomind OGD (Oxygen-Glucose Deprivation). Se considera que en
estas condiciones experimentales se reproducen de forma representativa los procesos

fisiopatoldgicos asociados a la isquemia (Angeles Almeida et al., 2002).

Tras la isquemia experimental, el medio de incubacién fue reemplazado por medio
Neurobasal de cultivo sin B27 y las neuronas se mantuvieron en una atmosfera
estandar de cultivo (aire 95 %, CO2 5 %, O, 21 %) durante distintos tiempos. Estos

periodos se denominaron tiempos de reoxigenacion.

Paralelamente, las neuronas pertenecientes al mismo cultivo primario se incubaron en
medio HBSS suplementado con glucosa 5,5 mM, en una atmosfera estandar de cultivo,

durante el tiempo de OGD. Esta condicion se denominé Normoxia (Nx).

65



" NORMOXIA REOXIGENACION

NORMOXIA 90 min 0, 4, 24 horas
N iﬂ“ﬁi' sin B27, iiﬁlﬂ 1 Neurobasal sin B27, 21% O,
oG REOXIGENACION

OGD 90 min 0, 4, 24 horas

Neurobasal sin B27, 21% O,

Esquema 11. Protocolo de isquemia experimental in vitro. Representacion de las condiciones y
tiempos utilizados durante el desarrollo del protocolo de isquemia experimental (OGD).
Paralelamente, las neuronas se incubaron en condiciones de Normoxia.

4. MODELOS DE PRECONDICIONAMIENTO |IN
VITRO

El precondicionamiento se define como un estimulo subletal (por debajo del umbral de
dano) que es capaz de producir en un érgano, tejido o célula, una resistencia
transitoria frente a un dafio isquémico prolongado. En los Ultimos afios, se ha descrito
gue episodios breves de un estimulo subtéxico en el cerebro inducen una respuesta
enddgena que le ayuda a tolerar un dafio isquémico subsiguiente (Ulrich Dirnagl et al.,

2003; Kazuo Kitagawa et al., 1991; Stetler et al., 2008).

Entre los diversos tipos de agentes precondicionantes definidos hasta la actualidad, la
estimulacion, a concentraciones subtéxicas, de los NMDA-R constituye un modelo
validado de precondicionamiento farmacolégico capaz de inducir una respuesta
endégena que provoca la tolerancia neuronal frente a la isquemia u otros estimulos
excitotoxicos (Ulrich Dirnagl et al., 2003; Durukan & Tatlisumak, 2010; Grabb & Choi,
1999; Tauskela et al., 2001).
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Dicho modelo se basa en la exposicién de las neuronas en cultivo primario a una dosis,
por debajo del umbral de toxicidad, de NMDA, derivado aminodcido que actia como
agonista especifico del NMDA-R y mimetiza la accion del glutamato (Jimenez-Blasco et

al., 2015; Soriano et al., 2006).

4.1.1. Precondicionamiento neuronal e isquemia experimental
(NMDA-PC + OGD)

Las neuronas se incubaron en medio Neurobasal sin B27 y en presencia de NMDA 20
UM (Sigma-Aldrich) y de glicina 10 uM (Sigma-Aldrich), cofactor esencial del NMDA-R
de glutamato, a 37°C en condiciones estandar de cultivo (aire 95 %, CO2 5 %, 0, 21 %).
El periodo de incubacién fue de 2 horas, tras las cudles se realizd6 el modelo de

isqguemia experimental u OGD.

4.1.2. Precondicionamiento neuronal (NMDA-PC)

Las neuronas se expusieron al modelo de PC mediante estimulacién de los NMDA-R

durante las 2 horas, tras las cuales no se aplicd ningun estimulo dafiino.

Finalmente, en las cuatro condiciones (Nx, NMDA-PC, OGD y NMDA-PC+OGD), las
neuronas se incubaron en condiciones de Normoxia a distintos tiempos de

reoxigenacion (0, 4 o 24 horas) en medio neurobasal y en ausencia de B27.
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"7 NORMOXIA REOXIGENACION

NORMOXIA 90 min 0, 4, 24 horas
| Neurobasal sinB27, 21%0, Neurobasal sin B27, 21% 0,
T77UNMDAPC " NORMOXIA REOXIGENACION
NMDA 20 puM + Glicina 10 uM
N M DA- Pc 2 horas 90 min 0, 4, 24 horas
L Meurobasal s B27,21%0, | NeurobsalsnB27,21%0, basal sin 827, 21% 0,
S T — REOXIGENACION
OGD 90 min 0, 4, 24 horas
. HBSS Sn Glucosa, 160, | Neurobasal sin 827, 21% 0, -
" NmpAPC 7 Toed REOXIGENACION ‘
N M DA' Pc + NMDA 20 M + Glicina 10 pM
2 horas 90 min 0, 4, 24 horas
0GD a0 GG el

Esquema 12. Modelo de precondicionamiento farmacoldgico en cultivo de neuronas corticales de
ratén. Esquema de las condiciones y tiempos utilizados durante el desarrollo experimental del
modelo de NMDA-PC y posterior isquemia experimental (NMDA-PC+0OGD). Paralelamente, las
neuronas se incubaron en condiciones de isquemia experimental (OGD), de normoxia (Nx) o de
precondicionamiento sin dafio posterior (NMDA-PC).

El IPC es la primera forma descrita de induccién de tolerancia isquémica. Este modelo
se basa en la aplicacidon de breves episodios de isquemia subletal previos al dafio
isquémico letal (K Kitagawa et al., 1990; Murry et al., 1986). El efecto protector del IPC
dependerd de la duracion del estimulo y del intervalo de aplicacién entre éste y el

dano, entre otros (Takaaki Kirino, 2002).

El modelo de IPC utilizado consistié en someter a las neuronas a un breve episodio de
isqguemia experimental de 20 minutos y 2 horas antes de un dafio isquémico letal o
prolongado (OGD), explicado previamente en el Apartado 3 de Material y Métodos de
la presente memoria. Este modelo ha sido validado previamente por otros autores y se
utiliza como herramienta experimental con objeto de inducir una tolerancia temprana

neuronal (Grabb & Choi, 1999; Lin, Chen, & Gean, 2008).
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4.2.1. Precondicionamiento isquémico neuronal e isquemia
experimental (IPC + OGD)

Las neuronas se incubaron, durante 20 minutos, a 37°C en el incubador de hipoxia (N2
95 %, CO2 5 %, 0,<x 1 %), sustituyendo el medio de cultivo completo por HBSS
previamente gaseado durante 5 minutos con N; comercial, tiempo necesario para
reducir los niveles de O, por debajo del 1%. Tras ello, el medio fue reemplazado por
Neurobasal sin B27 y las neuronas se mantuvieron en una atmosfera estandar de

cultivo (aire 95 %, CO2 5 %, 02 21 %) durante un tiempo de reoxigenacion de 2 horas.

A continuacién, se realizd6 el modelo de OGD siguiendo el protocolo previamente

descrito.

4.2.2. Precondicionamiento neuronal (IPC)

Paralelamente, las neuronas se sometieron al modelo de precondicionamiento
isquémico de 20 minutos, tras los cuales no se realizé ningun dafio. Posteriormente, las
neuronas se incubaron a distintos tiempos de reoxigenacién (0, 4 o 24 horas) en medio

Neurobasal sin suplemento antioxidante B27 y en presencia de oxigeno.

" NORMOXIA™ REOXIGENACION

NORMOXIA 90 min 0, 4, 24 horas
AL . Doras
(EGD ™ | REOXIGENACION  NORMOXIA = REOXIGENACION
IPC 0 mil 2horas 90 mm 0,4,24 horas
T — REOXIGENAC|3N
oab [P T o
B27,21% O,
(EED™  REOXIGENACION [WWWWGEDTR © REOXIGENACION
IPC + OGD

2 horas ) mil 0, 4, 24 horas
% ‘Neurobasal sin B27, 21% O, geumb:sggm’ B27,21% O,

Esquema 13. Modelo de precondicionamiento isquémico en neuronas corticales de ratén en
cultivo primario. Esquema que muestra las condiciones y tiempos utilizados durante el
desarrollo experimental del modelo de IPC previo a la isquemia experimental (IPC+OGD).
Paralelamente, las neuronas se incubaron en condiciones de isquemia experimental (OGD), de
normoxia (Nx) o de precondicionamiento sin dafio posterior (IPC).
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5. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS

El resto de los tratamientos farmacoldgicos utilizados en el presente trabajo se
recogen en la tabla siguiente (Tabla 4). En la presente memoria, la duracién y el
momento de aplicacion de cada uno de los tratamientos se especifica en los

experimentos donde se utilizaron.

COMPUESTO FUNCION PROCEDENCIA CONCENTRACION
Dizocilpina Antagonista no-competitivo de . .
(MK-801) los NMDA-R Sigma-Aldrich 10 uM
Nutlin-3a Inhibidor de la uniéon MDM2-p53 Sigma-Aldrich 2 uM
Etopésido Derivado de la podofilotoxina, Sigma-Aldrich 1M

inductor de apoptosis

. Inhibidor covalente de las . .
Wortmanina fosfoinositol-3-kinasas (PI3Ks) Sigma-Aldrich 100nM

Tabla 4. Inhibidores farmacoldgicos empleados durante el desarrollo de los modelos de
precondicionamiento e isquemia experimental. La tabla recoge los distintos inhibidores empleados, su
funcién y procedencia, asi como la concentracion a la que se utilizaron.

6. TRANSFECCIONES CELULARES

La reduccién en la expresion especifica de algunas proteinas se realizd utilizando la
técnica del silenciamiento de RNA de interferencia o siRNA (small interfering RNA). Los
siRNA se introdujeron en las neuronas mediante lipotransfeccién, sirviéndonos para
ello del reactivo catidnico Lipofectamine RNAIMAX™ (Invitrogen) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para ello, la Lipofectamina® se diluyé previamente en el

medio Opti-MEMZ® (Gibco). Paralelamente, se prepararon diluciones con el siRNA diana
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y siRNA control y se mezclaron siguiendo una proporcién 1:1. A continuacidn, las
mezclas se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente para facilitar la
formacién de los liposomas con el siRNA. Por ultimo, las soluciones de siRNA-
Lipofectamina® se anadieron sobre el medio de cultivo, a una concentracion final de 9

nM (Maria Delgado-Esteban et al., 2007; Jimenez-Blasco et al., 2015).

La eficiencia de los silenciamiento génicos se verificd utilizando la técnica de la
transferencia tipo Western (ver Apartado 7) y la reaccion en cadena de la polimerasa a

tiempo real (RT-gPCR) (ver Apartado 11). Los siRNA utilizados fueron los siguientes:

CASA
siRNA DIANA SECUENCIA 5°-3° CONDICIONES
COMERCIAL
. Contcrolllnegatllvo. N 1.S|Iencer Selec.t. Sin 9 nM Ambion®
SiControl similitud significativa con secuencias .
L. , 72 horas Invitrogen®
genéticas de ratdn
H ®
siAkt Akt CUCAAGUACUCAUUCCAGA 9 nM Ambion
72 horas Invitrogen®

Tabla 5. Secuencias de los siRNAs utilizados durante los experimentos de silenciamiento. Se muestran
las secuencias de la hebra sentido, asi como las condiciones de transfeccion de cada uno de los siRNA
utilizados en los experimentos.

En la expresidn ectépica de MDM2 se empleé el plasmido MDM2p-Mdm2-YFP regalo
de Uri Alon y Galit Lahav (Addgene plasmido # 53962; http://n2t.net/addgene:53962;
RRID: Addgene_53962) para la transfecccidon de células de mamiferos. Dicho plasmido
permite la expresion de la proteina MDM?2 fusionada a la regidon C-terminal de la
proteina amarilla fluorescente (YFP, yellow fluorescent protein) y bajo el promotor
humano de MDM?2. Asi, podemos seguir la localizacion celular de la proteina,
comprobar la eficiencia de transfeccién mediante microscopia y seleccionar las células

transformadas analizdndolas por citometria de flujo.
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Las neuronas se transfectaron 24 horas antes de su incubacidon en las cuatro
condiciones (Nx, IPC, OGD y IPC+OGD) descritas previamente. Para ello, se trataron
con el reactivo catidnico Lipofectamina LTX Plus Reagent™ (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, California, EE. UU.), y con el plasmido MDM2p-Mdm2-YFP (p-Mdm2-YFP), a
una concentracion final de 1,5 pg/10° células. Paralelamente, se transfectaron
neuronas con el plasmido control vacio (p-YFP) (Veas-Pérez de Tudela, Maestre, et al.,

2015).

La transfeccidn se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. La Lipofectamina®
se diluyd en el medio Opti-MEM® y se prepararon diluciones del plasmido control y del
plasmido de expresidon ectépica de MDM2. Ambas soluciones se mezclaron en
proporcién 1:1y se incubaron 5 minutos, facilitando la formacidn de los liposomas que
contendran el ADN plasmidico en su interior. Finalmente, el complejo plasmido -
Lipofectamina® se afiadid al cultivo. La expresion se verific6 mediante transferencia

tipo Western.

7. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE
PROTEINAS MEDIANTE ANALISIS DE
TRANSFERENCIA TIPO WESTERN BLOT

7.1.1. Extraccion de proteinas totales

La obtencidon del extracto proteico total se realizé de la siguiente manera: se lavaron
las células con PBS (NaCl 136 mM; KCl 2,7 mM; NaHPO4:2H,0 7,8 mM; KH,PO4 1,7
mM; pH 7,4) a 4°Cy se lisaron con tampdn de lisis NP-40 1 % (1 % nonidet NP40, EDTA
dipotdsico 0,5 M, Tris 1 M pH 8,0; NaCl 5 M, 10 % glicerol) suplementado con

inhibidores de fosfatasas (NasVOs 1 mM; NaF 10 mM) y de proteasas (fluoruro de
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fenilmetilsulfonilo 100 uM; aprotinina 50 pg/ml; leupeptina 50 pg/ml; pepstatina 50
ug/m; anti-papaina 50 pg/ml; amastatina 50 pg/ml; bestatina 50 pg/ml y el inhibidor
de tripsina soybean 10 pg/ml). Los lisados se mantuvieron en hielo 10 minutos y se
agitaron a 4°C en un orbital vertical durante 20 minutos. Finalmente, las muestras se
centrifugaron a 13.000 x g durante 10 minutos y se transfirio el sobrenadante

(proteinas celulares) a un tubo limpio para su congelacién a -80°C.

Fraccion nuclear y citosdlica

El aislamiento de las fracciones nuclear y citosdlica de las neuronas se llevé a cabo
siguiendo el protocolo de fraccionamiento subcelular diferencial utilizado previamente
en nuestro laboratorio (Maria Delgado-Esteban et al., 2013; Gomez-Sanchez et al.,
2011; Veas-Pérez de Tudela, Maestre, et al., 2015) (Esquema 14). Este método se basa
en el uso, en primer lugar, de una solucién de lisis débil (tampdn de citosoles) que
fragmenta las membranas celulares dejando los nucleos intactos. Posteriormente, en
una segunda fase, los lisados se tratan con una solucién de lisis fuerte (tampdn de
nucleos) que permite la rotura de los nucleos celulares y la obtencion de dichas

proteinas.

Para ello, las neuronas se sembraron en placas de 60 cm? y, tras los experimentos, se
lavaron con PBS suplementado con MgCl, 1 mM a 4°C. Seguidamente, se lisaron las
células y se recogieron en tampdn de citosoles (HEPES 10 mM pH 7,9; MgCl, 1,5 mM,
KCl 10 mM, EDTA 1 mM, NP40 0,1 % v/v y sacarosa 300 mM) suplementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas. La muestra se resuspendid 15 veces con
micropipeta y se mantuvo en hielo al menos 30 minutos, intercalando ciclos de
resuspension-reposo en frio. Tras los ciclos, se comprobd el aislamiento de los nucleos
intactos y la rotura de las membranas plasmaticas con un microscopio de campo claro.
Posteriormente, se centrifugd a 800 x g durante 10 minutos a 4°C con objeto de

separar el contenido citosdlico (sobrenadante) del nuclear (precipitado o pellet). Asi, la
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fraccion citosolica se traspasé a un tubo nuevo, donde se hirvié durante 5 minutos y se

congeld a -80°C.

A su vez, la fraccion nuclear (pellet) se resuspendié en tampdén de nucleos (HEPES 50
mM pH 7,9; MgCl, 1,5 mM, KCl 10 mM, NaCl 0,5 mM, EDTA 1 mM, NP40 1 % v/v)
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas, con ayuda de una
micropipeta y se dejo durante 1 hora en hielo. Finalmente, se hirvié 5 minutos y se
sonicd durante 10 minutos, congeldandose los nucleos aislados a -80°C (Veas-Pérez de

Tudela, Maestre, et al., 2015).
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SOBRENADANTE

Esguema 14. Método de fraccionamiento subcelular. El esquema muestra las distintas fases del
fraccionamiento nuclear y citosélico.

Fraccion mitocondrial

Con objeto de aislar la fraccion mitocondrial, se utilizd un protocolo de
fraccionamiento diferencial (A Almeida & Medina, 1998) resumido en el Esquema 15.
Para ello, las neuronas se sembraron en placas de 145 cm? y se lavaron con PBS a 4°C
para su lisis posterior en medio de aislamiento mitocondrial (MAM; sacarosa 320 mM,
EDTA dipotasico 1 mM, Tris-HCl 10 mM ajustada a pH 7,4), suplementado con

inhibidores de proteasas y fosfatasas.

Tras centrifugar a 600 x g durante 5 minutos a 4°C, el precipitado celular se
resuspendiéd en 1 ml de MAM y se sometid a un proceso de homogeneizaciéon con
pistilo de teflon para el lisado de la membrana plasmatica, manteniendo intactas las

mitocondrias. Tras 18-20 agitaciones a 600 rpm, se retiré una alicuota de homogenado
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celular y lo restante se centrifugé a 1.300 x g durante 10 minutos, conservando el

sobrenadante (S1) con la fraccién mitocondrial.

El precipitado se resuspendié en 1 ml de MAM, se centrifugd a 1.300 x g durante 10
minutos y se conservé el nuevo sobrenadante (S2). Este protocolo se repitié hasta dos
veces mas con cada una de las fracciones (S1 y S2), hasta la completa desaparicién del
precipitado. Ambas fracciones se sometieron a una nueva centrifugacién de 17.000 x g
durante 10 minutos a 4°C y se mantuvieron los precipitados. Se obtiene asi la fraccién
mitocondrial, la cual se resuspende en tampdn RIPA (dodecilsulfato sdédico; SDS al 1 %,
EDTA 10 mM, Triton Tx-100 al 1 % v/v, NaCl 150 mM, Na;PO; 10 mM a pH 7,0)

suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas.
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Esquema 15. Método de fraccionamiento subcelular.

La cuantificacidén de la concentracion de proteinas de las muestras se realizé mediante

el ensayo del acido bicinconinico (BCA; Pierce™, ThermoScientific, llinois, EE. UU). Este
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método colorimétrico estd basado en la reduccion del Cu?* (azul) a Cul*, en presencia
de proteinas y medio alcalino (reaccién de Biuret). La cantidad de Cu?* reducido es
proporcional a la cantidad de proteina presente en la solucién. Asi, el cation Cu®*
generado reacciona con el BCA, generdndose un complejo de color purpura que
absorbe luz a una longitud de onda de 562 nm y que es proporcional a la
concentracion de proteinas de la muestra. La absorbancia se midié
espectrofotométricamente en un Multiskan Ascent (Thermo Electron Corp,
Basingstoke, Reino Unido) y se calcularon las concentraciones utilizando la albumina
sérica bovina (BSA) como estdndar para el calculo de la recta patrén. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

Paso 1: OH
Proteinas + Cu'? ———3 Cu'!

Paso 2:

Acido Bicinconinico Complejo BCA-Cobre
(BCA)

Esquema 16. Método del acido bicinconinico (BCA) para la determinacién de la
concentracién de proteinas.

Con objeto de analizar la expresion de las proteinas de interés, los extractos proteicos,
previa determinacién de su concentracién por el método de BCA, se sometieron a una
electroforesis en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS) (condiciones
desnaturalizantes). Para ello, en funcién del peso molecular de las proteinas objeto de
estudio, se utilizaron geles de distintos porcentajes de acrilamida. Los geles utilizados

estan constituidos por:
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- Un gel concentrador o stacking, en la parte superior, de porcentaje constante
de acrilamida (acrilamida: bisacrilamida 29: 1 (Bio-Rad Laboratories, California,
EEUU) al 3 % en Tris-HCI 1 M pH 6,8 con SDS 10 %; persulfato amdnico (PSA) 10
% y TEMED (N,N,N,N’-tetrametilendiamina) 0,1 %.

- Un gel separador o running, en la parte inferior, de distintos porcentajes de
acrilamida: 8, 10, 12 0 15 % en Tris-HCIl 1,5 M pH 8,8 con SDS 10 %, PSA 10 % y
TEMED 0,08 %.

Los geles empleados para la expresion de caspasa-3 activa se fabricaron con una

acrilamida de distinto porcentaje (acrilamida: bisacrilamida 29,2: 0,8).

La muestra proteica (10-100 pg) se resuspendid en tampon de carga (B-
mercaptoetanol 4 % v/v, SDS 8 % p/v, azul de bromofenol 0,02 % p/v, glicerol 4 % v/vy
Tris-base 250 mM), se hirviéo 5 minutos a 100°C y se centrifugd a 13.000 x g durante 5
minutos. Para la identificacién de los pesos moleculares se utilizdé un marcador de peso

molecular (Page Ruler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific).

Posteriormente, las proteinas se separaron utilizando un sistema de electroforesis
vertical (MiniProtean-3®, BioRad Laboratories, California, EE. UU.) y tampdn de
electroforesis (Tris 25 mM; glicina 200 mM y SDS al 0,1 % p/v, pH 8,3). Una vez
concluida la electroforesis, los geles se sometieron a electrotransferencia e

inmunodeteccidon mediante la técnica de Western Blot que se describe a continuacion.

Las proteinas separadas en geles SDS-PAGE se transfirieron electroforéticamente a
membranas de nitrocelulosa (Hybond®, Amersham Biosciences, Nueva Jersey, EE. UU)
utilizando el sistema Mini-Transblot (Bio-Rad) y tampdn de transferencia (Tris 25 mM,

glicina 192 mM y metanol al 20 % v/v, pH 8,3). Con objeto de comprobar la correcta
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transferencia de proteinas, las membranas de nitrocelulosa se tifieron con una
solucién de rojo Ponceau (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos. Seguidamente, se eliminé
la tincion realizando lavados con TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20 al 0,1 %
v/v; pH 7,5).

