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ABREVIATURAS

53BP1: p53 Binding Protein

7-AAD: 7-amino-actinomicina D

ACE: arteria cardtida externa

ACI: arteria carétida interna

ACM: arteria cerebral media

AMPA: 4cido-a-amino-3-(hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico)
AP: apurinicos o apirimidinicos

AR: 4cido retinoico

ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated

ATP: adenosin trifosfato

BB: Binding Buffer

BCA: 4cido bicincrénico

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

BDNF: Brain Derived Neurotrophic Factor

BER: Base Excision Repair

BHE: barrera hematoencefdlica

BNIP3: Bcl-2/adenovirus E1B 10kDa-Interacting Protein
BSA: seroalbimina bovina

CAD: Caspase Activated DNase

CB: cuerpos de Cajal

CCCP: cianuro de carbonilo 3-clorofenilhidrazona

CP: perinfarto contralateral



CPT: camptotecina

C.: ciclo umbral

DAPI: 4’',6-diamino-2-fenilindol

DEPC: di-etil piro-carbonato

DilC4(5): 1,1’,3,3,3’,3’-hexametilindolcarbocianina
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO: dimetilsulféxido

DNA: 4cido desoxirribonucleico

DNA-PKcs: DNA-dependent Protein Kinase catalytic subunit
DSBs: Double Strand Breaks, roturas de doble cadena
GAPDH: gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasa
GFP: proteina verde fluorescente

GWAS: Genome Wide Association

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

HR: Homologous Recombination

IP: perinfarto ipsilateral

KRPG: Krebs Ringer Phosphate Glucose

MAP2: Microtubule Associated Protein 2

MCAO: oclusién de la arteria cerebral media

MDC1: Mediator of DNA damage Checkpoint protein 1
mitoSNO: mitocondria-targeted S-nitrosothiol
MRE11: Meiotic REcombination 11

MmRNA: RNA mensajero



NAT: Natural Antisense Transcript

NB: medio Neurobasal

NBS1: Nijmegen Breakage Sindrome 1

NER: Nucleotide Excision Repair

NHEJ: Non-Homologous End Joining

NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale
NMDA: acido N-metil-D-aspartato

NMX: normoxia

NO: éxido nitico

NOS: éxido nitrico sintasa

OGD: Oxigen and Glucose Deprivation
OptiMEM: medio minimo esencial optimizado
PBS: tampdn fosfato salino

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PDL: poli-D-Lisina

PIKKs: phosphatidylinositol-3-kinase-related kinases
PSA: persulfato sddico amonico

PTPM: poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
ROS: especies reactivas de oxigeno

RNA: 4cido ribonucleico

RNP: ribonucleoproteina

RNS: Reactive Nitrogen Species

rt-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real



scaRNAs: pequefios RNAs especificos de Cuerpos de Cajal
SDS: dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: electroforesis de poliacrilamida en presencia de SDS
SF: suero fetal

siRNA: small interfering RNA, RNA pequefio de interferencia
SMN: Survival of Motor Neuron

SNAP: S-nitroso-N-acetylpenicillamine

SNP: Single Nucleotide Polyporphism

snRNPs: small nuclear RiboNucleoProteins

SOD: superdxido dismutasa

SSBs: Single Strand Breaks, roturas de cadena simple.

TBS: tampon tris salino

t-PA: activador tisular del plasminégeno

TTBS: tampdn tris salino con tween 20

TEMED: N,N,N,N’-tetrametilendiamina

u.a. unidades arbitrarias

XRCC4: X-ray Repair Cross-Complementing protein 4

XLF: XRCC4-Like Factor

AWm: potencial de membrana mitocondrial
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INTRODUCCION






1. ICTUS

El ictus es un sindrome clinico que surge como consecuencia de la
interrupciéon brusca del flujo sanguineo que irriga una parte del cerebro, lo
que produce una alteracién transitoria o definitiva de la funcién cerebral en
la zona afectada (Donnan et al. 2008). De manera general, los ictus pueden
clasificarse en isquémicos o hemorragicos dependiendo de su causa. El ictus
isquémico es resultado de la oclusiéon de un vaso sanguineo, generalmente
como consecuencia de trombosis, embolismos o disminucion del flujo
sanguineo por enfermedades de los vasos cerebrales (arteriales o venosos),
sanguineas o del corazoén. Los ictus hemorragicos son consecuencia de una
rotura vascular y la posterior extravasacion de sangre en el tejido (Saenger &
Christenson 2009).

Ictus hemorragico
Ictus isquémico

Figura 1. Clasificacion de los tipos de ictus segun su etiologia. (A) Ictus
hemorréagico causado por rotura de vaso sanguineo cerebral. (B) Ictus isquémico
debido a una obstruccién vascular.

El ictus es la principal causa neurolégica de muerte y discapacidad en el
adulto en paises desarrollados, siendo ademas la primera causa de
mortalidad en mujeres y la segunda en los hombres (Mozaffarian et al.
2016). En nuestro pais ocurren unos 120.000-130.000 casos anuales. A los 6
meses del accidente cerebrovascular, el 26% de los pacientes han fallecido,
el 32% seran dependientes y el 42% restantes se mantendran
independientes. En datos globales, entre los supervivientes de un ictus, el



44% tendran algun tipo de discapacidad funcional (Mar et al. 2013). Desde el
punto de vista econdmico, el ictus supone entre el 3% y el 6% del gasto
sanitario.

El riesgo a padecer un ictus es mas elevado en edades avanzadas, aunque
también puede ocurrir en individuos jovenes. La incidencia y el tipo de
infarto parecen tener una clara dependencia del sexo, siendo las mujeres
mas propensas a esta enfermedad cerebrovascular. Ademads de los citados,
destacan otros factores de riesgo como la hipertensién, dislipemia,
fibrilacion auricular, diabetes mellitus, obesidad e infarto de miocardio, asi
como habitos de vida poco saludables como el tabaquismo y el sedentarismo
(Gardener et al. 2015).

Gracias a las mejoras en prevencidn primaria y tratamiento, la mortalidad
asociada a la enfermedad ha disminuido en los ultimos afios (Brouns & De
Deyn 2009), no asi la prevalencia de la misma. Es mas, debido al
envejecimiento de la poblacién se prevé que el impacto demografico,
sanitario y social del ictus aumente en las proximas décadas. Segun datos del
observatorio nacional del Ictus (observatoriodelictus.com), uno de cada 6
espafnoles sufrird un ictus a lo largo de su vida. Por tanto, el ictus es
actualmente un importante problema sociosanitario que precisa de
estrategias determinadas para su deteccidn, manejo y tratamiento.

1.1. TERAPIA CLINICA ACTUAL EN EL ICTUS ISQUEMICO
AGUDO

La normalizacidn de la funcidn cerebral tras un ictus isquémico depende
del tamano del area afectada, de la duracién de la isquemia, la restauracién
completa del flujo sanguineo y la aplicacion de medidas terapéuticas
destinadas a la proteccién y reparacién del tejido dafiado (Brouns & De Deyn
2009). La estrategia de tratamiento del ictus en su fase aguda tiene dos
objetivos principales: la recuperacién (recanalizacion) del flujo sanguineo y la
proteccion y reparacién del tejido afectado.

Recanalizacion. Consiste en intentar establecer el flujo sanguineo
(reperfusién) rapidamente en la zona infartada entre las 6-8 horas desde el
inicio del dafo para evitar que la magnitud de la lesidon progrese.
Actualmente, la Unica terapia farmacoldgica aprobada es la forma



recombinante del activador tisular del plasmindégeno o t-PA (NINDS 1995),
que es eficaz hasta 6 horas tras la aparicidon de los sintomas. Sin embargo,
solo aquellos pacientes que cumplen los criterios de inclusién pueden
beneficiarse de este tratamiento. En 2004 Ila Administracion de
Medicamentos y Alimentos americana (www.fda.gov) aprobd |Ia
trombectomia mecdénica en pacientes con ictus isquémico no candidatos a
trombolisis sistémica, o bien como terapia de rescate en los pacientes que no
responden al tratamiento intravenoso con t PA (Bergui et al. 2005; Ramee et
al. 2004). Ambas estrategias (trombolisis/trombectomia) pueden combinarse
en algunos casos (Smith et al. 2008), si bien en los ultimos afios se demostré
que la trombectomia endovascular o extraccion del trombo mediante
dispositivo mecanico es el tratamiento mas efectivo para la recanalizacién
después del ictus (Goyal et al. 2016).

La restauracién completa de la circulacién sanguinea es critica para la
normalizacién de la funcidn cerebral. Sin embargo, el fendmeno de
reperfusion lleva asociado un incremento significativo en el dafo tisular y
una importante respuesta inflamatoria (Eltzschig & Eckle 2011), ocasionando
el denominado “dafio por reperfusién”. Por ello, las terapias de
recanalizacidn deberian ir acompafiadas de tratamientos que minimicen los
procesos de neurodegeneracion. En este punto es importante la proteccion
del tejido cerebral dafiado, especialmente de las neuronas, fendmeno
denominado neuroproteccién. El objetivo de las terapias neuroprotectoras
es prevenir la muerte neuronal, y con ello el crecimiento de la zona de lesidn,
y fomentar la supervivencia celular en la zona de penumbra. Se han llevado a
cabo numerosos estudios de sustancias neuroprotectoras que han finalizado
con éxito en estudios preclinicos con modelos animales. Sin embargo, hasta
el momento, ninguna de ellas han conseguido reproducir los efectos
deseados en humanos (Nagy & Nardai 2017; Sutherland et al. 2012) No
obstante, estos resultados no deben frenar la busqueda de nuevas
estrategias ya que el arsenal terapéutico actual para el ictus isquémico agudo
es muy limitado. Ademas, la trombectomia hace que actualmente la terapia
neuroprotectora adquiere especial interés ya que, como hemos indicado, la
recanalizacidn rapida tras el ictus puede producir efectos adversos que se
podrian prevenir con una terapia protectora eficaz.

Un tratamiento neuroprotector ideal deberia actuar en varios puntos de
la serie de eventos bioquimicos que se producen a nivel celular en el cerebro



tras la isquemia, proceso denominado cascada isquémica, para potenciar su
efectividad. Asi, un mejor conocimiento y comprension de los mecanismos
moleculares y bioquimicos que tienen lugar durante el transcurso de la
enfermedad permitird la blsqueda de nuevas dianas moleculares que
ofrezcan nuevas opciones de tratamiento. De la misma manera permitira la
descripcién de nuevos biomarcadores asociados con el estado funcional de
los pacientes que han sufrido un ictus. La identificacién de buenos
biomarcadores sanguineos, de facil y rapida obtencién, podria mejorar no
solo el diagndstico de los pacientes, sino que favoreceria la estratificacion
adecuada de pacientes para ciertos tratamientos, sirviendo como
indicadores tempranos de la eficacia terapéutica o implementando la
prediccidon del estado funcional de los pacientes de ictus a largo plazo.

1.2. FISIOPATOLOGIA DEL ICTUS ISQUEMICO

Alrededor del 80-85% de todos los ictus son de tipo isquémico
(Mozaffarian et al. 2016). En estos casos, la obstruccion de un vaso
sanguineo cerebral ocasiona un gradiente de flujo sanguineo que va a definir
dos zonas en el cerebro infartado. Aquella regién del cerebro afectada mas
directamente por la bajada en el flujo sanguineo, llamada core o nucleo
isquémico, resulta irreversiblemente dafiada por fendmenos de lipolisis,
protedlisis y pérdida de la homeostasis, que finalmente concluyen en el fallo
bioenergético total y la consecuente muerte por necrosis (Almeida & Bolafios
2001; Moro et al. 2005; Bolafios et al. 2009; Brouns & De Deyn 2009). La
regidon cerebral que rodea al nucleo necrético resulta colateralmente dafiada
por la bajada de flujo sanguineo. Esta zona, denominada penumbra, se
caracteriza por preservar su estructura tisular y cierta actividad metabdlica.
En la zona de penumbra, los mecanismos moleculares de dafo cerebral
avanzan mas lentamente, por lo que es un tejido susceptible de recuperacion
si se normaliza el flujo sanguineo y se interfiere en el progreso de la cascada
isquémica (Donnan et al. 2008). Es precisamente hacia esta zona de
penumbra, doéonde van dirigidas las medidas terapéuticas actuales
mencionadas en el apartado anterior. Si se potenciala supervivencia de las
células del area de penumbra, se evita la progresion del tamano de la lesién
y se estimula la recuperacién de la funcion neuroldgica (Fernandez-Gédmez et
al. 2008; Liu 2012; Ramos-Cabrer et al. 2011).



