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Resumen

Antecedente: la mitocondria se dafia en la isquemia cerebral focal (ICF). Dada su
participacion en la produccion de ATP y los procesos de muerte celular, es relevante
caracterizar el proceso de dafio.

Objetivo: evidenciar el dafio tisular y los cambios en el perfil protedmico mitocondrial
del cuerpo estriado e hipocampo en la ICF.

Material y métodos: en ratas Wistar macho, se indujo ICF por 15 o 1h, y se
obtuvieron muestras de inmediato o a las 24 h de reperfusion (rpf). Se realizd
valoracion neuroldgica, analisis histolégico y andlisis protedmico mitocondrial.
Resultados: se presento déficit neuroldgico a partir delos 15 de ICF. Consistentemente,
se detectd dafio tisular mediante H&E; ademas, se encontré muerte celular a Th-ICF/rpf
mediante la tincion de TTC. En el perfil protedmico se observaron 20 puntos candidato
de proteinas, de los cuales, varios mostraron cambios cualitativos (seis en estriado
y cuatro en hipocampo) a partir de los 15" de ICF en comparacion con el control.
Dos de estos puntos mostraron claro aumento en su expresion en ambas regiones.
Conclusién: con este estudio se muestra que desde los primeros minutos del
evento isquémico la mitocondria sufre cambios en la expresién de proteinas
como respuesta al dafio producido por la ICF. La identificacion y caracterizacion
de las protefnas que se alteran permitira estudiar con mayor profundidad los
procesos bioquimicos que se presentan ante la ICF, lo cual contribuird a ampliar el
conocimiento basico de la secuencia de eventos que se dan como respuesta a la ICF.

Palabras clave: isquemia Cerebral, protedmica, reperfusion, mitocondria, expresion
diferencial.
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Mitochondrial response in the rat focal
cerebral ischemia

Abstract

Antecedents: focal cerebral ischemia (FCl) causes mitochondrial injure. Due to
its participation in ATP production and in cell death processes, it is important to
characterize the damage.

Obijetive: To show the tissue injures and mitochondrial proteomic profile changes in
striatum and hippocampus in FCI.

Material and methods: Fifteen min and 1h of FCl with and without 24h of
sanguineous reperfusion (rpf) was induced in Male Wistar rats. Neurological
evaluation, histological assessment and mitochondrial proteomic analysis was done.
Results: Neurological deficit was observed from the 15 min of FCI. Tissue damage was
observed with H&E stain; TTC stain show macroscopic cellular death at 1h-FCI/24h
rpf. By proteomic strategy, 20 protein spots were initially found to be differentially
expressed; 6 spotsin striatum and 4 spots in hippocampus show qualitative differences,
of these spots, two protein spots show evident changes from 15 min of FCl, in both
cerebral regions.

Conclusion: focal cerebral ischemia induces mitochondrial protein expression
changes from the first minutes of the ischemic insult, as were observed by proteomic
strategy. The subsequent identification and characterization of these proteins will
allow studying the biochemical processes that take place in FCI, and will contribute to
broaden the knowledge of the sequence of events that occur in response to ischemia.

Key words: cerebral ischemia, proteomics, reperfusion, mitochondria, differential expression.

Introducciéon

La enfermedad vascular cerebral (EVC) es
una alteracion neuroldgica producida por un
proceso patolégico de los vasos sanguineos,
que afecta un area del encéfalo de forma subita,
transitoria 0 permanente, ya sea por isquemia,
definida como la carencia de oxigeno y glucosa
en el tejido cerebral, o por hemorragia'.
La isquemia cerebral (IC) representa el 80% de
las enfermedades cerebrovasculares, las cuales
constituyen la primera causa de discapacidad,

la segunda de demencia y la tercera de
muerte en los pafses industrializados**#°. En
México, la EVC representa la tercera causa de
muerte en personas mayores de 65 afios®’.
Por sus consecuencias sobre la salud y su
consecuente impacto econdémico y social, es
necesario investigar los procesos fisioldgicos
y moleculares que se desencadenan, para
desarrollar  estrategias  de  proteccion,
tratamiento y prevencion.
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El cerebro demanda gran cantidad de ATP para
mantener su integridad funcional, y la obtiene
de la glucdlisis aerobia y de la reduccion del
oxigeno en la mitocondria®. Este proceso es
afectado por la IC debido a la interrupcion
del flujo sanguineo. Se ha propuesto que las
proteinas mitocondriales juegan un papel
importante en el dafio isquémico?®, por Io
que en el presente trabajo se evalud el dafio
tisular y el perfil protedmico mitocondrial del
cuerpo estriado e hipocampo, empleando un
modelo de isquemia cerebral focal (ICF) en rata.