Para evitar la formacidn de las uniones inespecificas de los anticuerpos, las membranas
se bloquearon durante 1 hora con leche desnatada (Sveltesse, Nestle) al 5 % p/v en
TTBS a temperatura ambiente. A continuacién, se incubaron a 4°C y durante toda la
noche, en una solucion de BSA o leche al 2 % p/v en TTBS que contenia el anticuerpo

primario frente a la proteina de estudio y que se recoge en la tabla siguiente:

= CASA
ANTICUERPO ESPECIE DILUCION REFERENCIA COMERCIAL
Anticuerpos Primarios
p53 Ratén 1/1.000 (C'°2”5;§12) Cell Signaling
pp53 (Serl5) Ratoén 1/500 9286 Cell Signaling
p21 Raton 1/500 556431 BD
PUMA Conejo 1/1.000 Ab54288 Abcam
Caspasa 3 activa
Conejo 1/1.000 96615 Cell Signaling
(Asp-175)
MDM2 Raton 1/500 (CAlg_nlésA;g ) Abcam
Lamina B Ratén 1/1.000 Sc-374015 Santa Cruz
GAPDH Ratoén 1/40.000 4300 Ambion
Akt Conejo 1/1.000 9272 Cell Signalling
pAkt (Serd73) Conejo 1/500 9271 Cell Signalling
pMDM2 (Ser166) Conejo 1/500 Ab131355 Abcam
GFP Conejo 1/1000 Ab290 Abcam
Anticuerpos Secundarios
Ratdn Cabra 1/10.000 170-6516 BioRad
Conejo Cabra 1/10.000 Sc-2030 Santa cruz

Tabla 6. Anticuerpos utilizados durante el andlisis de la expresién proteica por transferencia tipo
Western. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la inmunodeteccién de proteinas por
transferencia tipo Western blot, especificando su especie, dilucién empleada, referencia y casa
comercial.

78



Como control de carga se utilizé anti-GAPDH (Ambion, Austin, Texas, EE.UU.) para
extractos totales y fraccidn citosdlica, y anti-Ldmina B (Santa Cruz Biotechnology;

Heidelberg, Alemania) para la fraccién nuclear.

Al dia siguiente, con objeto de eliminar el exceso de anticuerpo primario, las
membranas se lavaron 3 veces durante 5 minutos con TTBS y se incubaron con los
anticuerpos secundarios correspondientes, conjugados con la peroxidasa de rabano,
recogidos en la Tabla 6. Dicha incubacién se realizé en TTBS con leche al 2 % durante
una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 3 lavados en TTBS y
un ultimo lavado en TBS (TTBS sin Tween-20), para evitar la posible interferencia del
Tween-20 con algunos reactivos de revelado utilizados. Finalmente, para la deteccién
de la proteina de interés, las membranas se incubaron con los reactivos de

quimioluminiscencia (ver Tabla 7) y siguiendo en cada caso las instrucciones del

fabricante:
REACTIVO CASA COMERCIAL
Super Signal™ West Dura Extended Duration Substrate Thermo Scientific™
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate Thermo Scientific™
Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate Thermo Scientific™
Immobilon Western Chemiluminiscent HRP Substrate Merck Millipore
Western Blotting Luminol Reagent Santa Cruz Biotechnology

Tabla 7. Reactivos de quimioluminiscencia utilizados para la deteccidn de proteinas por Western blot.

Para la deteccion de la senal emitida, las membranas se expusieron a una pelicula de
autorradiografia (Fuji Medical X-Ray Film, Fujifilm) durante distintos tiempos. Las
cuantificaciones se llevaron a cabo con el software Imagel/64 y normalizando las
condiciones de estudio con el control de carga. Los resultados se expresaron en
unidades arbitrarias de cantidad relativa de proteina y en referencia a la condicién

control del experimento.
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Esquema 17. Esquema del método de andlisis de la expresion proteica mediante transferencia
Western blot. Se muestra la electroforesis SDS-PAGE seguida de la transferencia a membranas
de nitrocelulosa e inmunodeteccion por quimioluminiscencia. Creado y modificado a partir de
imagenes de CD Creative Diagnostics®.

Ocasionalmente, las membranas de nitrocelulosa del Western Blot se reutilizaron para
incubarlas de nuevo con un anticuerpo primario distinto al inicial. Para ello, se realizé
un stripping, incubando las membranas en el tampdn Restore Western Blot Stripping
Buffer (Thermo Scientific) durante 10 minutos. Posteriormente, se lavaron 3 veces con
TTBS a temperatura ambiente y se bloqued la membrana con leche al 5 % (p/v).
Finalmente, se reincubaron de nuevo con distintos anticuerpos, siguiendo el protocolo

descrito anteriormente para la inmunodecteccién y transferencia tipo Western.
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La inmunoprecipitacién es una técnica de aislamiento de proteinas de una solucion
utilizando un anticuerpo que se une especificamente a ella. De este modo, se puede
determinar interacciones proteina-proteina, asi como la detecciéon de posibles

complejos formados entre ellas.

7.6.1. Unidén del anticuerpo a las Dynabeads®

Para inmunoprecipitar proteinas, utilizamos proteina A Dynabeads® (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, California, EE. UU.), compuesta por granulos
superparamagnéticos uniformes de 2,8 um con proteina A recombinante

(aproximadamente 45 kDa) unida por enlace covalente a la superficie.

Se realizaron 3 lavados con PBS pH 8,0 en un volumen cuatro veces superior al
volumen de las Dynabeads®, sirviéndonos para ello del DynaMag™, una superficie
imantada que permitird la retencion del material unido a las Dynabeads®.
Posteriormente, se incubd la solucion de granulos magnéticos con el anticuerpo
especifico de la proteina a inmunoprecipitar, en PBS pH 8,0 durante toda la noche a

4°C en agitacion orbital.

7.6.2. Crosslinking

A continuacion, se llevd a cabo la unidn covalente o crosslinking del anticuerpo con los
granulos magnéticos, evitando de esta forma una posterior co-elucién con la proteina

de interés.

Para ello, se resuspendieron las Dynabeads® en una solucion de BS3 (bis
(Sulfosuccinilmidil suberato; Thermo Scientific) 5 mM en tampodn de conjugacion
(Tetraborato sdédico 0,1 M, acido bodrico 0,1 M, pH 9,0) y durante 30 minutos a

temperatura ambiente. La reaccién se detuvo anadiendo Tris HCI 1 M pH 7,5 durante
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15 minutos y realizando un lavado posterior con tampén de almacenamiento
(Tetraborato sddico 0,1 M, acido bdrico 0,1 M, pH 8,0). Finalmente, se almacenaron a

4°C hasta su uso.

7.6.3. Inmunoprecipitacion con las Dynabeads®

Los extractos proteicos (80-100 pg) obtenidos en tampdn NP-40 (Ver apartado 7.1. de
Material y Métodos) se incubaron con 10 pl de Dynabeads® unidas al anticuerpo frente
a la proteina de interés durante la noche, a 4°C y en agitacidn orbital. A continuacién,
se lavaron con PBS pH 8,0 para descartar las proteinas no ligadas, y se resuspendieron
en 30 pul de tampdn de carga. Por ultimo, con el fin de eluir la proteina unida al
anticuerpo, se calentaron las muestras a 70°C durante 10 minutos. Con ayuda del
DynaMag™ se aislaron las particulas magnéticas del inmunoprecipitado, utilizando
este Ultimo para la deteccidn de proteinas por analisis tipo Western Blot (Ver Apartado

7).

Las Dynabeads® se reutilizaron 2-3 veces, lavandose y conservandose en tampén de

almacenamiento a 4°C.
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Esquema 18. Inmunoprecipitacion de proteinas mediante proteina A Dynabeads®. El esquema
muestra las distintas etapas del método, desde la unidn del anticuerpo a las Dynabeads®y
crosslinking hasta la inmunoprecipitacion de proteinas de interés mediante el DynaMag™.
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8. DETERMINACION DE LA APOPTOSIS NEURONAL
POR CITOMETRIA DE FLUJO

La muerte celular por apoptosis se determind mediante la técnica de la citometria de
flujo, tras incubar las células con anexina V conjugada con el fluorocromo APC o
aloficocianina (Anexina V-APC, Immunostep, Salamanca, Espafia) y 7-amino-
actinomicina D (7-AAD) (Becton Dickinson Biosciences, Nueva Jersey, EE. UU). El
método se basa en la deteccion de la fosfatidilserina (PS), un fosfolipido situado en la
monocapa lipidica interna de las membranas celulares intactas, pero que se transloca

al exterior en las células apoptéticas, quedando asi expuesto a la superficie celular.

La anexina V es una proteina anticoagulante vascular con una gran afinidad por la PS.
Por este motivo, unida a un fluorocromo adecuado, permite la identificacion de las
células apoptéticas a través de su union a dicho fosfolipido en el exterior de la célula.
No obstante, la anexina V también es capaz de unirse a la PS situada en el interior de
las células que han perdido su integridad de membrana (consideradas como
necréticas). Por ello, junto a la anexina V se utilizé 7-AAD, un colorante impermeable a
la membrana plasmatica que se une especificamente al ADN de las células necrdticas.
Asi, sélo aquellas células inmunorreactivas para la anexina V, que mostraron ser
negativas para el 7-AAD, (Anexina V*/7-AAD") se consideraron neuronas apoptoticas

(Maria Delgado-Esteban et al., 2013; Gomez-Sanchez et al., 2011).

En el analisis de la muerte por apoptosis mediante citometria de flujo, las neuronas se
recolectaron suavemente con EDTA tetrasédico 1 mM en PBS y se resuspendieron en
tampdén de conjugacion (HEPES 10 mM; NaCl 140 mM; CaCl; 2,5 mM; pH 7,4).
Posteriormente, se incubaron con Anexina V-APC y 7-AAD durante 15 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, tras la incubacién, se afadid
tampon de conjugacidén suficiente para conseguir una concentracién celular de

aproximadamente 10° células/ml.

La deteccidn de las sefiales correspondientes a la anexina V y del 7-AAD se realiz6 en
los canales FL4 y FL3 respectivamente, en un citémetro de flujo FACScalibur (BD

Biosciences), equipado con un haz laser de argén de 15 mW sintonizado a 488 nm y
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utilizando el programa CellQuest™ para adquisicion de eventos. El andlisis de los
resultados se realizd con el programa Paint-A-Gate™ PRO de BD Biosciences. El umbral
del analizador se ajusto en el canal correspondiente del citdmetro de flujo para excluir
la mayoria de los restos o agregados celulares. Con ello, se descarté el ruido de fondo
debido a la ruptura de neuritas y extensiones celulares, y a los dobletes o tripletes

formados por uniones intercelulares.

Los resultados se expresaron como porcentaje de neuronas apoptodticas, siendo estas
las células positivas para Anexina-V y negativas para 7-AAD (Anexina V*/7-AAD")
(Imagen 3). En cada ensayo experimental, se seleccionaron entre 50.000 y 00.000
eventos y se realizaron los analisis por triplicado para cada una de las condiciones

estudiadas.
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Imagen 3. Registros tipo de citometria de flujo previa tincion con Anexina V-APC y 7-AAD.
Se consideran las células anexina V-APC*/7AAD" (rojo) como apoptaticas.

9. DETERMINACION DEL POTENCIAL DE
MEMBRANA (AW,) COMO INDICE DE
INTEGRIDAD MITOCONDRIAL

La mitocondria juega un papel fundamental en la fisiologia celular, generando Ia
mayoria de la energia celular (ATP) mediante el proceso de fosforilacion oxidativa. La

cadena de transporte de electrones mitocondrial permitird la transferencia de los
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electrones, promoviendo un gradiente electroquimico que conducird a la sintesis de

ATP.

El correcto funcionamiento de los complejos mitocondriales permitird la generacién de
un potencial de membrana mitocondrial, pardmetro clave para evaluar la funcién de
dicho organulo (Chen, 1988). Asi, una disminucion del potencial de membrana

mitocondrial se relacionara con un dafio celular.

La evaluacién del potencial de membrana se realizd mediante citometria de flujo,
siguiendo las instrucciones del sistema comercial MitoProbe™ DilC; Assay Kit for Flow
Citometry (Molecular Probes, Invitrogen, Oregdén, EE. UU). La sonda DilCi(5)
(1,1°,3,3,3’,3’-hexametilindolcarbocianina) (Imagen 4), debido a su caracter catidnico,
se acumula en las mitocondrias polarizadas. Cuando las células se someten a
condiciones o agentes que alteran el potencial mitocondrial, la tincion con DilC4(5)

disminuye, siendo un indice de despolarizacién mitocondrial.

Las células se resuspendieron en PBS y se incubaron con 50 nM de la sonda comercial
durante 30 minutos a 372C, utilizando un bafio con agitacion suave y protegidas de la
luz. Tras la incubacién, se elimind el exceso de sonda mediante centrifugacién a 700 x g

durante 3 minutos, resuspendiéndose las células sedimentadas en PBS.

El potencial determinado se expresé como porcentaje. Para definir el valor basal de
AW, (0 %), se incubaron las células con el desacoplador mitocondrial cianuro de
carbonilo 3-clorofenilhidrazona (CCCP) 10 uM durante 15 minutos, anotandose el valor
de la intensidad de fluorescencia. La sefal de fluorescencia se analizd en el canal FL4
del citémetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences) y se evaluaron entre 50.000-
100.000 eventos por triplicado y condicion, utilizando los programas CellQuest™ para
adquisicion de eventos y Paint-A-Gate™ PRO para el andlisis de estos (BD Biosciences)

(Gomez-Sanchez et al., 2011; Veas-Pérez de Tudela, Maestre, et al., 2015).
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Imagen 4. Andlisis del potencial de
membrana mitocondrial utilizando la
sonda DilC;. (A): Estructura de la sonda
DilCy, con alto caracter hidrofdbico, apta
para atravesar las membranas
mitocondriales. (B): Registro tipo de
citometria de flujo que muestra el
T marcaje con la sonda catidnica DilCy
(azul) de fluorescencia y el efecto junto
con el desacoplador CCCP (rojo).

+CCCP

10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
CASPASA 3

Las caspasas son enzimas mediadoras de los procesos de apoptosis y muerte celular,
siendo la caspasa-3 una de las principales efectoras. Por ello, se utilizé la medida de la
actividad de la enzima caspasa-3 como marcador apoptético. La deteccién de su
actividad se llevd a cabo mediante el método de fluorimetria Caspase 3 Assay Kit,
Fluorimetric (Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ensayo se
basa en la hidrdlisis del péptido sustrato Ac-DEVD-AMC (acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-
amino-4-metilcumarina) por la caspasa-3, resultando en la liberacion de la fraccién

fluorescente AMC (7-amino-4-metilcumarina).

Para ello, las células se lisaron con tampdn de lisis (HEPES 50 mM, CHAPS 5 mM, DTT 5
mM, pH 7,4) durante 20 minutos en hielo. A continuacién, se afiadié la mezcla de
reaccion que contiene el péptido sustrato Ac-DEVD-AMC (HEPES 20 mM, EDTA 2 mM,
CHAPS 0,1 %, DTT 5 mM, Ac-DEVD-AMC 16 uM, pH 7,4) y se mezclé previa
transferencia a la placa de ensayo. La fluorescencia se midié durante 90 minutos, en
intervalos de 15 minutos, en un Fluoroskan Ascent FL (Thermo Scientific) (Aexc=360 nm,

Aem=460 nm). Los resultados se expresaron en nmol/ (min x mg proteina).
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Caspasa-3
Ac-DEVD-AMC ———> Ac-DEVD + AMC

Esquema 19. Determinacion de la actividad de la Caspasa 3. Ac-DEVD-
AMC: acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-metilcumarina; Ac-DEVD: acetil-
Asp-Glu-Val-Asp; AMC: 7-amino-4-metilcumarina.

Las longitudes de onda de excitacion y de emisién de AMC son 360 nm y 460 nm,
respectivamente. La concentracidon del AMC liberado puede calcularse a partir de una

curva estandar determinada con soluciones de AMC definidas.

11. OBTENCION Y MANIPULACION DEL RNA

La extraccién de RNA se llevo a cabo con el kit comercial Genelute™ Mammalian Total
RNA Kit (Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones facilitadas por el fabricante. Tras 9
dias en cultivo, las neuronas se lisaron con una mezcla de B-mercaptoetanol y solucién
de lisis (Sigma-Aldrich) en proporcion 1:100 (v/v). A fin de evitar la degradacion del
RNA, los raspadores se trataron con solucién libre de RNAsas (RNase away; Sigma) y
agua di-etil piro-carbonato (DEPC) previo a la recogida de las células. Los lisados se
filtraron a través de una columna de filtracion (Genelute Filtration Column; Sigma-
Aldrich) y se centrifugaron a 16.000 x g para eliminar los restos celulares y el ADN.
Seguidamente, se afladio un volumen equivalente de etanol al 70 % en agua DEPC libre
de RNasas y se mezcld en un agitador vortex. A continuacién, se hizo pasar por una

columna de unidn (Genelute Binding Column; Sigma-Aldrich) donde se retuvo el RNA,
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eliminandose el filtrado, para lavarse posteriormente con solucién de lavado (Wash

Solution 1).

Para evitar posibles contaminaciones de ADN gendmico, la columna que contenia el
RNA aislado se traté con 100 U de DNAsa | (DNase |, RNase-free, Roche) durante 15
minutos a temperatura ambiente, en un tampén de Tris-HClI 400 mM, NaCl 100 mM,
MgCl, 60 mM y CaCl; 10 mM; pH 7,9. Se lavd la columna de forma sucesiva con
soluciones de lavado (Wash Solution 1 y Wash Solution 2 Concentrate/ethanol ; Sigma-
Aldrich) para eliminar los restos de ADN restantes y permitir un secado de la columna.
Por ultimo, se eluyd el contenido de la columna con 50 pl de solucidn de elucion

(Elution Solution; Sigma-Aldrich) mediante centrifugado a 16.000 x g durante 1 minuto.

La concentracién del RNA purificado se cuantificd con un espectrofotémetro UV-Vis
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). La ratio de absorbancia calculada entre 260 nm vy
280 nm (A260 / Azs0), que determina la pureza del RNA, fue de 1,8 - 2. La muestra se

mantuvo congelada a -80°C hasta su uso posterior.

La técnica de RT-qPCR permite analizar la expresion diferencial de los genes de interés
(Ver Tabla 8) y cuantificarlos de forma relativa respecto a un control interno de

expresion constante (housekeeping gene).

Los procesos de amplificacion y deteccion se producen de manera simultdnea gracias a
la emision de fluorescencia por parte de un fluorocromo, el SYBR Green (Applied
Biosystems), el cual se intercala entre las hebras de ADN bicatenario. De esta forma, la
fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de producto de PCR amplificado

(amplicén).

Previo al andlisis de la expresion de los genes de estudio, se procedié a la puesta a
punto de la concentracidn de cada oligonucledtido empleado como cebador (primer) y

se calcularon las eficiencias de amplificacion de los cebadores disefiados con los
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softwares Geneious (Biomatters Limited, Auckland, Nueva Zelanda) y Amplifix
(Universidad de Marsella, Marsella, Francia). Se consideraron éptimas las eficiencias
comprendidas entre el 85 y el 115 % (Guide to Performing Relative Quantitation of
Gene Expression Using Real-Time Quantitative PCR, AppliedBiosystems). Las eficiencias
de cada primer son necesarias para poder comparar la expresién de los distintos genes

mediante el Método Comparativo de Ct (AAC).

Las condiciones en las que se emplearon los distintos oligonucledtidos se resumen en

la siguiente tabla:

GEN  SECUENCIA FORWARD  SECUENCIA REVERSE  cONC. EFICIENCIA

DIANA 5 3 53 (nMm) (%)
p53 Producto comercial (BIORAD) - 95 %

MDM2  CAGCAGCGAGTCCACAGAGA | TCCTGATCCAGGCAATCACCA 0,2 102 %

Gapdh TCAGCAATGCCTCCTGCACC GCATGGACTGTGGTCATGA 0,3 108 %

Tabla 8. Secuencias de oligonucledtidos empleados durante la RT-gPCR. Se muestra la secuencia y
la concentracion optimizada para la RT-gPCR de cada uno de los cebadores utilizados, asi como el
calculo de las eficiencias para cada gen de estudio.

La cuantificacién de la expresidon de los distintos genes se hizo mediante el empleo del
kit comercial Power SYBR® Green RNA-to-Ct™ 1-Step Kit (Applied Biosystems,
California, EE.UU.), que permite acoplar la retrotranscripcién y la amplificaciéon en un
Unico paso. Se dispuso inicialmente de 100 ng de RNA y un volumen final por reaccién
de 20 ul. Todas las reacciones se desarrollaron en un termociclador Mastercycler®ep

Realplex (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), llevando triplicados en cada caso.

El perfil de cada reaccion fue el siguiente: un ciclo de 30 minutos a 48°C (etapa de
retrotranscripcion), un ciclo de 10 minutos a 95°C (activacién de la enzima ADN
polimerasa), 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturalizacion) y 1 minuto a 60°C

(anillamiento y elongacién).

El valor que se obtuvo por cada reaccién fue el C; (threshold cycle), el cual representa
el niumero de ciclo en el que la fluorescencia emitida por el SYBR Green es detectable

dentro de la fase lineal. Asi, se obtuvo el C: para cada uno de los genes de estudio,
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incluyendo el housekeeping (Gapdh). El incremento de C: (AC:) es el valor del C: de
cada muestra normalizado frente al control interno (Gapdh). El Método Comparativo
de C: relaciona el nimero de copias del RNA mensajero entre las distintas condiciones,
gue se obtiene al final de una reaccidon optimizada empleando la férmula (Bustin et al.
2009):

2—AACt

2- [(Ctmuestra — CtGapdh) — (Ctcalibrador — CtGapdh)]

Consideramos calibrador la condicion sobre la que se compara la expresidon y se
relativizan los resultados, dandole un valor de 1. Niveles de expresion igual a 1 indican
gue la muestra problema presenta la misma expresiéon de un determinado gen que el
control. Niveles superiores a 1 indican que hay un incremento de expresién con
respecto al control, y niveles inferiores a 1 indican que la expresiéon disminuye con
respecto al control. Los resultados se mostraron en unidades arbitrarias de expresién
(fold) entre la muestra problema y un calibrador o control (en nuestro caso, el gen

GAPDH).

12. INMUNOCITOQUIMICA Y MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Para los ensayos de inmunocitoquimica, las neuronas se sembraron sobre
cubreobjetos de cristal esterilizados al fuego y tratados con una solucién de poli-L-

ornitina 15 pg/ml (Sigma-Aldrich) y fibronectina 1 pug/ml (Sigma-Aldrich).

A los 9 dias el cultivo y tras los experimentos, las neuronas se lavaron con PBS y se
fijaron con paraformaldehido al 4 % (v/v) en PBS durante 20 minutos. A continuacion,
se incubaron con glicina 0,1 M en PBS durante 20 minutos y se permeabilizaron con

Triton X-100 al 0,25 % (v/v) en PBS durante 5 minutos. Posteriormente, se incubaron
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en una solucién de bloqueo (Triton X-100 al 0,1 % v/v y suero de cabra al 10 % v/v en

PBS) a temperatura ambiente durante 1 hora.