1.2.1. Mecanismos moleculares de la cascada isquémica

Cuando tiene lugar un ictus se desencadena una serie de acontecimientos
neurobioquimicos agrupados bajo la denominacidon de cascada isquémica.
Esta secuencia de sucesos, que se solapan en el tiempo y en el espacio, se
inicia en los primeros minutos tras la aparicion de los sintomas y se prolonga
hasta varios dias después. Los eventos de la cascada isquémica comienzan
con un fallo bioenergético celular, debido a la hipoperfusién cerebral,
seguido de excitotixicidad, estrés oxidativo, disfuncién de la barrera
hematoencefalica, dafo vascular, inflamacién y finalizan con la muerte
celular, tanto de neuronas como de células gliales y endoteliales (Brouns &
De Deyn 2009; Gomez-Sanchez et al. 2011; Rodriguez et al. 2017).

El encéfalo es un drgano con una alta tasa metabdlica, se estima que
consume en torno al 20% de O, y glucosa en relaciéon al total corporal
(Raichle & Gusnard 2002). En particular, el cerebro depende del aporte
continuo de estos sustratos para obtener energia mediante fosforilacion
oxidativa. La disminucién del flujo sanguineo interrumpe el aporte de estos
recursos metabdlicos y conduce al fallo energético. Este evento se traduce,
por un lado, en el aumento de la glicolisis anaerobia, con la consiguiente
acumulacidn de lactato en el tejido que supone una bajada del pH por debajo
de niveles fisioldgicamente estables. Por otro lado las bombas de iones
dependientes de ATP alteran su funcionamiento perdiéndose asi la
homeostasis idnica (Song & Yu 2014).

La excitotoxicidad es un proceso patoldgico en el que las células nerviosas
resultan dafiadas por la estimulacidn excesiva de receptores excitatorios,
causada principalmente por glutamato. Tras el accidente isquémico, las
células nerviosas afectadas se encuentran en un estado de
hiperexcitabilidad, dando lugar a la liberacidon exacerbada de glutamato al
espacio extracelular (Lai et al. 2014). Este evento a su vez se magnifica y se
prolonga en el tiempo por la inhibicidon de la reabsorcién de las moléculas
neuroexcitadoras por parte de neuronas y neuroglia, contribuyendo a la
amplificacion del dafio en oleadas de despolarizacion, ademas del



consiguiente edema citotoxico debido al arrastre de agua por désmosis
(Furukawa et al. 1997)

En esencia se trata de un efecto neurotdéxico debido a la activaciéon
excesiva de las neuronas mediada por glutamato que constituye el
mecanismo principal de induccion del dafio isquémico. Los receptores
iondtropicos tipo NMDA del glutamato son los principales responsables del
dafio neuronal que sigue a la isquemia debido a su mayor permeabilidad al
Ca®*y, por tanto, su mayor contribucion al desequilibrio iénico (Rodriguez-
Rodriguez et al. 2013). La excitacion fisioldgica de los receptores tipo NMDA
es imprescindible para promover la supervivencia neuronal (Jimenez-Blasco
et al. 2015), sin embargo, una activacion exacerbada como la que tiene lugar
tras la isquemia, activa cascadas de sefializacién que acaban en muerte
neuronal. Entre los eventos que se disparan tras la sobreexcitacidon neuronal
mediada por glutamato destacan la activacion de enzimas generadoras de
radicales libres como la 6xido nitrico sintasa (Parathath et al. 2007), la
activacion de proteinas que regulan la sefializacion transcripcional de genes
de muerte celular como la familia de quinasas MAPK (Raingeaud et al. 1995)
y la activacion de proteasas como las calpainas (Araujo et al. 2010). La
activacion de Cdk5 por calpainas tras excitotoxicidad activa la muerte
neuronal por apoptosis mediada por activacién aberrante de proteinas de
ciclo celular (Maestre et al. 2008; Veas-Pérez de Tudela et al. 2016). Ademas,
esta acumulacion de quinasas dependientes de ciclinas, en concreto Cdk1,
modifica la estructura de la ATP-sintasa de la cadena trasportadora de
electrones inhibiendo la fosforilacion oxidativa (Veas-Pérez De Tudela et al.
2015). Todos estos eventos: la desregulacidn del gradiente electroquimico, la
inhibicidon de la sintesis de ATP, el aumento de radicales libres, conllevan la
disfuncidon mitocondrial y a la muerte neuronal.

El aumento de Ca** intracelular en las neuronas a través de receptores
NMDA, AMPA, canales de calcio dependientes de voltaje o la liberacion
desde organulos intracelulares, como la mitocondria y reticulo
endopldsmico, inicia diversos eventos dafiinos para la célula, ya que se trata
de un importante mensajero secundario del que depende la activacién de
una gran cantidad de enzimas. Entre ellas, la proteina quinasa C, la
fosfolipasa A,, la fosfolipasa C, la ciclooxigenasa, la dxido nitrico sintasa, la



calpaina y otras proteasas y endonucleasas, se activan en condiciones
patoldgicas y tienen consecuencias fatales para la neurona. La produccién de
especies reactivas de oxigeno, la liberacién de moléculas de inflamacion o la
activacion de proteasas intra y extracelulares son un claro ejemplo de estos
fendmenos, que culminaran con la activaciéon de genes de inflamacion,
apoptosis y/o necrosis (Eltzschig & Eckle 2011; Mehta et al. 2007; Yuan et al.
2003).

El estrés oxidativo tiene lugar cuando se produce un desequilibrio entre
los sistemas antioxidantes enddgenos y la excesiva produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) y de especies reactivas
del nitrogeno (RNS, Reactive Nitrogen Species) (Rodrigo et al. 2013). Como
resultado de la isquemia, y particularmente durante el fendmeno de
reperfusion, tiene lugar una generacion excesiva de ROS y RNS como el anidn
super éxido (0,7), el perdxido de hidrogeno (H,0,), el radical hidroxilo ("OH),
el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO).

Los ROS estan muy implicados en la dafio por isquemia y reperfusion, y se
generan durante ambos procesos por diferentes vias. Los ROS se acumulan
como subproductos de la cadena respiratoria durante el periodo de oclusion,
asi como durante la reoxigenacidon (Moro et al. 2005; Bolafos et al. 2009).
También se generan como consecuencia de la activacién patolédgica de
enzimas, como la Xantina Oxidasa (XO) y la ciclooxigenasa (Rodrigo et al.
2013), o durante la respuesta inflamatoria, como es el caso de las éxido
nitrico sintasas (Moro et al. 2004) o las NADPH oxidasas (Gray & Jandeleit-
Dahm 2015).

Debido a su alta reactividad, los ROS interaccionan con proteinas,
fosfolipidos de membrana y DNA causando peroxidacidn lipidica, dafio en
membranas, disfuncion mitocondrial y mutaciones en el DNA (Barzilai &
Yamamoto 2004; Niki 2009; Yan 2014). Todo ello conduce a la pérdida de la
homeostasis y la desregulacién de los procesos celulares, no sélo en
neuronas y glia, sino también en células endoteliales y células del sistema
inmunoldgico (Basuroy et al. 2008; Brouns & De Deyn 2009).



La integridad de la barrera hematoencefdlica (BHE) garantiza el
mantenimiento del microambiente del sistema nervioso central. Sin
embargo, este microambiente se ve comprometido como consecuencia del
dafio mecdanico y quimico al endotelio vascular. Tras la isquemia, se produce
la inflamacién de los vasos sanguineos y el aumento de permeabilidad de los
mismos. Ademas, la activaciéon de ROS y proteasas como las metaloproteasas
(Hurtado et al. 2002) contribuyen a la degradacién de la |ldmina basal del
endotelio (Terasaki et al. 2014). Con la reperfusién se produce una segunda
oleada de daiio en la BHE, que puede resumirse en una hiperemia inicial que
aumenta la permeabilidad de la BHE, una posterior hipoperfusidn debido a la
oclusion de la microvascularizacidon (fendmeno de no reflujo) y, por ultimo,
un aumento reflejo de la permeabilidad celular debido de nuevo a la
inflamacién, a los ROS y a la digestiéon enzimatica (Woodruff et al. 2011). La
pérdida de permeabilidad selectiva de la BHE permite la infiltracién de gran
cantidad de fluido, provocando un edema que agrava el proceso isquémico
por la compresion debida al exceso de volumen (Gebruers 2011). La
disfuncidon de la BHE aumenta tanto el riesgo natural como el asociado al
tratamiento con tromboliticos de la transformacién hemorragica, con sus
consecuentes complicaciones (Khatri et al. 2012). Todos estos eventos
constituyen el dafo isquémico secundario, que continla hasta dias después
del accidente cerebrovascular.

Después de la isquemia cerebral tiene lugar una fuerte reaccién
inflamatoria. Un evento temprano tras la oclusién de las arterias cerebrales
es la induccidon de la expresion de genes proinflamatorios, asi como la
activacion del sistema inmune residente, la microglia (Jin et al. 2013). Se
produce, por tanto, una liberacién de mediadores inflamatorios, como
citocinas y quimiocinas, que movilizan la liberacidon de moléculas de adhesién
y el reclutamiento de células inmunes desde el flujo sanguineo (Cuartero et
al. 2015; Siniscalchi et al. 2014). Las moléculas de adhesién e inflamacién
contribuyen a la disfuncién de la BHE facilitando la infiltracién de mas células
inmunes que retroalimentan la sefializacion proinflamatoria, colaborando
con la hipoperfusion de la zona infartada (Famakin 2014; George & Steinberg
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2015). La respuesta inflamatoria, originada tanto por las células inmunes
residentes como las circulantes, supone el aumento de mediadores
inflamatorios toxicos que, por si mismos, son capaces de inducir apoptosis
causando dafo cerebral (Siniscalchi et al. 2014).

La respuesta inmune tiene un papel dual en la recuperacion del tejido
infartado. Ademas de los descritos efectos deletéreos, supone también un
beneficio de cara a una eventual reparacién. Las células del sistema inmune
eliminan las células dafiadas facilitando la remodelacion del tejido vy
permitiendo la recuperacion funcional (Cuartero et al. 2013; Peruzzotti-
Jametti et al. 2014). Un ejemplo de la dualidad del sistema inmune innato
son los receptores TLR4, que participan en la respuesta inflamatoria
promoviendo la expresion de mediadores pro-inflamatorios involucrados en
dafio cerebral tras la isquemia (Caso et al. 2007, 2008). A su vez, modulan la
neurogénesis inducida por la isquemia promoviendo la migracién de
neuroblastos a la zona dafiada (Moraga et al. 2014).

En los primeros minutos tras la isquemia cerebral, las células localizadas
en las dreas mds expuestas a la interrupcién del flujo sanguineo sufren
muerte celular fundamentalmente por necrosis. Este tipo de muerte
fulminante es un proceso caspasa-independiente, asociado a fallos en la
membrana plasmatica y edema citotdxico (Peter 2011). La necrosis debida a
una hipoxia aguda puede dispararse desde diferentes puntos de la cascada
isquémica, confluyendo generalmente en la desregulacién del estado redox y
el aumento de Ca”. El aumento excesivo del Ca*intracelular activa a las
proteinas quinasas ERK 1 y 2 y el sistema calpaina-catepsinas (Liu et al.
2014), iniciando una cascada de sefializacién que culmina con la dilatacion de
organulos celulares y de la propia membrana plasmatica. La expansion de las
membranas continla hasta que su integridad se ve comprometida y se
produce la liberacién de material intracelular al medio, favoreciendo los
fendmenos de excitotoxicidad e inflamacién y ampliando el dafo isquémico
(Yuan et al. 2003). La necrosis es la forma predominante de muerte en el
core isquémico tras la oclusiéon de los vasos.

Las neuronas del area de penumbra pueden sufrir apoptosis varias horas
e incluso dias después del infarto, contribuyendo asi a la expansién de la
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lesién isquémica (Charriaut-Marlangue et al. 1996; Gomez-Sanchez et al.
2011; Rodriguez et al. 2017). La apoptosis es un tipo de muerte controlada
que contribuye minimamente a la inflamacion al no liberar material
intracelular al medio. Tiene especial relevancia durante la reperfusion, ya
gue es un proceso que precisa consumo de energia. La isquemia cerebral
activa la apoptosis, tanto por la via intrinseca como la extrinseca. La via
mitocondrial o intrinseca estd caracterizada por cambios en la familia de
proteinas Bcl-2 que producen un incremento en la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, consecuencia de la apertura de poros proteicos
(poro de transicién de permeabilidad mitocondrial, PTPM) que permiten la
liberacion de citocromo ¢ desde la matriz mitocondrial y activacion de las
caspasas efectoras 3, 7 y 9 (Almeida 2013; Broughton et al. 2009). También
han sido documentados mecanismos de muerte apoptdtica alternativos en
tejido cerebral infartado que incluyen a un grupo de proteinas liberadas
desde PTPM, como AIF (Apoptosis Inducing Factor) la endonucleasa G y la
proteina BNIP3 (Bcl-2/adenovirus E1B 10kDa-Interacting Protein) (Culmsee et
al. 2005; Nielsen et al. 2009). La via extrinseca se inicia con la activacién de
receptores de muerte que por medio de la caspasa 8 puede inducir la
apertura PTPM o bien directamente activar caspasas efectoras (Almeida
2013).

