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3.1. MATERIAL BIOLOGIC:

Per als cultius primaris de neurones i de glia corticals es van utilitzar embrions de rates
de la soca OFA, de 17 dies de gestacid, proporcionades pel Servei d’Estabulari de la

Universitat Autobonoma de Barcelona.

3.2. REACTIUS GENERALS I DE CULTIUS:

a Acid Glutamic-[*H] (63Ci/mmol) ; Amersham Pharmacia Biotech

o Penicilina/estreptomicina, serum fetal bovi (FCS) i serum fetal de cavall (FHS);
GibcoBRL

0 Medis de Cultiu i PBS (Phosphate buffered saline): Pan i SIGMA CHEMICAL Co.
Respectivament:

- Basal Medium Eagle’s (BME) suplementat amb 10% FCS, 30mM glucosa, 2mM
Glutamina, 25.000 u de penicil*lina i 25mg d’estreptomicina;

- Basal Medium Eagle’s (BME) suplementat amb 10% FHS, 30mM glucosa, 2mM
Glutamina, 25.000 u de penicilina i 25mg d’estreptomicina;

- PBS suplementat amb 30mM glucosa, 100.000 u de penicil‘lina, 100 mgr
d’estreptomicina

o Tripsina, desoxiribonucleasa, I'inhibidor de la tripsina (SBTI),PBS, Poli-L-Lisina,
albumina de sérum bovi; SIGMA CHEMICAL Co.

0 Anticossos primaris: anti-caspasa 3 activa (Aspl75), anti-caspasa 9 activa
(Asp353) especific per rata, anti-caspasa 7 activa (D198) de Cell Signaling; anti-
Caspasa 3 (H-277) i anti-NFkB p65 de Santa Cruz Biotechnology; Mouse anti-
B-Tubulina i mouse anti-rat CD11b/c monoclonal (0X42) de Pharmingen;
mouse anti-MAP2 monoclonal i mouse anti-GFAP monoclonal de Chemicon.

Anti-rat TNF-alpha antigen affinity purified policlonal de Peprotech EC Ltd.
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o Anticossos secundaris:  Fluorescein  isothiocyanate  conjugated-(FITC)
conjugated affinipure F(Ab")2 goat anti rabbit IgG, TexasRed-conjugated
affinipure F(Ab")2 goat anti mouse IgG i Rhodamin (TRITC)-conjugated
affinipure F(Ab")2 rabbit anti goat IgG de Jackson Immunoresearch; Anti-rabbit
i anti-mouse IgG's policlonals conjugats amb Horseradish peroxidase de
Transduction Biolabs;

0 TNFa especific de rata de R&D systems.

o NFkB SN50, inhibidor peptidic permeable de Calbiochem;

o Reactiu d’extraccié de proteines de mamifers M-PER™ de Pierce

a Z.VAD.FMKi Fumonisina B1 de Alexis Biochemicals

a Kit Elisa anti TNFa de rata de Diaclone

0 La resta de reactius quimics: Sigma MERCK, BIORAD, PANREAC i FLUKA

3.3. PREPARACIO DELS CULTIUS PRIMARIS NEURONALS :

3.3.1. Disseccio i obtencio dels cortex:

Els cortex es van extreure d’embrions de rata de 17 dies de gestacio; es van netejar de
meninges per limitar la contaminacié de fibroblasts i se’ls va escindir I'estriat.

L'hipocamp es va incloure en la majoria dels casos.

3.3.2. Obtencio de la suspensio cel*lular:

El teixit es va disgregar primer enzimaticament, amb un tampd Krebs-Ringer (NaCl
120mM, KClI 4.8mM, KH,PO, 1.2mM, NaHCO; 25mM, Glucosa 14.3mM; 3 gr/L
d'Albumina de serum bovi) amb tripsina, i posteriorment es va dissociar mecanicament

amb I'ajuda d'una malla de nil6 (el porus de la qual mesurava 40um de diametre) i
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una pipeta pasteur, per aconseguir una suspensio unicel.lular (Patel A.].,1985).

Les neurones corticals es van sembrar a una densitat de 300.000 cél*lules/ cm? amb
medi de cultiu BME suplementat amb un 5% de FHS i amb un 5% de FCS; els cultius
estaven enriquits en neurones pero la preséncia de glia era destacable. El 7¢ dia /in
vitro (DIV) es va fer un unic canvi de medi i el medi de sembra es va reemplacar per
medi BME suplementat amb 10%FHS i 10uM de Citosina Arabinosid, per aturar la
proliferacié6 no neuronal del cultiu (vegeu figura 4.1 de l'apartat de Resultats). Les
plaques foren mantingudes dins d'un incubador en una atmosfera humida, amb un 5%

de CO, i a 37°C fins el dia d'utilitzacio.

3.4. DETERMINACIO DE L'ALLIBERAMENT DE [*H]-GLUTAMAT:

Aquesta técnica es va posar a punt per tal de comprovar que les cel.lules en cultiu
responien a estimuls despolaritzants i, per tant, eren funcionals. Aquesta técnica
permet mesurar l'alliberament de glutamat provocat per estimuls despolaritzants com
poden ser altes concentracions de K* . El protocol que es va utilitzar fou una adaptacié

dels protocols descrits per Gallo P. et al., (1982) i per Rodriguez J. et al.,(1991).

Taula 3.1. Solucions utilitzades en els experiments d’alliberament de [>H]-glutamat: tots els
tampons Krebs-Ringer (KRB) s‘ajustaren a un pH de 7.35 i es pretemperaren a 37°C per a la seva
utilitzacio.

Composicio KRB KRB MODIFICAT

mM 5mM K* 55mM K*
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Neurones corticals de 12 DIV es rentaren amb tampé KRB 5mM KCI (vegeu taula 3.1) a
37°C i s'incubaren amb 1 pCi/ml de [*H]-Glutamat (63 Ci/mmol) en tampd KRB 5mM
K* durant 15 minuts. Seguidament, s'aspira el medi i s'afegi 1ml de KRB 5mM K.
Aquesta operacié es repeti una altra vegada i després es van deixar equilibrar les
cél*lules durant 10 minuts. Passat aquest temps, s'aspira el medi, i a partir d'aqui , es
va anar recollint i renovant el ml de KRB 5mM K+, cada 5 minuts. Aquest procediment
es va realitzar sis vegades i es recolliren 6 ml tal com s’explica a continuacio: la
primera fraccié s'anomena f0.; després de recollir la tercera fraccié o f2, s'estimularen
les cel*lules amb 1 ml de KRB modificat amb 55 de K* (vegeu taula 3.1) que constitui
la fraccié estimulada o F3. Seguidament, es van fer dos rentats amb tampd KRB 5mM
K* de cinc minuts cadascun, corresponents a la f4 i f5 i també es recolliren. Finalment,
per obtenir I'Gltima fracci6 f6, s'afegi als pous 0.5ml de NaOH 0.5M, i es rascaren les
cél*lules. La radioactivitat de les mostres recollides s'analitza en un comptador de
guspireig, afegint 0.4 ml de les mostres en vials amb 2 ml de liquid de guspireig
biodegradable.

Es va confirmar la dependéncia del Calci en l'alliberament de Glutamat, portant a terme
experiments en paral‘lel en abséncia de calci. Aquests experiments es realitzaren de la
mateixa manera que s'ha descrit anteriorment pero, a partir del pas de I'equilibrat
(aquest inclos), els tampons utilitzats, idéntics a la Taula 3.1., no contenien CaCl,.
2H,0; a més s'hi va afegir 1ImM d'EGTA, per quel.lar-ne les possibles traces.