Los anticuerpos primarios se prepararon en una solucion de incubacién compuesta por
suero de cabra al 5 % en PBS, y se pusieron en contacto con las muestras durante la
noche a 4°C en agitacion suave. Al dia siguiente, se lavaron con PBS y se incubaron con
los anticuerpos secundarios conjugados con los fluoréforos Cy2 o Cy3 a una dilucidn
1/500 (Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania, EE. UU.) en suero de cabra al 5 % en
PBS. Se mantuvieron durante 1 hora a temperatura ambiente, en oscuridad y agitacion
suave. Tras ello, se lavaron con PBS para retirar el anticuerpo sobrante, y se incubaron
durante 10 minutos con el marcador nuclear DAPI 30 pM (Sigma-Aldrich). Los

anticuerpos utilizados se recogen en la tabla siguiente:

2 CASA
ANTICUERPO ESPECIE DILUCION REFERENCIA
COMERCIAL
Anticuerpos Primarios
MAP-2 Ratén 1/300 M#1406 Sigma-Aldrich
i (Clon 1C12) . .
p53 Raton 1/200 5524 Cell Signaling
R ISR R Conejo 1/300 96615 Cell Signaling
175)
MDM2 Conejo 1/500 Ab-38618 Abcam
pAkt (Serd73) Conejo 1/500 9271 Cell Signaling
CoX 1V Conejo 1/500 Ab-16056 Abcam
GFP Conejo 1/1000 Ab290 Abcam
Anticuerpos Secundarios
: Jackson
IgG Cy2 Ratdn 1/500 115.225.003 ImmunoResearch
. Jackson
IgG Cy2 Conejo 1/500 111.225.003 ImmunoResearch
, Jackson
IgG Cy3 Ratdén 1/500 111.165.003 ImmunoResearch
. Jackson
IgG Cy3 Conejo 1/500 111.175.003 | C L o h

Tabla 9. Anticuerpos utilizados durante la inmunocitoquimica. Se especifican los anticuerpos
primarios y secundarios utilizados, indicandose su especie, dilucién empleada, referencia y casa
comercial.
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Finalmente, se lavaron dos veces con PBS y una vez con agua estéril, tras lo cual se
montaron sobre los portaobjetos utilizando el reactivo Slow Fade Antifade® (Molecular
Probes, Oregon, USA) para evitar la pérdida de fluorescencia. La visualizacién y
adquisicion de microfotografias se llevd a cabo utilizando un microscopio invertido
Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Tokio, Japén) y un spinning disk Roper Scientific con
microscopio Olympus IX81 (Olympus®, Tokyo, Japdn). Las imagenes se procesaron con

el software ImageJ64.

Para la cuantificacién de la longitud media de las neuritas se utilizé la tincion MAP-2 y
el plugin NeuronJ 1.4.0 (Image J). La degeneracién dendritica se determiné mediante el
analisis de la densidad de las neuritas positivas para MAP-2 en cada uno de los grupos
de estudio. El porcentaje de maxima intensidad se analizé en el nucleo, mediante la

herramienta Fixed Length Line Tool (Image J).

13. MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA
CEREBRAL FOCAL IN VIVO

El modelo experimental de ictus isquémico desarrollado fue de oclusidn-reperfusién
transitoria de la arteria cerebral media (ACM) o tMCAQ (transient middel cerebral
artery occlusion) mediante la técnica del filamento intraluminal en rata (Esquema 20).
Este procedimiento quirdrgico consiste en la insercién intraluminal de un filamento
hasta el origen de la ACM para producir una oclusién durante un determinado periodo
de tiempo, provocando una isquemia transitoria en el territorio de la ACM (Koizumi,
Yoshida, Nakazawa, & Ooneda, 1986; Longa, Weinstein, Carlson, & Cummins, 1989).
Tras la oclusidn, se procede a la restauracion del flujo sanguineo con la retirada del

filamento.

Este modelo es utilizado ampliamente en investigacion preclinica debido a la similitud
con lo ocurrido en pacientes de ictus isquémico, donde se encuentra afectada

principalmente la arterial cerebral media, extendiéndose el dafio desde la zona del
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estriado hasta la corteza cerebral. Asimismo, la reperfusion cerebral tras la extraccién
del filamento ocurre de una forma similar a lo ocurrido con el uso de farmacos
tromboliticos o técnicas de trombectomia mecanica en el procedimiento clinico

(Shahjouei et al., 2016).

El modelo tMCAO in vivo se desarrollé gracias a la colaboracién con el grupo de
investigacion del Prof. Juan B Salom, de la Unidad Mixta de Investigacién
Cerebrovascular (UMIC) del Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe y del

Departamento de Fisiologia de la Universidad de Valencia.

La técnica se realizé en ratas macho Wistar (300-350 g, Charles River, Barcelona,
Espafia). Los animales se anestesiaron mediante inyeccidn intraperitoneal de 5 mg/kg
diazepam (Almirall Prodesfarma, Barcelona, Espafia), 100 mg/kg ketamina (Ketolar®,
Parke-Davis, El Prat de Llobregat, Barcelona, Espafia) y 0.3 mg/kg atropina (B. Braun
Medical, Rubi, Barcelona, Espafia) para permitir la intubacion orotraqueal y ventilacion
asistida mediante un respirador (Harvard Rodent Ventilator, mod. 683, Holliston, MA,
USA). Durante la operacién, la anestesia se mantuvo con una mezcla de 0.5-1 % de
sevofluorano (Sevorane®, Abbott Laboratories, Madrid, Espafia) en una mezcla de

nitrégeno (70 %) y oxigeno (30 %).

La temperatura corporal se monitorizé durante todo el experimento con la ayuda de
una sonda rectal conectada a un medidor de temperatura, manteniéndose constante a
37°C con la ayuda de una manta calefactora. Para controlar la perfusion cerebral (CP)
en la regién de la ACM que seria ocluida, se utilizé una sonda laser-Doppler (Probe
418, Perimed AB) (Burguete et al., 2006). Para su colocacién, se situé al animal
previamente anestesiado decubito prono y se realizé una incision longitudinal en la
linea media de la cabeza, exponiéndose el craneo al exterior. Con la ayuda de un
microscopio quirurgico, se situd la fibra dptica, fijada al crdneo con cemento dental,

que conecto con la sonda laser-Doppler.

A continuacién, se colocé al animal decubito supino y se expuso la arteria carétida
comun derecha tras una incisién longitudinal en la linea media del cuello, separando
posteriormente las glandulas submaxilares y los musculos omohioideo vy
esternohioideo. Seguidamente, se disecaron las arterias carétida comun y carétida

externa, termo-coagulando las dos primeras ramas de la ultima: arteria occipital y
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arteria tiroidea superior. Por encima de ambas ramificaciones se colocaron dos
ligaduras y se cortd la arteria carétida externa entre ambas. La arteria carétida interna
se disecd, separandola del vago y del cuerpo carotideo, hasta visualizar la bifurcacién
donde surge la arteria pterigopalatina que se ligd en la parte distal. En ese momento,
se introdujo un filamento de nilén con la punta redondeada, que permitié la oclusién
de la ACM. Para dicha oclusién, se colocaron dos clips microvasculares, uno en la
arteria cardtida comun y otro en la arteria carétida interna, interrumpiendo de forma
momentanea el flujo sanguineo, y se realizd una incision en el extremo de la arteria
carotida interna para introducir el filamento. Tras comprobar que el filamento se
encontraba en la luz de la arteria, se colocd una ligadura que impidié la pérdida de

sangre por la incisidn, se retiraron los clips y se restaurd la circulacién sanguinea.

Inmediatamente, se hizo avanzar el filamento hasta el origen de la ACM en el poligono
de Willis y se comprobd la oclusién por un descenso brusco de la CP. La oclusion se
mantuvo durante 60 minutos, tras los cuales se retird el filamento, permitiendo una
reperfusion que se puso de manifiesto por la recuperacion de los valores de la CP.
Finalmente, se suturaron las heridas quirdrgicas y se estabulé al animal con libre

acceso para la comida y el agua.

Durante el periodo postoperatorio, se suministr6 como analgésico 0,1 mg/kg
buprenorfina (Buprex, Schering-Plough, San Agustin de Guadalix, Madrid, Espafia) de
forma subcutdnea y se mantuvieron durante 24 horas tras la cirugia. De forma
paralela, se llevaron animales control o SHAM, los cuales se sometieron al mismo

procedimiento quirurgico, salvo la oclusion de la ACM.
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“+—— Arteria cerebral anterior Arteria cerebral anterior

Arteria cerebral media Arteria cerebral media

Arteria cerebral posterior Arteria cerebral posterior

Arteria pterigopalatina Arteria pterigopalatina

22mm

Arteria carétida interna Arteria cardtida interna

§

Arteria cardtida externa Arteria carétida externa

Filamento Filamento

Arteria cardtida comin Arteria cardtida comin

Esquema 20. Modelo experimental de isquemia cerebral transitoria (tMCAQ) in vivo. Se
representan las principales arterias involucradas en el modelo de cirugia de isquemia
cerebral transitoria, asi como el recorrido del filamento hasta la arteria cerebral media (ACM)
para su oclusion. Modificado de Kelsen J et al (2010).

Finalmente, se procedid a la eutanasia de los animales previamente anestesiados y se
realizaron secciones coronales de 2 mm de grosor de los cerebros mediante el uso de
un tissue slicer (Stoelting Wood Dale, IL, USA) en una parte del cerebro. Asi, se midid el
tamano del infarto cerebral mediante la tincidén con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(TTC), un indicador redox de tejidos metabdlicamente activos/inactivos. El TTC se
reduce a 1,3,5-trifenilformazan, de color rojo, en aquellas regiones metabdlicamente
activas (tejido vivo), mientras que permanece blanco en las zonas metabdlicamente
inactivas (tejido muerto), como la zona dafiada tras la oclusidn (Bederson et al., 1986).
La parte restante de cada cerebro se separé en ambos hemisferios: ipsilateral
(hemisferio dafiado) y contralateral (hemisferio contrario al dafiado); se diseccionaron
las zonas de la corteza cerebral y el estriado y se congelaron en nitrégeno liquido,
conservandose a -80°C para el analisis de la expresidn de proteinas se realizé mediante
la técnica de Western Blot (descrita previamente en el apartado 7 de Material y

Métodos).
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14. MODELO DE PRECONDICIONAMIENTO
ISQUEMICO EXPERIMENTAL IN VIVO

Diversos estudios han descrito cdmo pequenos periodos de isquemia cerebral previos
a un dafio mayor (IPC) inducen tolerancia isquémica, lo que promueve la reduccion de
las lesiones causadas tras la isquemia cerebral. Para inducir el IPC se desarrolld el
modelo de cirugia anteriormente descrito (ver Modelo experimental de isquemia

cerebral transitoria in vivo) con ciertas modificaciones.

Para ello, los animales se sometieron a una breve oclusidon transitoria de la ACM
durante 10 minutos, seguida de un periodo de recuperacién de 24 horas. Tras este
periodo, se realizé de nuevo una oclusidon transitoria de la ACM durante 60 minutos
con un periodo postoperatorio de 24 horas y se llevd a cabo la eutanasia para una

posterior medida del infarto cerebral (TTC) y recogida de muestras para Western Blot.

A\ \ Esquema 21. Representacion de una seccidn coronal del
cerebro de la rata. La regidon remarcada constituye la

\ corteza cerebral ipsilateral, la cual se procesara para el
analisis de las proteinas mediante la transferencia tipo

\\\/ Western.

Z

Paralelamente, se realizaron condiciones control de precondicionamiento isquémico
sin dafio posterior (IPC). Para ello, se les realizé la cirugia de IPC durante 10 minutos

sin dafio isquémico posterior.

Todos los protocolos que implican manipulaciéon de animales vivos han sido aprobados

por el Comité de Bioética del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe (Valencia).
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CONTROL CIRUGIA REPERFUSION Y
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SHAM RECUPERACION
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Esquema 22. Modelo experimental de precondicionamiento isquémico in vivo. Se indican los
procedimientos y tiempos utilizados durante el desarrollo experimental del precondicionamiento e
isquemia experimental (IPC+tMCAQ) in vivo. Paralelamente, se realizd la cirugia de animales sin
precondicionamiento y oclusién de la ACM durante 60 minutos (SHAM+tMCAOQ), de los animales
precondicionados (IPC+SHAM) y de los controles para ambas cirugias (SHAM+SHAM).

15. ESTUDIO CLINICO

Se realizd un estudio prospectivo observacional en pacientes con ictus isquémico,
definido como infarto del sistema nervioso central (Easton et al., 2009), ingresados en
los Hospitales Universitarios de Salamanca, Valladolid y de Lleida, durante los afios

2012-2015. Los pacientes sufrieron AIT previo, o no, al ictus isquémico.

Se reclutaron cohortes de pacientes ingresados por ictus isquémico en el Hospital
Universitario de Valladolid, Hospital Universitario de Salamanca y Hospital

Universitario Arnau de Vilanova de Lleida.

Dentro de cada cohorte, se seleccionaron los pacientes con un AIT previo y un
subconjunto aleatorio de pacientes sin AIT. Los datos de los pacientes se recogieron de
forma prospectiva y se incluyeron en una base de datos. La informacién recogida

incluia datos demograficos, factores de riesgo vascular, datos de presentacion clinica,
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magnitud del dafio neurolégico (recogido mediante la escala de ictus del National
Institute of Health: NIHSS) (Wityk, Pessin, Kaplan, & Caplan, 1994), y situacién
funcional a los 3 meses. La etiologia de los infartos se asigndé de acuerdo a las

categorias de la clasificacion TOAST (Adams et al., 1993).

El criterio de inclusién en la muestra fue el de pacientes consecutivos, previamente
independientes, que presentaban un AIT en el mes previo al ictus isquémico vy
pacientes sin AlT. Los pacientes ingresaron en las primeras 24 horas desde el inicio de

los sintomas (o desde el inicio del suefio, en aquellos de presentacion al despertar).

Se excluyeron pacientes con hemorragia intracerebral, que presentaran un AIT en un
tiempo superior a un mes previo al ictus, con datos clinicos insuficientes o falta de
consentimiento informado. Finalmente se incluyeron en la cohorte un total de 85
pacientes. Los datos clinicos y epidemioldgicos fueron tomados de las historias clinicas
de los pacientes. Todos los pacientes, o sus familiares, fueron debidamente
informados y proporcionaron su consentimiento informado antes de participar en el

estudio. El protocolo del estudio fue aprobado por los Comités Eticos locales.

Los pacientes se ingresaron durante la fase aguda del infarto cerebral, en la Unidad de
Neurologia de los tres Hospitales que colaboraron en el estudio y mencionados
previamente. Su manejo diagndstico y terapéutico se ajusté a las guias ad hoc
publicadas por el Grupo de Enfermedades Cerebrovasculares de la Sociedad Espanola
de Neurologia (Alonso de Lecifiana et al., 2014). Los resultados se incluyeron en el

estudio clinico mostrado en la memoria de la presente Tesis doctoral.

En cuanto a la etiologia, los infartos se agruparon en: aterotrombdticos,
cardioembdlicos, lacunares, otras causas infrecuentes e indeterminados. Entre los
datos demograficos y clinicos de referencia se encuentran la edad, sexo, grado de
discapacidad basado en la escala de Rankin modificada (mRS, modified Rankin scale),

antecedentes médicos, factores de riesgo vascular y tratamiento previo.
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El electrocardiograma de 12 derivaciones, asi como la Tomografia Computarizada
craneal (TC) o la Resonancia Magnética (MRI) se realizaron en el momento de ingreso.
Los detalles de AIT se obtuvieron de los informes médicos del paciente, utilizandose las
definiciones estdandar de AIT e ictus. La cuantificacién del defecto neurolégico
mediante la NIHSS (National Institute of Health Stroke Scale), fue realizada por

neurdlogos con certificacion acreditativa de dicha formacion.

Se consideré como variable dependiente principal la situacion funcional de los
pacientes a los 3 meses tras el infarto cerebral, cuantificada mediante la escala de
Rankin modificada (Rankin-m, Tabla X) (Banks & Marotta, 2007). Se categorizé
considerando mal prondstico aquellos con puntuaciones >2 y buen prondstico si la

puntuacion fue <2.

RANKIN-M GRADO DE DISCAPACIDAD CARACTERISTICAS
0 Sin sintomas
1 Sin incapacidad Capaz de realizar sus actividades y
importante obligaciones habituales

Incapaz de realizar algunas de las
actividades previas, pero capaz de
velar por sus intereses y asuntos sin
ayuda

2 Incapacidad leve

Sintomas que restringen
significativamente su estilo de vida o
impiden su subsistencia totalmente
auténoma

3 Incapacidad moderada

Sintomas que impiden claramente su
subsistencia independiente, aunque
sin necesidad de atencion continua

Incapacidad
moderadamente severa

Totalmente dependiente, necesitando

5 Incapacidad severa . . .
asistencia constante dia y noche

6 Muerte

Tabla 10. Escala de Rankin modificada (Rankin-m) para la evaluacién del grado de discapacidad
funcional de los pacientes tras un ictus. Modificada de Banks & Marotta 2007.
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Para la determinacién del polimorfismo humano Arg72Pro de Tp53 se empleé la

técnica de PCR-RFLP descrita previamente en el Apartado 1.3. de Material y Métodos.

Las muestras de ADN procedentes de la sangre de los pacientes se amplificaron en un
termociclador automatico Eppendorf. La PCR se realizdé en un volumen final de 12 pl
gue contenia: 150 ng de ADN gendmico, MgCl, 1,5 mM, desoxinucleétidos trifosfato
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 200 uM, 10 pmol de cada oligonucledétido cebador (sentido y
anti-sentido) y 0,3 U de Taq polimerasa (Promega® Promega Biotech Ibérica). El
fragmento amplificado se compuso de 291 pares de bases del exdn 4. Los

oligonucleétidos empleados para la amplificacién por PCR fueron los siguientes:

OLIGONUCLEOTIDOS TECNICA EMPLEADA  GENOTIPADO
5’- TCTACAGTCCCCCTTGCCGT 3’
PCR-RFLP Pro-p>3
5’- CTGACCGTGCAAGTCACAGA 3’ Arg-p53

Tabla 11. Oligonucledtidos utilizados en la identificacion genotipica de los pacientes. Se indican
las secuencias de los cebadores empleados en la identificacion genotipica de los pacientes
mediante |a técnica de PCR-RFLP.
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Las condiciones experimentales utilizadas se representan en el Esquema 23.

95°C, 95°C
05:00 ,00:30

|}
72°C | 72°C
00:30'10:00
L}

& 35 ciclos —p

Esquema 23. Esquema de PCR para la identificacién genotipica del polimorfismo humano
Arg72Pro de Tp53. Se muestran las temperaturas y tiempos en las diferentes etapas, y el
numero de ciclos de amplificacion realizados durante la PCR.

La discriminacion alélica se llevd a cabo mediante RFLP, analizando el tamano de los
fragmentos generados tras la digestién del ADN con endonucleasas de restriccién. El
producto de la PCR fue digerido a 37°C con la enzima de restriccion BstUl (Bsh1236l,
Fermentas Life Sciences) que reconoce el sitio de corte generado en la secuencia por el

cambio de Citosina a Guanina.

15.3.2. Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos generados tras la digestion se separaron por electroforesis horizontal
en geles de agarosa al 3 % (Gibco BRL Life Technologies), para identificar los distintos
genotipos. La electroforesis se llevd a cabo en tampdén TAE/EDTA, utilizando como
marcador del peso molecular el ADN de un plasmido construido especialmente (pUC,
fago A y secuencia del genoma de levadura) previamente digerido con enzimas de
restriccion, lo que genera una mezcla de fragmentos de ADN de diferente tamafio (1,0
- 0,1 Kb, Biotools). Para monitorizar la migracion del ADN durante la electroforesis se
incluyeron dos colorantes en el tampdn de carga: xileno-cianol y azul de bromofenol.
Finalmente, los fragmentos de ADN amplificados se visualizaron en el gel de agarosa

utilizando Midori Green Advance (5 ug/mL), que emite fluorescencia al ser expuesto a
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la luz UV (254 nm). Los resultados obtenidos fueron visualizados mediante un

transiluminador Gel Doc XR y el software Quantity One (Imagen 5).

En todos los casos, la identificaciéon genotipica de los pacientes la realizé personal de

laboratorio que desconocia la situacion clinica de los pacientes.

Imagen 5. Genotipado de muestras humanas por
PCR-RFLP. Electroforesis en gel de agarosa de los
fragmentos amplificados de PCR. R/R: pacientes
homocigotos Arg/Arg; P/R: pacientes heterocigotos
Pro/Arg; P/P: pacientes homocigotos Pro/Pro.

R/R P/R R/R R/R P/P P/R R/R

16. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS
RESULTADOS

Todas las determinaciones se realizaron, al menos, por triplicado en cultivos de
neuronas corticales diferentes. Los valores se expresaron como medias * S.E.M. (error
estandar de la media) de, al menos, tres experimentos independientes. La
significatividad se determind mediante el test de la t de Student (para comparaciones

entre dos Unicos grupos de valores).

Para los experimentos desarrollados in vivo, se utilizaron 20 ratas macho Wistar, de las
cuales si hicieron exclusiones siguiendo los siguientes criterios: 1) No se observé una
caida de la perfusion cerebral (CP) tras la oclusién del filamento (sin isquemia), n=1; 2)
No se produjo una recuperacién del CP tras la retirada del filamento (sin reperfusion),
n=1; 3) No se observa infarto cerebral tras patrén isquemia-reperfusiéon, n=4; 4)
Muerte previa a las 24 horas de recuperaciéon, n=1. La composicion final de los grupos
experimentales tras las exclusiones: SHAM (n=2), IPC (n=2), SHAM+ tMCAQO (n=5) e
IPC+ tMCAO (n=4).
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En cuanto a los resultados clinicos se planted primero un analisis descriptivo mediante
porcentajes para las variables categoricas y medias (con desviacidn estandar) o
medianas (cuartiles) para las variables cuantitativas continuas dependiendo de si
seguian una distribucién normal o no, respectivamente. Se empled el test de
Kolmogorov- Smirnov para probar la normalidad de la distribucién. Se compararon las
diferencias de las variables en funcidn del prondstico a los 3 meses (utilizada como
variable de agrupacién) de pacientes que presentaban o no un AIT un mes previo al
infarto cerebral. Las proporciones se compararon usando la prueba del Chi cuadrado y
el test de Fisher. La prueba t de Student (datos normales) o U de Mann-Whitney (datos

no normales) se utilizaron para comparar variables cuantitativas entre grupos.

Puesto que el alelo Pro ejerce un efecto dominante sobre el Arg (Biros et al., 2002;
Bonafé et al., 2004), se realizé una dicotomizacion tratando los heterocigotos Arg/Pro
y los homocigotos Pro/Pro como una Unica categoria, que hemos denominado Pro, en

contraste con los homocigotos Arg/Arg, que denominamos Arg.