La apoptosis por la via intrinseca y por la via extrinseca convergen en las
fases finales de la muerte celular con la activacién de las caspasas efectoras
gue mediaran en la condensacion de la cromatina, “blebbling” de la
membrana plasmatica y desintegracidn celular en cuerpos apoptéticos
(Taylor et al. 2008).
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Figura 2. Esquema de la cascada isquémica. En la imagen se presentan de
manera resumida los principales eventos moleculares que tiene lugar en el
transcurso de la cascada isquémica.

1.3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN LA ISQUEMIA

Las especies reactivas del oxigeno son moléculas pequefias y altamente
reactivas debido a que presentan electrones desapareados. Se generan de
manera natural como consecuencia del metabolismo del oxigeno y gracias a
su alto poder de difusidn participan en procesos de sefializaciéon celular y en
el mantenimiento de la homeostasis. En condiciones fisioldgicas las células
producen anion superéxido (0,7), perdxido de hidrégeno (H,0,) y radical
hidroxilo ("OH) en pequefias cantidades. Estas moléculas cumplen funciones
reguladoras de diferenciacién, proliferacién celular o expresidn génica entre
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otros (Ji et al. 2010; Fernandez-Fernandez et al. 2012; Hashimoto et al. 2014,
Huo et al. 2015; Bolafios 2016).

La sefalizacidn por ROS activa respuestas esenciales en el cerebro. Cabe
destacar su papel fundamental en la respuesta antioxidante celular para el
mantenimiento de la homeostasis redox (Bolafios 2016; Droge 2002).
Ademas, los ROS intervienen en la modulacidn de la transmisién sinaptica y
la comunicacién no sindptica entre neuronas y células gliales (Atkins &
Sweatt 1999), asi como en la plasticidad de las sinapsis y, por tanto, en el
aprendizaje y la memoria (Hu et al. 2006).

El mantenimiento del balance entre oxidantes y sistemas antioxidantes es
primordial para el correcto funcionamiento del metabolismo. Por ello,
cuando tiene lugar una produccién subita de especies reactivas de oxigeno,
los sistemas de detoxificacion de ROS enddgenos pueden no ser suficientes,
produciéndose un desequilibrio, denominado “estrés oxidativo”, con
consecuencias negativas para la célula (Almeida et al. 2002; Bolafios et al.
2002; Bolafios et al. 2009).

El estrés oxidativo estd muy vinculado con la fisiopatologia del ictus
isquémico debido a la especial sensibilidad del tejido cerebral a los ROS. El
encéfalo presenta un alto contenido en lipidos susceptibles de peroxidacién
y metaboliza una alta tasa de oxigeno. Ademas, en las neuronas tienen lugar
reacciones bioguimicas que involucran sustancias facilmente oxidables como
el hierro o metabolitos ROS-génicos como la dopamina y el glutamato (Crack
& Taylor 2005). A todo ello hay que sumar los bajos niveles de antioxidantes
que presentan las neuronas (Jimenez-Blasco et al. 2015).

1.3.1. Sintesis de ROS en isquemia y reperfusion. Mecanismos
antioxidantes.

Tras un ictus isquémico se producen dos oleadas de especies reactivas de
oxigeno, la primera durante la isquemia y la segunda con el proceso de
reperfusion (reoxigenacién).

Durante la isquemia, la falta de oxigeno y glucosa promueve la
produccién anaerobia de ATP, aumentando la produccién de acido lactico y
con ello la acidosis, que tiene un efecto directo en la inactivacién de defensas
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antioxidantes, asi como en la liberacion de pro-oxidantes tales como el
hierro. Se produce ademas la activaciéon de enzimas oxidantes como la
xantina oxidasa (XO) o la éxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) y su isoforma
inducible (iNOS), tanto en astrocitos como en neuronas (Almeida et al. 2001;
Almeida & Bolafios 2001; Bolafios et al. 2002). La acidosis también aumenta
la excitotoxicidad del glutamato, ya que los receptores NMDA activan a su
vez la nNOS (Khoshnam et al. 2017). El éxido nitrico (NO, Nitric Oxyde) a
bajas concentraciones tiene un efecto neuroprotector, sin embargo su
sobreproducciéon puede interaccionar con O, produciendo peroxinitrito
(ONOQ), un fuerte oxidante de biomoléculas (Bolafios et al. 2009). Otro
efecto deletéreo del peroxinitrito junto con el éxido nitrico es la disfuncién
de la cadena transportadora de electrones con Ila consiguiente
despolarizacién mitocondrial, la caida de los niveles de ATP (Bolafios et al.
2004; Almeida et al. 2005) y la consecuente retroalimentacién del proceso de
produccién de ROS.

La reperfusion se considera la etapa mas ROS-génica tras un ictus. En el
citoplasma, la fuente principal de ROS es la enzima NADPH oxidasa (NOX)
qgue con sus 4 isoformas contribuye de manera notable al estrés oxidativo
debido a la reoxigenacién (Manzanero et al. 2013). Inicialmente se entendia
que la generacién de ROS durante la reperfusion era de caracter no
especifico. En la actualidad esta aceptado que la principal fuente de ROS es la
mitocondria, en concreto el transporte reverso de electrones a través del
complejo | (Murphy 2016). Durante la isquemia, el complejo Il de la cadena
transportadora de electrones utiliza el ubiquinol producido por el complejo |
para reducir fumarato a succinato como aceptor final de electrones en
ausencia de oxigeno (Chouchani et al. 2016). Durante la reperfusién, el
exceso de succinato se oxida rapidamente generando una sobreproduccion
de ubiquinona y forzando a los electrones a viajar en transporte reverso por
el complejo | generando una gran cantidad de anién superdxido (Chouchani
etal. 2014).

El aumento de radicales libres sumado al flujo de Ca*" contribuyen a la
apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial causando
hinchazén de la mitocondria por la entrada de agua y moléculas de alto peso
molecular. Todo ello conduce a un desajuste en la cadena transportadora de
electrones, aumentando la sintesis de ROS. La disfuncion mitocondrial
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culmina con la muerte celular por apoptosis o necrosis (Almeida et al. 2002;
Moro et al. 2005).

Las neuronas estan preparadas para combatir el estrés oxidativo a tres
niveles, regulando la generacidn de ROS, neutralizando los ROS producidos o
reparando las proteinas, lipidos o DNA dafiados por los radicales libres (Liu et
al. 2011; Quintana-Cabrera et al. 2012; Lopez-Fabuel et al. 2016)

La eliminacion de ROS de la célula se lleva a cabo mediante diversos
sistemas antioxidantes, que constituyen el mecanismo de defensa frente a
los efectos deletéreos de los mismos. Entre ellos se encuentran Ia
superdxidodismutasa (SOD), con isoformas citosoélica (Cu/ZnSOD o SOD1),
mitocondrial (MnSOD o SOD2) o extracelular (SOD3), y la catalasa, presente
en el citosol y peroxisomas. Dichas enzimas se encargan de la reduccion de
0," a H,0, y de H,0, a H,0, respectivamente. A la actividad de estas enzimas
se suman sustancias con poder antioxidante, como el acido ascérbico o
vitamina E, y sistemas antioxidantes como el glutatidn, la tiorredoxina o la
peroxirredoxina (Hekimi et al. 2011).

1.3.2. Efecto de los ROS sobre biomoléculas

Los radicales libres son moléculas muy inestables por lo que tienen una
alta capacidad para reaccionar con las biomoléculas adyacentes modificando
su estructura y funcion.

Este proceso consiste en la degradacién oxidativa de lipidos, producida
mayormente por el radical peroxinitrito (ONOQ). La peroxidacién lipidica es
consecuencia y a la vez estad implicada en la patogénesis del ictus isquémico.
La oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de
membrana produce la alteraciéon de la organizacién de las membranas en
términos de fluidez, permeabilidad, incluso integridad, conduciendo
finalmente a la pérdida de funcién biolégica (Niki 2009). Ademds, como
resultado de la peroxidacion lipidica se producen metabolitos secundarios
toxicos que pueden alterar proteinas y bases del DNA, contribuyendo asi con
la citotoxicidad de los ROS (Lee et al. 2012).
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Los ROS atacan aquellos sustratos mas susceptibles a la oxidacion, como
son los grupos carboxilo, los residuos azufrados y los aminoacidos
aromaticos (especialmente tirosina y triptdfano). La oxidacion de estos
residuos provoca cambios conformacionales reversibles o irreversibles en la
estructura de las proteinas. Las modificaciones oxidantes irreversibles
incluyen la carbonilacidn, la formaciéon de nitrotirosina (y dinitrotirosina) y la
formacién de acido sulfénico. Estos cambios irreversibles conducen a la
agregacion de las proteinas aberrantes y a su posterior degradacion
(Lehotsky et al. 2004), contribuyendo a la disfuncion celular. Actualmente se
discute que ciertas oxidaciones reversibles de residuos cisteina, como la
formacién de disulfuros, la S-nitrosilacidn, S-sulfonacidn y S-glutationilacion,
puedan tener efectos protectores frente al dafio tisular en contexto de
tolerancia isquémica (Yan 2014).

El dafio en el DNA consecuencia de la isquemia puede ser un dafio activo
o un daino pasivo.

Comunmente, nos referimos al dafio activo como aquel acometido por
endonucleasas celulares cuyo fin es la fragmentacién internucleosomal de
del DNA. Esta fragmentacién apoptoética del DNA es un proceso controlado
de autodestruccidon que ocurre de manera irreversible como fase final de la
cascada isquémica en aquellas células que han resultado excesivamente
dafiadas (Li et al. 2011). En este proceso intervienen endonucleasas como la
desoxinucleasa activada por caspasa (CAD, Caspase Activated DNase) y otras
enzimas independientes de caspasa como AIF, flavoproteina mitocondrial
que se transloca al nucleo tras la apertura del PTPM vy lleva a cabo la
fragmentacion del DNA a gran escala (Broughton et al. 2009).

El dafio pasivo del DNA es aquel inducido por estrés oxidativo y
constituye la fuente principal de inestabilidad gendmica tras el ictus. Se trata
de un evento mas temprano en la cascada isquémica que la fragmentacion
internucleosomal, por lo que es potencialmente reparable si se activan los
mecanismos competentes. Este tipo de dafo puede producirse por un
ataque directo o indirecto de los radicales libres (lyama & Wilson 2013).
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El principal efector del ataque directo de los ROS al DNA es el radical
hidroxilo ("OH), un fuerte oxidante que directamente extrae atomos de
hidrégeno, capaz también de reducir dobles enlaces de las bases
nitrogenadas. Como consecuencia del proceso de reoxigenacion después de
la isquemia se han descrito modificaciones en el DNA causadas por estos
radicales de oxigeno, siendo las mds comunes:

- Desaminaciones por pérdida de grupos amino de las bases nitrogenadas
(Shefa et al.2017)

- Generacion de sitios AP (apurinicos o apirimidinicos), en los que la hebra
de DNA ha perdido la base nitrogenada completa (Li et al. 2011)

- Modificaciones de bases causadas por oxidacion. De los mas de 100 tipos
de modificaciones potenciales descritas, la mas prevalente y mejor
caracterizada es la 8-oxodeoxiguanidina (8-oxo-dG) (Dizdaroglu & Jaruga
2012).

- Roturas de la cadena de DNA. El radical "OH genera roturas de cadena
simple (SSBs, Single Strand Breaks) cuando interacciona con los residuos
azucar de la cadena de nucledtidos (Liu et al. 1996). Si se producen dos SSBs
muy préximas pueden causar roturas de doble cadena (DSBs, Double Strand
Breaks). Las DSBs también pueden evolucionar desde lesiones de tipo SSBs
por procesamiento enzimatico (Mladenov & lliakis 2011). Las roturas de
doble cadena suponen la forma mas deletérea de dafio en el DNA puesto
que, si no se repara, activan respuestas de muerte celular (Bohgaki et
al.2010).