Els resultats s'expressaren en % de dpm's de cada fraccié recollida, vers les dpm's
totals del pou en el moment de linici de la fraccid, tal com s‘aprecia a la féormula
seglent:

% dpm fn = dpm fn x 100
> (dpm totals - dpm f n-1)

n = nO de la fraccio;
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Bl = %dpm(f1+f2)/2 & OVERFLOW
g
3

E = %dpmF3 >

B2 = 9%dpm (f4+f5) B1 E B2

Overflow = % dpm E - % dpm(B1+B2)/2

Aquests percentatges de cada fraccid permetien calcular I'Overflow, que és el resultat
de la normalitzacidé del % [°H]-Glutamat alliberat en la fraccid estimulada E,
corresponent a F3, respecte al percentatge de [*H]-Glutamat alliberat en condicions

basals, corresponents a les fraccions pre- i post- estimul.

3.5. EXPOSICIO A LA DEPRIVACIO DE GLUCOSA I OXIGEN (OGD):

Neurones corticals de 12 DIV, sembrades en plaques de plastic de 24 pous, es
sotmeteren a una deprivacid de glucosa-O, (OGD), segons els protocols descrits
anteriorment per Goldberg MP. & Choi DW. (1993), amb minimes variacions.

Per aconseguir una atmosfera saturada de nitrogen, s'utilitza una cambra anodxica
(C.B.S. Scientific Company) connectada a una bombona amb 5%CQO, i la resta, N,. La
barreja de gasos es satura previament amb aigua per evitar I'evaporacio del tampd
durant I'experiment. S'aspira el medi de cultiu dels pous i es va reservar en un tub de
centrifuga esteril; es van rentar les cel*lules dos cops amb 1 ml de BSS ( NaCl 116
mM, KCI 54 mM, MgSO, . 7H20 0.8 mM, NaH,P04.2H,0 1 mM, NaHCO; 26.2
mM, Glicina 0.01 mM, CaCl,.2H,0 1.8 mM, pH 7.4, filtrat i a 37°C ), préviament

bombollejat amb la barreja de gasos 95% N, /5%CO, per desplacar-ne l'oxigen dissolt.
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Amb els dos rentats descrits anteriorment, s'aconsegui diluir la glucosa residual del
medi romanent unes 2000 vegades.Posteriorment, s'afegi 0.5 ml de BSS i es col*loca la
placa dins la cambra anoxica. La cambra es tanca herméticament i es va connectar
durant 15 minuts a un flux continu de 95% N, /5%CO, . Passats els 15 minuts , es va
segellar I'entrada i la sortida dels gasos i es va col'locar dins Iincubador a 37° C el
temps desitjat. Es va finalitzar I'OGD aspirant el BSS i retornant als pous el medi de
cultiu reservat inicialment. Els cultius neuronals, sotmesos a diferents periodes d'OGD,
foren utilitzats per estudiar la viabilitat cel.lular al llarg del temps amb diferents
tecniques: determinacié de la reduccié del MTT, la determinacié de I'activitat LDH , la
tincié fluorescent per Hoechst 33258 i Iodur de Propidi, tal com es descriu més
endavant. Els resultats de les tecniques del MTT o de l'activitat LDH es referiren als
valors obtinguts en una placa control tractada en paral‘lel, exposada a condicions de
normoxia, on les cél'lules foren exposades a BSS carbogenat i amb 5 mM de Glucosa
durant els mateixos periodes de temps que els cultius sotmesos a OGD. La manipulacio
mecanica que suposaven els rentats no minvava la viabilitat cel.lular de manera

significativa.

3.6. DETERMINACIO DE LA VIABILITAT CEL.LULAR:

3.6.1. Assaig de la reduccio del MTT:

El MTT o Bromur de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5, difeniltetrazoli, és una sal de tetrazoli
hidrosoluble. El MTT és reduit a formazan, un compost lila insoluble en medi aquds,
per les deshidrogenases mitocondrials de les cél.lules viables. Es pot solubilitzar amb
DMSO i se’n pot mesurar labsorbancia espectrofotométricament a 570 nm,
correlacionant I'absorbancia obtinguda amb la viabilitat cel.lular. Aquesta técnica

s'utilitza per a determinar el percentatge de cél.lules viables que romanen al cultiu,
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després d'un tractament amb algun compost determinat o bé després d'un periode
d’'OGD. Aquesta técnica no permet discriminar el tipus de mort cel.lular que es
produeix (Mosmann T., 1983)

A partir d'una solucié de MTT de 5mgr/ml en aigua destillada, s'afegi el minim volum
per tal d'aconseguir una concentracié de MTT final als pous de 0,2 mgr/ml. Les
cél*lules s'incubaren a 37°C durant 30-45 minuts; s'aspira el medi de cultiu i s'afegi la
meitat del volum del pou de DMSO per dissoldre el formazan format.

Es transferi rapidament 100 pl del contingut de cada pou en una placa de 96 pous, per
tal de fer la mesura espectrofotomeétrica a 570nm en un lector de plaques (Labsystem

Multiskan).

3.6.2. Determinacio de I'activitat lactat deshidrogenasa :

La Lactat deshidrogenasa (LDH) és un enzim citosolic que és alliberat al medi de cultiu
quan les cel*lules es moren produint-se el trencament de la seva membrana; per tant
es pot establir una correlacid entre la quantitat de LDH al medi i la proporcié de
cél*lules mortes ( Koh JY., 1987). Es va mesurar a 340nm, el decrement d'absorbancia
resultant de l'oxidacié del NADH emprant el piruvat com a substrat. Per aix0, es
recolliren els medis de les cél'lules en tubs de microcentrifuga i es mantingueren en
gel fins al moment de la mesura. Per recollir els extractes cel.lulars, s'afegiren 100 pl
de M-PER (Pierce) a cada pou, per lisar les cél.lules. Les mesures de I'activitat LDH de
cada mostra es van realitzar amb un analitzador automatic (COBAS). El tampd de
reaccid (Tris 80mM, Piruvat 1.6mM, NaCl 200mM, NADH 0.2mM; pH 7.2;) utilitzat
fou el descrit en el kit comercial de Biosystems per a la mesura automatica de
I'activitat LDH. Els valors obtinguts foren expressats en umols de NADH desapareguts

per minut. Els valors de les pendents es multiplicaren pels ml de medi recollits per pou.
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Per poder expressar el % de LDH alliberada al medi vers el total de LDH que contenien
les céel.lules es féu el seglient calcul:

% LDH = LDH medi x 100
LDH medi + LDH extractes

Els percentatges obtinguts es normalitzaren entre el valor minim de mort, és a dir,
I'activitat LDH que presentaven les plaques control, i el valor maxim de mort, induit per
1 mM de Glutamat, que assegurava practicament el 100% de la mort neuronal. La
preséncia de Glutamat a unes concentracions excitotoxiques no afectaren la viabilitat

de la glia del cultiu.

3.7. AVALUACIO DE LA NECROSI I L'APOPTOSI MITJANGCANT ELS

MARCADORS FLUORESCENTS IODUR DE PROPIDI I HOECHST 33258.