En todos los casos, un valor de p<0,05 se considerd estadisticamente significativo. Los
analisis estadisticos se realizaron con ayuda del software SPSS® Statistics 22.0 para

Macintosh (SPSS Ibérica, IBM Company, Madrid, Spain).
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1.EL NMDA-PC PROMUEVE LA TOLERANCIA
ISQUEMICA A TRAVES DE LA
DESESTABILIZACION DE P53

El cerebro es un érgano que precisa de un aporte continuo de oxigeno y glucosa para
poder generar la energia necesaria que le permita mantener el potencial sindptico
neuronal. Un fallo en el transporte de dichos componentes, como consecuencia de una
alteracién en el flujo sanguineo cerebral, puede provocar un dafio isquémico letal que

conducird a la muerte neuronal (Bolafios, 2016; Mergenthaler et al., 2004).

En este contexto, se ha observado como numerosos érganos del cuerpo tales como el
rifidn, el corazon o el propio cerebro presentan una tolerancia temporal frente a la
isquemia. Este fendmeno de resistencia transitoria frente al dafo se produce como
consecuencia de la activacidon de una serie de mecanismos adaptativos endégenos
inducidos tras la exposicion previa a un estimulo de baja intensidad o PC (Gidday,
2006; Takaaki Kirino, 2002; Stenzel-Poore, Stevens, King, & Simon, 2007; Y. Wang et
al., 2015). Por lo tanto, el desarrollo de un modelo de PC robusto constituird una
herramienta experimental efectiva para el estudio de los mecanismos implicados en
dicha neuroproteccién durante la tolerancia isquémica (Ulrich Dirnagl et al., 2009;

Stetler et al., 2008).
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Como se ha descrito previamente en la Introduccién, existe una gran variedad de
estimulos capaces de inducir Tl, entre los que se encuentra el empleo de agentes
farmacoldgicos como anestésicos, lipopolisacaridos, acido 3-nitropropiénico o NMDA.
Dentro de la gran complejidad de mecanismos moleculares inducidos tras la aplicacion
de diversos estimulos, existe un factor comun a gran parte de ellos: la activacién de los
NMDA-R (Grabb & Choi, 1999; Lai et al., 2014; Severino, Muller, Vandresen-Filho, &
Tasca, 2011).

Estos receptores son canales catidnicos permeables al Na*, K* y Ca?* que se encuentran
mediando numerosas funciones neuronales como la transmision sindptica excitatoria,
la plasticidad, la regeneracidon o la supervivencia entre otras (Castellano, Cestari, &
Ciamei, 2001; Cull-Candy, Brickley, & Farrant, 2001; McDonald, Silverstein, & Johnston,
1990). Para su activacién y apertura, precisan de la unidon de dos agonistas diferentes
de forma simultanea, glutamato y glicina (presentes durante la neurotransmisidn
sindptica), asi como la despolarizacion de la membrana celular (canales voltaje-
dependientes). Sin embargo, dichos receptores no siempre presentan funciones
fisioldgicas en el organismo. Su excesiva activacién, debido al incremento masivo de la
concentracion de glutamato durante un proceso excitotéxico como la isquemia,
conllevara un aumento masivo del calcio intracelular y la consiguiente activacion de la

apoptosis (Lai et al., 2014; Severino et al., 2011).

Asi, se ha descrito un papel dual en estos receptores, siendo participes no sélo de
procesos patoldgicos sino también de vias de supervivencia neuronal (Grabb & Choi,
1999; Hardingham & Bading, 2003, 2010; Soriano et al., 2006). La estimulacidn con una
dosis moderada de NMDA, derivado aminoacido agonista del NMDA-R, promueve la
tolerancia isquémica a través de la activacion de diversas vias de sefializacion, algunas
de las cuales aun se desconocen (Kato et al., 1992; Severino et al., 2011; Soriano et al.,

2006; Tao & Zhao, 1998).
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Uno de los objetivos clave del presente trabajo es estudiar los mecanismos
moleculares responsables de la TI. Para llevarlo a cabo, nos planteamos el disefio
experimental de un modelo de precondicionamiento capaz de inducir neuroproteccién
frente a la isquemia. En este sentido, utilizamos un modelo de tipo farmacoldgico,
descrito previamente en el Apartado 4 de Material y Métodos, basado en la
estimulacion de los NMDA-R del glutamato con una dosis subtéxica del agonista NMDA
(Esquema 24). La concentracion de NMDA 20 uM fue validada en trabajos previos de
investigacion (Jimenez-Blasco et al., 2015; Soriano et al., 2006) como dosis subtodxica
capaz de activar los NMDA-R de manera fisiolégica. Tras el PC, las neuronas se
sometieron a la isquemia experimental de 90 minutos (condicién NMDA-PC + OGD) y

posterior periodo de reoxigenacion.

2 HORAS 90 MINUTOS 4/24 HORAS
NORMOXIA (NX) CAMBIO DE MEDIO CAMBIO DE MEDIO CAMBIO DE MEDIO
NMDA-PC NMDA 20 M CAMBIO DE MEDIO CAMBIO DE MEDIO
OGD CAMBIO DE MEDIO OoGD CAMBIO DE MEDIO
NMDA-PC + OGD NMDA 20 M OGD CAMBIO DE MEDIO

Esquema 24. Modelo de PC farmacolégico con NMDA (NMDA-PC) en cultivo primario de neuronas
corticales in vitro.

Para comprobar si nuestro modelo de PC era capaz de inducir una neuroproteccion
frente a la isquemia, determinamos la apoptosis neuronal por citometria de flujo.
Como se muestra en la Figura 1, la OGD produjo un aumento de los niveles de

apoptosis neuronal de manera tiempo-dependiente, que se previno con el NMDA-PC.
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Figura 1. El modelo de precondicionamiento farmacoldgico con NMDA (NMDA-PC) previene la
muerte neuronal por apoptosis inducida tras la isquemia. Neuronas corticales de ratéon en cultivo
primario (9-10 DIV) se expusieron a un modelo validado in vitro de precondicionamiento
farmacoldgico con NMDA 20 uM durante 2 horas (NMDA-PC) previo a la isquemia experimental de
90 minutos (OGD). La apoptosis neuronal se determind mediante citometria de flujo,
considerandose células apoptoticas las Anexina V-APC*/7 AAD". (a) La OGD indujo la muerte neuronal
por apoptosis, que se previno por el NMDA-PC. (b) El registro de citometria de flujo muestra cémo el
NMDA-PC previno la apoptosis neuronal tras la isquemia. En la condicion NMDA-PC + OGD se
observa una disminucidn en el porcentaje de neuronas apoptdticas (rojo) respecto a la condicion de
OGD. Los datos son medias + S.E.M. (n =5 cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para
comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Para confirmar estos resultados, se determind la apoptosis neuronal, tras 4 horas de
reoxigenacion, a través del analisis de la actividad de la caspasa-3, proteasa efectora
de la via de apoptosis neuronal (EImore, 2007). De este modo, pudimos comprobar
como el NMDA-PC previno la activaciéon de la caspasa-3 inducida tras la isquemia

(Figura 2 y 3a), lo que corrobora los resultados anteriores.

Actividad Caspasa-3

" %* Figura 2. El NMDA-PC previene la activacion de la caspasa-3
inducida tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo
primario se expusieron al modelo in vitro de NMDA-PC. Tras 4
horas de reoxigenacion, se analizé la actividad de la caspasa-3
por fluorimetria. Se utilizaron como control de apoptosis las
neuronas tratadas con el inductor apoptético etopdsido (10
UM, 24 horas). Los datos son medias + S.E.M. (n = 5 cultivos
independientes) y se utilizé la t de Student para
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p _O “_\ — -
o Hh 00O N O @

$+ ,Q% comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05
QO versus OGD.
N
&
<

108



Finalmente, determinamos el nivel de degeneracién neuritica, que se produce como
consecuencia del dafio neuronal tras la isquemia, mediante el andlisis de la longitud de
las neuritas, asi como del area del marcador especifico de neuronas MAP-2
(Microtubule-Associated Protein 2). De este modo, observamos como el NMDA-PC
evitd la degeneracidn neuronal asociada a la isquemia (Figura 3a y 3b), confirmandose
el caracter neuroprotector del PC y validdndose como modelo in vitro capaz de inducir

tolerancia frente a la isquemia neuronal.
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Figura 3. El NMDA-PC previene la activacion de la caspasa-3, asi como la degeneracién dendritica
causada por la OGD. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron al modelo in vitro de
NMDA-PC y se detectd la activacidn de la caspasa-3 mediante microscopia de fluorescencia, a las 4
horas de reoxigenacion (a). Se utilizé MAP-2 (verde) como marcador neuronal y DAPI (azul) como
sonda nuclear. Barra de escala: 50 um. (b) La degeneracion neuritica se analizé a través de la
cuantificacion de la longitud de las neuritas y del area de marcaje de MAP-2. Los datos son medias *

S.E.M. de 60 neuronas por grupo (n = 3 cultivos independientes). * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05

Una vez establecido un modelo de NMDA-PC in vitro, capaz de inducir Tl, nos
decidimos a investigar los mecanismos moleculares neuroprotectores desencadenados
durante el PC. Entre las proteinas clave del proceso de apoptosis neuronal cabe
destacar p53, cuya funcién es esencial en el balance
neurodegeneracién/neurorreparacion tras la isquemia cerebral. Dicha proteina actua
como sensor de estrés celular, activandose y acumuldndose en situaciones de dafio
neuronal como la excitotoxicidad o isquemia cerebral (Broughton et al., 2009; Gomez-
Sanchez et al.,, 2011; Gudkov & Komarova, 2010; Hong et al., 2010; Morrison &
Kinoshita, 2000; Sakhi et al., 1994). De hecho, se ha descrito que la delecién o

inhibicion farmacolégica de p53 confiere resistencia frente al dafio isquémico
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(Crumrine et al.,, 1994; Tomasevic, Kamme, Stubberéd, Wieloch, & Wieloch, 1999).
Debido a la importancia de p53 en los procesos de apoptosis neuronal
desencadenados tras la isquemia, nos planteamos estudiar si esta proteina podia

encontrarse implicada en el control de las vias de neuroproteccién inducidas por el PC.

Primeramente, analizamos la expresion de la proteina p53 en las neuronas tras la
isquemia, a distintos tiempos de reoxigenacién. De acuerdo con resultados previos del
grupo (Gomez-Sanchez et al., 2011), observamos como la reoxigenacién tras la
isquemia promovio, de forma tiempo-dependiente, la estabilizacién y acumulacién de
p53 (Figura 4). El tiempo de reoxigenacion al cual observamos una mayor acumulacién
de la proteina, las 4 horas de reoxigenacion, sera el utilizado en todos nuestros

experimentos.

p53/GAPDH
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Figura 4. La reoxigenacion induce la estabilizaciéon y acumulacion de p53 de manera tiempo-
dependiente tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron al
modelo de isquemia experimental in vitro (OGD). Se analizaron los niveles de expresion de la
proteina p53 mediante transferencia tipo Western. La expresion de la GAPDH se utilizé como
control de carga. La cuantificacion se normalizo frente a la Nx. Los datos son medias + S.E.M.

(n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para comparaciones entre grupos. *
p < 0,05 versus Nx.

A continuacién, medimos la expresién de p53 en nuestro modelo de NMDA-PC. Como
se observa en la Figura 5y 7, el NMDA-PC previno la acumulacién de p53 inducida a las
4 horas de reoxigenacion tras la isquemia. Ademas, el NMDA-PC evit6 la estabilizacion
funcional de la proteina, lo que se correspondia con una disminucion de la expresion

de sus principales dianas moleculares p21 y PUMA (p53 upregulated modulator of
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apoptosis) (Figura 7). De hecho, el NMDA-PC previo a la isquemia impidié la
estabilizacién nuclear de p53, clave para el desarrollo de su actividad transcripcional y
la activacién de genes pro-apoptdticos responsables en conjunto del dafio neuronal

(Figura 5).

NORMOXIA
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Figura 5. EI| NMDA-PC promueve la desestabilizacion de p53 y evita su acumulacién en el nticleo
tras la OGD. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron al modelo validado in vitro de
NMDA-PC y se analizd, mediante microscopia de fluorescencia, la expresion de las proteinas p53
(rojo), Map-2 (verde) y el marcador nuclear DAPI (azul). Barra de escala: 10 um. Los datos son
medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes). * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Para corroborar si la bajada en la expresién de la proteina observada se correspondia
con una disminucion en la expresion del gen Tp53, analizamos los niveles de su RNA
mensajero mediante RT-PCR. Tras el anadlisis, no observamos cambios significativos en
la expresion del gen, de modo que la caida en los niveles de expresion de p53 podria

ser debida a mecanismos de regulacién postraduccionales (Figura 6).
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MRNA p53

Figura 6. Los niveles de mRNA de p53 permanecen
inalterados en neuronas expuestas al NMDA-PC previo a la
OGD. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron al
modelo in vitro de NMDA-PC y se analizé la expresion relativa
de p53 mediante RT-gPCR a las 4 horas de reoxigenacion. Se
empled Gapdh como control interno de expresiéon. Los
resultados se expresan normalizados respecto a la Nx. Los
datos son medias £ S.E.M. (n = 3 cultivos independientes).
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Se han descrito numerosas modificaciones postraduccionales en la proteina p53, como
son las acetilaciones, o-glicosilaciones o fosforilaciones (Kruse & Gu, 2008). En este
sentido, se ha demostrado que la fosforilacion de p53 promueve la estabilizacion de la
proteina y su acumulacién en la célula en situaciones de estrés como la isquemia
(Crumrine et al., 1994; Y Li et al.,, 1994). Este hecho se comprobdé en nuestros
experimentos, tras analizar los niveles de la forma fosforilada y activa de p53,
phospho-p53 (pp53; Serina 15) tras el dafio isquémico. Sin embargo, la activacion de la
proteina se previno en las neuronas precondicionadas previamente al dafio. Esto
confirma que el NMDA-PC evita la estabilizacién de p53 inducida a las 4 horas de
reoxigenacion tras la isquemia a través de mecanismos postraduccionales, tales como

la fosforilacién (Figura 7).

Todos estos resultados demuestran que el NMDA-PC previene la estabilizacion vy
acumulacién de p53 y, en consecuencia, su activacién promovida por la isquemia. Por
lo tanto, la proteina p53 podria estar participando en los mecanismos mediadores de

la tolerancia inducidos durante el precondicionamiento.
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Figura 7. El NMDA-PC promueve la desestabilizacion de p53 mediada por mecanismos
postraduccionales. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron al modelo in vitro de
NMDA-PC. Se analizaron los niveles de expresion de las proteinas p53, sus dianas moleculares p21y
PUMA, asi como de la forma fosforilada y activa de p53 (pp53, Ser 15), mediante transferencia tipo
Western. La expresion de la GAPDH se utilizé como control de carga. La cuantificacion se normalizé
frente a la Nx. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de
Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Para poder confirmar la implicacion de p53 en la TI, utilizamos una aproximacién
genética basada en el empleo de cultivos de neuronas corticales extraidas de ratones
silvestres (wild type; wt) y de ratones que tenian delecionado el gen p53 (knock-out
p53; ko). En primer lugar, comprobamos la delecién génica de p53 mediante un
analisis de expresion de la proteina por Western blot. Asi, verificamos que la OGD
indujo la estabilizacién de p53 en neuronas p53 wt, pero no en las neuronas p53 ko.
Ademas, dicha estabilizacion se previno tras el PC, como ya habiamos observado

previamente (Figuras 8 y 9).
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Figura 8. La OGD induce la estabilizacion de p53 en las neuronas wild type, pero no en las
neuronas knock-out de p53. Las neuronas corticales en cultivo primario se obtuvieron de ratones
p53 wt o p53 ko, y se expusieron a un modelo in vitro de NMDA-PC. Se analizé la expresion de la
proteina p53 en ambos genotipos mediante transferencia tipo Western blot. La expresion de la
GAPDH se utilizé como control de carga. La cuantificacion se normalizé frente a la Nx. Los datos
son medias * S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para comparaciones

entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.
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Figura 9. La OGD induce la estabilizacion de p53 en las neuronas wild-type, pero no en las
neuronas knock-out de p53. Neuronas corticales en cultivo primario procedentes de ratones
p53 wt o p53 ko se expusieron a un modelo validado in vitro de NMDA-PC. Las imagenes de
microscopia de fluorescencia muestran la expresion de la proteina p53 (rojo), MAP-2 (verde) y
el marcador nuclear DAPI (azul). Barra de escala: 15 um. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3
cultivos independientes). * p < 0,05 versus Nx.

Posteriormente, para corroborar si la proteina p53 se encontraba mediando la
neuroproteccién asociada al precondicionamiento, analizamos la apoptosis neuronal
mediante citometria de flujo. La ausencia de p53 previno la muerte neuronal por
apoptosis inducida a las 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia, promoviendo
neuroproteccién de una forma similar a la observada en las neuronas

precondicionadas (Figura 10).
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Figura 10. La delecion génica de p53 previene la apoptosis neuronal inducida a las 4 horas
de reoxigenacion tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo primario procedentes de
ratones p53 wt o p53 ko se expusieron a un modelo in vitro de NMDA-PC y se analizd la
apoptosis neuronal mediante citometria de flujo. Se consideraron apoptdticas las neuronas
Anexina V-APC'/7 AAD ". Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se
utilizé la t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05
versus OGD.

116



Finalmente, utilizamos una segunda aproximacion experimental en el analisis de la

apoptosis neuronal a través del estudio de la caspasa-3, proteina clave de la cascada

de sefializacion apoptdtica activada tras la isquemia. De acuerdo con los resultados

previos, la ausencia de p53 evité el aumento en la expresion de la caspasa-3 activa

(Figura 11ay 11b). Ademas, se observé una disminucion en la actividad de la caspasa-3

tras la isquemia, en las neuronas p53 ko, lo que previno la progresién de la cascada

apoptética neuronal (Figura 11c).
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Figura 11. La ausencia de p53 previene la activacion de la caspasa-3 y la subsiguiente
apoptosis neuronal inducida a las 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia. Neuronas
corticales en cultivo primario procedentes de ratones p53 wt o p53 ko se expusieron a un
modelo in vitro de NMDA-PC. (a) Analisis de la expresion de la caspasa-3 activa mediante
microscopia de fluorescencia (rojo), junto con la sonda nuclear DAPI (azul). Barra de escala: 20

m. (b) Analisis de la expresion de caspasa-3 activa mediante transferencia tipo Western blot.
Se utilizé la expresion de la GAPDH como control de carga. La cuantificacion se normalizé frente
a la Nx. (c) Determinacién de la actividad de la caspasa-3 mediante fluorimetria. Se utilizaron
como control de apoptosis las neuronas tratadas con el inductor apoptético etopdsido (10 UM,
24 horas). Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizo la t de
Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Todos estos resultados demuestran que el NMDA-PC induce neuroproteccion frente a
la isquemia mediante la desestabilizacién de la proteina p53. La disminucién de los
niveles de la forma activa de p53 previene la activacion de la via p53/PUMA/Caspasa-3

y promueve la supervivencia neuronal.
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2.LA ACTIVACION DE LA VIA MDM2-P53 ES LA
RESPONSABLE DE LA TOLERANCIA ISQUEMICA
NEURONAL ASOCIADA AL PC FRENTE A LA
ISQUEMIA

Los resultados hasta el momento nos han permitido identificar a la proteina p53 como
una diana clave en los mecanismos neuroprotectores inducidos tras el
precondicionamiento. La desestabilizacion de p53, principalmente en el nucleo
neuronal, previene su activacién como factor transcripcional. De este modo, se frena la
cascada de procesos pro-apoptdticos que se suceden tras la isquemia. Estos
precedentes nos llevan a pensar en el papel fundamental que podria tener la

regulacién negativa de p53 en los mecanismos neuroprotectores.

Entre los numerosos reguladores de p53 descritos hasta la fecha (Dornan et al., 2004;
L. Wang et al., 2011), cobra especial relevancia la E3 ubiquitina ligasa MDM2, principal
regulador de la proteina p53. En condiciones fisiolégicas, MDM2 se encarga de
mantener unos niveles bajos de p53 en la célula a través de su ubiquitinacion y
posterior degradacion en el proteosoma. Sin embargo, dicha regulacion es incapaz de
mantenerse en situaciones celulares comprometidas como la isquemia, provocando la
estabilizacién y acumulacién de p53, con el consecuente dafo celular. La importancia
de MDM2 en la regulacion de los niveles de p53 nos sugiere que esta proteina podria

desempeiiar una funciéon importante en la neuroproteccidn asociada al PC.

Con objeto de investigar la posible implicacion de MDM2 en la Tl, nos dispusimos a
analizar sus niveles de expresién a las 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia,

momento en que observabamos la estabilizacién de p53. Para ello, utilizamos
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neuronas corticales de ratén en cultivo primario expuestas al modelo de NMDA-PC
previamente establecido (Esquema 24) y analizamos la expresién proteica mediante
transferencia tipo Western blot. Como se observa en la Figura 12, el NMDA-PC
incrementd los niveles de expresion de la proteina MDM2, lo que condujo a la
desestabilizacidon de p53 tras la isquemia. Ese incremento de MDM2 promovido tras el
precondicionamiento se observé ademds mediante inmunofluorescencia (Figura 14),

confirmandose lo anterior.
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Figura 12. EIl NMDA-PC induce el aumento de los niveles de la proteina MDM2 a las 4 horas de
reoxigenacion tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron a un modelo
in vitro de NMDA-PC y se analizo la expresion de la proteina MDM2 y p53 mediante transferencia
tipo Western. La expresion de la GAPDH se utilizo6 como control de carga. La cuantificacion se
normalizd frente a la Nx. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la
t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Considerando la importancia de la localizacion subcelular de la proteina MDM2, clave
para la interaccién y regulacion de p53 (Freedman & Levine, 1998; O’Keefe, Li, &
Zhang, 2003; Roth, Dobbelstein, Freedman, Shenk, & Levine, 1998; Xirodimas, Saville,
Edling, Lane, & Lain, 2001), analizamos la expresién de la proteina en los dos
compartimentos celulares donde se ha descrito principalmente: nucleo y citosol. Para
ello, se realizé un fraccionamiento subcelular y se estudiaron los niveles de MDM2 en
los extractos citosdlicos y nucleares de neuronas expuestas al modelo de NMDA-PC
previo a la isquemia. Como se muestra en la Figura 13, el incremento de la proteina

MDM2 se produjo en ambos compartimentos celulares, nucleo y citosol, a las 4 horas
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de reoxigenacion tras la OGD. Este aumento de MDM2 promovia la desestabilizacién
de p53 en el nucleo, lo que evitaba la actividad transcripcional de p53, que se traducia
en una disminucién de los niveles de su diana molecular PUMA. Ademas, el
incremento en la expresion de MDM2 en ambos compartimentos remarca la
importancia de la dindmica nucleo/citosol de la proteina, pues su traslocacion al citosol
favorece la poli-ubiquitinaciéon y posterior degradacién de p53 en el proteosoma,

promoviendo la induccion de un fenotipo neuroprotector.
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Figura 13. El NMDA-PC promueve el aumento de los niveles de la proteina MDM2 con la
subsiguiente desestabilizacion nuclear y citosélica de p53. Neuronas corticales en cultivo primario
se expusieron a un modelo in vitro de NMDA-PC y se analizo la expresion de la proteina MDM2, p53
y PUMA mediante transferencia tipo Western. La expresion de GAPDH y Lamina B se utilizaron como
control de carga de la fraccion citosodlica y nuclear, respectivamente. La cuantificacion se normalizé
frente a la Nx. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de
Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.
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La localizacion subcelular de MDM2 se confirmé mediante inmunofluorescencia,
donde observamos como el NMDA-PC indujo un aumento en la proteina MDM2. En
estas condiciones, la proteina se concentra principalmente en la regién nuclear y
perinuclear de las neuronas en proceso de apoptosis. Este hecho favoreceria su
interaccion con p53 para su marcaje y posterior degradacion (Figura 14). La
disminucién de los niveles de caspasa-3 activa observada tras el PC confirma su papel

neuroprotector frente a la isquemia.
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Figura 14. El NMDA-PC induce el aumento de los niveles de la proteina MDM2, nucleares y
citosdlicos, a las 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo
primario se expusieron a un modelo in vitro de NMDA-PC y se analizd la expresion y
localizacién subcelular de la proteina MDM2 (verde), junto a la proteina de apoptosis caspasa-
3 activa (rojo) y la sonda nuclear DAPI (azul). Barra de escala: 20 um. Los datos son medias +
S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizd la t de Student para comparaciones entre
grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.
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Como se comentd previamente en la Introduccién, la proteina MDM2 interacciona con
p53 en condiciones fisioldgicas, lo permite la inhibicion de la actividad transcripcional
de esta ultima vy facilita su degradacion por el proteosoma (Haupt, Maya, Kazaz, &
Oren, 1997; Moll & Petrenko, 2003; Momand, Zambetti, Olson, George, & Levine,
1992; Oliner et al., 1993). Sin embargo, determinadas situaciones de estrés celular
provocan la alteracién morfofuncional de ambas proteinas, evitando su interaccién y
provocando la acumulacién de p53. Por lo tanto, dicha interaccion es fundamental
para el control de la estabilidad de p53 y el mantenimiento de la supervivencia celular

(Manfredi, 2010; Nag et al., 2013).