El dafio pasivo en el DNA también puede ser producido por ataque indirecto

de los ROS por mediacién de otros metabolitos secundarios como los
generados por la interaccidn de los radicales libres con lipidos y proteinas,
que son capaces de inducir roturas de cadena simple en el DNA o
entrecruzamientos de proteinas con el material genético (Luxford et al.
2002). De hecho, pueden producirse enlaces cruzados DNA-proteina,
lesiones que modifican la estructura helicoidal del DNA formados por
uniones covalentes aberrantes entre proteinas y DNA (Tretyakova et al.
2015).
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1.4. REPARACION DEL DANO EN EL DNA TRAS LA
ISQUEMIA

Las neuronas son células post-mitdticas muy vulnerables al estrés
oxidativo. Por este motivo, y debido a la limitada capacidad neurogénica del
cerebro adulto, se necesitan herramientas de reparacidn para mantener la
integridad del genoma vy asegurar asi la supervivencia neuronal. Los
mecanismos mas importantes para reparar el dafio en el DNA ocasionado
por la reoxigenacion en neuronas se resumen en la Figura 3.

SSBR DSBR
NER BER  TDP1  APTX  PNKP NHEJ
A
TT Avp (P

Figura 3: Dafo en el DNA y mecanismos de reparacion en neuronas. La imagen
muestra diferentes lesiones inducidas por estrés oxidativo y la ruta de reparacion de
eleccidn para cada caso. Modificado de (lyama & Wilson 2013).

1.4.1. Reparacion por escision de nucledtidos

La reparacion por escision de nucleédtidos (NER, Nucleotide Excision
Repair) resuelve modificaciones de bases que distorsionan la estructura
helicoidal natural del DNA, impidiendo la transcripcion. Estas
lesiones,denominadas “voluminosas”, pueden ser causadas por ROS o por
productos secundarios de la peroxidacién de lipidos (lyama & Wilson 2013),
aunque su origen mas comun son los mutagenos exdgenos.

1.4.2. Reparacion por escision de bases

La reparacion por escision de bases (BER, Base Excision Repair) elimina las
lesiones mas comunes tras el estrés oxidativo agudo, como las bases
modificadas, desaminaciones, sitios AP y roturas de cadena simple (SSBs).
Este mecanismo se inicia con el reconocimiento y eliminacién de la base
mutada por DNA glicosidasas, que suprimen la base dafiada o inadecuada
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produciendo un sitio AP. A continuacién, una endonucleasa (APE-1)
introduce un corte en la hebra para eliminar el sitio AP provocando un SSBs.
Los extremos de los SSBs tienen diferente naturaleza dependiendo de su
origen. Por ello, enzimas como la fosfatasa-quinasa PNKP, la fosfodiesterasa
TDP1 y la Aprataxina (APTX) trabajan para generar extremos 3’ y 5
adecuados para que las DNA polimerasas y ligasas rellenen y cierren la
muesca generada (Li et al. 2011). Defectos en BER se han ligado con un
incremento en la susceptibilidad a la isquemia debido al estrés oxidativo
agudo (Ghosh et al. 2015; Liu et al. 2011). Dentro de los mecanismos de
reparacion por escisiéon de bases puede incluirse la reparacién de SSB, ya que
estas roturas pueden generarse por accién de “OH o como parte del proceso
de reparacién BER (lyama & Wilson 2013).

1.4.3. Reparacion de roturas de doble cadena

Las roturas de doble cadena (DSBs) aun siendo poco frecuentes, son las
lesiones mas tdxicas y mutagénicas. De hecho, en un nimero muy bajo
pueden ser letales para la célula (Mladenov & lliakis 2011). Las células de
mamifero presentan dos posibles vias de reparacion de DSBs, la
recombinacidn homdéloga (HR, Homologous Recombination) y la unién de
extremos no homdlogos (NHEJ, Non-Homologous End Joining) (Maynard et
al. 2015). Sin embargo, las neuronas son células postmitdticas y carecen de
cromdtidas hermanas, por lo que la reparacién de DSBs se lleva a cabo
Unicamente por NHEJ. Se ha descrito que esta via esta activada tras la
isquemia (Kim et al. 2001; Meng et al. 2009) y que niveles reducidos de
proteinas de esta ruta incrementan la fragmentacion del DNA, lo que pone
de manifiesto la importancia de la reparacion no homodloga en la
supervivencia neuronal tras la isquemia (Sugawara et al. 2001), aunque su
impacto en esta patologia estd aun sin establecer. Debido a su complejidad y
a la importancia de esta via en la presente memoria, a continuacion se
resume el proceso de sefalizacidon del dafio en el DNA y el mecanismo de
reparacion de DSBs en neuronas.

Las células de mamifero han desarrollado un complejo mecanismo de
sefializacion para detectar y marcar los sitios de lesiones en el DNA,
activando asi la maquinaria de reparacién para asegurar el mantenimiento
de la homeostasis celular. En esta cascada de transduccién de sefiales juegan
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un papel importante las serina/treonina  quinasas PIKKs
(Phosphatidylinositol-3-kinase-related kinases). Dentro de esta amplia
familia, al menos dos de sus miembros se consideran esenciales para la
respuesta a las DSBs: ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) y DNA-PKcs
(DNA-dependent Protein Kinase catalytic subunit) (Bohgaki et al. 2010).

Los sitios DSBs son reconocidos por el complejo MRN, formado por tres
proteinas: MRE11 (Meiotic Recombination 11), Rad50 y NBS1 (Nijmegen
Breakage Sindrome 1) (Cao et al. 2016). Este heterotrimero de proteinas
interacciona con la serina/treonina kinasa ATM, reclutandola en los sitios de
dafio y favoreciendo su activacién por autofosforilacién en el residuo
Ser1893 (Bakkenist & Kastan 2003). La proteina ATM activa una serie de
sustratos, entre los que destacan la histona H2AX, una variante de la histona
H2A, y la proteina MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint protein 1). La
fosforilacidn de la histona H2AX en el residuo Ser139 (yH2AX) es un conocido
marcador de DSBs ampliamente utilizado (Kuo and Yang 2008). La activacion
de MDC1 por parte de ATM permite su interaccidon con las E3 ubiquitina
ligasas RNF8 y RNF168 vy, por tanto, su reclutamiento en los sitios de dafio.
Las histonas H2AX y H2A ubiquitinadas flanquean los sitios de dafio,
permitiendo el reclutamiento de la proteina 53BP1 (p53 Binding Protein)
(Bohgaki et al. 2010) (Figura 4). La proteina 53BP1 carece de actividad
enzimatica aparente, pero es imprescindible para la reparaciéon de DSBs al
interaccionar con diversos elementos de respuesta al dafio. Ademds, 53BP1
es determinante en la decision de la via de reparacidn, protegiendo los
extremos libres de DNA de una reseccién inadecuada y favoreciendo la
reparacion por NHEJ (Panier & Boulton 2013).
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Figura 4. Senalizacién de las roturas de doble cadena. La figura esquematiza la
cascada de sefalizacion de las dobles lesiones para poder ser reconocidas
posteriormente por los mecanismos de reparacion.

La capacidad de reparacion del DNA puede afectar a la susceptibilidad de
las neuronas al estrés isquémico, lo que hace que la supervivencia de las
mismas dependa de un proceso de reparacién efectivo. Se puede hablar de
tres pasos secuenciales en la reparacion por la ruta NHEJ (Figura 5).

Reconocimiento de los extremos libres. Los dos extremos resultantes de
la lesidn, sefializados como se indica en el apartado anterior, son
reconocidos directamente por el heterodimero Ku, formado por las proteinas
Ku70 y Ku80. Su unidn promueve el reclutamiento de DNA-PKcs (Downs &
Jackson 2004). El complejo multiproteico formado facilita la estabilizacién y
alineamiento de los extremos resultantes del doble corte. Cuando dos DNA-
PKcs de dos extremos alineados interaccionan, se activan por
autofosforilacién (Chan et al. 2002).

Procesamiento de los extremos. Dependiendo de la complejidad de los
extremos generados, se reclutaran factores para la modificacién de los
mismos. Cuando los extremos generados no son compatibles, la DNA-PKcs
activa Artemis, una endonucleasa que elimina tanto extremos salientes en 3’
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como en 5’, con el fin de exponer secuencias que presentan micro-homologia
compatibles para la ligaciéon (Pannunzio et al. 2014). Una vez generados los
extremos, y antes de su ligacidn, Ku recluta en los sitios de corte al complejo
enzimatico XRCC4-ligase IV (LIG4), que interacciona con la proteina PNKP
(Aceytuno et al. 2017). Esta fosfatasa elimina los posibles grupos fosfato que
puedan existir en los extremos 3’ o bien los afiade en el residuo 5’
permitiendo el posterior enlace fosfodiéster. Tras el alineamiento de las
regiones micro-homdlogas pueden quedar ciertos vacios o segmentos
huecos de nucleétidos que son rellenados por las polimerasas p u y (Williams
et al. 2014).

Ligamiento. Finalmente, el complejo XRCC4-LIG4 con la estimulacidon del
factor XLF (XRCC4-like factor) une los extremos (lyama & Wilson 2013).
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Figura 5: Mecanismo candnico de reparacion no homédloga. Se resumen los
principales factores que intervienen en la restauracion de la integridad gendmica.
Modificado de (Mladenov & lliakis 2011).
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1.5. INFLUENCIA GENETICA EN EL ICTUS

El ictus es una enfermedad compleja en cuya patogenia intervienen
numerosos factores, entre los que se incluye la herencia. Se estima que
alrededor del 38% de los ictus se deben a factores de riesgo heredados,
aunque el porcentaje varia dependiendo de los subtipos de ictus (Bevan et
al. 2012). Las variaciones genéticas que afectan al riesgo de la enfermedad
no son las Unicas con interés clinico; han de considerarse ademas la
farmacogenética y la influencia de la variabilidad genética en el prondstico
del ictus (Gomez-Sanchez et al. 2011; Almeida 2013; Rodriguez et al. 2017).

La variabilidad genética es la base de la seleccion natural, luego no es de
extrafiar que la variabilidad genética interindividual esté relacionada con la
susceptibilidad de los humanos a ciertas enfermedades. Dentro de las
variaciones gendmicas, la forma mas comun es el polimorfismo de
nucledtido unico (SNP, Single Nucleotide Polymorphism). Se calcula que de
los 6.000 millones de bases que forman nuestro genoma, alrededor de 78
millones son SNPs (Lindgren 2014). En este contexto los analisis de genoma
completo o GWAS (Genome wide association) resultan de gran utilidad, ya
que permiten estudiar al mismo tiempo las frecuencias de un gran nimero
de SNPs en relacién a una cierta enfermedad.

1.5.1. Variabilidad genética y riesgo de ictus

La implicacién del componente genético en el ictus puede explicarse, en
parte, por las causas genéticas asociadas a ciertas patologias descritas como
factores de riesgo en el ictus que, por consiguiente, también lo seran para la
enfermedad cerebrovascular en si.

Entre los marcadores genéticos que relacionan los factores de riesgo
modificables con el ictus isquémico destacan aquellos que influyen en la
fibrilacion auricular, la hipertensién, la enfermedad isquémica del corazén y
la presencia de lesiones en la materia blanca (Boehme et al. 2017). Analisis
tipo GWAS realizados en los ultimos afios han obtenido relevantes resultados
en este sentido (Traylor et al. 2012).

1.5.2. Farmacogenética e ictus

La farmacogenética estudia cdmo ciertas variaciones genéticas
interindividuales pueden afectar a la respuesta y seguridad del uso de un
farmaco. Este tipo de estudios son muy interesantes, pues permiten
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seleccionar a los pacientes antes de someterlos a un determinado
tratamiento favoreciendo su recuperacidon funcional. En este sentido, un
estudio reciente relaciona ciertos SNPs con el riesgo de transformacién
hemorragica debida al tratamiento con el trombolitico t-PA (del Rio-Espinola
et al. 2012). Ademas de en la seguridad, la variabilidad genética también
puede influir en la respuesta al tratamiento, por ejemplo, modificando la
funcién de las enzimas necesarias para metabolizar el medicamento, como
acurre en el caso del anticoagulante warfarina (Perera et al. 2013) y del
antiagregante clopidogrel (Chan et al. 2014).

1.5.3. Variabilidad genética y pronostico funcional tras el ictus

Actualmente la prediccién del prondstico funcional tras un ictus es
inexacta y puede variar ampliamente entre pacientes con caracteristicas
clinicas y de neuroimagen similares. Esto no sélo dificulta la planificacion de
los objetivos de rehabilitacion, sino que confiere un papel fundamental a la
diversidad genética interindividual. Sin embargo, hasta el momento son
pocos los estudios que relacionan dicha diversidad con la dependencia
funcional a medio y largo plazo (Almeida, 2013).