El Iodur de Propidi (PI) és un compost fluorescent que tenyeix el RNA i el DNA. Es un
compost molt polar i si s'afegeix abans de fixar els cultius, només tenyeix les cel*lules
que tenen la membrana trencada, trets essencials en la mort cel.lular per necrosi o
apoptosi tardana. D'altra banda, el Hoechst 33528 o Bisbenzimida (2:-[4-hidroxifenil]-
5-[4-metil-1-piperazinil]-2,5:-bi-1H-benzimidazol) és un compost fluorescent que
s'uneix al DNA. Si la cromatina es troba condensada o fragmentada, tal com esdevé en
processos de mort cel.lular per apoptosi, aquest compost es concentra en major
proporcid a causa de la condensacié de les estructures i el senyal que s'obté amb el
microscopi de fluorescéncia és molt més intens. Per tant, amb aquesta doble tincio i
observant |'estat de condensacié de la cromatina dels nuclis, es pot quantificar la mort
necrotica i la mort apoptotica . Després del tractament amb OGD, les cél.lules
s'incubaren durant 12 hores amb 10 uM de PI; es rentaren amb TBS (Trizma base

0.05M, NaCl 0.15M, H,O pH 7.3-7.4 ) pretemperat a 37°C.
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Es van fixar amb Paraformaldehid al 4% en tampé fosfat 0.1M pH 7.2 durant 10
minuts en agitacié suau. Es rentaren amb TBS fred (4°C) dues vegades i s'afegi una
dissolucié de Hoechst 33258 1ugr/ml. Es deixa incubar durant 5 minuts en agitacié
suau i es van fer dos rentats amb TBS fred. Amb unes gotes de medi de muntatge, es
realitza el muntatge amb un cobreobjectes sobre el porta per a la seva observacio al
microscopi de fluorescencia (Leica). Les longituds d’ona per a les observacions foren
650 nm per al Hoechst i 538 nm pel PI. Es comptaren totes les céel-lules d'un minim de
quatre camps en cada pou (unes 800 céllules per cada condicié de I'experiment)

segons els criteris resumits en la taula 3.2.

Taula 3.2. Criteris de discriminacié entre necrosi i apoptosi

CONDICIO CROMATINA NUCLI PI
(Hoechst 33258)
Viables laxa -
Apoptotiques condensada/granuls -/+
Necrotiques laxa +

Els resultats es van expressar en forma de percentatge de cél.lules apoptotiques o

necrotiques vers el total de cel*lules comptades.

3.8. IMMUNOCITOQUIMICA:

Neurones corticals de 12 DIV, sembrades en portes de 8 pous recoberts amb Poli-D-
lisina (Biocoat, FALCON) es rentaren amb TBS pretemperat a 37°C i s'incubaren amb
Paraformaldehid al 4% en tampo fosfat 0.1M pH 7.2, durant 1 hora a 4° C.

Es van rentar els portes tres vegades amb TBS-Tween 0.1% (TBST) a temperatura

ambient i es van bloquejar amb (TBST , 5% FHS , 3% BSA) durant 45-60 minuts.
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Posteriorment es van incubar les cel.lules amb Ianticos primari diluit en TBST 5% BSA,
durant 16 hores a 4°C.Es van fer tres rentats amb TBST i es van incubar durant una
hora amb l'anticos secundari pertinent conjugat amb FITC,TRIT o TexasRed diluits
1:500 en TBST 5% BSA segons els anticossos primaris a detectar. Després de tres
rentats amb TBST, es va fer un Gltim rentat amb TBS i es van muntar les preparacions
amb medi de muntatge.

Per a detectar dues proteines diferents, sincuba amb els dos anticossos primaris a la
vegada durant 16 hores a 4°C. Es procedi de la mateixa manera amb els anticossos
secundaris, conjugats amb FITC,TRIT o TexasRed segons els anticossos primaris
utilitzats.

Es van observar les preparacions sota un microscopi de fluorescéncia a una longitud

d’ona de 492 nm per al FITC, a 552 nm per el TRITC i a 595nm per al Texas Red.

3.9 WESTERN BLOT:

Els tampons utilitzats en la técnica de western blot foren els segiients:

Tampd d’extraccié proteica M-PER(Pierce) amb Leupeptina 10uM, PMSF 1 mM,

i Aprotinina 10uM
- Tampd de carrega: 62.5mM Tris-HCl (pH6.8 a 25°C), 2% p/v SDS, 10%
glicerol, 50mM DTT, 0.01% p/v de blau de bromofenol
- Tampo d'electroforesi: 25mM Tris/192mM Glicina, 20%SDS
- Tampo de transferéncia: 25mM Tris/192mM Glicina, 20% de Metanol
- Tris-buffered saline (TBS): 20mM Tris, 137mM NaCl, pH 7.6
- TBST: TBS-Tween 0.1%
- Tampo de bloqueig: TBST-5%BSA
Es van recollir les cél*lules directament de les plagues mitjancant el tampd d’extraccid
M-PER suplementat amb els inhibidors de les proteases (100uM PMSF, 2.5uM

Aprotinina i 1 uM Leupeptina).
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La quantitat de proteina dels extractes va ser mesurada pel métode de Bradford
(Bradford MM.,1976). Les mostres es van diluir amb el tampd de carrega, es van bullir
5 minuts i es van separar en gels d'acrilamida al 15%. A cada carril es va carregar la
mateixa quantitat de proteina, entre 20 i 35 ug segons la proteina a detectar. Un cop
finalitzada I'electroforesi es van transferir les proteines del gel a una membrana de
PVDF (Amersham) préviament activada amb metanol. El sistema de transferéncia
utilitzat fou un sistema semidry. La membrana amb les proteines transferides es va
bloquejar amb tampd de bloqueig durant una hora i posteriorment es va incubar amb
I'anticos primari (diluit en tampd de bloqueig) pertinent durant tota la nit a 4°C.
Després de cinc rentats de 10 minuts amb TBST, la membrana fou incubada durant
una hora amb l'anticos secundari conjugat amb peroxidasa en tamp6 de bloqueig, a
temperatura ambient. Les proteines es van detectar per quimioluminiscéncia (Super

Signal west pico, Pierce).

3.10. DETERMINACIO DE LA PRODUCCIO DE TNFa:

Els cultius neuronals es van sotmetre a 75 minuts d‘'OGD o de normoxia. I es va recollir
una mostra del tampé BSS o del BSS 5mM glucosa en que havien estat en contacte les
cél'lules durant els 75 minuts disquémia o de normoxia, respectivament.
Posteriorment, es va recollir el medi de cultiu dels pous, 24 hores després de la OGD o
la normoxia. Es va determinar la concentracid total de proteina dels pous pel metode
de Bradford (Bradford MM., 1976). Els medis de cultiu i els tampons BSS o BSS-5mM
Glucosa s'analitzaren per técniques d’ELISA per tal de determinar la seva concentracio
de TNFa seguint el protocol indicat en el Kit de Diaclone, especific per a rata. Els valors
obtinguts de TNFoa (pg/ml) s’expressaren en funci® de quantitat de proteina:

pgTNFa/mg prot
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3.11. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT DIACILGLICEROLQUINASA (DAG

QUINASA) :