En vista de la importancia de la conexidn entre ambas proteinas en el control del dafio
celular y teniendo en cuenta el aumento de la proteina MDM2 observado tras el
NMDA-PC, nos decidimos a investigar si el precondicionamiento podia estar afectando

a la unién MDM2-p53.

Para ello, se tomaron microfotografias donde se observaba el aumento en los niveles
de MDM2 y la mayor interaccion entre ambas proteinas, lo que evitaba la acumulacién
de p53 a las 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia. Esta interaccidn se hacia mas
notable tras el PC, tanto en las neuronas pro- apoptéticas como en aquellas que
mantienen aun su viabilidad celular. Aunque la OGD también indujo un aumento de la
proteina MDM2 y su interaccion con p53, esta no fue suficiente para promover su
desestabilizacion (Figura 15a). Este hecho podria deberse a que los niveles de p53,
durante la isquemia, sobrepasan la capacidad regulatoria de la proteina MDM2. De
esta manera, el aumento promovido por p53 no es suficiente para recuperar la
estabilidad celular, como se observa al analizar las abundancias relativas de cada

proteina (p53/MDM?2 y viceversa) (Figura 15b).

Para confirmar la interaccién de p53 y MDM2, se realizaron experimentos de co-

inmunoprecipitacion que nos permitieron analizar la posible interaccion de ambas
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proteinas en nuestras condiciones experimentales. En este sentido, realizamos dos
ensayos de co-inmunoprecipitacion, uno con p53 y otro con MDM2, llevando como
control una muestra sin inmunoprecipitar que denominamos INPUT. Como se observa
en la Figura 15b, el NMDA-PC produjo un aumento en la interaccion MDM2-p53, lo

que se tradujo en una disminucidn en los niveles de p53 tras la isquemia.
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Figura 15. El NMDA-PC promueve la interaccion MDM2-p53 y la desestabilizacion de p53 inducida
tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron a un modelo in vitro de
NMDA-PC y se analizd la expresion y co-localizacion de las proteinas MDM2 y p53 por
inmunofluorescencia (a), mediante el marcaje de p53 (rojo), MDM2 (verde) y la sonda nuclear DAPI
(azul). Las puntas de flecha blancas indican las zonas de interaccion MDM2-p53. Barra de escala: 20
pum. (b) Se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitacién donde se inmunoprecipitaron MDM?2
0 p53, respectivamente, en cada una de las condiciones. Se analizaron los niveles de expresion de
ambas proteinas mediante transferencia tipo Western. Como INPUT se utilizé una fraccidon del
extracto celular. La expresion de la GAPDH se empled como control de carga. La cuantificacion se
normalizo frente a la Nx. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la

t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

A la vista de estos resultados, podemos confirmar que la activacién subtdxica de los
receptores NMDA, utilizada como PC, promueve el aumento de la proteina MDM2 vy
favorece su interaccién con p53. Dicha interaccidn provoca la desestabilizacién nuclear
y citosdlica de p53, lo que previene la muerte neuronal por apoptosis mediada por p53

tras la isquemia.
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Para confirmar la funcién de la interaccion MDM2-p53 en la neuroproteccién asociada
al precondicionamiento, utilizamos una aproximacidon farmacoldgica basada en el
bloqueo de Ila uniéon entre ambas proteinas mediante un potente inhibidor
denominado Nutlin-3a. Este farmaco actua sobre la regién de la proteina MDM2 que

interacciona directamente con p53, evitando asi su unién (Lyubomir T. Vassilev, 2004).

En primer lugar, realizamos un estudio dosis-respuesta con la finalidad de determinar
la concentracién necesaria para lograr la inhibicién de la interaccion MDM2-p53. Para
ello, las neuronas se incubaron en presencia de la nutlin-3a, en un rango de
concentraciones entre 0,1-10 uM, durante distintos periodos de tiempo. La toxicidad
neuronal se determiné mediante el analisis de la apoptosis neuronal por citometria de
flujo. Como se observa en la Figura 16, las neuronas tratadas con nutlin-3a mostraron
un incremento de la apoptosis, de manera dosis-tiempo dependiente, respecto a las

neuronas sin tratamiento (control).
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Figura 16. El inhibidor de la interaccién entre MDM2 y p53, nutlin-3a, induce la apoptosis
neuronal de manera dosis-tiempo dependiente. Neuronas corticales en cultivo primario se
incubaron en presencia de nutlin-3a a distintas concentraciones, durante determinados
periodos de tiempo. Se analizd la apoptosis neuronal mediante citometria de flujo,
considerandose células apoptodticas las Anexina V-APC'/7 AAD'. Los datos son medias = S.E.M.
(n = 3 cultivos independientes). * p < 0,05 versus control (neuronas sin tratamiento).
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Entre las concentraciones que no inducian un aumento de la apoptosis, decidimos
escoger la de 2 uM, y comprobamos si era eficaz en la inhibicidon de la interaccién
entre MDM2 y p53. Tal y como muestra la Figura 174, el tratamiento de las neuronas
con la dosis de 2 uM durante 2 horas fue suficiente para inducir un aumento en las
proteinas MDM2 y p53, asi como sus dianas transcripcionales p21 y PUMA. Sin
embargo, dicha estabilizacion de p53 inducida tras el tratamiento no causé la

activacion de la caspasa-3, tal y como observamos en las Figura 17b.
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Figura 17. El tratamiento con nutlin-3a 2 uM durante 2 horas aumenta los niveles de MDM2 y p53
sin producir toxicidad. Neuronas corticales en cultivo primario se incubaron en condiciones de
Normoxia (control) en presencia de nutlin-3a 2 uM durante 2 horas y se analizé la expresion de las
proteinas MDM2 y p53, asi como sus dianas transcripcionales p21 y PUMA, mediante transferencia
tipo Western (a). La expresion de GAPDH se empled como control de carga. La cuantificacidn se
normalizd frente a la Nx. (b) La apoptosis neuronal se determiné mediante el analisis de la actividad
de la caspasa-3 por fluorimetria. Se utilizaron como control de apoptosis las neuronas tratadas con
el inductor apoptotico etopdsido (10 uM, 24 horas). Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos
independientes) y se utilizd |a t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; #
p < 0,05 versus OGD.
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Una vez seleccionada la dosis de nutlin3a que inhibia la interaccion MDM2-p53 sin
causar toxicidad, la utilizamos en cultivos neuronales expuestos a las cuatro
condiciones experimentales previamente descritas (Nx, NMDA-PC, OGD y NMDA-
PC+0OGD). Como se observa en las Figuras 18a y 19, la inhibicion farmacolégica de la
union MDM2-p53 evitd la desestabilizacion de la proteina p53 inducida durante el PC,
revocando su efecto neuroprotector. La pérdida de neuroproteccién se corrobord
mediante el andlisis de la apoptosis neuronal (Figura 18b) y de caspasa-3 activa (Figura
18c), mediante citometria y fluorimetria, respectivamente. Asi, observamos que la
disminuciéon del complejo MDM2-p53 evitd la supervivencia neuronal asociada al PC a

las 4 horas de reoxigenacién después de la isquemia (Figuras 18b y 18c).
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Figura 18. La inhibicion especifica del complejo MDM2-p53, utilizando nutlin-3a, evita la
neuroproteccion asociada al PC tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo primario se
expusieron a un modelo in vitro de NMDA-PC en presencia (+) o ausencia (-) de 2 uM del inhibidor
nutlin-3a. Se analizd la expresidon de p53, asi como de su regulador MDM2, mediante transferencia
tipo Western blot. La expresion de GAPDH se emple6 como control de carga. La cuantificacion se
normalizé frente a la Nx. (b) Los niveles de apoptosis neuronal se determinaron mediante
citometria de flujo, considerandose células apoptéticas las Anexina V-APC*/7 AAD". (c) El anélisis de
la actividad de caspasa-3 se realizd por fluorimetria. Se utilizaron como control de apoptosis las
neuronas tratadas con el inductor apoptético etopdsido (10 uM, 24 horas). Los datos son medias +
S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para comparaciones entre grupos.
* p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.
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Figura 19. La inhibicién del complejo MDM2-p53 previene la desestabilizacion de p53 asociada al
PC tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron a un modelo in vitro de
NMDA-PC en presencia (+) o ausencia (-) de 2 uM del inhibidor nutlin-3a durante las 2 horas de
NMDA-PC. Se analizé la expresion de p53 (rojo), asi como de su regulador MDMZ2 (verde), mediante
microscopia de fluorescencia. Se empleé DAPI como sonda nuclear (azul). Barra de escala: 20 pum.
Los datos son medias * S.E.M. (n = 3 cultivos independientes). * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus
OGD.
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Previamente, describimos como el NMDA-PC no sélo previene la induccién de
apoptosis neuronal, sino que ademads evita la degeneracion de las neuritas tras la
isquemia. En este sentido, nuevamente comprobamos como la preservacion de la
integridad neuronal tras la isquemia mediada por el NMDA-PC se previno
completamente tras el tratamiento con la nutlin-3a, confirmando de nuevo la funcién

esencial de la interaccion MDM2-p53 en la neuroproteccién (Figura 20).
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Figura 20. La inhibicion especifica del complejo MDM2-p53, utilizando nutlin-3a, evita la
neuroproteccion asociada al PC. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron a un
modelo validado in vitro de NMDA-PC en presencia (+) o ausencia (-) del inhibidor nutlin-3a 2 uM
durante las 2 horas de NMDA-PC. Se analizé la integridad neuronal mediante el marcaje de MAP-2
(verde) y la sonda nuclear DAPI (azul). Barra de escala: 10 um. La degeneracion de las neuritas se
determind a través de la cuantificacion de la longitud de las neuritas y del drea de marcaje de Map-
2. Los datos son medias *+ S.E.M. de 60 neuronas por grupo (n = 3 cultivos independientes). * p <
0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Finalmente, quisimos verificar si la apoptosis neuronal inducida tras la ruptura de la
interaccion MDM2-p53 estaba mediada por p53. Para ello, realizamos el mismo
tratamiento con nutlin-3a en cultivos de neuronas corticales obtenidas de ratones
deficientes de p53, expuestos a las condiciones experimentales del modelo de PC. Tras
determinar los niveles de apoptosis neuronal, pudimos observar como la inhibicion del
complejo MDM2-p53 evité la neuroproteccion inducida tras el NMDA-PC en las
neuronas wt, respecto a las neuronas p53 ko, lo que reafirma a p53 como una pieza

clave en los mecanismos neuroprotectores inducidos durante el PC (Figura 21).

Apoptosis
Op53 wt
Wp53 ko Figura 21. La inhibicién de la interaccion MDM2-p53 durante el PC
- 237 w induce un aumento de la apoptosis solo en las neuronas wt de p53,
§ 20. : * pero no en las neuronas ko de p53. Neuronas corticales en cultivo
o) primario procedentes de ratones p53 wt o p53 ko se expusieron a un
:E 154 " # modelo in vitro de NMDA-PC en presencia (+) o ausencia (-) del
_F inhibidor nutlin-3a 2 uM durante las 2 horas de NMDA-PC. Se
% 10+ determind la apoptosis neuronal por citometria de flujo,
% 5 considerdndose las células apoptdticas las Anexina V-APC*/7 AAD'.
S Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se
< 0 utilizé la t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05
00 O versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.
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En resumen, todos estos resultados demuestran que el modelo de NMDA-PC in vitro
confiere neuroproteccion frente a la isquemia mediante el incremento de los niveles
de expresion de la proteina MDM2. Ademas, el NMDA-PC promueve la interaccion de
MDM2 con p53 e induce su desestabilizacidn a nivel nuclear y citosélico, previniendo la
apoptosis neuronal a las 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia. Todo esto revela el
papel fundamental de la via MDM2-p53 en los mecanismos neuroprotectores
asociados al PC, lo que convierte a la proteina MDM2 en una diana molecular clave en

la tolerancia isquémica (Esquema 25).
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Esquema 25. La via MDM2-p53 desempeiia un papel clave en la neuroproteccion asociada al
precondicionamiento frente a la isquemia. La estimulacién subtéxica de los NMDA-R in vitro induce
un aumento de la proteina MDMZ2, favoreciendo su interaccion con p53 y promoviendo su
desestabilizacién y posterior degradacion por el proteosoma. Todo esto previene la activacién de la

via p53/PUMA/caspasa-3 y evita la apoptosis neuronal inducida a las 4 horas de reoxigenacion tras
la isquemia.
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3.EL PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO
ACTIVA LA VIA DE SUPERVIVENCIA PI3K/AKT
PROMOVIENDO LA TOLERANCIA ISQUEMICA
NEURONAL

Uno de los objetivos principales de la presente Memoria se centra en la busqueda de
los mecanismos moleculares involucrados en la tolerancia isquémica tras el
precondicionamiento. En este sentido, hemos descrito el papel principal de la via
MDM2-p53 en la neuroproteccion asociada al PC. Sin embargo, la interaccion MDM2-
p53 no se encuentra aislada del resto de mecanismos moleculares celulares, sino que
estd inmersa en una compleja red que incluye entre otras la proteina kinasa Akt, cuya
participacién en vias de supervivencia celular se encuentra ampliamente resefiada
(Datta, Brunet, & Greenberg, 1999; Franke, Hornik, Segev, Shostak, & Sugimoto, 2003;
Gottlieb et al., 2002).

La importancia de la via de sefializacién PI3K/Akt se ha estudiado principalmente en
cancer (Martini, De Santis, Braccini, Gulluni, & Hirsch, 2014; Whitman, Kaplan,
Schaffhausen, Cantley, & Roberts, 1985) aunque recientemente se ha estudiado su
implicacion en los mecanismos neuroprotectores desencadenados tras el ictus. De
hecho, se ha descrito su asociacién con los mecanismos moleculares inducidos durante
la tolerancia isquémica (Constantino et al., 2018; Lai et al., 2014), lo que la convierte
en una posible diana en la neuroproteccién frente a la isquemia (Gao et al., 2008; H.
Zhao et al., 2005). Con estos antecedentes, nos propusimos el estudio de la via de
supervivencia PI3K/Akt en nuestro modelo de PC con objeto de dilucidar su funciéon en

la tolerancia isquémica.
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Para desarrollar nuestro objetivo utilizamos, en este caso, un modelo mas fisiolégico
de IPC. Este modelo, validado in vitro, consistia en la incubacidén de neuronas corticales
de ratén en cultivo primario en ausencia de glucosa y oxigeno (OGD) durante 20
minutos previo al dafio letal. Este periodo de tiempo de IPC, validado en trabajos
previos de investigacién (Grabb & Choi, 1999), se encontraba por debajo del umbral de
dano. Tras el IPC, las neuronas se sometieron a la isquemia experimental de 90
minutos (condicion IPC + OGD). La mayor estabilizacion de p53 se observé a las 4 horas
de reoxigenacion, tal y como habiamos comprobado previamente en el modelo de

NMDA-PC (Figura 24).

Para determinar si el modelo de IPC era capaz de inducir Tl, se analizaron los niveles de
muerte celular por apoptosis mediante el empleo de dos técnicas diferentes, la
citometria de flujo y la fluorimetria. Primero, analizamos la apoptosis neuronal
mediante citometria de flujo. Como observamos en la Figura 22, el IPC previno el
incremento de los niveles de apoptosis a las 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia,

lo que demuestra el papel neuroprotector del IPC.
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Figura 22. El precondicionamiento isquémico (IPC) previene la
muerte neuronal por apoptosis inducida tras la isquemia.
Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron a un modelo
in vitro de IPC durante 20 minutos previo a la OGD y se determind
la apoptosis neuronal por citometria de flujo, a las 4 horas de
reoxigenacion tras la isquemia. Se consideraron células apoptdticas
las Anexina V-APC*/7 AAD'. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3
cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para
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comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus
OGD.
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En segundo lugar, la efectividad del modelo de IPC se confirmd mediante el andlisis de
la actividad de la caspasa-3, como marcador de apoptosis, mediante fluorimetria y
transferencia Western blot. Asi, corroboramos como la activacion de la caspasa-3
inducida tras la isquemia se prevenia en las neuronas precondicionadas (Figura 23ay
23b). Estos resultados validan el modelo de IPC in vitro desarrollado, lo que permite su

utilidad como herramienta experimental en el estudio de la tolerancia isquémica.
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Figura 23. El precondicionamiento isquémico (IPC) evita la activacion de la caspasa-3 y posterior
muerte por apoptosis inducida tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo primario se
expusieron a un modelo in vitro de IPC durante 20 minutos previo a la isquemia y se determiné la
apoptosis neuronal mediante el analisis de la actividad de la caspasa-3. (a) Determinacién de la
actividad de la caspasa-3 por fluorimetria, a las 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia. Se
utilizaron como control de apoptosis las neuronas tratadas con el inductor apoptdtico etopdsido (10
MM, 24 horas). (b) Analisis de la expresidn de caspasa-3 activa mediante transferencia tipo Western.
La expresion de GAPDH se empled como control de carga. La cuantificacion se normalizo frente a la
Nx. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizo la t de Student para
comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.
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Una vez validado el modelo de IPC in vitro, nuestro siguiente objetivo fue estudiar las
vias de sefializacion responsables de la neuroproteccidn inducida tras el PC. El modelo
de NMDA-PC in vitro previamente empleado permitiéo identificar la via
neuroprotectora MDM2-p53 en la tolerancia isquémica. En este sentido, nos
preguntamos si el IPC podria tener un efecto neuroprotector frente a la isquemia
mediado por la activacion de esta via. Para ello, analizamos los niveles de expresién de
p53. Como observamos en la Figura 24, la estabilizacién de p53 inducida tras la
isquemia se previno en las neuronas precondicionadas, lo que implicaba a p53 en los
mecanismos neuroprotectores asociados al IPC. Ademas, la inhibicidon de los NMDA-R
con el antagonista MK-801, durante el PC, evitaba el efecto neuroprotector, lo que
demostraba la implicacién de los receptores NMDA en la mediacién de la Tl asociada al

IPC (Figura 24).
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Figura 24. La tolerancia isquémica asociada al IPC se encuentra mediada por la activacion de los
receptores NMDA. Neuronas corticales en cultivo primario se incubaron, o no, en presencia del
antagonista MK-801 (10 puM) durante el periodo de exposicion al modelo in vitro de IPC de 20
minutos previo a la isquemia y se analizd la expresion de la proteina p53 mediante transferencia tipo
Western. La expresion de GAPDH se empled como control de carga. La cuantificacion se normalizé
frente a la Nx. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de
Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

La participacién de la proteina p53 en la tolerancia inducida tras el IPC se corroboré
mediante una segunda aproximacion experimental. Para ello, utilizamos de nuevo
neuronas corticales procedentes de embriones que tenian delecionado el gen p53.
Como se muestra en la Figura 25, la ausencia de la proteina p53 previno la muerte

neuronal por apoptosis inducida tras la isquemia en las neuronas ko de p53, pero no
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en las wt. Por lo tanto, la proteina p53 se encontraba mediando la neuroproteccién

asociada al IPC.
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Figura 25. La ausencia de p53 previene la apoptosis
neuronal inducida a las 4 horas de reoxigenacion tras la
isquemia. Neuronas corticales en cultivo primario
procedentes de ratones p53 wt o p53 ko se expusieron a
un modelo in vitro de IPC y se determind la apoptosis
neuronal mediante citometria de flujo. Se consideraron
apoptoticas las neuronas Anexina V-APC'/7 AAD . Los
datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y
se utilizé la t de Student para comparaciones entre grupos.
* p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD

Asi mismo, analizamos la expresién del principal regulador de p53, la proteina MDM?2,

en nuestras condiciones de estudio. Nuestros resultados mostraron un incremento en

los niveles de MDM2 en las neuronas sometidas al IPC previo a la isquemia, lo que

conllevaba la desestabilizacion de p53, principalmente en su forma fosforilada y activa

phospho-p53 (pp53; Serina 15) (Figura 26). Por lo tanto, podemos confirmar que el IPC

induce la activaciéon de la via MDM2-p53, lo que evita la fosforilacién y posterior

estabilizacidn de p53 y previene la apoptosis neuronal inducidas tras la isquemia.
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Figura 26. El IPC fomenta la activacion de la via neuroprotectora MDM2-p53 y previene la
fosforilacion y estabilizacion de p53 a las 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia. Neuronas
corticales en cultivo primario se expusieron a un modelo in vitro de IPC durante 20 minutos previo a la
isquemia y se analizo la expresion de la proteina p53, la forma activa phospho-p53 (pp53; Serina 15) y
MDM?2 mediante transferencia tipo Western. La expresion de GAPDH se empled como control de
carga. La cuantificacion se normalizé frente a la Nx. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos

independientes) y se utilizd la t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p

< 0,05 versus OGD.