La recuperacion funcional de los pacientes tras un ictus esta condicionada
por diferentes factores, como puede ser la edad, el sexo o el propio volumen
de lesion. Este uUltimo estd intimamente relacionado con la muerte neuronal
y resulta muy interesante desde el punto de vista genético. Se han descrito
SNPs en genes que codifican proteinas apoptdticas que podrian ser de gran
interés en el diagndstico de enfermedades neurodegenerativas e ictus
(Almeida 2013). En este contexto, nuestro grupo ha demostrado que el
polimorfismo Arg72Pro del gen Tp53 (rs1042522) regula la susceptibilidad de
las neuronas a la apoptosis causada por la isquemia influyendo en el
prondstico de los pacientes de ictus (Gomez-Sanchez et al. 2011). Este
mismo polimorfismo Arg72Pro se ha vinculado recientemente con la
supervivencia de las células endoteliales del cerebro, de modo que se
encuentra también asociado a la plasticidad vascular y reparacion cerebral
en pacientes de ictus hemorragico (Rodriguez et al. 2017).

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, Brain-Derived
Neurotrophic Factor) estd involucrado en la modulacidn de la supervivencia
neuronal, en la plasticidad sindptica y en la angiogénesis, entre otros
procesos. Estudios de asociacion revelaron que el polimorfismo de BDNF
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Val66Met (rs6265) esta vinculado con una mejora en la recuperacién a largo
plazo, aunque en la respuesta temprana parece tener un efecto contrario
(Qin et al. 2014). En relacién a la plasticidad neuronal tras un dafo cerebral,
el SNP rs7136446 del gen IGF1 (Insuline-like growth factor 1) también se ha
asociado con una recuperacion neuroldgica favorable a largo plazo (Aberg et
al. 2013).

Una parte importante de la patologia del ictus isquémico estd mediada
por los factores de inflamacién. Se han encontrado polimorfismos en genes
gue median en los procesos de inflamacidn y que tienen relevancia funcional
independientemente de los factores de riesgo o la importancia de la lesién.
Destacan los SNPs rs5275 y rs20417 de la cicloogixenasa 2 (COX-2) (Maguire
et al. 2011), rs1130864 en el gen de la proteina C reactiva (Guo et al. 2014),
el haplotipo Asp299Gly y Thr399lle del gen del receptor TLR4 (Weinstein et
al. 2014) o la variacién 1082G>A (rs1800896) en el gen interleuquina 10
(Marousi et al. 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, la recanalizacion del flujo
sanguineo es determinante para la recuperacion de las funciones
neurolégicas tras la isquemia, por lo que fendmenos de agregacion
plaquetaria y trombogénesis podrian dificultar el proceso de reparacion. Por
ello no es de extrafiar que SNPs en genes que modulan estos procesos sean
funcionales en términos de recuperaciéon a largo plazo. En esta linea
destacan G894T (rs1799983) del gen de la éxido nitrico sintasa endotelial,
eNOS (Ellul et al. 2011) o el SNP rs5919 en la glicoproteina llla, GPllla
(Maguire et al. 2011).

Hasta la fecha, la mayor parte de los analisis genéticos realizados son
estudios de asociacidn con el riesgo a padecer un ictus. Son necesarios mas
estudios genéticos de dependencia funcional que aporten luz sobre nuevas
dianas moleculares terapéuticas y su implicacién en la mejora de la
recuperacion de los pacientes de ictus isquémico.
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2. WRAPS3

2.1. EL GEN Wrap53

Wrap53 debe su nombre a las siglas en inglés de WD40-encoding RNA
antisense to p53, que describen su papel dual, ya que este gen codifica una
proteina rica en repeticiones WD40 y un transcrito antisentido que regula
postranscripcionalmente al gen supresor de tumores p53.

En humanos, el gen Wrap53 se encuentra en el cromosoma 17p13.1,
ocupando 17.432 bases de la hebra con orientacién positiva y solapando de
manera antisentido con el gen p53 en la regién 5 de ambos
(www.genecards.org). Wrap53 es un gen de reciente descubrimiento del que
se conocen hasta 17 variantes alternativas de splicing (corte y empalme),
sintetizadas desde 3 sitios de inicio de la transcripcién diferentes 1a, 18 y 1y
(Mahmoudi et al. 2009) (Figura 6).
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Figura 6. El gen Wrap53 humano. El esquema muestra los diferentes exones de

WRAP53

inicio (1, 1B y 1y) de Wrap53 y los diferentes transcritos generados. Modificado de
(Henriksson & Farnebo 2015).

- El transcrito WRAP53y se origina mas aguas arriba (Figura 6), en una
region complementaria al primer intrén del gen p53 que origina el transcrito
Hp53intl (Reisman et al. 1988). Hasta la fecha no hay datos referentes a la
funcionalidad de estos dos transcritos de Wrap53 y p53, respectivamente.

- Si la transcripcion comienza en el exén la (Figura 6) se genera
WRAP53a, un transcrito natural antisentido (NAT, Natural Antisense
Transcript) de p53 (Mahmoudi et al. 2009). Los NATs son RNA enddgenos
gue presentan secuencias complementarias a transcritos sentido de funcién
conocida. Estas moléculas fueron inicialmente descritas en procariotas,
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donde regulan la maquinaria de expresidn génica (Wagner and Simons
1994). Los RNA antisentido pueden modular la expresién del transcrito
sentido de la hebra de DNA complementaria (cis-NATs), o actuar sobre genes
en otros loci (trans-NATs) (Khorkova et al. 2014; Wight & Werner 2013). En
mamiferos hasta un 70% de los genes presentan elementos antisentido
(Katayama et al. 2005), si bien es cierto que sélo se ha establecido el papel
bioldgico de algunos de ellos (Faghihi et al. 2008; Lee et al. 1999; Sleutels et
al. 2002). En el caso de WRAP53a, se ha descrito que este cis-NAT regula la
estabilidad del RNA mensajero (MRNA) de p53 vy, por consiguiente, la
expresion de la proteina supresora de tumores. Para ello, WRAP53«a
interacciona directamente con la regidon no traducida 5’-UTR del mRNA
modulando de este modo los niveles enddgenos de p53 (Farnebo 2009). Esta
interaccidon parece ser necesaria para regular los niveles basales de la
proteina, tanto en condiciones normales como en situaciones de estrés,
donde una sobreexpresion de WRAP53a conduce a una mayor expresion de
p53 (Mahmoudi et al. 2009). WRAP53a tiene, por tanto, un impacto directo
en la respuesta al dafio mediada por p53.

- WRAP53p es el transcrito que se genera desde el exdn mas aguas abajo
(Figura 6). Es el mas abundante y codifica una proteina de la familia WD40
como se detallara a continuaciéon. La proteina WRAP533, también conocida
como WRAP53, TCAB1 o WDR79, media la interaccidn con otras proteinas o
con moléculas de RNA, dirigiéndolos hacia los organulos nucleares conocidos
como Cuerpos de Cajal, hacia los telémeros o bien hacia los sitios de dafio en
el DNA. Su desregulacién se ha visto relacionada con procesos de
carcinogénesis, envejecimiento y neurodegeneracién (Henriksson & Farnebo
2015).

En ratén cabe mencionar que, hasta el momento, no existen evidencias
del solapamiento con el gen p53. Por lo tanto, lo anteriormente descrito
seria exclusivo de humanos. El gen Wrap53 murino si codifica la proteina
WRAP53, que presenta una elevada homologia con la variante humana (77%
identidad), siendo el dominio funcional WD40 altamente conservado entre
ambas especies (92% homologia).
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Figura 7. Comparacion del gen Wrap53 en humano y en raton. El esquema
muestra la localizacién del gen Wrap53 asi como los diferentes transcritos generados
en humano y en ratén.

2.2. LA PROTEINA WRAP53

2.2.1. Estructura y localizacion de WRAPS53

WRAP53 pertenece a una familia de proteinas muy relacionadas
estructuralmente que contienen el dominio WDA40, consistente en
repeticiones de un motivo estructural corto, de unos 40 aminoacidos, que
frecuentemente termina en el dipéptido triptéfano-aspartato (WD). Asi, la
proteina WRAP53 contiene un dominio N-terminal rico en prolina, seguido
de una region susceptible de fosforilizacion rica en residuos serina. Tras ello
se encuentra el dominio WD40, que le confiere funcién bioldgica y un
dominio rico en glicina en el extremo C-terminal.

Un dominio WD40 candnico estad constituido por 7 hojas beta que se
posicionan sobre un eje central formando una hélice. La exposicion de los
residuos de la superficie la hélice permite el reconocimiento e interaccion
con otras moléculas (Smith et al. 1999; Xu & Min 2011). De este modo, el
dominio WDA40 participa en interacciones proteina-proteina o proteina-RNA
(Kruusvee et al. 2017; Lau et al. 2009) y, por tanto, interviene en muchos
procesos celulares. Se cree que estos dominios funcionan como plataformas
para la formacién de macromoléculas, pero hasta el momento no se ha
descrito que los dominios WD40 presenten actividad enzimatica. No
obstante, las proteinas de la familia WD40 son muy abundantes en
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eucariotas. Se estima que el 1% del proteoma humano esta conformado por
proteinas de este tipo (Zou et al. 2016).
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Figura 8. Estructura parcial de la proteina humana WRAP53. Dominio WD40
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tipico con 7 hojas beta formando una hélice (www.uniprot.org).

WRAP53 es una proteina muy conservada evolutivamente, cuenta con
homdlogos en vertebrados, invertebrados, plantas y levaduras (Tycowski et
al. 2009; Zhong et al. 2011). Tiene una distribucién ubicua localizdndose
tanto en el citosol como en el nucleoplasma. La localizaciéon subcelular
diferenciada de WRAP53 parece ser determinante en su actividad bioldgica
(Henriksson & Farnebo 2015). De hecho, recientemente se ha descrito que la
presencia de WRAP53 en el ndcleo determinaria la recuperacién vy
supervivencia de los pacientes de cancer de pecho, cuello y cabeza (Garvin et
al. 2015; Silwal-Pandit et al. 2015).

2.2.2. Funciones de WRAP53

Las funciones hasta ahora atribuidas a WRAP53 se deben a su interaccidn
con otras proteinas o con moléculas de RNA por medio del dominio WD40.
Se puede considerar a WRAP53 como un “taxi” que dirige moléculas a
diferentes localizaciones celulares, y su funcién bioldgica puede diferenciarse
dependiendo del destino y de los “pasajeros” que transporta.

Los Cuerpos de Cajal (CB, Cajal Bodies) son unos organelos nucleares
esféricos de entre 0,2 y 2 um que fueron identificados y descritos por
Santiago Ramdn y Cajal a principios del siglo XX como cuerpos accesorios del
nucléolo (Cajal 1903) (Figura 9). Los CB son elementos dindmicos cuyo
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numero y tamafio varia dependiendo del tipo celular, momento del ciclo y
actividad transcripcional (Lafarga et al. 2016). Los CB se consideran lugares
de modificacion de RNAs, de maduracién vy ensamblaje de
ribonucleoproteinas (RNP) y sitios de formacién del espliceosoma (Stanék
2016). En ellos se centra la transcripciéon y procesamiento del mRNA de
histonas, el ensamblaje de la RNA polimerasa y se les atribuye el ensamblaje
y maduracién de la telomerasa (Schmidt & Cech 2015). Debido a la
importancia de estas funciones, defectos en el mantenimiento de los CB
suponen alteraciones en la proliferacion celular y en el splicing alternativo. Si
bien los CB no son esenciales para estos procesos, se considera que
aumentan su eficiencia al concentrar los elementos necesarios en el mismo
compartimento subcelular.

Figura 9. Dibujo original de Ramdn y Cajal de organelos nucleares. Se muestran
dos neuronas piramidales de corteza humana. En en sus nucleos se observan (a) el
cuerpo de Cajal, (b) el nucléolo y (c) granulos de cromatina. Publicado por Cajal en
1910.

La proteina WRAP53 desempefia una funcién principal en la formacién y
en el mantenimiento de los CB. El silenciamiento de WRAP53 conlleva a la
desorganizacién de los CB y previene su sintesis de nuevo (Mahmoudi et al.
2010). Ademds, WRAP53 se encarga del trafico de ciertos factores hasta este
organulo nuclear, como sucede con RNPs (ribonucleoproteinas) como la
telomerasa y el complejo SMN (Survival of Motor Neuron) (Venteicher &
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Artandi 2009). Mutaciones en WRAP53 se asocian a enfermedades
neurodegenerativas, ya que suponen defectos en el transporte de SMN. Esto
causa atrofia muscular espinal y neurodegeneaciéon motora (Mahmoudi et al.
2010).