Materiales y Métodos

Modelo de Isquemia Cerebral Focal

Se indujo ICF del hemisferio izquierdo a
ratas Wistar macho (280-300 g) por oclusién
de la arteria cerebral media’™ durante 15,
1 h cony sin 24 h de reperfusion (rpf). Como
control normal se usaron ratas sham (solo con
manipulacion quirldrgica. Los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el
comité de ética del INNN y se apegaron a la
norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999.
Las ratas se sacrificaron por sobredosis
intracardiaca de anestésico (pentobarbital
sodico, laboratorios PiSA, Guadalajara, Jal. México).
Valoracién Neuroldégica

Se evalué el dafio neuroldgico de acuerdo
a la escala de Capdeville', que consiste en
valorar: disminucién o ausencia de movimiento
espontaneo cuando la rata es colocada sobre
una superficie, flexion de la extremidad
anterior derecha, giros hacia la derecha e
incapacidad de sostenerse de una cuerda.
Analisis Histologico

Para visualizar macroscépicamente el dafio
tisular se empled TTC (2,3,5-Tryphenyltetrazolium
hydrochloride), el cual es un indicador redox de

la respiracion celular'. Se elaboraron cortes
coronales en fresco de 2 mm de grosor y se
incubaron con TTC al 2% en solucién salina por
30 min a 37°C. Posteriormente estos mismos
tejidos fueron deshidratados en alcoholes
graduales e incluidos en parafina. Cortes de 4
pm se tifleron con de Hematoxilina y Eosina (H-
E) y se observaron al microscopio (Nikon E200).
Extraccién de proteinas

Se aisld la fraccion mitocondrial del cuerpo
estriado y el hipocampo del hemisferio
izquierdo mediante un método previamente
reportado’. El boton mitocondrial se suspendié
en 200 pl de amortiguador de lisis (Urea 8M,
Tiourea 2M, CHAPS 4%, IPG 2%, DTT 50mM,
EDTA 1nM, EGTA TmM) con inhibidores de
proteasas (Complete mini, ROCHE) y fosfatasas
(PhosStop, ROCHE), se congeld en nitrégeno
liquido y fue homogenizado. Después, las
proteinas mitocondriales se precipitaron con
acido tricloroacético (SIGMA-ALDRICH) al 77%
en acetona incubando a -20°C por 30 min.
Se centrifugd a 15,000 x g por 15 min a 4°Cy el
boton se lavo tres veces con 400 pl de acetona
fria (5 min), se centrifugd a 4°C y se seco por
3 min a temperatura ambiente. Las proteinas
se resuspendieron en 150 pl de amortiguador
de hidratacion  (DeStreakTM  Rehydration
Solution, GE Heath Care) con los mismos
inhibidores, conteniendo IPG buffer pH 3-10,
al 0.5% (Biorad) y se cuantificaron mediante un
estuche comercial (2D Quant Kit, GE Healthcare)
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Analisis de Perfil Protedmico

Se llevd a cabo mediante electroforesis
bidimensional'. Para esto, tiras pre-hechas
(ReadyStrip IPG Strips, Biorad 163-2000) de
7 ¢m pH 3-10, se hidrataron toda la noche a
temperatura ambiente con 40 pg de proteina
en 150 pl de de amortiguador de hidratacion
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y se sometieron a isoelectroenfoque (IEF)
en una camara Protean IEF Cell (Biorad).
La segunda dimension se corrid en geles de
acrilamidaSDS-PAGEal12%a200 mVpor40min.
Los geles se fijaron por 30 min en una
mezcla de etanol absoluto 30%/acido
acético 10%, se ftifieron con azul de
coomassie por 1 hy se lavaron con agua MQ.
La digitalizacion y analisis de los geles 2DE se
realizé con un equipo Fusion Solo S, Vilber
Loumant.

Resultados

Analisis histologico

La tincién de TTC evidencié el dafio al
parénquima cerebral mostrando una zona
incolora solo en el grupo de ThICF/24h rpf.
En los grupos con 15"y 15724h rpf y 1 h
no se evidencié el mediante esta técnica.
Con el fin de evaluar el modelo experimental,
se indujo ICF por 2h'y 2h/24h-rpf, mostrando
cambios macroscopicos marcados en la rpf
(figura 1).