139



Una vez confirmada la implicaciéon de la via MDM2-p53 en la Tl asociada al IPC, nos
dispusimos a estudiar la funcion de la proteina Akt en dichos procesos
neuroprotectores. Se sabe que la proteina kinasa Akt precisa de la fosforilacién de dos
residuos principales, Serina (Ser 473) y Treonina (Thr 308), para su activacién (Franke
et al.,, 2003; Vara et al.,, 2004). Una vez activa, modulard la funcién, mediante
fosforilaciéon, de numerosos sustratos moleculares entre los que se encuentra la
proteina MDM2 (Gottlieb et al., 2002). Dada la importancia de ésta ultima en las vias
de neuroproteccién asociadas al PC, nos propusimos ahondar en los mecanismos
reguladores que podian estar controlando su funcién, centrdndonos en la proteina

kinasa Akt.

En primer lugar, nos preguntamos si el IPC inducia la activacién de la proteina Akt. Para
ello, analizamos los niveles de expresién de la forma activa de Akt, phospho-Akt (pAkt;
Serina 473), durante distintos tiempos de isquemia entre los que se encontraba el
tiempo seleccionado para nuestro modelo de IPC. Asi, la isquemia de 20 minutos
indujo un aumento en la expresion de pAkt, que dejamos de observar a tiempos mas
prolongados. Esto nos sugeria que la isquemia de 20 minutos, utilizada como estimulo

subletal, es capaz de inducir la via de supervivencia PI3K/Akt (Figura 27).
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Figura 27. La isquemia induce la fosforilacion temprana de Akt de manera tiempo-dependiente.
Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron a distintos tiempos de 0, 20, 60 y 120 minutos
de isquemia experimental (OGD). Se analizo la expresidon de la forma activa de Akt, phospho-Akt
(pAkt; Serina 473) mediante transferencia tipo Western. Se realizo el ratio pAkt/Akt para conocer el
grado de fosforilaciéon de la proteina. La cuantificacién se normalizé frente a la Nx. Los datos son
medias * S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para comparaciones entre
grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Sin embargo, analizando la expresién de la forma fosforilada y activa de Akt (p-Akt) a
lo largo del tiempo, se observd un descenso de los niveles de la proteina activa durante
las 2 horas tras el IPC. Estos niveles se recuperaron de nuevo a las 4 horas, momento
en que observabamos el aumento de expresién de MDM2, y volvian a caer en el
tiempo. Esto parece indicar una dindamica oscilatoria de activacién de la proteina Akt,
posiblemente en relacion con la compleja red molecular en la que participa,
reguldndose transcripcionalmente por diversos factores como PI3K o PTEN, como se

describe en la Introduccion.

Aun asi, la activacién temprana de Akt durante el IPC era suficiente para promover la
fosforilacién de MDM2 en Serina 166, uno de los residuos fosforilables de MDM?2 por
Akt (Feng et al., 2004; L. D. Mayo & Donner, 2001; Milne et al., 2004). Por lo tanto,
esto sugiere que la activacién temprana y transitoria de Akt inducida por el IPC es
suficiente para promover la fosforilacion y estabilizacién en el tiempo de MDM2

(Figura 28).
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Figura 28. El IPC induce la fosforilacion temprana de Akt y promueve la fosforilacién y estabilizacion
de MDM2. Neuronas corticales en cultivo primario se expusieron a un modelo in vitro de IPC durante
20 minutos previo a la isquemia y se analizo la expresion de la proteina pAkt (Serina 473) a las 4 y 24
horas de reoxigenacion (b). En determinados casos, se recogiéo muestra a distintos tiempos tras el IPC
y se analizé la expresidn de las proteinas pAkt y pMDM2 (Serina 166) mediante transferencia tipo
Western (a). La expresién de GAPDH se empled como control de carga. Ademas, se realizé el ratio
pAkt/Akt para conocer el grado de fosforilacion proteica. La cuantificacion se normalizo frente a la Nx.
Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizd la t de Student para
comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

La fosforilacién de MDM?2 es necesaria para su traslocacién al nucleo celular, donde
favorece la degradacion de p53, evitando su estabilizacion y previniendo la muerte por
apoptosis (Gottlieb et al., 2002; L. D. Mayo & Donner, 2001; Singh et al., 2016; B. P.
Zhou et al., 2001). De hecho, tras analizar la localizacién subcelular de MDM?2
mediante inmunocitoquimica, pudimos comprobar que la proteina MDM2 se localizé

principalmente en el nucleo de las células precondicionadas. Ademas, los resultados
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indicaban que MDM2 co-localizaba con la forma activa de Akt (pAkt) (Figura 29a). Esto
mismo se corroboré mediante el fraccionamiento celular del nicleo y citosol, donde se
observé un aumento de las proteinas MDM2 y pAkt mayoritariamente en el nucleo

(Figura 29b).
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Figura 29. El IPC induce la fosforilacion de Akt y su traslocacidon nuclear junto a MDM2. Neuronas
corticales en cultivo primario se expusieron a un modelo in vitro de IPC previo a la isquemia y se
analizo la expresién de la proteina pAkt (Serina 473; rojo) y MDM2 (verde) mediante microscopia de
fluorescencia, utilizando DAPI (azul) como sonda nuclear (a). Barra de escala: 20 um. La deteccion de
pAkt y MDM2 también se llevé a cabo por transferencia tipo Western (b), utilizando las fracciones
nuclear y citosdlica. La expresion de Lamina B y GAPDH se emple6 como control de carga del nucleo y
citosol, respectivamente. La cuantificacion se normalizo frente a la Nx. Los datos son medias + S.E.M.
(n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05
versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Para confirmar que el IPC promovia la interaccién de pAkt con MDM2 a nivel nuclear,
favoreciendo su fosforilacion y activaciéon, realizamos un ensayo de co-
inmunoprecipitacion de MDM2 y analizamos la expresién de ambas proteinas por
transferencia tipo Western. Como observamos en la Figura 30, el IPC indujo un
incremento sustancial en la interaccion de ambas proteinas a nivel nuclear, lo que

fomento la fosforilaciéon de MDM2 y la desestabilizacidon de p53 tras la isquemia.
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Figura 30. El IPC promueve la interaccion de Akt y MDM2 a nivel nuclear. Neuronas corticales en
cultivo primario se expusieron a un modelo in vitro de IPC previo a la isquemia. Tras 4 horas de
reoxigenacién, se analizé la interaccion entre pAkt y MDM2 mediante co-inmunoprecipitacion,
donde se inmunoprecipitd la proteina MDM2 y se determinaron los niveles de expresién de pAkt
mediante transferencia tipo Western. Una fraccion del extracto celular se utiliz6 como INPUT. La
expresion de Lamina B se utilizé como control de carga. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos
independientes) y se utilizé la t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx.

Por tanto, nuestros resultados hasta ahora demuestran que el IPC induce la activacion

temprana de la proteina Akt y promueve su interaccion con MDM2 vy traslocacion

nuclear, lo que podria ser clave en la neuroproteccién asociada al IPC.
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Con objeto de comprobar la funcién de la via PI3K/Akt en el desarrollo de la tolerancia
isquémica asociada al IPC, se llevaron a cabo dos aproximaciones experimentales. Por
un lado, inhibimos la activacién de la proteina Akt mediante la utilizacion del inhibidor
irreversible y especifico de la PI3K, Wortmanina (Maria Delgado-Esteban et al., 2007).
Asi, las neuronas se incubaron durante 30 minutos en presencia de 100 nM del
inhibidor, previo a la induccién del modelo de IPC, y se analizé la expresion de la forma
activa pAkt y MDM2 por transferencia tipo Western. Como se observa en la Figura 31a,
la inhibicién farmacolégica de PI3K con wortmanina evitd la fosforilacién de Akt y la
fosforilacion de MDM2 mediada por el IPC, lo que provocé la pérdida de la
neuroproteccién. Este hecho se confirmé mediante el analisis de la apoptosis neuronal
por citometria de flujo, donde observamos que el tratamiento con wortmanina evité la

prevencion de la apoptosis neuronal asociada al IPC (Figura 31b).
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Figura 31. Durante el IPC, la inhibicion de la via PI3K evitd la activacion de Akt y la fosforilacion
de MDM2, con el subsiguiente aumento de la muerte por apoptosis inducida tras la isquemia.
Neuronas corticales en cultivo primario se incubaron en presencia, o no, del inhibidor wortmanina
(100nmol/L) durante 30 minutos previos a la induccion del modelo in vitro de IPC. (a) La expresidn
de las proteinas pAkt y pMDM2 se analizd6 mediante transferencia tipo Western. Se realizo el ratio
pAkt/Akt para conocer el grado de fosforilacion de la proteina. La cuantificacion se normalizo
frente a la Nx. (b) La muerte neuronal por apoptosis se determind por citometria de flujo. Se
consideraron apoptadticas las neuronas Anexina V-APC*/7 AAD™. Los datos son medias + S.E.M. (n =
3 cultivos independientes) y se utilizd la t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05
versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.
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Por otro lado, se llevé a cabo una segunda aproximacién basada en la reduccién, de
forma especifica, de la expresion de Akt (isoforma Aktl mayoritariamente) en las
neuronas mediante el silenciamiento con siRNA. La eficiencia del siRNA se comprobé
mediante transferencia tipo Western, donde observamos que la incubacién de las
neuronas con el siRNA durante 72 horas previas a la inducciéon del IPC produjo una
reduccién de aproximadamente el 50% en los niveles de Akt, asi como de su forma
activa pAkt (Figura 32). Este modelo nos permitié confirmar los resultados previos
obtenidos con la inhibicién farmacolégica de PI3K. Asi, el silenciamiento de Akt
produjo una disminucién en los niveles fosforilados de MDM2, sin afectar a los niveles

de proteina (Figura 33).
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Figura 32. Analisis del silenciamiento de Akt en neuronas corticales de ratéon. Neuronas corticales
en cultivo primario se incubaron en presencia de RNA de interferencia frente a Akt (siAkt) durante 1,
2 y 3 dias. La eficiencia del silenciamiento de Akt se comprobd mediante el andlisis de la proteina
Akt, y su forma activa pAkt, mediante transferencia tipo Western. La expresion de GAPDH se empled
como control de carga. Los datos son medias = S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t
de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus siControl.
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Figura 33. Durante el IPC, el silenciamiento de la proteina Akt evita la fosforilacion de MDM2, con
el subsiguiente aumento de la muerte por apoptosis inducida tras la isquemia. Neuronas corticales
en cultivo primario se incubaron en presencia de RNA de interferencia frente a Akt (siAkt) durante
72 horas previas a la induccion del modelo in vitro de IPC. La expresion de las proteinas pAkt, MDM?2
y pPMDM?2 se analizé mediante transferencia tipo Western. La expresién de GAPDH se empleé como
control de carga. La cuantificacidn se normalizé frente a la Nx. Los datos son medias + S.E.M. (n =3
cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05
versus Nx; # p < 0,05 versus siControl.
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Del mismo modo, el silenciamiento de Akt no previno la muerte por apoptosis en las
neuronas precondicionadas, lo que condujo a la pérdida de la neuroproteccién

asociada al IPC (Figura 34).

Estos resultados demuestran la implicacion de la via PI3K/Akt en la tolerancia
isquémica inducida tras el precondicionamiento, cuya activacién es imprescindible
para el desarrollo de la neuroprotecciéon frente a la isquemia. Ademads, coinciden con
trabajos previos que describen el papel principal de esta via en la neuroproteccion
frente a la excitotoxicidad (Maria Delgado-Esteban et al., 2007) o el dafio isquémico

(Hillion et al., 2006; Shibata et al., 2002).
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Figura 34. El silenciamiento de Akt no previene la

* muerte por apoptosis inducida tras la isquemia en
neuronas precondicionadas. Neuronas corticales en

cultivo primario se incubaron en presencia de siAkt

durante 72 horas previas a la exposicion al modelo in

8 1 # vitro de IPC. La muerte neuronal por apoptosis se
determind por citometria de flujo. Se consideraron
4 apoptoticas las neuronas Anexina V-APC*/7 AAD . Los
datos son medias + S.EM. (n = 3 cultivos
0- $+ \Qo (‘90 OO independientes) y se utilizd la t de Student para

o O

comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus siControl
X

O o Nx, # p < 0,05 versus OGD.
3

124

AnnexinV*/7AAD" (%)

Teniendo en cuenta los resultados previos, donde describimos que la activacién de Akt
promueve la traslocacion de MDM2 al nucleo, quisimos confirmar si la via PI3K
mediaba la neuroproteccién a través del control del complejo MDM2-p53. Para ello,
inhibimos farmacolégicamente la via PI3K y realizamos el silenciamiento génico la
expresion de Akt. Tras esto, analizamos la expresidn de las proteinas MDM2 y p53 por
inmunofluorescencia. Como se observa en la Figura 35a, la inhibiciéon de la via PI3K
previno la traslocacion nuclear de MDM2 que se inducia tras el IPC, promoviendo su
acumulacién citosdlica a las 4 horas de reoxigenacién tras la isquemia. Ademas, la
presencia de wortmanina o siAkt condujo a la estabilizacion de p53 en el nucleo, en
neuronas precondicionadas, en comparacién con aquellas neuronas en ausencia del

inhibidor y tras la isquemia (Figura 35b).
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Figura 35. La via inhibicién de la via PI3K/Akt y el silenciamiento génico de Akt evitan la
neuroproteccion mediada por IPC, frente a la isquemia, a través de la via MDMZ2-p53. Neuronas
corticales en cultivo primario se incubaron en presencia del siAkt durante 72 horas previas a la
exposicién al modelo in vitro de IPC. Por otro lado, neuronas corticales en cultivo primario se
incubaron en presencia o no del inhibidor wortmanina (100nmol/L) durante 30 minutos previos a la
induccion del modelo in vitro de IPC. La expresion de las proteinas pAkt (rojo), MDM2 (verde) y p53
(verde) se analizé por inmunofluorescencia, utilizandose DAPI (azul) como sonda nuclear. Barra de
escala: 25 um. Los datos son medias £ S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de
Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx, # p < 0,05 versus OGD.

A la vista de estos resultados, podemos afirmar que la via PI3K/Akt induce
neuroproteccion frente a la isquemia mediante el control del complejo MDM2-p53. La
activacion temprana de Akt tras el IPC promueve la estabilizacién y activacién de
MDM2 y su traslocacién al nucleo, lo que permite la desestabilizacién y degradacién de

la proteina p53 y previene la apoptosis neuronal inducida tras la isquemia.
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Finalmente, quisimos confirmar los resultados anteriores y demostrar la importancia
de la traslocacion nuclear de MDM2 mediada por la via PI3K durante el PC. Para ello,
expresamos de manera ectdpica la proteina MDM2 en las neuronas y las expusimos a
las condiciones experimentales de estudio (Nx, IPC, OGD e IPC+OGD), en presencia o
no del inhibidor wortmanina. Para llevar a cabo esta aproximacién, utilizamos un
pldsmido comercial que expresaba la variante humana de MDM2 fusionada a la
proteina amarilla fluorescente (YFP), lo que nos permitié detectar su localizacién
subcelular. Como control de la transfeccién utilizamos un plasmido “vacio” que sélo
expresaba YFP. En primer lugar, comprobamos la expresion de la proteina MDM2 en
células HEK-293T que fueron transfectadas con el plasmido p-Mdm2-YFP o el plasmido
vacio p-YFP como control durante 24 horas previas al experimento, mediante

transferencia tipo Western (Figura 36).
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Figura 36. Analisis de la expresion ectopica de MDM2 humano en células HEK-293T. Células de la
linea HEK293T se transfectaron con el vector de sobreexpresion de MDM2 (p-Mdm2-YFP) o el vector
vacio como control (p-YFP) durante 24 horas. La expresion de la proteina MDM2 y GFP se analizé por
transferencia tipo Western. La expresion de GAPDH se empleé como control de carga.
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A continuacion, analizamos la localizacién subcelular de MDM2 mediante microscopia
de fluorescencia. Para ello, las neuronas corticales en cultivo primario se transfectaron
con el vector p-Mdm2-YFP durante 24 horas previas a la realizacién del modelo de IPC
in vitro y se incubaron en presencia, o no, del inhibidor de la via PI3K/Akt. Como
observamos en la Figura 37a, la proteina MDM2 se localizé principalmente en el
nucleo de las neuronas precondicionadas a las 4 horas de reoxigenacién tras la
isguemia. Ademas, como comprobamos previamente en la Figura 29, y como se
aprecia en la Figura 37b, MDM2 co-localizé con la proteina pAkt inducida tras el IPC.
Sin embargo, la inhibicién de la via PI3K/Akt, con wortmanina, evité la activacion de

Akt y, en consecuencia, la traslocacidon nuclear de MDM?2 durante el IPC.
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Figura 37. La inhibicién de la via PI3K/Akt previene la traslocacién nuclear de MDM2. Neuronas
corticales en cultivo primario se transfectaron con los plasmidos que expresan YFP-MDM?2 (p-Mdm?2-
YFP) o YFP (p-YFP) durante 24 horas previas a su exposicion al modelo in vitro de IPC. En algunos
casos, las neuronas se incubaron en presencia de wortmanina (100nmol/L) durante 30 minutos
previos a la induccién del modelo de IPC. (a) La expresion de las proteinas YFP-MDM2 (verde) y
MAP-2 (rojo) se analizé por inmunofluorescencia, empledandose DAPI (azul) como sonda nuclear.
Barra de escala: 6 um. (b) La expresion de MDM2 y pAkt, asi como su interaccién, se comprobd
mediante inmunofluorescencia, empleando DAPI (azul) como marcador nuclear. Barra de escala: 10
um. Se analizd, en los nucleos celulares, el porcentaje de maxima intensidad. Los datos son medias +
S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizd la t de Student para comparaciones entre grupos. *
p < 0,05 versus Normoxia, # p < 0,05 versus p-Mdm2-YFP Control.

Estos resultados, en conjunto, confirman el papel fundamental de Akt en la Tl, cuya
activacidon temprana tras el IPC promueve la traslocacidon de la proteina MDM?2 al
nucleo. Este cambio de localizacién es imprescindible para su interaccién con el factor
pro-apoptotico p53, favoreciendo su degradacién y fomentando la supervivencia

neuronal tras la isquemia (Esquema 26).
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Esquema 26. La via Akt-MDM2-p53 desempeiia un papel fundamental en la neuroproteccion
asociada al precondicionamiento frente a la isquemia. El PC induce la fosforilacion temprana de
Akt, cuya activacién promueve la fosforilacion de MDM2 y su posterior translocacion al nucleo
celular. De este modo, se fomenta la formacion del complejo MDM2/p53, clave para la
desestabilizaciéon y degradacién de p53. Todo esto previene la activacién de la via pro-apoptoética
p53/PUMA/caspasa-3 y favorece la supervivencia neuronal a las 4 horas de reoxigenacion tras la
isquemia.
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4.EL PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO IN
VIVO INDUCE EL AUMENTO DE LOS NIVELES
DE LA PROTEINA MDM2 Y LA
DESESTABILIZACION DE P53, ATENUANDO EL
CRECIMIENTO DEL VOLUMEN DE INFARTO
CEREBRAL TRAS LA ISQUEMIA

Hasta el momento, en la presente memoria, hemos descrito la relevancia de la via Akt-
MDM?2-p53 en la neuroproteccién asociada al PC mediante el desarrollo de un modelo
in vitro, en neuronas corticales de raton en cultivo primario. Asi, hemos podido inducir
Tl y estudiar los mecanismos moleculares involucrados en ella. Sin embargo, la
importancia de esta via implica su trascendencia mas alld de la descripcién in vitro. Por

ello quisimos comprobar la relevancia in vivo de los resultados obtenidos.

En colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Juan B. Salom del Hospital
Universitario de la Fe de Valencia, desarrollamos un modelo de IPC validado in vivo
basado en la cirugia de oclusién transitoria de la arteria cerebral media (tMCAO) en
rata, que se ha descrito como modelo de isquemia cerebral focal in vivo (Koizumi et al.,

1986; Longa et al., 1989; Masada et al., 2001).

Para realizar una isquemia leve capaz de inducir neuroproteccién sin llegar a causar
dafio cerebral (IPC), se realizé la cirugia de tMCAO durante un periodo corto de tiempo
de 10 minutos previo a la isquemia cerebral de 60 minutos, tal y como se describe en
el Apartado 4 de Material y Métodos. Las condiciones experimentales del modelo in

vivo fueron las mismas de nuestro modelo in vitro, pero adecuadas a los procesos
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quirargicos a desarrollar, detalladas en la Figura 38. Tras 24 horas de recuperacién
post-isquemia (reperfusidn), se analizé la severidad del dano y la funcionalidad del
modelo de IPC. Para ello, se extrajeron los cerebros y se realizaron secciones coronales
de 2 mm de espesor que se tifieron con TTC con el fin de determinar el volumen de
infarto cerebral (Bederson et al., 1986). Como se muestra en la Figura 38, el IPC logré
atenuar el crecimiento del infarto cerebral asociado a la isquemia, tanto en la corteza
cerebral como el estriado, dos de las principales areas cerebrales afectadas tras la

isquemia.
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Figura 38. El precondicionamiento isquémico in vivo atenua el aumento de tamano del infarto
cerebral inducido tras la isquemia. El modelo de IPC se desarroll6 en rata y consistid en la oclusion
transitoria de la arteria cerebral media durante 10 minutos previo a la cirugia de tMCAO de 60
minutos. En paralelo, ratas SHAM se sometieron al mismo procedimiento quirdrgico salvo la cirugia
de tMCAO. El volumen de infarto se midié mediante la tincion con TTC, que permite observar el area
dafiada (blanco) frente al cerebro sano (rojo). Los datos son medias + S.E.M. (SHAM: n = 2; IPC: n = 2;
SHAM + tMCAO: n = 5; IPC + tMCAO: n = 4) y se utilizé la t de Student para comparaciones entre
grupos. * p < 0,05 versus SHAM; # p < 0,05 versus SHAM + tMCAO.
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Con objeto de investigar la relevancia in vivo de la via neuroprotectora Akt-MDM2-p53
previamente descrita en el modelo experimental de PC in vitro, se analizé la expresién
de ambas proteinas en las condiciones experimentales del modelo fisioldgico de IPC.
Con este fin, se tomd una seccion del cerebro del animal y se separaron ambos
hemisferios, contralateral (hemisferio sano) e ipsilateral (hemisferio dafiado). La
corteza y estriado de cada hemisferio se diseccionaron y procesaron, y se determiné la

expresion proteica mediante transferencia tipo Western blot.