Los snRNPs (small nuclear Ribo-Nucleo Proteins) son complejos RNA-
proteina que forman parte del espliceosoma, responsable del mecanismo de
corte y empalme de los mRNA en eucariotas. La maduracion de los RNAs no
codificantes asociados a snRNPs es un proceso esencial para su
incorporacion al complejo del espliceosoma (Jady et al. 2003). En concreto,
los scaRNAs (pequenios RNAs especificas de Cuerpos de Cajal) juegan un
papel primordial introduciendo modificaciones postranscripcionales en el
RNA de las snRNPs. WRAP53 es un elemento principal en la localizacion vy el
procesamiento de los snRNPs, ya que condiciona la localizacién sub-celular
de todos los scaRNAs (Tycowski et al. 2009). WRAP53, mediante su domino
WD40, reconoce y se une a una secuencia de localizacion de cuatro
nucledtidos llamada caja CAB, presente en todos los scaRNAs (Richard et al.
2003), dirigiéndolos a los CB, donde se concentran gran cantidad de snRNPs y
se propicia el entorno quimico adecuado para su maduracion.

La telomerasa es una holoenzima de naturaleza ribonucleoproteica que
cataliza la adicién de repeticiones de nucledtidos (TTAGGG) no codificantes
en los extremos de los cromosomas lineares o telémeros (Sauerwald et al.
2013).

La telomerasa humana activa cuenta con 3 subunidades esenciales: TERT,
TERC y disquerina. TERT es la transcriptasa reversa que cataliza la insercion
de nucledtidos dictado por TERC, la plantilla de RNA. Para la correcta funcién
de la enzima es necesaria la proteina de unidn al RNA disquerina. Aunque
estos componentes se consideran fundamentales para la telomerasa, existen
otros factores de ensamblaje que influyen en la eficiencia de la activad de la
enzima, como son NAF1, pontina, reptina, NOP10, GAR1, NHP2 (Nandakumar
& Cech 2013).

Recientemente se ha observado que WRAP53 tiene capacidad de unirse
directamente a los componentes esenciales de la telomerasa, y su presencia
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es necesaria para la localizaciéon de la holoenzima en los CB y en los
teldmeros durante la fase S (Jady et al. 2006; Tomlinson et al. 2006;
Venteicher et al. 2009; Venteicher & Artandi 2009). Aunque se cree que los
CB no son esenciales para la elongacién de telémeros (Chen et al. 2015), si lo
es la proteina WRAP53, que juega un papel esencial en la homeostasis de los
mismos.

La participacion de WRAP53 en la reparacion del DNA también ha sido
descrita recientemente en células tumorales (Henriksson et al. 2014). Como
se ha comentado, uno de los eventos mas tempranos en la cascada de
sefializacion de las DSBs es la fosforilacion de yH2AX dependiente de ATM.
Tras un dafio en el DNA, la quinasa ATM también es capaz de fosforilar a
WRAP53 en el residuo Ser64 (Coucoravas et al. 2016). La proteina WRAP53
forforilada dirige el complejo MDC1-RNF8 hacia los sitios de dafio mediante
interaccion con la histona yH2AX (Rassoolzadeh et al. 2015). Se favorece asi
la ubiquitinacién de la cromatina flanqueante por parte de la E3 ubiquitina
ligasa RNF8, promoviendo la unién eficiente de los factores de reparacion
53BP1, BRCA1l y Rad51 (Henriksson et al. 2014) (Figura 10).

WRAP53 es, por tanto, necesaria para la ubiquitinacidn eficiente de la
cromatina dafiada, un aspecto importante en la sefalizacidn del dafio en el
DNA vy, por consiguiente, es un factor clave en la reparacidon del DNA tanto
por HR como NHEJ. De hecho, en células con capacidad replicativa, la
reduccion de WRAP53 inhibe las vias de reparacion homdloga y no
homdloga, se acumulan DSBs que conducen a la parada del ciclo celular
(Henriksson et al. 2014). En concordancia, la sobreexpresidén exdogena de esta
proteina aumenta la supervivencia de las células tras un dafo, al favorecer
ambas rutas de reparacion del DNA (Rassoolzadeh et al. 2016).

El papel de WRAP53 en reparacion, junto con su funcién en la elongacion
de telémeros, justifica la implicacion de la proteina en el desarrollo de
cancer. Se han encontrado niveles muy elevados de WRAP53 en gran
numero de lineas celulares cancerigenas de diferente origen. Ademas, la
sobreexpresion de la proteina promueve la transformacidon celular
(Mahmoudi et al. 2011; Sun et al. 2014). Cabe destacar el hecho de que
mutaciones concretas en WRAPS53 causan el sindrome de disqueratosis
congénita o DC (Zhong et al. 2011). La DC es un sindrome hereditario
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multisistémico caracterizado por anormalidades en las mucosas, por fallo de
la médula ésea y por la predisposicién de los pacientes a padecer céncer.
(Dokal 2011; Gramatges et al. 2013).

VHZAX e & AQ,,' ‘iﬂk‘( X

538P1

Figura 10. Esquema representativo del papel de WRAP53 en la senalizacion y
reparacion del dafio en el DNA. Modificado de (Coucoravas et al. 2016).

Los estudios que describen el papel de WRAP53 en reparacion han sido
realizados en células proliferativas. Sin embargo, se desconoce la relevancia
de WRAP53 en respuesta al dafio en células postmitéticas, dénde la ausencia
de capacidad de replicacién hace esenciales los mecanismos de reparacién
celular que garantizan la funcionalidad del tejido y la supervivencia del
organismo.

2.2.3. Variantes polimédrficas de Wrap53

Los polimorfismos de base Unica o SNPs constituyen una herramienta
eficaz para determinar la susceptibilidad natural de los humanos a ciertas
enfermedades (Gomez-Sanchez et al. 2011; Rodriguez et al. 2017).

Se han encontrado diferentes SNPs a lo largo del gen Wrap53, siendo dos
de ellos (SNPsrs2287498 y rs2287499) especialmente interesantes por su
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vinculacion a la predisposicion y determinacion de la prognosis de ciertos
tipos de cancer (Schildkraut et al. 2009). EI SNP rs2287498, en el segundo
exon del gen, supone un cambio de la base citosina presente en la variante
ancestral (TTC), por una timina (TTT). Esta sustitucién de bases en el codén
150 no origina un cambio del aminoacido codificado, que se mantiene en
fenilalanina (F150F). Sin embargo, el SNP rs2287499, localizado en el exdn 1,
si trae consigo un cambio de aminoacido. En este caso, el alelo ancestral
citosina (CGG) es sustituido por una guanina (GGG), de modo que el codén
68 pasa de codificar una arginina a codificar una glicina (R68G). En estudios
clinicos de asociacién ambos SNPs se han encontrado estrechamente ligados
entre si y asociados al riesgo a padecer cancer epitelial ovarico y cancer de
pecho ER negativo, en poblaciones de mujeres blancas no hispanicas (Garcia-
Closas et al. 2007; M0Odrek et al. 2013; Schildkraut et al. 2009). Ademas, la
variante polimérfica rs2287499 se ha visto asociada a la diferente respuesta
a la hemotoxicidad debida al benceno causada por errores en los
mecanismos de reparacion de dafio en DNA (Lan et al. 2009).

A la vista de estas publicaciones se asume que los SNPs rs2287498 y
rs2287499 tienen importancia bioldgica, sin embargo, los mecanismos
moleculares por los cuales estos polimorfismos modulan la funcidon de
WRAP53 son aun desconocidos. El SNP rs2287499 (R68G) se localiza proximo
a un sitio de fosforilacion (Ser64), esencial en el reclutamiento de WRAP53
hacia los sitios de dafio (Coucoravas et al. 2016). El polimorfismo rs2287499
podria estar condicionando la funcién de WRAP53 en la reparacién de DNA al
alterar la configuracion estructural de esta zona de fosforilacion. Ademas,
parece existir un ligamiento hereditario entre rs2287498 y rs2287499 que
podria explicar la funcién del SNPs silente rs2287498. Hasta la fecha no
existen datos de la implicacién de estos polimorfismos en enfermedades
neurodegenerativas ni cerebrovasculares, en las que la reparacion del DNA
desempena un papel destacado. Se precisan mas estudios para esclarecer la
influencia de la variabilidad genética sobre la reparacion del DNA vy
supervivencia neuronal.
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1.  HIPOTESIS

El estado neuroldgico funcional tras un ictus viene determinado por el
balance entre el dafio y la reparacion del tejido infartado. Asi, durante la fase
aguda del ictus se activan mecanismos enddgenos de recuperacion de las
células afectadas, especialmente las neuronas, entre los que estd la
reparacion de su material genético con objeto de reducir en lo posible los
procesos de muerte celular. El estudio de los mecanismos moleculares
implicados en la supervivencia neuronal tras una isquemia es, por tanto,
esencial para el disefio de estrategias encaminadas a proteger a las neuronas
del dafio isquémico. En este sentido, WRAP53 es una proteina que participa
en la supervivencia de células tumorales, asi como en la reparacién de su
material genético. Con estos antecedentes, y teniendo en cuenta la
vinculacion del gen Wrap53 con p53, de gran relevancia en la muerte
neuronal debida a la isquemia, consideramos que WRAP53 podria ser una
firme candidata a desempefiar una funcidon esencial en la regulacién del
balance entre los procesos de neurodegeneracidén y neurorreparacion tras la
isquemia cerebral, postuldndose como una posible diana molecular para
posibles terapias neuroprotectoras.

Ademas, se han descrito sitios polimorficos en el gen Wrap53 asociados con
la susceptibilidad a ciertos tipos de canceres. Este hecho nos lleva a pensar
que estos SNPs también podrian estar relacionados con la capacidad de
reparacion del tejido infartado y, por tanto, resultar Utiles para predecir el
prondstico de pacientes hospitalizados tras un ictus. De ser asi, el estudio de
Wrap53 podria ser crucial para el desarrollo de biomarcadores genéticos del
estado funcional de pacientes que han sufrido un ictus isquémico.
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2. OBIJETIVOS

A la vista de los antecedentes descritos, y teniendo presente nuestra
hipdtesis de trabajo, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Investigar la implicacidon del gen Wrap53 en la isquemia cerebral
y, en particular, su funcién en neuronas corticales tras la
isquemia.

2. Caracterizar el papel de la proteina WRAP53 en la supervivencia
neuronal tras la isquemia

3. Estudiar el impacto de las variantes polimadrficas de Wrap53 en el
prondstico funcional de los pacientes de ictus.
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1. CULTIVOS CELULARES

1.1. CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS

1.1.1. Especie ensayada y condiciones del animalario

Para la realizaciéon del cultivo primario de neuronas corticales empleamos
embriones de ratén (Mus musculus, L.1758) de la cepa C57BL/6 de 14.5 dias
de gestacidon. Las hembras gestantes se criaron en el Servicio de
Experimentacién Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca.

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales bajo un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas (fase de luz de 8:00 a 20:00). La humedad relativa se
mantuvo entre el 45-65% y la temperatura se controlé entre los 20-25°C. La
alimentacién de los animales fue ad libitum, con una dieta sélida estandar
(17% proteinas, 3% lipidos, 58,7% glucidos, 4,3% celulosa, 5% minerales y
12% humedad) y con acceso libre al agua de bebida.

El periodo gestacional, establecido en 19,5 dias para el ratdn, se controlé
limitdndose a una noche el tiempo de cohabitacion de las hembras con los
machos. A las 9:00 horas de la manana siguiente, se separaron aquellas
hembras que presentaban tapdn vaginal, indicador de la copulacidn,
considerandose este dia como el primero de la etapa gestacional.

Todos los procedimientos con animales cumplen la Recomendacion
2007/526/CE, de 18 de junio de 2007, de la Comisién Europea relativa al
alojamiento y al cuidado de animales, asi como la legislacién espafiola
vigente (RD 53/2013), 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. Ademas, todos los protocolos de
la presente Tesis que implican manipulacion de animales vivos, han sido
aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Investigacion Biomédica
de Salamanca.