La quantitat total de ceramida es va determinar amb lassaig d'activitat
diacilglicerolquinasa (Preiss JE.,1989). Les cél'lules es van recollir directament de les
plaques amb tampo Krebs-EDTA fred (116 mM NaCl, 25mM NaCOs,11mM glucosa , 4.7
mM de KCl, 1.2 mM de KH,PO4 i 10 mM d’'EDTA) i es van transferir a tubs de vidre que
contenien 1.2 ml cloroform/metanol (1:2, v/v). Després de 30 minuts en gel, es va
afegir a cada tub 0.5 ml de cloroform i els tubs es van agitar vigorosament. Després de
5 minuts, els tubs es van centrifugar a 2000x g per separar la fase organica de la fase
aquosa. La fase superior aquosa va ser eliminada i la fase inferior organica, que
contenia els lipids fou evaporada sota un flux de nitrogen. L'assaig de la DAG quinasa
va ser realitzat de la seglient manera: els lipids es van dissoldre en 20 pl de tampo de
solubilitzacié (7,5% octylglucosid, 5mM difosfatidilglicerol i 1mM DETAPAC sonicant
durant 15 segons. La reaccid de la quinasa es va realitzar durant trenta minuts a
temperatura ambient en el tampd 50 mM imidazol pH6.6 de reaccid que contenia:
50mM NaCl, 1 mM EGTA, 12.5 mM Mg Cl;, 2 mM DTT, 2.5 ug sn.1,2-diacilglicerol
quinasa d’E. coli recombinant i 9.4 mM [y**P]JATP (activitat especifica 12.5 mCi/mmol)
en un volum final de 100 ul . La reacci6 també es va portar a terme amb
concentracions conegudes de ceramida per tal de confeccionar una recta patré que
permetés la quantificacié de ceramida dels extractes lipidics recollits. La reaccié fou
aturada afegint 0.6 ml cloroform/metanol/HCI 1M (1:2:0.01, v/v). S'obtingué la fase
organica tal com s'ha descrit anteriorment, se’n van evaporar 0.3 ml i els lipids
obtinguts van ser resuspesos en 15 ul de cloroform/metanol (4:1,v/v). El resultant es
va resoldre en una placa de TLC de silica gel —=60. La TLC es va posar en contacte amb
la fase mobil cloroform/acetona/metanol/ acid acetic /aigua (10.4.3.2.1, vol.)

La mobilitat de la fosfoceramida (Rf=0,41), la fosphoC,-ceramida (Rf=0,22) i el PtdOH
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(Rf=0,6) va ser mesurada amb estandards exogens després de revelar la TLC amb
vapors de I,. La radioactivitat de la [*’P]fosfoceramida i de la [*P]PtdOH fou
visualitzada amb el GS-525 Molecular Imager system de Biorad i quantificada amb el

software Molecular Analysis v 1.5.

3.12. MARCATGE METABOLIC AMB ['*C]-SERINA I [*H]-PALMITAT:

Per determinar la sintesi de ceramida de novo, les cél-lules foren marcades (pulse-
chase) amb [H]-palmitat (1uCi/ml) i [**C]-serina (0.5 pCi/ml),

Les cel*lules es van exposar a la normoxia o a I'OGD seguint el procediment descrit
anteriorment, pero en I'Gltim rentat de 0.5ml de BSS o BSS 5mM de glucosa, es van
afegir els precursors radioactius. Els lipids foren extrets després de I'OGD o la
normoxia, o alternativament al cap de dues hores de retornar el medi inicial als pous.
Després de I'extraccié lipidica , es van evaporar 600 pl de la fase organica de les
mostres i es van resuspendre amb 15 ul de cloroform/metanol (4/1, v/v).
Posteriorment, els lipids de les mostres es van separar en una TLC. Les cromatografies
es posaren en contacte amb la primera fase mobil cloroform/metanol/aigua (100:42:6,
v/v/v ), i es van deixar progressar fins a 14 cm. Es van deixar evaporar els solvents i
les cromatografies foren revelades 3 vegades fins a 19 ¢cm amb una fase mobil
composta per exa/dietiléter/ acid formic ( 55:45:1, v/v/v ). La ceramida (Rf 0.62) i
I'esfingomielina (Rf 0.11) foren identificades per comigracié amb els estandars exogens
els quals foren revelats per vapors de I, . Les taques foren rascades i disposades en

vials, i la radioactivitat fou quantificada mitjancant el comptador de guspireig .
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3.13. ANALISI ESTADISTICA:

Els resultats de les grafiques i de les taules estan expressats com a mitja = SEM. Els
grups experimentals foren comparats per un test ANOVA d’una via, seguit pel test de
multicomparacié de Tukey, quan era necessari. Els valors de p<0.05 foren considerats

significatius.
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4.1. MORT CEL'LULAR INDUIDA

DENDRITA

PER L'EXPOSICIO A UNA

MICROGLIA

0GD — DEPRIVACIO DE GLUCOSA I

< N\
OXIGEN: NECROSI VERS
ASTROCIT
APOPTOSI

4.1.1. Establiment dels cultius de neurones corticals:

El model d'OGD va ser utilitzat en cultius de neurones corticals de rata. Es van
optimitzar les condicions de cultius i es va demostrar la seva funcionalitat. S’hagueren
d’assajar una série de condicions de cultiu degut a la impossibilitat de reproduir els
resultats descrits en la bibliografia referent als cultius cerebrocorticals. Les condicions
es van dissenyar segons les segients variables:

- el temps d’addicid de I'inhibidor mitotic Citosina arabinosid (Ara C) 10uM, per aturar

la proliferacié de cél*lules no neuronals;
- el nombre de canvis de medi;

- el percentatge de medi fresc afegit en els canvis;
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Figura 4.1. Condicions per a I'obtenci6 de cultius primaris de neurones corticals de rata. En la
part esquerra de la taula es descriuen les diferents condicions assajades. Els parametres que van variar
foren els dies in vitro (DIV) on es van realitzar els canvis de medi, el dia d‘addicié de I'ara C, i la proporcid
de medi fresc afegit. El % de cultius viables es refereix al nombre de cultius supervivents en relacié al
nombre total de cultius assajats per a cada condicié. Els quadres colorejats indiquen els parametres
seguits en cada condicid i estan marcats en blau els passos que porten a obtenir un 100% de cultius
viables. El pannell de la dreta expressa I'Overflow de [*H]-glutamat obtingut en els cultius cultivats segons
cada condicié descrita en la taula. Cada barra és la mitjana +SEM d’almenys 3 experiments. Les
micrografies inferiors s‘obtingueren amb un microscopi invertit de contrast de fase i mostren neurones
cultivades segons la condicié 4 i segons la condicio 7.

La taula descriu les diferents condicions seguides per tal d’obtenir cultius de neurones
corticals de rata en funcié de la composicié del medi de sembra, del dia d'addicié de
I'Ara C i el nombre i dia dels posteriors canvis de medi. De totes les variacions, la
condiciéd 7(marcada amb quadrats blaus) fou la que va donar millors resultats, amb un
100% de cultius viables vers tots els cultius realitzats. La condicid 7 es caracteritzava
pel reemplag, el dia 7 in vitro (7 DIV), del medi de sembra BME 5%FCS/5%FHS per un
medi BME 10%FHS suplementat amb 10uM d’Ara C. Aquest Unic canvi de medi i el
retras en I'addicié de I'antimitotic va implicar el sacrifici de part de la puresa neuronal

del cultiu per millorar-ne la viabilitat fins els 12DIV. Les dues fotografies inferiors
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mostren l'aspecte de les céllules cultivades segons la condicid 4 (esquerra) i la
condicié 7 (dreta). Podem observar que les cel-lules de la condicié 7, al cap de 12 DIV
conserven el volum del soma i presenten una xarxa neuritica ferma a diferencia de les
neurones de la condicio 4.

Pel que fa a la funcionalitat dels cultius neuronals, es van realitzar estudis de mesura
d'alliberament de [*H]-glutamat en funcié d'un estimul despolaritzant, com per
exemple 55mM de K" (part dreta de la taula), tal com esta descrit en Materials i
Metodes. Pel que fa la condicid 7, l'overflow de glutamat obtingut és discret perd
rellevant. Tant les neurones com la glia tenen sistemes de recaptacié de glutamat molt
eficients. El fet d'ajornar I'addicié de I'antimitotic fins el 7 DIV va fer augmentar la
proporcié glial. La discrecid de I'overflow en aquesta condicié per tant, no es deuria a
una disminucié de la funcionalitat de les neurones sind a un augment del nombre
d’astrocits capacos de recaptar glutamat rapidament. De fet, es van realitzar
experiments d‘alliberament de [®H]-glutamat en neurones cultivades sobre una

monocapa de glia i els resultats d’overflow foren gairebé nuls (dades no mostrades).