Como se muestra en la Figura 39, el IPC in vivo indujo un incremento en los niveles de
la forma activa pAkt, asi como pMDM2. Este aumento de la actividad de MDM2
condujo a la desestabilizacion de p53 en la corteza ipsilateral, lo que previno el
aumento del dafio cerebral a las 24 horas de reperfusion tras la isquemia. Asi, pudimos
corroborar los resultados previos obtenidos in vitro, lo que demuestra la relevancia de
la via de senalizacion Akt-MDM?2-p53 en los mecanismos neuroprotectores inducidos

tras el precondicionamiento.
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Figura 39. El precondicionamiento isquémico in vivo induce la fosforilacion temprana de Akt, lo
que conduce a la activacion de MDM2 y promueve la desestabilizacion de p53 a las 24 horas de
reperfusion tras la isquemia. El modelo de IPC se desarrollé en rata y consistio en la oclusién
transitoria de la arteria cerebral media durante 10 minutos previo a la cirugia de tMCAO de 60
minutos. Paralelamente, animales SHAM se sometieron al mismo procedimiento quirurgico salvo la
cirugia de tMCAO. Se analizé la expresion proteica de las proteinas pAkt, pMDM2, MDM2 y p53
mediante transferencia tipo Western. La expresion de GAPDH se empled como control de carga. Los
datos son medias + S.E.M. (n = 5 Western blot independientes) y se utilizé la t de Student para
comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus SHAM; # p < 0,05 versus SHAM + tMCAOQ.
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5. El POLIMORFISMO HUMANO TP53 ARG72PRO
MODULA LA NEUROPROTECCION ASOCIADA
AL PRECONDICIONAMIENTO EN RESPUESTA A
LA ISQUEMIA. RELEVANCIA EN EL AIT

Como hemos descrito previamente, p53 es un factor de transcripcion con un papel
clave en el balance entre el dafio y la supervivencia neuronal tras la isquemia. De
hecho, nuestros resultados demuestran su implicacidon en las vias neuroprotectoras
inducidas por el PC, lo que convierte a p53 en una diana molecular clave en el estudio

de los mecanismos moleculares asociados a la TI.

El gen que codifica p53 contiene un sitio polimdrfico (SNP), especifico de humanos,
situado en el codén 72 del exén 4 (Arg72Pro p53) que regula la actividad pro-
apoptotica de la proteina. De hecho, resultados previos del grupo han demostrado que
este polimorfismo modula la susceptibilidad de las neuronas a la isquemia y condiciona
la reparacién cerebral y, con ello, el prondstico funcional de pacientes de ictus

isquémico y hemorragico (Gomez-Sanchez et al., 2011; Rodriguez et al., 2017).

En vista de la relevancia de p53 en la neuroproteccion asociada al PC y teniendo en
cuenta la influencia del polimorfismo Arg72Pro en la susceptibilidad neuronal a la

isquemia, decidimos estudiar la posible funcién de este SNP en la Tl neuronal.

Previamente, nuestro grupo identificé como la variante polimérfica Arginina (Arg72-

p53) interacciona directamente con la proteina anti-apoptdtica mitocondrial Bcl-xL,
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incrementando la vulnerabilidad a la apoptosis tras la isquemia (Gomez-Sanchez et al.,
2011). En vista de la distinta susceptibilidad a la muerte neuronal por apoptosis que
confiere el polimorfismo de p53, quisimos analizar su posible implicacién en la

neuroproteccién inducida por el PC.

Para ello, se realizaron cultivos primarios de neuronas corticales procedentes de
ratones knock-in “humanizados” que expresaban las variantes polimérficas Arg72-p53
o Prolina (Pro72-p53), y se expusieron al modelo validado in vitro de NMDA-PC. Como
se observa en la Figura 40a, la isquemia indujo una estabilizacién y activacién de la
proteina p53, confirmada por el aumento de expresion de su diana transcripcional
PUMA, tanto en las neuronas Pro72-p53 como en las Arg72-p53. Esto indicaba que
ambos genotipos presentaban la misma sensibilidad frente a la isquemia. Sin embargo,
el NMDA-PC previno la estabilizacion de p53 en neuronas Pro72-p53, pero no en
aquellas con la variante Arg72-p53. Aunque el aumento de los niveles de MDM2
promovido por el precondicionamiento se produjo en ambos genotipos, pudimos
observar que solo las neuronas Pro72-p53 mostraban una desestabilizacion de p53
mediada por mecanismos moleculares dependientes de MDM2. Una posible
explicacion a esto podria hacer referencia a la localizacidn subcelular de ambas
variantes polimdrficas, de modo que la traslocacidn mitocondrial de Arg-p53 podria
evitar su interaccién con la proteina MDM2 y prevenir la neuroproteccién inducida por

el IPC.

Como habiamos observado previamente, la disminucién de los niveles de p53 tras el
PC se debié a mecanismos postraduccionales, lo que confirmamos al verificar que el

mRNA de p53 permanecia inalterado (Figura 40b).
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Figura 40. El NMDA-PC promueve la desestabilizacion de p53 en neuronas con la variante Pro72-
p53. Neuronas corticales en cultivo primario procedentes de ratones knock-in “humanizados” para
las variantes Pro72-p53 y Arg72-p53 se expusieron a un modelo in vitro de NMDA-PC y se analizd la
expresion de p53, MDM2 y PUMA mediante transferencia tipo Western blot (a). La expresion de
GAPDH se empled como control de carga. La cuantificacion se normalizé frente a la Nx. (b) La
expresion relativa de p53 se analizé mediante RT-qPCR a las 4 horas de reoxigenacion. Se empled
Gapdh como control interno de expresion. Los resultados se expresan normalizados respecto a la
Normoxia (Nx). Los datos son medias + S.E.M. (n = 4 cultivos independientes) y se utilizé la t de
Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Estos resultados demuestran que el polimorfismo humano Arg72Pro de Tp53 modula
la desestabilizacién de p53 mediada por el PC frente a la isquemia. Esto podria indicar
una distinta susceptibilidad de las neuronas que expresan cada una de las variantes

polimdrficas de p53 en respuesta al IPC.
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Para desempeiiar su papel como factor de transcripcion, p53 debe de traslocarse al
nucleo, donde ejerce su actividad transcripcional mediando la induccién de genes
diana como p21 o PUMA. Por ello, el paso siguiente fue estudiar si el NMDA-PC estaba
afectando a la localizacién subcelular de p53 en los distintos genotipos. Para ello, se
realizd un fraccionamiento subcelular y se estudio la expresion de la proteina p53 en

los distintos compartimentos celulares: citosol, nlcleo y mitocondria.

Mientras que la traslocacién nuclear de p53 tuvo lugar en ambas variantes genotipicas
tras la isquemia, el NMDA-PC previno la estabilizacién de p53, a nivel citosdlico y
nuclear, Unicamente en aquellas neuronas que presentaban la variante humanizada
Pro72-p53. En el caso de las neuronas Arg72-p53, el NMDA-PC no logré evitar la
acumulacién de p53 a nivel mitocondrial inducida por la isquemia (Gomez-Sanchez et
al., 2011), lo que explicaria su mayor susceptibilidad a la muerte neuronal (Figura 41a).
Estos resultados se corroboraron mediante inmunocitoquimica, utilizando un
marcador mitocondrial (COX 1V), lo que confirmé que el NMDA-PC era incapaz de
promover la desestabilizacion de p53 a nivel mitocondrial en las neuronas con

genotipo Arginina (Figura 41b).
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Figura 41. El NMDA-PC no previene la estabilizacion mitocondrial de p53 en neuronas Arg72-
p53 inducida tras la isquemia. Neuronas corticales en cultivo primario procedentes de ratones
knock-in “humanizados” para las variantes Pro72-p53 y Arg72-p53 se expusieron a un modelo in
vitro de NMDA-PC y se analizo la expresion de p53 en ncleo, citosol y mitocondria mediante
transferencia tipo Western blot (a). La expresion de las proteinas GAPDH, Lamina B y HSP60
(Heat shock protein 60) se emplearon como control de carga del citosol, nicleo y mitocondria,
respectivamente. La cuantificacion se normalizé frente a la Nx. (b) La localizacién subcelular de
p53 se corroboré mediante inmunofluorescencia, detectando la proteina p53 (rojo), el
marcador mitocondrial COX IV (verde) y la sonda nuclear DAPI (azul). Barra de escala: 20 pm.
Los datos son medias + S.E.M. (n = 4 cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para

comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Por lo tanto, corroboramos que la variante Arg72-p53 no sélo se acumula en nucleo y
citosol, sino que lo hace a nivel mitocondrial, lo que promueve la activacién de la via
de apoptosis intrinseca o mitocondrial (Gomez-Sanchez et al., 2011). Basandonos en
resultados previos de nuestro grupo que han destacado la importancia de la funcién
mitocondrial en la supervivencia neuronal (A Almeida & Bolafios, 2001; Veas-Pérez de
Tudela, Delgado-Esteban, et al., 2015), decidimos analizar el efecto del PC sobre el
potencial de membrana mitocondrial. Como muestra la Figura 42, las neuronas
precondicionadas que expresaban la variante polimorfica Pro72-p53 mantuvieron un

potencial de membrana mitocondrial intacto tras la isquemia en contraste con aquellas
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neuronas Arg72-p53, donde el fallo mitocondrial fue notable. Estos resultados se
correspondian con los descritos previamente en el grupo, lo que confirmaba la mayor
susceptibilidad de las neuronas Arg72-p53 a la disfuncidn mitocondrial asociada a p53,

incapaz de prevenirse tras el NMDA-PC.
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Figura 42. EIl NMDA-PC previene la disminucion en el potencial de membrana
mitocondrial inducido tras la isquemia en neuronas que expresan la variante
polimérfica Pro72-p53, pero no en neuronas Arg72-p53. Neuronas corticales en cultivo
primario procedentes de ratones knock-in “humanizados” para las variantes Pro72-p53 y
Arg72-p53 se expusieron a un modelo in vitro de NMDA-PC previo a la isquemia. Se
analizd el potencial de membrana mitocondrial mediante citometria de flujo, utilizando la
sonda DilCy(5). La normalizacidn se realizé frente a la condicién de Normoxia (Nx). Los
datos son medias + S.E.M. (n = 4 cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para
comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

A la vista de los resultados anteriores, donde demostramos la influencia del

polimorfismo humano Arg72Pro de Tp53 en la modulacién de la estabilizacion de p53,
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quisimos comprobar la relevancia del polimorfismo en la neuroproteccién asociada al

precondicionamiento.

Con este fin, se analizaron los niveles de apoptosis tras la isquemia en neuronas
pertenecientes a ambos genotipos y previamente precondicionadas. Los resultados
obtenidos mediante citometria de flujo mostraron un aumento de los niveles de
apoptosis neuronal en ambos genotipos tras la OGD, de manera tiempo-dependiente.
Este incremento en los niveles de muerte por apoptosis solo se previno en aquellas
neuronas con la variante polimdrfica Pro72-p53 (Figura 43). Asi, se confirma el papel
neuroprotector del NMDA-PC en las neuronas que presentan el genotipo Pro72-p53,

pero no en aquellas Arg72-p53.
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Figura 43. El NMDA-PC previene la apoptosis inducida tras la isquemia en neuronas Pro72-p53,
pero no en neuronas Arg72-p53. Neuronas corticales en cultivo primario procedentes de
ratones knock-in “humanizados” para las variantes Pro72-p53 y Arg72-p53 se expusieron a un
modelo in vitro de NMDA-PC y se determind la apoptosis neuronal por citometria de flujo. Se
consideraron células apoptdticas las Anexina V-APC'/7 AAD". Los datos son medias + S.E.M. (n =
3 cultivos independientes) y se utilizé la t de Student para comparaciones entre grupos. * p <
0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Para corroborar los resultados, se realizé una segunda aproximacion basada en el
analisis de la actividad de la caspasa-3. Como se observa en la Figura 44a y 44b, el
NMDA-PC fue incapaz de prevenir la activacién de la caspasa-3 en las neuronas Arg72-

p53 en comparacidon con las neuronas Pro72-p53. Esto confirmd la efectividad del
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NMDA-PC en el control de la via de muerte neuronal p53/PUMA/caspasa-3 en
neuronas Pro72-p53, sin éxito en las neuronas Arg72-p53. Por lo tanto, se demuestra
nuevamente la diferente susceptibilidad de las neuronas que expresan las diferentes

variantes polimdrficas de p53 en respuesta a la isquemia.
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Figura 44. El NMDA-PC evita la activacion de la caspasa-3 inducida tras la isquemia en neuronas
Pro72-p53, pero no en neuronas Arg72-p53. Neuronas corticales en cultivo primario procedentes de
ratones knock-in “humanizados” para las variantes Pro72-p53 y Arg72-p53 se expusieron a un
modelo in vitro de NMDA-PC y se analizd la actividad de la caspasa-3 por fluorimetria (a). Se
utilizaron como control de apoptosis las neuronas tratadas con el inductor apoptético etopdsido (10
UM, 24 horas). (b) La expresidon de la caspasa-3 (rojo) se detecté mediante inmunocitoquimica,
utilizando MAP-2 (verde) como marcador neuronal y DAPI (azul) como sonda nuclear. Barra de
escala: 25 um. Los datos son medias + S.E.M. (n = 3 cultivos independientes) y se utilizé la t de
Student para comparaciones entre grupos. * p < 0,05 versus Nx; # p < 0,05 versus OGD.

Todos estos resultados demuestran la relevancia del polimorfismo humano Arg72Pro
de Tp53 en la modulacién de la neuroproteccién asociada al NMDA-PC mediante un
mecanismo que implica la desestabilizacién de p53 a nivel nuclear y la prevencién de la
apoptosis neuronal. Ademas, las diferencias en la localizaciéon subcelular de p53 en
ambos genotipos son las responsables, en parte, de la distinta susceptibilidad de las

variantes polimorficas a la neuroproteccion inducida por el NMDA-PC.
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La investigacion basica en el campo de la Tl nos permite profundizar en los
mecanismos moleculares responsables de la neuroproteccién. Sin embargo, el IPC no
s6lo abarca el campo de la investigacidon, sino que también es transferible a la clinica.
De hecho, se ha descrito que pacientes que sufren un AIT, correlato clinico del PC,
previo a un ictus presentan un mejor prondstico funcional que aquellos que no lo
sufren (Keep, Wang, Xiang, Hua, & Xi, 2010; Stetler et al., 2014; W.-W. Wang et al.,
2017). Por lo tanto, la translacion a la clinica de estos mecanismos es fundamental

para el desarrollo de terapias frente al dafio isquémico cerebral.

Resultados previos de nuestro laboratorio han confirmado la importancia del
polimorfismo humano Arg72Pro de Tp53 en el ictus, modulando la susceptibilidad de
las neuronas a la isquemia. Estos resultados se han confirmado en el ambito clinico,
donde la presencia de una variante alélica u otra condiciona la reparacion cerebral,
convirtiendo al polimorfismo Arg72Pro en un marcador genético predictor del
prondstico funcional de los pacientes con ictus isquémico y hemorrdgico (Gomez-

Sanchez et al., 2011; Rodriguez et al., 2017).

En relacidn a lo anterior, nosotros hemos descrito la relevancia del polimorfismo
humano Arg72Pro de Tp53 en la Tl, modulando la distinta susceptibilidad que
presentan las neuronas a la neuroproteccion inducida por el PC in vitro. Este hecho
podria tener repercusiones a nivel clinico y quizas explicaria las distintas respuestas de
los pacientes que sufren un AIT (W.-W. Wang et al., 2017). Por ello, nuestro objetivo
final fue analizar la relevancia clinica de nuestros resultados mediante el estudio de la
posible asociacion entre el polimorfismo humano Arg72Pro de Tp53 y el prondstico
funcional de una cohorte de pacientes que han sufrido un AIT previo al ictus

isquémico.
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5.4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO GENERAL DE LA COHORTE DE
PACIENTES QUE PRESENTAN O NO UN AIT PREVIO AL
ICTUS ISQUEMICO

Se utilizé para el estudio una cohorte hospitalaria de 85 pacientes, distribuidos entre
aquellos que presentaban un AIT en un mes previo al ictus isquémico (N = 25) y los que
no presentaban un AIT (N = 60). Las edades de los pacientes de la cohorte estudiada
fueron 71,20 + 13,1 (AIT) y 72,64 + 13,1 (No AIT) afos, expresadas como media *

desviacion estandar.

La distribucidn por sexos, asi como los factores de riesgo, factores etioldgicos,
afectacién neuroldgica y estado funcional de los pacientes se recoge en la Tabla 12. El
grado de afectacion neuroldgica al ingreso se cuantific6 mediante la escala NIHSS
(National Institute of Health Stroke Scale) (Wityk et al., 1994) y la etiologia de los
infartos se asigné de acuerdo a las categorias de la clasificacién TOAST (Adams et al.,

1993).

La distribucidn de las distintas variantes polimérficas de Arg72Pro Tp53 se muestra en
Tabla 13. Como se ha descrito previamente, el alelo Pro ejerce un efecto dominante
sobre el alelo Arg (Gomez-Sanchez et al.,, 2011). Por este motivo, se agruparon los
genotipos Arg/Pro y Pro/Pro en un Unico grupo que se denomind Prolina (Pro). El
segundo grupo, denominado Arginina (Arg) incluyd los individuos homocigotos

Arg/Arg.
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AIT (N = 25) No AIT (N = 60)

Género
Varones, n (%) 14 (56) 33 (55)
Mujeres, n (%) 11 (44) 27 (45)

Factores de Riesgo

Hipertension, n (%) 16 (64) 40 (66.6)
Diabetes, n (%) 8(32) 17 (28.3)
Tabaquismo, n (%) 7 (28) 8(13.3)
Hiperlipidemia, n (%) 12 (48) 23 (38.3)
Fibrilacion auricular, n (%) 4 (16) 14 (23.3)

NIHSS al ingreso

Ictus leve, n (%) 12 (48) 21 (35)
Ictus moderado, n (%) 11 (44) 26 (43)

Ictus grave, n (%) 0 12 (20)

Ictus muy grave, n (%) 2(8) 1(1.6)

TOAST

Cardioembodlicos, n (%) 7 (28) 17 (28)

Aterotrombdticos, n (%) 5(20) 13 (21.6)
Lacunares, n (%) 2(8) 7(11,6)
Indeterminados, n (%) 4 (16) 26 (43.3)
Otros, n (%) 2 (8) 2(3.3)

Tabla 12. Caracteristicas demograficas y clinicas de la cohorte de pacientes. Los pacientes
ingresaron en la Unidad de Neurologia del Hospital Universitario de Valladolid, el Hospital
Universitario de Salamanca y el Hospital Universitario Arnau de Vilanova de Lleida. Se seleccionaron
pacientes que sufrieron un AIT previo al ictus (AIT) y pacientes que no lo sufrieron (No AIT). Los
datos se muestran como porcentajes (n, %).

Tp53 Arg72Pro AIT (N = 25) No AIT (N = 60)
Arg (Arg/Arg), n (%) 12 (48) 33 (55)
Pro (Arg/Proy Pro/Pro), n (%) 13 (52) 27 (45)

Tabla 13. Distribucidon del polimorfismo Arg72Pro de Tp53.
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5.4.2. EL POLIMORFISMO HUMANO ARG72PRO DE TP53
CONDICIONA EL PRONOSTICO FUNCIONAL DE
PACIENTES QUE HAN SUFRIDO UN AIT UN MES PREVIO
AL ICTUS ISQUEMICO

Para determinar el efecto del AIT en el prondstico funcional tras el ictus, realizamos el
analisis de la situacion funcional de los pacientes que presentaban un AIT en el mes
previo al ictus isquémico. La cuantificacidn del estado funcional a los 3 meses se realizé
mediante la escala de Rankin modificada (Rankin-m, Tabla 10 de Material y Métodos)
(Banks & Marotta, 2007). Esto nos permitié confirmar que los pacientes que sufrian un
AIT previo al ictus presentaban mejor prondstico funcional a los 3 meses del dafio

cerebral que aquellos pacientes sin AIT previo (Figura 45).

Figura 45. El AIT previo al ictus determina el
estado funcional de los pacientes a los 3 meses
tras un ictus isquémico. El estado funcional de los
pacientes se cuantifico0 mediante la escala de
Rankin modificada. Los pacientes con AIT en el mes
previo al ictus presentan mejor situacidn funcional
a los 3 meses tras el ictus isquémico que aquellos
qgue no sufren un AIT. Los valores se expresan como
medianas [rango intercuartilico]. Test de Fisher, *p
< 0.0001 versus No AIT.
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Este hecho demostraba la efectividad del PC (AIT clinico) en la reduccion del dafio
cerebral tras la isquemia, convirtiéndolo en una herramienta terapéutica prometedora
en el desarrollo de la neuroproteccion frente al ictus (Aboa-Eboule et al., 2011;

Moncayo et al., 2000; Wegener et al., 2004; W. Zhao et al., 2018).

En linea con los resultados obtenidos in vitro, y con objeto de estudiar su relevancia
clinica, analizamos el posible efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 en el estado
funcional de pacientes que sufrian el AIT en el mes previo al ictus isquémico. Como se
muestra la Figura 46, se produjo una reduccidn significativa en el valor de Rankin-m a

los 3 meses del ictus isquémico en pacientes con el alelo dominante Pro (pacientes
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Pro) que habian sufrido un AIT previo al ictus, respecto de aquellos que no habian
experimentado el AIT previo. Sin embargo, este efecto no se evidencidé en pacientes

homocigotos Arg/Arg (pacientes Arg).
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Figura 46. Asociacion entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y el estado funcional de los
pacientes que sufren (o no) un AIT en el mes previo al ictus, a los 3 meses tras un ictus isquémico.
El estado funcional de los pacientes se cuantifico mediante la escala de Rankin modificada. El AIT se
asocia con un mejor prondstico funcional en pacientes Pro. Los valores se expresan como medianas
[rango intercuartilico]. Test de Fisher, *p < 0.0001 versus No AIT.

Aunque el AIT influia en el estado funcional de los pacientes de ambos genotipos, el 33
% de los pacientes homocigotos para Arg que sufrian un AIT previo tuvieron una
situacion funcional de Rankin-m > 2 asociado a mal prondstico. Esto contrastaba con lo
observado en los pacientes Pro, en cuyo caso el 100 % de los pacientes con AIT previo
al ictus se encontré en una situacion de Rankin-m < 2 (buen pronéstico funcional) a los
3 meses tras el ictus isquémico (Tabla 14). Estos resultados inducen a pensar que el AIT
desencadena un mecanismo neuroprotector mas eficiente frente al dafio cerebral en
pacientes Pro, respecto a pacientes Arg, lo que se traduce en un mejor prondstico

funcional a los 3 meses del ictus isquémico.

175



Buen prondstico Mal pronoéstico p
Pro, n (%) 13 (100%) 0 0.04
Arg, n (%) 8 (67 %) 4 (33 %)

Tabla 14. Distribucion del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 segun el prondstico funcional
de pacientes con AIT en el mes previo al ictus, observado a los 3 meses tras el ictus
isquémico. Los pacientes se clasificaron en buen pronéstico (mRS < 2) o mal prondstico
(mRS > 2) funcional siguiendo la escala Rankin-m. Los valores se expresan como porcentaje
(%).