1.1.2. Cultivo primario de neuronas corticales

Para la realizacidon del cultivo de neuronas corticales se emplearon
embriones de 14,5 dias de gestacién (Gomez-Sanchez et al, 2011; Delgado-
Esteban et al, 2013). Las hembras gestantes se sacrificaron por dislocacion
cervical, tras lo que se procedié a la histerectomia y extraccidon de los
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embriones. A partir de este punto se trabajé en cabina de flujo laminar
(TC48, Gelaire Flow Laboratories, Virginia, EEUU). Con ayuda de unas
microtijeras, pinzas de cirugia y un papel estéril impregnado de etanol al 70%
se retiré el craneo y se procedié a la extraccion del cerebro, obviando
cerebelo y bulbos. Se colocaron los hemisferios corticales en una placa de
cultivos con solucion de disgregacion (NaCl 116 mM;KCl 5,4 mM; NaH,PO,
1,01 mM; MgS0O, 1,5 mM; NaHCO; 26 mM; D-glucosa 4mM; rojo fenol 10
mg/l; con albumina fraccidn V al 0,3% p/v y DNAsa tipo 120ug/ml pH7,1) y se
disecciond el tejido con un bisturi. Los cortes de tejido se pasaron a un tubo
de 50 ml (BD Falcon™, Becton Dickinson Biosciences, Massachusetts, EEUU)
dénde se dejaron sedimentar durante 4 minutos. Se aspiro el sobrenadante y
se incubd el sedimento en un bafio termostatizado durante 10 minutos a
37°C en una solucién de tripsinizacion (solucion de disgregacién
suplementada con tripsina al 0.025%p/v) agitdndola suavemente a intervalos
de 3 minutos para facilitar la digestiéon enzimatica. La tripsinizacion se detuvo
afiadiendo suero fetal de ternera (SF; Roche, Roche Applied Science,
Barcelona, Espafia) a una concentracion final del 10% (v/v). La suspension
celular se centrifugd durante 5 minutos a 500 x g para eliminar el
sobrenadante. El sedimento se resuspendid suavemente en solucion de
disgregacion, con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio siliconada para
evitar la rotura celular. Tras un periodo de sedimentacion de 4 minutos se
recogié el sobrenadante, que contenia células individualizadas, y se depositd
en un tubo de 50 ml. El proceso de resuspensidn se repitié con el sedimento
de tejido resultante a fin de aumentar el rendimiento del cultivo. Se
combinaron las soluciones de células disociadas obtenidas y se centrifugaron
5 minutos a 500 xg.

Las células sedimentadas se resuspendieron cuidadosamente en un
volumen conocido de Neurobasal (NB), medio de cultivo especifico para el
crecimiento neuronal, suplementado con B27 al 2% y glutamina 2 mM
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, California, EEUU) y antibidtico: penicilina G
100 U/I; estreptomicina 100 pg/l; anfotericina B 0,25 pg/l (Sigma-Aldrich,
Missouri, EEUU). Se realizé el contaje de las células viables tras la tincion de
la suspension celular con azul de tripano (suspension celular 10 pl; medio de
cultivo 30 ul; 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).
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Las células se sembraron a una densidad de 1,8x10° células/cm? en placas
de poliestireno (Nunclon™, ThermoScientific, Thermo Fischer Scientific,
California, EEUU) previamente tratadas con poli-D-lisina 10 ug/ml (PDL,
Sigma). Las células se mantuvieron en un incubador (Forma 310, Thermo
Scientific, Barcelona, Espafia) termostatizado a 37°C en atmodsfera himeda al
5% de CO,. Al tercer y sexto dia de cultivo, la mitad del medio se reemplazé
por medio de cultivo fresco. Las células se utilizaron en el dia 8-10 de cultivo,
momento en que se sabe expresan receptores sinapticos funcionales
(Almeida et al. 2002; Lesuisse & Martin 2002)

Figura 11: Neuronas corticales en cultivo primario. Microfotografia de contraste de
fases de neuronas primarias corticales de raton.

1.2. LINEAS CELULARES

1.2.1. HEK293T

La linea celular HEK293T procedente de rifidn embrionario humano se
cultivd en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Sigma) suplementado
con SF a una concentracién final del 10% (v/v). Para su mantenimiento las
células se subcultivaron a una proporcion 1:3 cada 2 6 3 dias. Para
experimentos de sobreexpresién de plasmidos, las células se resembraron en
placas de poliestireno recubiertas con PDL a una densidad de 10°
células/cm’.
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1.2.2. SH-SY5Y

La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y procede de médula
6sea y tiene morfologia epitelial. Sin embargo, con un tratamiento de acido
retinoico (AR) y Factor Neurotrdfico Derivado del Cerebro (BDNF) puede
diferenciarse a células similares a neuronas (Encinas et al. 2000; Almeida et
al. 2005).

Para el mantenimiento de las células en condiciones replicativas se
dejaron crecer hasta confluencia en frascos de 175cm? (Corning, Nueva York,
EEUU) subcultivandose a un ratio 1:3 cada 2 ¢ 3 dias. Para su diferenciacion
se sembraron a una densidad de 10* células/cm” en placas de poliestireno
previamente recubiertas de coldgeno tipo | (BD) 100ug/ml en acido acético
0,1 N y se mantuvieron en DMEM suplementado con SF inactivado por calor
(55°C durante 30 minutos) al 10% v/v. El dia siguiente a la siembra se afiadié
AR (Sigma) a una concentracién final de 10 uM. Tras 5 dias en presencia de
AR se lavaron las placas tres veces con DMEM vy se incubaron con BDNF 50
ng/ml (PeproTechinc, Rocky Hill New Jersey, EEUU) durante tres dias en
ausencia de suero. Al noveno dia de cultivo se retiré el medio con BDNF y se
mantuvieron durante dos dias en DMEM sin suero ni BDNF a fin de evitar el
efecto neuroprotector de ambos compuestos. Este protocolo de uso
secuencial de AR y BDNF es crucial para la diferenciacién del cultivo a células
con fenotipo neuronal caracterizadas por el crecimiento de neuritas (Cuende
et al. 2008).

2. MODELO DE ISQUEMIA EXPERIMENTAL IN VITRO

El protocolo de isquemia experimental consiste en privar a las células del
oxigeno y la glucosa presentes en el medio durante un tiempo determinado
para, posteriormente, reoxigenarlas en un medio de cultivo completo,
asemejando asi un proceso de reperfusion (Almeida et al. 2002; Gémez-
Sanchez et al. 2011)

Para ello, el medio de cultivo se sustituyd por Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS: NaCl 134,2 mM; KCI 5,26 mM; KH,PO,4 0,43 mM; NaHCOs; 4,09
mM; Na,HPO,-2H,0 0,33 mM; HEPES 20 mM; CaCl,-2H,0 4 mM; pH 7,4) y se
incubaron las células a 37°C en ausencia de oxigeno (N,95%/C0,5%, 0,<1%)
durante 90 minutos, 3 é 6 horas. Tras ese tiempo se retiré6 el medio de
isquemia y se mantuvieron las células en NB sin B27 para la reoxigenacion en
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atmadsfera estandar de cultivo (aire 95%/C0,5%, 0, 21%). Esta condicién, que
permite modelizar aspectos metabdlicos de la isquemia in vitro, sera la
denominada OGD (Oxygen and Glucose Deprivation).

Paralelamente, se llevo a cabo la condicion control o normoxia (NMX) del
mismo cultivo primario de neuronas. En este caso las células se cultivaron en
medio HBSS con glucosa 5,5 mM y en atmédsfera estandar de cultivo (aire
95%/C0, 5%, 0, 21%) durante los mismos tiempos que la condicion OGD. Se
procedié a la reoxigenacién del mismo modo en ambas condiciones (Figura
12)

NMX/OGD REOXIGENACION
HBSS+glc /HBSS-glc NB -B27
21% 02/<1% 02 21% 02
90’'-3h-6h 2h  4h 8h 18h 24h

Figura 12. Protocolo de isquemia experimental in vitro. Esquema de las etapas del
procedimiento del protocolo de privacion de oxigeno y glucosa.

3. TRANSFECCIONES CELULARES

3.1. TRANSFECCIONES CON PLASMIDOS DE EXPRESION

Para la amplificacion de Wrap53 se emplearon plasmidos del tipo pEGFP-
C1, optimizados para la transfeccién de células de mamiferos. Dichos
pldasmidos se caracterizan por conseguir una alta expresion de la proteina
clonada fusionada a la regidon C-terminal de la proteina verde fluorescente
mejorada (GFP) (Figura 13) De este modo se puede seguir la localizacidn de
la proteina en la célula, valorar la eficiencia de la transfeccién mediante
microoscopia o seleccionar las células transfectadas en el analisis por
citometria de flujo. Para obtener un mayor ndmero de copias de estos
vectores plasmidicos se llevé a cabo la transformacion de bacterias
competentes Escherichia coli cepa DH5a mediante choque térmico. La
extraccion y purificacion de los plasmidos se realizd6 empleando el kit
comercial Wizard Plus MIDIprep (Promega, Wisconsin, EEUU) segln las
indicaciones del fabricante.
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Las neuronas se transfectaron 24 horas antes de su uso. Para ello se
trataron con el reactivo catidnico Lipofectamina LTX Plus Reagent™
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, California, EEUU) y con el plasmido de
interés a una concentracion final de 1,5 ug/lO6 células. Las células tratadas
con el plasmido pWRAP53 se co-transfectaron a su vez con plasmido control
vacio (pGFP) en proporcion 1:3 para conseguir una sobreexpresion
controlada de la proteina (Veas-Pérez de Tudela, et al. 2015, 2016)

PBR322 origen PpBR322_origen

[ _{-7K_PA_terminador
off- TK_PA_terminador :

pWRAP53
aff NeoR/KanR 6368pb

<4 NeoR/KanR
“\

sv40_terminator.
f1_origen

Figura 13. Pldsmidos empleados en las transfecciones celulares. Esquema de la
construccion de los dos plasmidos empleados en los experimentos de
sobreexpresion. (A) pGFP, (B) pWRAP53.

La transfeccién se realizd siguiendo las instrucciones del fabricante, la
Lipofectamina® se diluyé con el medio Opti-MEM® (Gibco) y, paralelamente,
se realizaron diluciones tanto del plasmido control como del plasmido de
expresion ectdpica de Wrap53. Ambas soluciones se mezclaron en
proporcién 1:1 y se incubaron 5 minutos para facilitar la formacién de los
liposomas que contendran en su interior el DNA plasmidico. Finalmente, el
complejo plasmido - Lipofectamina® se afiadié gota a gota al cultivo. La
expresion se verificd mediante transferencia tipo Western.

3.2. SILENCIAMIENTOS MEDIANTE siRNA

Para reducir la expresion especifica de proteinas se emplearon siRNAs
(RNA pequeiio de interferencia). Los siRNA contra el mRNA de Wrap53
fueron disefados frente a diferentes exones de la secuencia del gen. Se
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utilizaron individualmente o en combinacion con el fin de inhibir la expresion
de todas las variantes de splicing (corte y empalme) descritas y referenciadas
del gen murino (Figura 14). Para el disefio de los mismos se recurrid a la
herramienta GeneAssist™ Custom siRNA Builder de Thermo Fisher Scientific,
donde se adquirieron los oligonucledtidos. Los siRNA utilizados estan
recogidos en la Tabla 1.

Tabla 1. siRNAs empleados en los experimentos de silenciamiento

siRNA Diana Secuencia 5’-3’ Condiciones

siWraps3#1  /9P33  GCAUCUACUUUGAUCUGGA 9 nM
n8 48 horas

siWraps3#2  9P33  GGACCUACAGCUUCUCGCA 9 nM
n2 48 horas

Control negativo No 1 Silencer™ Select.
. No posee similitud significativa con 9nM
siControl . - .
secuencias genéticas de ratén o 48 horas
humanas

Los siRNA se introdujeron en las neuronas mediante lipotransfeccion
utilizando el reactivo catidnico Lipofectamina RNAiIMAX™ (Invitrogen) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para ello, 48 horas antes de la
utilizacion del cultivo, la Lipofectamina® se diluydé con el medio Opti-MEM®
(Gibco). A su vez se realizaron diluciones tanto del siRNA diana como del
siRNA control en Opti-MEM®. Ambas soluciones se mezclaron en proporcién
1:1 y se incubaron 5 minutos para facilitar la formacién de las liposomas que
contendran en su interior el siRNA. Finalmente, el complejo siRNA-
Lipofectamina® se afiadié gota a gota al cultivo. La concentracion final del
SiRNA fue de 9 nM. (Jliménez-Blasco et al. 2015). Los silenciamientos se
verificaron mediante reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (rt-
gPCR) y transferencia tipo Western.
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Figura 14. Localizacion de los siRNA disefiados para el silenciamiento de
Wrap53. El esquema muestra las variantes de transcritos referenciadas para el gen
Wrap53 murino, asi como los exones hacia los que van dirigidos los siRNA disefiados.

4. TRATAMIENTOS CELULARES

4.1. INDUCCION DE DANO EN EL DNA

Las neuronas en cultivo primario se trataron con camptotecina (CPT) a fin
de producir roturas de doble cadena en el DNA mediante la inhibicion de la
Topoisomerasa | (Pommier 2006). Para ello se afiadié directamente sobre el
cultivo una solucién de camptotecina (Sigma) en dimetilsulfoxido (DMSO,
Sigma) a una concentracion final de 1 uM 6 10 pM, y se dejé actuar 8 horas
antes de la recogida de extracto proteico. Los controles fueron tratados
durante el mismo tiempo con el mismo volumen de DMSO (1pl por cada ml
de medio).