4.1.2. Estudi de la viabilitat cel.lular dels cultius al llarg del temps:

Un cop establerta la millor condicié per a cultivar neurones corticals de rata, s’havia de
fixar el dia més adequat per realitzar els experiments d’isquemia /in vitro, basant-nos
en la viabilitat cel'lular optima i la maduresa de les neurones. Per aix0 es va mesurar la
viabilitat dels cultius sota la condicié 7 al llarg del temps, considerant com a 100% de
viabilitat els valors obtinguts el DIV 7, just abans de I'iinic canvi de medi (vegeu figura
4.2). A partir del 11 DIV, la viabilitat s'estabilitza. Aquest fet era primordial per tal
d’evitar valorar una mort artefactual inherent al cultiu, en els experiments que vindrien
posteriorment. Es va decidir acotar els dies d’experiment entre el 12¢ i el 14¢e DIV, per

a poder treballar amb neurones totalment diferenciades.
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Figura 4.2. Corva de viabilitat de neurones corticals cultivades segons el patré de la condicié
7. Es varen sembrar neurones corticals segons la condicié 7 (descrita a la taula 4.1) i es va mesurar la
viabilitat cel.lular al llarg del temps amb la técnica del MTT; la grafica mostra el decrement de la viabilitat
cel.lular a mesura que passen els dies en cultiu. El DIV 7, dia on es reemplaga el medi de sembra per BME
10% HS suplementat amb 10 uM AraC, es compta com a punt de referéncia a I'hora d’expressar el % de
viabilitat dels dies posteriors. Els resultats sén la mitja + SEM de tres experiments (realitzats per
quadruplicat) i cadascun en un cultiu independent.
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va observar que el model d'isquémia /n vitro era capag de generar mort cel*lular i que
aquesta mort era proporcional a la durada de I'exposicié a I'OGD. Aixi doncs, 24 hores
després de 15, 45 i 75 minuts d’OGD restaven viables, amb la tecnica de la reducci6
del MTT, un 75, un 70 i un 50 % del total de cél'lules, respectivament (vegeu figura
4.3). Els resultats amb la técnica de la LDH foren semblants.

Gran part del dany neuronal en una isquémia cerebral es deu a l'alliberament massiu
de glutamat a la fenedura sinaptica. Tal com s’ha descrit en la introduccid, la
sobreestimulacid dels receptors de glutamat provoquen una sobrecarrega ionica a la
cel'lula acompanyada d'una entrada de clor i aigua. Aquesta situacié compromet la
membrana citoplasmatica i desencadena la mort de les neurones. En el model
d'isquemia /n vitro es va estudiar la dependencia del dany neuronal a I'activacid dels
receptors de glutamat. Es van exposar els cultius a I'OGD en presencia o absencia
d’antagonistes del receptor NMDA , com és el (+)-MK801 10 uM, o d’antagonistes dels
receptors AMPA/KA com el CNQX 10uM, i es va mesurar la viabilitat cel.lular al cap de

24 hores (vegeu Taula 4.1).

TRACTAMENT NORMOXIA N 75’ OGD

- 101.14 + 1.32 6 39.50 + 3.94 *p<0.05
10 uM (+)-MK 801 99.77 + 1.05 6 92.22 + 2.51
10 uM CNQX 101.58 £ 2.15 6 66.55+ 7.03  *p<0.05

Taula 4.1. Efecte dels antagonistes dels receptors ionotropics del glutamat en I'OGD. La taula
descriu els valors de viabilitat obtinguts per I'assaig del MTT, 24 hores després d'exposar els cultius a
condicions normoxiques o a 75'd’'OGD, amb o sense (+)-MK801 o CNQX. Els resultats estan expressats en
% de cél'lules viables (mitja + SEM de 6 experiments diferents, en cultius independents i realitzats per
quadruplicat en cada condicid)
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En els cultius paral'lels sotmesos a condicions de normoxia i en preséncia dels
antagonistes, la viabilitat no es veia afectada en comparacio als cultius sense farmacs.
Pel que fa als cultius exposats a I'OGD, I'antagonista del receptor NMDA conferia una
proteccid cel.lular en un 92 %, a diferéncia de I'antagonista dels receptors AMPA/KA,
que només proporcionava proteccid en un 66% del total de cél.lules. Per tant, la
implicacié del glutamat i del seus receptors, principalment per via receptor NMDA,

quedava demostrada.

4.1.4. Caracteritzacio dels tipus de mort generats pel model d’'OGD:

Per estudiar els mecanismes de mort que es desencadenen en una OGD, es van
visualitzar els nuclis cel.lulars mitjancant la tincid fluorescent de la cromatina. Els
cultius es van exposar a 15, 45 i 75 minuts d'OGD. 24 hores després, es van tenyir
amb Iodur de Propidi (PI), llavors es van fixar amb 4% paraformaldehid i finalment es
tenyiren amb Hoechst 33258. (vegeu figura 4.4).

En el control de normoxia, s'aprecien només les cel.lules tenyides amb Hoechst 33258,
amb la cromatina laxa. En el control de necrosi, corresponent al tractament de 1 mM
de glutamat durant 24 hores, s'observen nuclis blaus amb la cromatina laxa i tenyits
amb PI. I finalment, en el control d'apoptosi corresponent al tractament de 1uM
d’Estaurosporina, s'‘observen nuclis amb la cromatina totalment condensada sense
tenyir-se amb PI. Aquestes cél*lules es trobarien en les primeres fases de I'apoptosi on
encara no s’ha perdut la integritat de la membrana citoplasmatica. D’altra banda,
també s’observen nuclis d’'un blau brillant amb la cromatina condensada o fragmentada
tenyits amb PI, que correspondrien a cél-lules que estan en fases apoptotiques més

tardanes.
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Entre el 12¢ i el 14¢e DIV, els cultius de neurones corticals de rata s’exposaren a una
deprivacid de glucosa i oxigen (OGD) durant 15, 45 i 75 minuts. Al cap de 24 hores, es

va mesurar la viabilitat dels cultius per I'assaig de la reduccié del MTT.
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Figura 4.3. Viabilitat cel.lular en funcié dela durada de I'OGD. Els cultius es van sotmetre a 0
(condicions normoxiques), a 15, 45 o 75 minuts d‘OGD. Es va mesurar la viabilitat cel.lular al cap de 24
hores per mitja la técnica del MTT i per la tecnica de I'activitat LDH, considerant que el % maxim de LDH
alliberada s'aconseguia tractant les cél'lules amb 1 mM de glutamat. Els resultats son la mitja + SEM de 4
experiments diferents, amb quadruplicats per a cada condicié. (+) p<0.01 versus normoxia (0 min OGD)
(*)p<0.01 versus normoxia (0 min OGD)