Teniendo todo esto en cuenta, podemos confirmar la relevancia clinica del
polimorfismo humano Arg72Pro de Tp53 en la modulacién de la respuesta de
neuroproteccién enddgena asociada al AIT. Esto pone de manifiesto la posible
consideracién de este polimorfismo como biomarcador no invasivo para la prediccién

del prondstico funcional en pacientes que hayan sufrido un AIT previo al ictus

isquémico.

176






En los ultimos afos, la tolerancia isquémica cerebral representa una via importante de
neuroproteccién en desérdenes neurolégicos como el ictus isquémico o el
traumatismo cerebral (Dave, Thompson, Neumann, Perez-Pinzon, & Lin, 2014; M A
Pérez-Pinzén, Alonso, Kraydieh, & Dietrich, 1999; Sandu et al., 2009). En concreto, el
estudio de los mecanismos moleculares endégenos que se activan en respuesta a la
isquemia es uno de los objetivos clave en la busqueda de terapias neuroprotectoras
para paliar la pérdida neuronal y el déficit neurolégico tras la isquemia cerebral (A
Almeida, Bolafios, & Moreno, 2005; Gomez-Sanchez et al., 2011; Jimenez-Blasco et al,,
2015; Maestre et al., 2008; Rodriguez et al., 2018, 2017; Veas-Pérez de Tudela,
Delgado-Esteban, et al., 2015).

En el presente trabajo de Tesis Doctoral, hemos identificado que las vias de
sefalizacion p53/PUMA/Caspasa-3 activa y Akt-MDM2-p53 son esenciales en la
neuroproteccién inducida por el PC, frente a un dafio isquémico posterior. Ademas,
cabe destacar que este estudio se basa en la utilizacion de modelos de
precondicionamiento temprano, donde se ha descrito que uno de los mecanismos mas
relevantes es el control de la supervivencia y la muerte celular frente el dafio
isquémico (Ulrich Dirnagl et al., 2009; Kazuo Kitagawa et al., 1991; Stetler et al., 2008).
Ambos modelos de PC utilizados en el presente trabajo (NMDA-PC y el IPC), han sido
capaces de promover la proteccién neuronal frente a la isquemia. Esto corrobora la
capacidad neuroprotectora del PC (Ulrich Dirnagl et al., 2009; J. Liu, Narasimhan, Yu, &
Chan, 2005; Quireze et al., 2006; G.-P. Xu et al., 2002) y su funcionalidad como una
herramienta eficaz en la identificacidon de los mecanismos moleculares involucrados en

la supervivencia neuronal frente al dafio isquémico.

Funcion de la via de senalizacion Akt-MDM2-p53 en la tolerancia
asociada al PC en respuesta al dafio isquémico, en neuronas corticales en

cultivo primario.

Aunque los mecanismos de la neuroproteccidn asociada al PC se desconocen, parece

ser que el control de la apoptosis neuronal inducida tras la isquemia juega un papel
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determinante. De hecho, resultados previos del grupo corroboran que la apoptosis se
activa después de la isquemia cerebral y que su inhibicion determina el buen
prondstico funcional en pacientes con ictus tanto isquémico como hemorragico
(Gomez-Sanchez et al., 2011). En este sentido, la proteina p53 es un conocido sensor
de estrés celular, que posee un papel fundamental en el balance entre la muerte y la
supervivencia neuronal (Kruiswijk et al., 2015; D. B. Wang et al., 2014a). Asi, diversos
modelos in vivo de isquemia cerebral demuestran que mientras que la activacién de
p53 en cerebro contribuye a la muerte neuronal por apoptosis, su delecién génica
previene dicha muerte (Crumrine et al., 1994; Culmsee et al., 2003; Endo et al., 2006;
Yonekura et al.,, 2006). Este mismo efecto se ha observado en modelos in vitro de
hipoxia e isquemia experimental (Banasiak & Haddad, 1998; Culmsee et al., 2003;
Gomez-Sanchez et al., 2011). En este contexto, estudios realizados en corazén han
revelado que la proteina p53 juega un papel importante en el PC (Mocanu & Yellon,
2003). De acuerdo con estos resultados, en el presente trabajo encontramos que la
isquemia promueve la estabilizacion de p53 y que la delecion genética de p53 previene
la apoptosis neuronal inducida por la isquemia. Ademas, demostramos que el PC
previene la estabilizacidon de la proteina, evitando la apoptosis neuronal, mediada por

p53, inducida tras la isquemia.

En base a estos estudios previos, nuestro objetivo ha sido estudiar el efecto del PC
sobre la activacion de la vias relacionadas con la muerte por apoptosis mediada por
p53, inducidas en respuesta a la isquemia. De acuerdo con los estudios que indican
gue PUMA controla la activacion de la caspasa-3 durante la isquemia, en
cardiomiocitos y en células tumorales (YuZhen Li, Guo, Liu, Wang, & Song, 2015;
Nakano & Vousden, 2001), nuestros resultados muestran que el PC previene la
activacion de la via p53/PUMA/Caspasa-3 y promueve la neuroproteccién frente al
dafio isquémico posterior. Es mas, nosotros demostramos que, mientras que los
niveles de mRNA de p53 no se alteran, la isquemia promueve la fosforilacion vy
estabilizacidén de p53, lo cual se previene por PC. Estos resultados nos sugieren que el
PC evita la estabilizacion de p53 a través de un mecanismo postraduccional
(fosforilacién) y que éste seria responsable, al menos en parte, de la desestabilizacién

de p53 y de la neuroproteccién asociada al PC frente al dafo isquémico.
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En este contexto, el principal regulador negativo de la actividad de p53 es la E3
ubiquitina ligasa, MDM2. Un hecho relevante, que se ha descrito, es que la isquemia
promueve la activacién de numerosas kinasas que inducen distintas modificaciones
postraduccionales (Lee et al., 2007; S. Saito et al., 2002) y alteran la afinidad de unién
de ambas proteinas, evitando la degradacién de p53, mediada por MDM?2, por el
proteosoma (Chao, 2015; Manfredi, 2010; Moll & Petrenko, 2003; Nag et al., 2013). En
este sentido, nuestros resultados revelan que el PC promueve un aumento de los
niveles de expresiéon de MDM2 y facilita su mayor interaccién con p53, favoreciendo la
prevencion de la apoptosis neuronal tras la isquemia. Los resultados obtenidos
demuestran como el aumento en la interaccion del complejo MDM2/p53 promueve la
desestabilizacion de la proteina p53, tanto a nivel nuclear como citosdlico, lo que evita
la induccidn de la via pro-apoptdtica p53/PUMA/caspasa-3 y la muerte neuronal. Sin
embargo, la interacciéon entre ambas proteinas también se observa durante la
isqguemia, aunque en este caso no es suficiente para prevenir la estabilizacidon de p53 vy
la consiguiente muerte neuronal. Esto podria deberse a que los niveles de p53
sobrepasan la capacidad de la proteina MDM2 para degradarlos. De hecho, se ha
observado la acumulacién de proteinas poli-ubiquitinadas, asi como la alteracién en el
funcionamiento del proteosoma tras el ictus (Asai et al., 2002; Ide et al., 1999; A. Saito
et al., 2005). Ademas, durante la isquemia, se induce la forma fosforilada de p53
(pp53Ser15), la cual es incapaz de interaccionar con MDM2 y degradarse por el
proteosoma. Por lo tanto, el PC promueve una alteracidn del bucle de autorregulacién
negativo de MDM2-p53, lo que favorece el aumento en el control negativo de p53 vy la
supervivencia neuronal tras la isquemia. Estos resultados se encuentran en
consonancia con estudios recientes, donde se describe la importancia del complejo
MDM2/p53 en la neuroproteccion asociada al post-condicionamiento en neuronas de

la medula espinal (J. Li et al., 2017).

Ademas, demostramos que el bloqueo en la interaccidn entre MDM2 y p53 con su
inhibidor especifico, nutlin-3a (Shen & Maki, 2011; L. T. Vassilev et al., 2004; Lyubomir
T. Vassilev, 2004; Y. Zhao, Aguilar, Bernard, & Wang, 2015), evita la neuroproteccion
mediada por el PC frente al dafo isquémico. Durante el PC, la inhibicién en la

interaccion de ambas proteinas evita la desestabilizaciéon de p53 y promueve la
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activacion de la caspasa-3 y la degeneracién dendritica después de la isquemia. Todos
estos resultados, en su conjunto, apoyan la idea del impacto beneficioso del aumento
de MDM2 producido por el PC y resaltan la funcién esencial de la interaccidn entre
ambas proteinas en la desestabilizacion de p53 y la subsiquiente neuroproteccién
inducida por el PC frente a la isquemia. Por lo tanto, nuestros resultados sefialan a

MDM?2 como una potencial diana terapéutica a tener en cuenta en la Tl neuronal.

En células tumorales, se sabe que la proteina Akt promueve la traslocacion de MDM2
al nucleo, favoreciendo la degradacién de p53 y limitando la activacidn de los procesos
pro-apoptoticos (Dudek et al., 1997; Gottlieb et al., 2002; L. D. Mayo & Donner, 2001;
Ogawara et al.,, 2002). Asi, la via PI3K/Akt constituye uno de los mecanismos
moleculares involucrados en el control de la supervivencia celular (Franke et al., 2003;
Marte & Downward, 1997) en modelos de excitotoxicidad en neuronas corticales
(Maria Delgado-Esteban et al., 2007) y su estudio es uno de los objetivos principales en
el desarrollo de terapias antitumorales (Engelman, 2009; Fruman & Rommel, 2014;
Janku, 2017; P. Liu, Cheng, Roberts, & Zhao, 2009). Ademas, su papel antagdnico a
p53, ha suscitado un creciente interés en el estudio de los mecanismos involucrados en
la progresidon neurodegenerativa (Ahn, 2014; Noshita, Lewén, Sugawara, & Chan, 2002;

H. Zhao et al., 2005).

Numerosos trabajos in vitro (Bhuiyan et al., 2011; Hillion et al., 2006) e in vivo
(Pignataro et al., 2012; Y. Zhang et al., 2007) sugieren la posible implicacién de la via
PI3K/Akt en el PC cerebral y en otros tejidos como el higado y el corazén (Armstrong,
2004; Carini et al., 2004; Mocanu, Bell, & Yellon, 2002). En relacion con estos estudios,
nuestros resultados demuestran que el PC promueve la fosforilacién temprana de Akt
(Serd73), lo que favorece la fosforilacién de la proteina MDM2 (Ser166), aumentando
su traslocacion al nucleo celular. Ademas, éste cambio de localizacion celular de
MDM2 es clave en la formacion del complejo MDM2/p53 mediado por PC, y un factor
esencial en la desestabilizacién de p53 y la supervivencia neuronal tras la isquemia. De
hecho, la inactivacién de Akt mediante la inhibicién especifica de PI3K o de la delecién
génica de Akt, durante el PC, evitan la desestabilizacion de p53 y la supervivencia
neuronal asociada al PC y en respuesta a la isquemia. Asi, todos estos resultados han

permitido la identificacion de la via Akt-MDM2-p53 como via de sefializacién esencial
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en la supervivencia neuronal asociada al PC, lo que ha permitido esclarecer algunos de

los mecanismos moleculares mas relevantes implicados en la Tl cerebral.

Funcion de la via Akt-MDM2-p53 en la tolerancia cerebral asociada al

precondicionamiento in vivo, frente al dafio isquémico

Con el objetivo de comprobar, in vivo, la implicacion de la via Akt-MDM?2-p53 en la
neuroproteccién asociada al PC y frente a la isquemia, utilizamos un modelo de
oclusidn de la arteria cerebral media en cerebro de rata. Estos resultados muestran
que el PC atenua el crecimiento del infarto cerebral inducido tras la isquemia, a través
de la activacién de la via PI3K/Akt, la fosforilacion de MDM2 (Ser 166), el aumento en
los niveles de la proteina MDM2 y la posterior desestabilizacion de p53 tras la

isquemia prolongada.

Todos estos resultados obtenidos, in vitro e in vivo, corroboran que el PC temprano
proporciona neuroproteccion al prevenir la muerte neuronal (necrosis y apoptosis)
inducida por la isquemia. No obstante, se han descrito otros mecanismos de
precondicionamiento a largo plazo, implicados en la Tl y compatibles con los aqui
mostrados, como son la inflamacién o la activacién astrocitica entre otros (Barreto,
Gonzalez, Torres, & Morales, 2011). Estos, y futuros estudios, ayudaran a tener un
mayor conocimiento del impacto de la via MDM2-p53 en la neuroproteccién asociada

al condicionamiento previo o posterior al dafio isquémico cerebral.

La funcion del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 en el prondstico funcional

de pacientes con ictus isquémico y ataque isquémico transitorio previo

En la actualidad, el AIT se considera el equivalente clinico del PC cerebral (Johnston,
2004; Marler et al., 2000; W.-W. Wang et al.,, 2017). En este contexto, diversos

estudios demuestran que pacientes que sufren un AIT durante el mes previo al ictus
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isquémico, presentan mejor prondstico funcional que aquellos pacientes que no han
sufrido un AIT (Aboa-Eboule et al., 2011; Moncayo et al., 2000; W.-W. Wang et al.,
2017; Wegener et al., 2004). En relacion con estudios clinicos previos, nuestros
resultados han confirmado un papel neuroprotector del AIT durante el primer mes
previo al ictus isquémico. Sin embargo, la variabilidad genética interindividual puede
alterar la respuesta funcional tras un proceso isquémico de pacientes con un cuadro
clinico similar (Angeles Almeida, 2013; Imyanitov, 2009). Si las variaciones se
encuentran en genes apoptéticos, éstas pueden presentar una relevancia funcional en
la muerte neuronal (Angeles Almeida, 2013; Gomez-Sanchez et al., 2011; Rodriguez et
al., 2018). En este sentido, se ha descrito el polimorfismo humano Arg72Pro en el gen
Tp53, cuya alteracién de un unico nucleétido condiciona la sintesis de la variante
polimérfica prolina (Pro72-p53) o arginina (Arg72-p53), condiciona la respuesta
apoptotica celular (Bonafé et al., 2004; Dumont et al., 2003; Gomez-Sanchez et al.,
2011). Asi, se ha definido una mayor capacidad pro-apoptodtica de la variante arginina
de p53 respecto a la variante prolina, regulando la distinta susceptibilidad neuronal a
la muerte tras la isquemia (Bonafé et al., 2004; Gomez-Sanchez et al., 2011). Ademas,
estudios recientes de nuestro grupo han demostrado que el polimorfismo Arg72Pro
del gen humano p53 condiciona el prondstico funcional de pacientes de ictus
isquémico y hemorrdgico (Gomez-Sanchez et al.,, 2011) y determina la
neovascularizacion y recuperacion neuroldgica tras el ictus hemorragico (Rodriguez et
al., 2017). Aun asi, a pesar de la importancia de la descripcidon de polimorfismos con
valor prondstico en el ictus (Gomez-Sanchez et al., 2011; Liepert, Heller, Behnisch, &
Schoenfeld, 2013; Rodriguez et al., 2018, 2017; Z. Zhang et al., 2014), apenas existen
trabajos sobre el papel de las variables genéticas en el AIT (Ormerod et al., 2017). En
este sentido, nuestros resultados implican por primera vez al SNP Arg72Pro de Tp53 en
el prondstico funcional de pacientes con AIT previo al ictus isquémico y describen una
funcién moduladora del polimorfismo en la Tl inducida por el PC. Asi, neuronas
precondicionadas que expresan la variante polimérfica humana Pro72-p53 exhiben
una mayor neuroproteccién asociada al PC que aquellas neuronas que expresan la
variante Arg72-p53. Ya que nuestros resultados no muestran una expresion diferencial
de la proteina MDM2 en ambas variantes polimodrficas, cabe esperar que la localizaciéon

subcelular de p53 pueda tener un papel fundamental en la distinta susceptibilidad de
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ambos genotipos de Tp53 a la Tl. Los estudios previos describen que, en respuesta a la
isqguemia, una fraccién de la forma estable de p53 se trasloca a la mitocondria y
promueve la activaciéon de la via intrinseca de la apoptosis celular (Dumont et al., 2003;
Marchenko et al.,, 2000; Sansome et al., 2001). De hecho, resultados del grupo han
descrito una mayor avidez de la variante Arg72-p53 por la fraccion mitocondrial,
promoviendo la activacién de la via de las caspasas en respuesta al dafio isquémico
(Gomez-Sanchez et al., 2011). En este sentido, nuestros resultados demuestran que el
PC no previene la estabilizacién mitocondrial de la variante Arg72-p53. En cambio, la
localizacion nuclear de Pro72-p53 podria ser clave en la interaccion con MDM2,
favoreciendo la desestabilizacidon de p53. Asi, se ha descrito una mayor capacidad de
interaccion Arg72-p53 con MDM2, lo que facilitaria su localizaciéon mitocondrial (Boyd,
Tsai, & Jacks, 2000; Dumont et al., 2003; Geyer, Yu, & Maki, 2000), evitandose la
degradacion de p53 en el citosol. Estos estudios apoyarian nuestros resultados,
resaltando la importancia de la localizacién subcelular de las proteinas en los procesos

de muerte/supervivencia neuronal.

La relevancia del polimorfismo en la Tl se ha corroborado en una cohorte de pacientes
que habian sufrido un AIT, un mes previo al ictus isquémico. Asi, el AIT se asocia con un
mejor prondstico funcional en pacientes de ictus isquémico, con una mayor eficacia en
aquellos que expresan la variante alélica Pro, respecto a los que portaban el genotipo
Arg/Arg. Estos resultados demuestran la funcién del polimorfismo Arg72Pro del gen
humano Tp53 en la modulacién de la neuroproteccién asociada al PC, pudiendo ser
considerado como un biomarcador molecular, no invasivo y de caracter predictivo del

prondstico funcional de pacientes con ictus isquémico y AIT previo.
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A la vista de los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral,

podemos concluir que:

1.

Los dos modelos de precondicionamiento utilizados, basados en la estimulacién
subtoéxica de los receptores NMDA del glutamato (NMDA-PC), o en el estimulo
isquémico subletal (IPC), previenen la activacion de la caspasa-3 y la apoptosis
inducida después de 4 horas de reoxigenacion tras la isquemia, confiriendo asi

la tolerancia en neuronas corticales de ratdn en cultivo primario.

La delecion de p53 previene totalmente la muerte por apoptosis inducida a las
4 horas de reoxigenacion tras la isquemia, de manera similar al PC, en neuronas
corticales en cultivo primario. El PC previene de forma tiempo-dependiente, y
por un mecanismo postraduccional, la fosforilacién y estabilizacién de p53
(pp53-Serl5) y de sus dianas moleculares PUMA y p21, inducidas después de 4
horas de reoxigenacion tras la isquemia experimental in vitro. Estos resultados
corroboran la implicacién de p53 en la muerte por apoptosis inducida tras la
isquemia y demuestran su posible funcién en la neuroproteccién asociada al

PC.

La neuroproteccién asociada al PC se debe al aumento en los niveles de
expresion de la proteina E3 ubiquitina ligasa MDM2, lo que favorece su
interaccion con p53, en neuronas corticales en respuesta al dafio isquémico.
Asi, el PC induce la interaccion MDM2/p53 y promueve la desestabilizacién de

p53 en el nucleo tras la isquemia.

La inhibicién especifica de la interaccién entre MDM2 y p53, con nutlin-3a,
evita la desestabilizacion de p53 y la inactivacion de la via apoptdtica
p53/PUMA/Caspasa-3 inducida durante el PC, con la subsiguiente pérdida de
neuroproteccion frente a la isquemia experimental in vitro. Esto demuestra que
la interaccion MDM2/p53 es esencial en la tolerancia neuronal asociada al PC

frente al dafio isquémico.
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5. Durante el PC, la fosforilacion temprana de la proteina Akt promueve la
estabilizacién y fosforilacién de MDM2, favoreciendo su traslocacién al nucleo.
Este cambio de localizacion facilita la formacion del complejo MDM2/p53, lo
gue permite la desestabilizacién de p53 y su posterior degradacién. Este
mecanismo asociado al PC se previene mediante la inhibicion de la PI3K o el
silenciamiento génico de Akt, lo que demuestra la implicacion de la via PI3K/Akt
en la tolerancia neuronal a las 4 horas de reoxigenacion después de la isquemia

experimental en cultivo de neuronas corticales.

6. El PC promueve, in vivo, la reduccién del tamafiio de infarto, tanto en la corteza
como el estriado en cerebro de rata, inducido tras la isquemia. En los animales
precondicionados, el efecto neuroprotector se acompafia de la fosforilacidén y
activacion de Akt (Ser473) y de MDM2 (Ser 166), el aumento de MDM2 vy la

desestabilizacion de p53, en respuesta a la isquemia prolongada y letal.

7. El PC promueve la desestabilizacion nuclear y citosélica de p53 en las neuronas
corticales que expresan la variante polimdrfica humana Pro72-p53, pero no en
aquellas que expresan la variante polimérfica Arg72-p53. Ademds, en estas
ultimas, el PC es incapaz de prevenir la estabilizacion mitocondrial de p53. Por
lo tanto, nuestros resultados demuestran que las variantes polimoérficas
humanas, Pro-p53 vy Arg-p53, poseen diferente susceptibilidad a la

neuroproteccién inducida por el PCy frente al dafio isquémico.

8. Nuestros resultados corroboran la asociacion entre el AIT y el mejor prondstico
funcional a los tres meses, en pacientes que han sufrido un ictus isquémico.
Ademas, los pacientes que expresan la variante alélica Pro72-p53, presentan un
mejor prondstico funcional, respecto a aquellos que expresan la variante
polimdrfica Arg72-p53. Esto pone de manifiesto la relevancia clinica del
polimorfismo Arg72Pro de Tp53 en la modulacion de la neuroproteccion

endogena asociada al AIT previo al ictus isquémico.

187



Conclusion final

Los resultados del presente trabajo de Tesis doctoral obtenidos mediante el uso de
distintos modelos de PC, uno farmacolégico (NDMA-PC) y otro mas fisiolégico (IPC),
nos ha permitido identificar in vitro e in vivo algunos mecanismos moleculares
esenciales involucrados en la Tl. Entre estos mecanismos se encuentran las vias de
sefializacion p53/PUMA/caspasa-3 y Akt-MDM2-p53, con una papel clave en el balance
entre la supervivencia y la muerte tras la isquemia. El presente estudio destaca la gran
relevancia que tiene el conocimiento de los mecanismos intrinsecos de la Tl, asi como
los factores que la modulan. Ademads, hemos identificado la funcion moduladora del
polimorfismo Arg72Pro de Tp53 en la supervivencia neuronal asociada al PC y su
relevancia en el pronéstico funcional de pacientes que experimentan un AIT. Todos
estos resultados demuestran que el PC es una herramienta eficaz en la bisqueda de
biomarcadores y en el desarrollo de estrategias neuroprotectoras preventivas frente a

desdrdenes neurolégicos, como el AIT y el ictus isquémico.
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