Los cortes tefiidos con H-E mostraron el dafio
producido por la ICFalos 15, 15/724h rpfy 1h,
que no fue evidenciado con la tincién de TTC.

15 min/ 1h 2h
24h rpf 24h rpf 2h 24h rpf

T

Figura 1. Cortes coronales de cerebro de rata a la
altura del estriado e hipocampo, de los diferentes
grupos experimentales tefiidos con TTC. El
dafio producido por la ICF/rpf se observa como
una zona incolora en el parénguima cerebral.

Sham 15 min

En estos grupos se observaron alteraciones
en el neurdpilo con dilataciones de las
prolongaciones membranales, edema celular
(citotoxico), edema de los vasos (vasogénico) y
células picnéticas, producto del encogimiento
del cuerpo celular y condensacion de su
contenido (figura 2).

Sham 15min

15min/24h rpf

Estriado

Figura 2. Cortes coronales de cerebro de rata de 4
pum de grosor tefiidos con hematoxilina y eosina. En
el grupo sham se muestran neuronas (flecha fina) y
vasos (flecha gruesa) conservados en ambas regiones
cerebrales; En los grupos con isquemia (15 min,
15 min/24hrpf y 1h) se observé edema citotoxico,
neuronas con nlcleo picndtico (flechas finas) vy
edema vasogénico (flechas gruesas). Aumento X10.

Perfil protedbmico

En los geles 2DE de las dos regiones cerebrales
analizadas, se observaron 20 puntos candidato
de proteina con posibles diferencias en su
intensidad, comparando con el grupo sham;
de estos, fueron seleccionados seis puntos en
estriado y cuatro puntos en hipocampo, cuyas
diferencias fueron mas constantes y marcadas,
en los grupos con reperfusion (figura 3).
Dos de estos puntos (19 y 20) mostraron un
claro aumento de expresion en ambas regiones
cerebrales, en condiciones de reperfusion.
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Figura 3. Geles 2DE tefiidos con azul de Coomasie. Se muestran 20 puntos candidato de proteina en
ambas regiones cerebrales. A) Estriado Control; B) Estriado 15 min ICF/24h rpf; C) Hipocampo Control; D)
Hipocampo 15 min ICF/24h rpf. En el cuerpo estriado se observan diferencias de intensidad en los puntos
5,7,9,10, 19y 20 y en el hipocampo destacaron 4 puntos: 5, 9, 19 y 20, en comparaciéon con el control.

Discusién

La isquemia cerebral es uno de los

padecimientos  con  mayor incidencia
en el mundo, produce discapacidad vy
muerte, con un alto costo econdmico®™.

El modelo experimental de ICF en rata
reproduce las alteraciones neurolégicas
que se presentan en el humano, haciendo
posible su andlisis histologico y molecular.
Las alteraciones tisulares producidas por la
ICF se pueden observar macroscopicamente
mediante la tincién de TTC, sin embargo

en este trabajo, el TTC solo evidencid el
dafio producido por tiempos largos de
isquemia y en condiciones de reperfusion,
es decir, al establecerse el infarto.
Por lo tanto, para la evaluacion de la ICF en
este modelo experimental, es necesario
realizar el andlisis histoldgico en cortes de
tejido tefiido con H-E, sumado a la evaluacion
neuroldgica, con el fin de dar una mayor
confiabilidad al modeloy al material empleado
para las diferentes técnicas de analisis.
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La estrategia protedémica permite analizar la
expresion de proteinas en fendmenos complejos
como la IC, y conocer sus cambios dependiendo
del estado fisiolégico o patoldgico en que se
encuentre el organismo'. La mitocondria es
un organelo fundamental para la produccién
de ATP en la célula'® y es severamente afectada
en la IC. Con esta estrategia se analizaron los
cambios en el patrén de expresion de proteinas
mitocondriales en estriado e hipocampo a
tiempos cortos de ICF y se seleccionaron
puntos con diferencias en su expresion.

Conclusiéon

Con este estudio se muestra que la
mitocondria sufre cambios en la expresion de
proteinas como respuesta al dafio producido
por la ICF y que estos cambios se presentan
desde los primeros minutos del evento
isquémico. La identificacion y caracterizacion
de las proteinas seleccionadas, permitira
averiguar las vias moleculares en las que estas
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