Paral-lelament es va mesurar la viabilitat cel*lular amb la determinacié de la LDH. Els
resultats del MTT indiquen el % de cél*lules viables que resten en el cultiu. En canvi, la

tecnica de la LDH estableix el % de cél'lules mortes. Amb les dues tecniques pero, es
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Figura 4.4. Quantificacio /n situ de la necrosi i I'apoptosi induida per diferents periodes
d’OGD. Les micrografies per a cada condicid de Hoechst 33258 (blau) i PI (vermell) corresponen a un
mateix camp i s6n representatives dels resultats de sis experiments. En el pannell superior es mostren el
control normoxic, el control de necrosi, corresponent al tractament durant 24h amb 1mM glutamat, i el
control d’apoptosi amb el tractament durant 24h amb 1p M d’estaurosporina. El pannell inferior mostra les
tincions amb hoechst 33258 i PI, 24 hores després d'exposar els cultius a 15, 45 o 75 minuts d’'OGD. Les
cél-lules viables mostren la cromatina laxa, exclusivament tenyida amb Hoechst 33258. Les cél'lules
apoptotiques (A) presenten la cromatina condensada o fragmentada tenyida d’un color blau brillant. Les
cél'lules necrotiques (N) Fotografies representatives d’'un mi la cromatina laxa i tenyida per PI i Hoechst
33258 ( veure materials i métodes).
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Els cultius sotmesos als tres periodes diferents d’'OGD mostren un nombre de cél*lules
necrotiques i apoptotiques creixent a mida que s'allarga el periode d’OGD.
A partir de les fotografies es van comptar el nombre de cel-lules necrotiques i el

nombre de nuclis apoptotics ( vegeu figura 4.5)

40~ s nuclis apoptotics
I ccl.lules necrotiques *

%ceél.lules vs total

control 15' 45' 75'

OGD (min)

Figura 4.5. Contribucio6 de la necrosi i I'apoptosi en funcioé de la durada de I'OGD. A partir de les
micrografies de les tincions fluorescents de Hoechst 33258 i PI es van realitzar els recomptes de les
cél'lules apoptotiques de les cél'lules necrotiques en funcié de la durada del periode d’'OGD. Els resultats
son la mitja = SEM de 6 experiments diferents expressats com a % de cél*lules necrotiques o apoptotiques
vers el total de cél*lules (vegeu materials i métodes) *p<0.05 vs control

Tal com s’expressa en la figura 4.5, els recomptes confirmaren els indicis observats en
les micrografies de fluorescéncia. El nombre de cél'lules necrotiques (vermelles amb la
cromatina relaxada) i el nombre de cel*lules apoptotiques (blaves amb la cromatina

condensada) augmentaven de manera significativa amb la durada de I'OGD.

4.1.5. La caspasa 3 media la condensaci6 de la cromatina en cél'lules
sotmeses a 75'0GD:
La condensacié de la cromatina i la fragmentacid del DNA soén caracteristiques de

processos apoptotics, perd no en son proves suficients. Un dels marcadors apoptotics
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més acceptats és l'activacio de la caspasa 3. La caspasa 3 és sintetitzada en forma de
proenzim, d’'uns 31/33 KDa i s'activa quan és proteolitzada per altres caspases, com la
8 0la9 en la seva forma de 17/20 KDa. Per determinar |'activacio de la caspasa 3 i
confirmar els indicis d'apoptosi, es va realitzar una immunocitoquimica en cél*lules

sotmeses a 75’ d’'OGD o de normoxia.

Hoechst 33258 ICQ

Control

75’'0GD

1uM Stau

imM
Glutamat

Figura 4.6. L'exposiciéo a I'OGD activa la caspasa 3. Sis hores després d'exposar els cultius a 75
minuts d'OGD o bé de tractar-los amb 1uM estaurosporina (Stau), l'activacié de la caspasa 3 es va
demostrar mitjancant tecniques d'immunocitoquimica(ICQ) (pannell dret). L'anticds reconeix
exclusivament la forma processada de 20KDa. El control normoxic i el control de necrosi amb glutamat no
presenten cél-lules amb marcatge positiu per a caspasa 3 activa. El pannell de la dreta mostra les tincions
de Hoechst 33258 de cultius paral-lels tractats amb les mateixes condicions que la immunocitoquimica.
Fotografies representatives d’un minim de tres experiments.
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Sis hores després de I'exposicio, les cél.lules es van fixar amb paraformaldehid i es van
incubar amb un anticos primari especific per la caspasa 3 activa, que no reconeixia la
proforma de 31/33 KDa.

També es van tractar cultius amb 1uM d’estaurosporina com a control positiu
d’activacié de la caspasa 3. Es va comprovar que el cultiu tractat amb 1mM de
glutamat, com a control de necrosi, no mostrava activacié de la caspasa 3. Per tal de
correlacionar condensacié de cromatina induida per OGD i activacié de caspasa 3, part
dels cultius anteriors es varen fixar al cap de 24 hores de d’haver rebut els mateixos
tractaments que els seus homolegs i es tenyiren amb Hoechst 33258 (vegeu figura
4.6). La immunocitoquimica dels cultius tractats amb estaurosporina presentava moltes
cél'lules caspasa 3 positives (en verd). A més, les cél.lules presentaven una
condensacié de cromatina evident en les fotografies de la tincid amb Hoechst 33258.
En canvi, el control de normoxia o el tractament amb glutamat no mostraven signes
d’activacié de caspasa 3 o de condensacié de cromatina. Pel que fa als cultius
sotmesos a 75'd'OGD es va detectar activacid significativa de caspasa 3 i aquesta
activacid també correlacionava amb la condensacid de cromatina. De fet, per
demostrar aquesta relacié directe, es van realitzar exposicions a I'OGD en preséncia o
abséncia d’un inhibidor general de les caspases anomenat Z.VAD.FMK, a una
concentraci6 de 100uM (vegeu figura 4.7). Es van fer els corresponents controls
negatius d'activaci6 de la proteasa (el control de normoxia i el control amb
Z\VAD.FMK), i els controls positius de cel*lules tractades per una banda amb 1uM
d’estaurosporina i per l'altra, tractades primer amb 100uM Z.VAD.FMK i posteriorment

incubades amb 1uM d’estaurosporina .
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Figura 4.7. Efecte del Z.VAD.FMK en l'apoptosi induida per OGD. Si els cultius es tracten durant
una hora amb 100uM Z.VAD.FMK abans d’exposar-los a una OGD, l'activacid de la caspasa 3 i la
condensacié de cromatina es bloquegen. El Z.VAD.FMK també bloqueja I'activacié de la caspasa 3 i la
condensacié de cromatina induida pel tractament d’estaurosporina (Stau). L'activacié de la caspasa 3 es va
realitzar per immunocitoquimica contra el fragment actiu de 20Kda després de 6 hores de I'agressid o els
tractaments. La tincid per hoechst 33258 es va realitzar en cultius paral.lels al cap de 24 hores de
I'agressid o dels tractaments.

A les fotografies de les cel.lules sotmeses a 'OGD, es pot observar com el tractament
amb Z.VAD.FMK bloqueja I'activacié de la caspasa 3 i, en conseqiiencia, la condensacio
de cromatina (pannell de l'esquerra). Els controls d’apoptosi amb estaurosporina
recolzen la funcionalitat del citat inhibidor (pannells de la dreta).

Per demostrar la simultaneitat de la necrosi i I'apoptosi caracteritzada per I'activacié de

la caspasa 3, sis hores després de sotmetre les cel.lules a 75’ d'OGD, es va combinar la
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tincid amb Iodur de Propidi amb la immunocitoquimica descrita anteriorment (vegeu

figura 4.8).

1CQ

CONTROL

75’ OGD

1uM STAU

imM
GLUTAMAT

Figura 4.8. La necrosi i I'apoptosi induides per OGD es donen de manera simultania pero en
cél'lules diferents. Els cultius es van sotmetre a 75'0GD o es van tractar amb 1mM glutamat o 1uM
estaurosporina. Posteriorment es tenyiren amb PI i, al cap de sis hores, es fixaren amb
4%paraformaldéhid en TBS per a la deteccid de la caspasa 3 per immunocitoquémica (ICQ). Tant en els
cultius sotmesos a 'OGD com els tractats amb estaurosporina, es poden apreciar cél*lules positives per
caspasa 3 (en verd) que no col.localitzen amb les cél'lules positives per PI (en vermell) Els cultius tractats
amb glutamat només presenten cel*lules positives per PI. Les micrografies de la dreta en contrast de fase
(CF) corresponen als mateixos camps de les micrografies fluorescents.
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Es van mantenir els controls de necrosi i apoptosi: es va comprovar la tincid positiva
per PI (vermell), en el cas del tractament amb glutamat i la tincié per caspasa 3 activa
(verd) en el cas del tractament amb estaurosporina. En els dos tractaments, les dues
senyals fluorescents no col.localitzaven. Els cultius exposats a I'OGD mostraven
cél.lules amb activaci6 de la caspasa 3 i, en paral‘lel, cél.lules amb els nuclis PI positius
amb la cromatina laxa. Aquestes proves demostraven que el model d'isquemia in vitro
produia una mort per necrosi i, en paral.lel, induia apoptosi. A més, ambdds
mecanismes es podien discriminar /n situ.

Per estudiar I'activacid de la caspasa 3, es van analitzar per western blot extractes
cel.lulars isquémics o normoxics, recollits una i tres hores després de 75’ d'OGD. La
membrana es va incubar amb un anticos primari que reconeixia la proforma i la forma
activa de la caspasa 3. L'activacié de la caspasa 3 es feia evident a partir de les tres

hores posteriors a 'OGD (vegeu figura 4.9).

1 hr 3 hr

p31/p33 ——»
P20 —p RN N e e

p17/p20 —» 1 .

Ctr OGD Ctr OGD

3hr
- - + 4+ ALLN(1pM)

p31/p33 —» WL ey
p29 — —

Ctr OGD Ctr OGD

Figura 4.9. Curs temporal d’activacié de la Caspasa 3. En el pannell superior s'observa el
processament de la procaspasa 3 (31/33Kda) en funcié del temps. Tres hores després de I'OGD, s'aprecia
I'aparicié del fragment actiu de 17/20KDa de la caspasa 3. Al pannell inferior, la figura mostra la
desaparicié del fragment de 29KDa en preséncia de 1uM ALLN durant una OGD. Western representatiu
dels resultats de, com a minim, tres experiments independents.

68



Resultats

A l'alcada de 29 KDa es va poder observar |'aparicié d'una banda que augmentava
d'intensitat en els extractes isquemics, en funcié del temps transcorregut després de
I'OGD. Aquesta banda correspon al fragment resultant del processament de la caspasa
3 per part de la calpaina i la seva aparicié es pot bloquejar en preincubar les cél.lules
amb un inhibidor de la calpaina com I’ALLN ( vegeu pannell inferior figura 4.9) abans

de I'OGD.
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4.1.6. Localitzacio cel.lular de I'activacio de la caspasa 3:

Les immunocitoquimiques anteriors havien demostrat que hi havia una activacié de la
caspasa 3 evident en els cultius exposats a I'OGD. Els cultius corticals eren
preparacions mixtes de cel*lules neurals on tedricament coexistien neurones, astrocits i
microglia. Per aquests rad es va estudiar en quines espécies cel.lulars es donava
I'activacié de la caspasa 3. Aixi doncs, es van realitzar immunocitoquimiques mixtes
amb dos anticossos primaris, un que detectés el fragment actiu de la caspasa 3, i
I'altre que fos especific per a cada tipus cel.lular.

La MAP2 (en vermell) marca majoritariament el soma i les dendrites de les neurones
(vegeu figura 4.10). Aquesta proteina també és utilitzada com a marcador de I'abast
d’'una lesié cerebral perque és substrat de diferents proteases que s'activen en els
mecanismes de lesid isquemica. Aix0 explica per qué després d'una OGD hi ha una
perdua del marcatge MAP2 i una desorganitzacid de la xarxa dendritica El control
mostra un marcatge de MAP 2 en vermell d’'una xarxa neuritica organitzada i els somes
amb un volum convencional. No s‘observen neurones caspasa 3 positives (en verd).
Les neurones exposades a I'OGD la integritat de la xarxa neuritica es perd i el
marcatge MAP2 es concentra als somes de les cel.lules. A més, hi ha una
col.localitzacié cel.lular del marcador MAP2 i del marcatge corresponent a la caspasa 3
activa (en verd). Com ja s’ha dit anteriorment, el marcador MAP2 és diana de les
proteases que s'activen en els processos de mort cel.lular. Per demostrar la degradacié
de la MAP2, es van analitzar per western blot, extractes cel.lulars de cultius exposats o
no a I'OGD. Es van recollir els extractes a diferents temps després de I'OGD o la

normoxia.
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Figura 4.10. L'OGD activa la caspasa 3 en neurones. Les micrografies mostren el resultat de la
immunocitoquimica amb doble marcatge contra la MAP2 (vermell) i contra el fragment actiu de la caspasa
3 (verd).Els cultius sotmesos a normoxia no presenten activacié de caspasa 3 i la xarxa neuritica es troba
intacta. Les neurones exposades a I'OGD mostren activacié de caspasa 3 i el marcatge MAP 2 es concentra
al seu soma. En el pannell inferior s'observa que la proteina MAP2 sofreix una degradacid progressiva al
llarg del temps, després de I'OGD, vers els extractes dels cultius normoxics. Els resultats de la
immunocitoquimica i del western blot sén representatius d’'un minim de tres experiments realitzats en
cultius independents.

En els western blots s'observa una degradacié gradual de la MAP2 en els extractes de
cel*lules isquemiques. Per aquesta rad, es va fer una segona immunocitoquimica amb
un altre marcador neuronal més resistent a I'accié de les proteases activades en els

processos de mort.
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Figura 4.11. El marcador NeuN és més resistent a I'exposicié de I'OGD. . Les micrografies
mostren el resultat de la immunocitoquimica amb doble marcatge contra NeuN (vermell) i contra el
fragment actiu de la caspasa 3 (verd).Els cultius sotmesos a normoxia no presenten activaciéo de caspasa
3. En les cél'lules exposades a 'OGD, el marcatge NeuN col.localitza amb el marcatge de la caspasa 3
activa. Els resultats de la immunocitoquimica son representatius d'un minim de tres experiments realitzats
en cultius independents.

S'utilitza el marcador neuronal NeuN, que es localitza principalment al nucli de les
neurones tot i que /n vitro també es pot observar en el citoplasma cel.lular.

En el cas del Neu N la col.localitzacié de la caspasa 3 activa fou molt més clara perquée
la desorganitzaci6 del marcador era minima. Per tant, les dues series
d'immunocitoquimiques demostraven que hi havia una activacié neuronal de caspasa
3, sis hores després de I'exposicié a OGD.

Pel que fa les altres espécies cel.lulars presents en el cultiu, tal com son els astrocits i
la microglia, es va estudiar si mostraven també activaci6 de caspasa 3 i en
conseqiiencia mort cel.lular. Estava descrit en la bibliografia que la mort dels astrocits
implicava periodes d'exposici6 a I'OGD molt més llargs (Goldberg MP & Choi

DW.,1993). En canvi, l'activacié de la microglia era un esdeveniment pales.
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Figura 4.12. L'exposicid a 'OGD no indueix una activaciéo de la caspasa 3 en astrocits. Les
micrografies corresponen a cultius normoxics i exposats a I'OGD analitzats per immunocitoquimica contra
la GFAP (vermell), com a marcador astrocitari i contra la caspasa 3 activa (verd). Sis hores després de
I'agressio, els astrocits dels cultius exposats a I'OGD no solen ser positius pel fragment actiu, tot i que a la
fotografia se n‘aprecia un (fletxa) Els resultats de la immunocitoquimica son representatius d’'un minim de
tres experiments realitzats en cultius independents

Figura 4.13. L'OGD indueix una activacio de la caspasa 3 en microglia. Les micrografies mostren
les immunocitoquimiques contra OX42 (vermell) com a marcador microglial i contra el fragment actiu de la
caspasa 3 (verd). Sis hores després d’exposar els cultius a I'OGD es pot observar una activacié microglial
de la caspasa 3, a diferéncia dels cultius normoxics. Els resultats de la immunocitoquimica sén
representatius d’'un minim de tres experiments realitzats en cultius independents
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En general el nivell d'activacié de caspasa 3 en astrocits es va mantenir molt baix, tot i
observar algun astrocit positiu per caspasa 3. Cal destacar que l'exposicié a I'OGD
modificava la morfologia dels astrocits lleugerament (vegeu figura 4.12.).

La microglia del cultiu també presentava una activacié de caspasa 3 després d’'una
OGD. Tot i que el percentatge de microglia en el cultiu respecte al percentatge de
neurones era baix, la seva aportacié a la mort neuronal no podia ser menyspreada

(vegeu figura 4.13).

4.1.7. Activacio d'altres caspases en cultius sotmesos a OGD:

La caspasa 7 és una cistein aspartat proteasa molt semblant a la caspasa 3, tant a
nivell d'estructura com a nivell de funcid. Ambdues comparteixen dianes i com a
caspases executores, proteolitzen proteines clau en un procés apoptotic. Fins fa poc
temps, I'expressié de la caspasa 7 en el sistema nervids central no havia estat descrita
(Juan TS. et al.,1997) . Actualment pero, existeixen dades controvertides sobre la
implicacio de la caspasa 7 en l'apoptosi neuronal .

L'activacié de la caspasa 7 es va estudiar en preparacions de neurones corticals
sotmeses a I'OGD. Sis hores després de 75’ d'OGD, els cultius foren fixats i incubats
amb un anticos que reconeix la forma activa de 20/17 KDa de la caspasa 7. Aquest
anticos no reconeix la proforma de l'enzim. Simultaniament, es van afegir els
anticossos dels marcadors cel.lulars per localitzar I'activacié de la proteasa en les
diferents espécies cel.lulars. De la mateixa manera que s’ha descrit anteriorment, les
immunocitoquimiques es van observar en un microscopi de fluorescéncia (vegeu figura
4.14) Les fotografies corresponen a cultius sotmesos a 75 minuts d’'OGD i fixats sis
hores després. S'aprecia una activacié de la caspasa 7 en les preparacions i, a nivell
d’espécies cel.lulars, les neurones i la microglia mostren una col.localitzacié clara. No

s'observa activacid de caspasa 7 en les cel.lules GFAP positives.
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Figura 4.14. Activacio de la caspasa 7 induida per OGD en diferents espécies cel.lulars. Després
de sis hores d’exposar els cultius a 75’ d’'OGD, s'observa activacié de la caspasa 7 en neurones i microglia.
No s’observa cap astrocit positiu per la caspasa 7. MAP 2 marcador neuronal; GFAP, marcador astrocitari;
0X42, marcador microglial. Els resultats de la immunocitoquimica son representatius d’un minim de tres
experiments realitzats en cultius independents

La caspasa 9 és una caspasa efectora que actua per sobre el nivell d'activacié de la
caspasa 3 o la caspasa 7. Dit en altres paraules, és la caspasa encarregada, juntament
amb la caspasa 8, d‘activar les caspases executores. Tal com s’ha dit en la introduccio,
la caspasa 9 forma part de I'apoptosoma (APAF1-CitC-Caspasa 9), que s’activa amb la
sortida del citocrom C de la mitocondria. També esta descrit que la caspasa 9 té setis
fosforilables, els quals regularien la seva capacitat de formar part de 'apotosoma. Les
proves que evidenciaven l'activacid de la caspasa 3 i de la caspasa 7 van portar a
I'estudi de la caspasa 9 com a caspasa iniciadora del procés apototic induit per OGD.
Aixi, es va seguir el mateix procediment que amb les altres caspases i es van realitzar

immunocitquimiques contra la forma activa de la caspasa 9 en cultius sotmesos a
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I'OGD. Es feren immunodeteccions amb els marcadors cel.lulars per tal de localitzar la

caspasa 9 activa en neurones, astrocits o microglia.

Figura 4.15. Activacio de la caspasa 9 en neurones i microglia després de I'OGD. Després de sis
hores d'exposar els cultius a 75’ d’'OGD, s‘observa activacié de la caspasa 9 en neurones i microglia. No
s'observa cap astrocit positiu per la caspasa 9. MAP 2 marcador neuronal; GFAP, marcador astrocitari;
OX42, marcador microglial. Els resultats de la immunocitoquimica son representatius d’un minim de tres
experiments realitzats en cultius independents

Igual que en el cas de la caspasa 7, la caspasa 9 s'activava en neurones i microglia
(vegeu figura 4.15). Hi ha una col.localitzacié evident de la caspasa 9 activa amb els
marcadors MAP2 i OX42 . D'altra banda, no s‘aprecia activacid de caspasa 9 en cap
cél.lula GFAP positiva.En la taula 4.2, es resumeixen els resultats de les
immunocitoquimiques. La taula mostra la freqliencia d'activacid de les diferents
caspases segons les especies cel.lulars del cultiu.Per tant, I'OGD indueix una mort
neuronal i una activacié de la microglia. La mort neuronal és necrotica i apoptotica en

paral‘lel. La mort neuronal apoptotica ve mediada per l'activacid almenys de les
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caspases 9,7 i 3, a ligual que la mort de la microglia. L'astroglia necessitaria periodes

d’'OGD més llargs per veure's afectada.

Neurones Astrocits Microglia

Caspasa-3 +++ + ++
Caspasa-9 ++ = +++
Caspasa-7 +/++ = +++

Taula 4.2. Localitzacio cel.lular de les caspases activades per OGD. Els signes (+) signifiquen la
importancia de I'activacié caspassica en cada espécie cel.lular. Els signes (-) es refereixen a la no activacié
de les caspases

CONCLUSIONS (I)
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La viabilitat fins al Div 12-15 dels cultius primaris de neurones corticals
s'aconsegueix sembrant les cél.lules amb BME suplementat amb 5% de FCS i 5%
de HS i canviant el medi inicial per un medi BME suplementat amb un 10% de HS i
amb 10 pM d'AraC al 7 DIV.

Els cultius obtinguts sén mixts de neurones i glia, i son funcionals perque responen
alliberant [°*H]-glutamat davant d’estimuls despolaritzants de potassi.

El model d’isquémia /n vitro indueix una mort neuronal i que aquesta depen de la
durada de I’ exposicid. El model indueix necrosi i apoptosi i a més, permet la seva
quantificacié /n situ, combinant dues tincions fluorescents, el iodur de propidi i el
Hoechst 33258, respectivament .

L'OGD indueix una activacid de les caspases 3 7 i 9 en neurones i microglia
principalment i aquesta activacié es pot correlacionar amb Iaparicié de la

condensacié de cromatina.
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