4.2. MODULACION DE LA FUNCION MITOCONDRIAL POR
NITROSILACION

Las neuronas en cultivo primario se trataron con el donador mitocondrial
de 6xido nitrico mitoSNO (mitochondria-targeted S-nitrosothiol) durante el
protocolo de isquemia experimental in vitro. Con ello se pretende disminuir
de manera reversible la actividad del complejo | de la cadena transportadora
de electrones, reduciendo asi la produccién inicial de especies reactivas de
oxigeno que sigue al proceso de reoxigenacién (Methner et al. 2014). Las
células se mantuvieron con la sonda mitoSNO a una concentraciéon 1uM, en
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oscuridad, durante las 3 horas de OGD. Como control, neuronas en las
mismas condiciones de isquemia se trataron con la sonda SNAP (S-nitroso-N-
acetylpenicillamine) que no localiza en la mitocondria (Chouchani et al.
2013). Ambos compuestos fueron facilitados por el profesor Dr. Michael
Murphy de la Universidad de Cambridge.

5. DETERMINACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO

5.1. DETERMINACION DE ANION SUPEROXIDO

La produccién del anién superdxido (0,”) mitocondrial se determiné
utilizando la sonda MitoSOX® (Molecular Probes™, Invitrogen, Oregdn,
EEUU), que consiste en un derivado cationico del dihidroetidio unido a un
radical trifenilfosfonio (Quintana-Cabrera et al. 2012; Lopez-Fabuel et al.
2016). La sonda es permeable en células vivas y es rdpidamente dirigida a la
mitocondria debido a su carga positiva, donde puede ser oxidada por O," y
formar 2-hidroxi-5-(trifenilfosfonio) hexiletidio (Figura 15) Este compuesto
puede ser detectado de manera especifica en el orgdnulo (A¢~510 nm;
Aem™~580 nm) (Mukhopadhyay et al. 2007). Para registrar MitoSOX® por
citometria de flujo, las células se lavaron con tampdn fosfato salino (PBS:
NaCl 136 mM; KCl 2,7 mM; Na,HPO,4-2H,0 7,8 mM; KH,PO, 1,7 mM; pH 7,4)
y se incubaron en presencia de 2 uM de MitoSOX® en tampdn HBSS durante
30 minutos a 37°C. Posteriormente, las células se tripsinizaron, se
centrifugaron (5 min a 500 x g) y se resuspendieron en PBS. En el andlisis
citométrico se utilizaron 50.000 eventos por triplicado por condicion. La
sefial de la sonda MitoSOX® se analizd en el canal FL4 de un citdmetro de
flujo FACScalibur (BD Biosciences, Nueva Jersey, EEUU), equipado con un haz
laser de argdn de 15mW sintonizando a 510nm. Se utilizaron los programas
CellQuest™ para adquisicion de eventos y Paint-A-Gate™ PRO para el analisis
de los mismos (BD Biosciences). Los resultados se expresaron en unidades
arbitrarias.
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Figura 15. Deteccion de O," por MitoSOX®. En la mitocondria, la oxidacién de la
sonda MitoSOX® da lugar a un derivado fluorescente que permite la deteccidn de
0, de manera especifica en el organulo.

5.2. DETERMINACION DEL PEROXIDO DE HIDROGENO

La determinacién de la produccién de H,0, se realizé utilizando la sonda
luminiscente Amplex Red™ (Invitrogen) (Quintana-Cabrera et al. 2012;
Lépez-Fabuel et al, 2016). En presencia de la peroxidasa de rabano, la sonda
(10-acetil-3,7-dihidroxifenoxacina) reacciona estequiométricamente (1:1)
con el H,0, originando resorufina, un compuesto oxidado fluorescente (Aex
~571 nm; Aem ~585 nm) que puede ser detectado
espectrofluorométricamente (Figura 16).

Para llevar a cabo la medida se incubaron las células con el reactivo
Amplex Red™ 100 uM en tampdn Krebs Ringer Phosphate Glucose (KRPG:
NaCl 145 mM; Na,HPO4 5,7 mM; KCl 4,86 mM; CaCl, 0,54 mM; MgS0O, 1,22
mM; glucosa 5,5 mM; pH 7,35), en presencia de peroxidasa de rabano (0,1
U/ml) durante 1 hora a 37°C. Cada 20 minutos se anotd la luminiscencia
emitida a una longitud de onda de 604 nm, siendo la longitud de excitacién
de 538 nm, mediante un espectofluorimetro Varioskan Flash
(ThermoScientific, Vantaa, Finlandia). Para calcular la velocidad de
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producciéon de H,0, las pendientes obtenidas se normalizaron por la
concentracién de proteinas en cada condicién. Los resultados se expresaron
en unidades arbitrarias, fold o nimero de veces de expresién con respecto a
la condicion control.

H.0; H,0
i ° ;—4’ : g
\@ ij Peroxidasa »\@Nn
ros
o
Amplex Red Resorufina

Fluorescencia de excitacion

Fluorescencia de emision

| R ]
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Figura 16. Deteccion de H,0, por Amplex Red. La sonda Amplex Red se oxida por
H,0, en presencia de la peroxidasa, dando lugar a un compuesto, la resorufina,
detectable fluorométricamente.

6. DETERMINACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL POR CITOMETRIA DE FLUJO

La evaluaciéon del potencial de membrana (AWm) se realizé mediante
citometria de flujo, siguiendo las instrucciones del sistema comercial
MitoProbe™ DilC,(5) Assay Kit for Flow Citometry (Molecular Probes,
Invitrogen, Oregén, EEUU). La sonda DilCy(5) (1,1',3,3,3",3"-
hexametilindolcarbocianina), debido a su caracter catidnico, se acumula en
las mitocondrias polarizadas. La intensidad de la tincién con DilCy(5)
disminuye cuando las células se someten a condiciones o agentes que
alteran el potencial mitocondrial, por lo que la intensidad de fluorescencia es
directamente proporcional al AWm.

Las células se incubaron en PBS con la sonda DilC;(5) 50 nM, durante 30
minutos a 37°C en un bafo con agitacion suave y protegidas de la luz. Tras la
incubacién, el exceso de sonda fue eliminado mediante centrifugacién a 500
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x g durante 5 minutos y las células tefiidas fueron resuspendidas de nuevo en
PBS.

Se evaluaron 50.000 eventos por triplicado y por condicion. El potencial
determinado se expresé en tanto por ciento. Para establecer el valor basal
de AWm (0%) se incubaron las mismas células ya analizadas con el
desacoplante mitocondrial cianuro de carbonilo 3-clorofenilhidrazona (CCCP)
10 uM durante 15 minutos y se anotd de nuevo el valor de la intensidad de
fluorescencia. La sefial de la sonda DilC,(5) se analizé en el canal FL4 del
citdmetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences), equipado con un haz laser
de argdén de 15mW sintonizando a 488 nm, utilizando los programas
CellQuest™ para adquisicion de eventos y Paint-A-Gate™ PRO para el analisis
de los mismos (BD Biosciences) (Gémez-Sanchez et al, 2011; Veas-Pérez de
Tudela et al. 2015).

7. DETERMINACION DE LA APOPTOSIS NEURONAL POR
CITOMETRIA DE FLUJO

La muerte celular por apoptosis se determind mediante citometria de
flujo tras la tincién de las células con anexina V conjugada con aloficocianina
(Anexina V-APC, Immunostep, Salamanca, Espafa) y 7-amino-actinomicina D
(7-AAD) (BD Bioscience). EI método se basa en la deteccion de la
fosfatidilserina, un fosfolipido presente en la membrana plasmatica, que en
células apoptéticas se transloca de la hemimembrana interna a la externa. La
anexina V es una proteina anticoagulante vascular que posee una gran
afinidad por la fosfatidilserina. Por ello, unida a un fluorocromo adecuado,
permite la identificacion de las células apoptéticas tras su unidon a dicho
fosfolipido localizado en la superficie celular. Sin embargo, la anexina V
también es capaz de unirse a la fosfatidilserina en el interior de las células
necréticas que han perdido su integridad de membrana. Para evitar falsos
positivos, ademas de anexina V — APC se utiliz6 7-AAD, un colorante
impermeable a la membrana plasmatica que se une especificamente al DNA
de las células necréticas. De este modo, solo aquellas células
inmunorreactivas para la anexina V, que mostraron ser negativas para el 7-
AAD, se consideraron apoptéticas (Gomez-Sanchez et al. 2011; Delgado-
Esteban et al. 2013).
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Las neuronas se recolectaron, se resuspendieron en Binding Buffer (BB:
HEPES 10 mM; NaCl 140 mM; CaCl, 2,5 mM; pH7,4) y se incubaron con
Anexina V-APC (3pl/10%élulas) y 7-AAD (1pl/10°células) durante 15 minutos
a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras la incubacién, se afiadié BB
suficiente para conseguir una concentraciéon de aproximadamente 10°

células/ml.

Se recogieron 50.000 eventos por cada triplicado de cada condicidn. Las
sefiales de la anexina V y del 7-AAD se analizaron en los canales FL4 y FL3
respectivamente de un citometro de flujo FACScalibur (BD Biosciences),
equipado con un haz laser de argénde 15mW sintonizando a 488 nm,
utilizando los programas CellQuest™ para adquisicién de eventos y Paint-A-
Gate™ PRO para el analisis de los mismos (BD Biosciences). Los resultados se
expresaron como porcentaje de neuronas apoptéticas (anexina V-
APC’/7AAD). En los experimentos de transfeccién la cuantificacién de la
apoptosis se realizé en la poblacién de neuronas transfectadas, identificadas
mediante la expresién de GFP en el canal FL2 (neuronas GFP’). En este caso
se recogieron hasta 500.000 eventos por triplicado de cada condicién
experimental.

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

8.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

8.1.1. Extraccion de proteinas totales

Para obtener el extracto proteico total se lavaron las células con PBS a 4°C
y se lisaron con tampodn de lisis NP-40 1% (1% nonidet NP40, EDTA di-K 0,5
M, Tris 1 M pH 8,0; NaCl 5 M, 10% glicerol) suplementado con inhibidores de
fosfatasas (NasVO, 1mM; NaF 10mM) y de proteasas (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 100puM; aprotinina 50 ug/ml; leupeptina 50 pg/ml;
pepstatina 50 pg/m; anti-papaina 50 ug/ml; amastatina 50 pug/ml; bestatina
50 pg/ml y el inhibidor de tripsina soybean 10 pg/ml). Los extractos se
mantuvieron al menos 10 minutos en hielo, 20 minutos en agitacién a 4°C en
un orbital vertical y finalmente se centrifugaron a 13.000 x g durante 10
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minutos. De esta manera se decantaron los restos celulares y se recogio el
sobrenadante con las proteinas celulares en un tubo limpio para su
congelacion a -80°C hasta la determinacion de la concentracion de proteinas.

8.1.2. Fraccionamiento subcelular de proteinas

Con objeto de aislar las fracciones nucleares y citosdlica de las neuronas
en diferentes condiciones, se llevd a cabo un protocolo de fraccionamiento
diferencial (Figura 17). Se utilizaron preferentemente neuronas sembradas
en placas de al menos 60 cm?”. Tras lavar las placas con PBS suplementado
con MgCl, 1 mM a 4°C se desprendieron las neuronas mediante raspado en
tampon de citosoles (HEPES 10 mM pH7,9; MgCl, 1,5 mM, KCI 10 mM, EDTA
1 mM, NP40 0.1% y sacarosa 300 mM). La muestra se resuspendié con
micropipeta y se dejé reposar en hielo al menos 30 minutos, tiempo tras el
cual se comprobd al microscopio de contraste de fases la rotura de las
membranas plasmaticas manteniendo los nucleos intactos. La mezcla se
centrifugdé a 800 x g a 4°C durante 10 minutos a fin de separar el contenido
citosdlico (sobrenadante) en un tubo eppendorf limpio, donde se hirvid
durante 5 minutos. El extracto de proteinas citosdlicas se congeld a -80°C.
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Figura 17. Protocolo de fraccionamiento subcelular. E| esquema muestra las
diferentes fases del protocolo de fraccionamiento para la obtencién del extracto
citopldsmatico y nuclear aislados.

El pellet resultante se resuspendié en tampdn de nicleos (HEPES 50 mM,
MgCl, 1,5 mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, NP40 1%) con ayuda de una
micropipeta y se mantuvo durante 1 hora en hielo. La suspension se hirvid
durante 5 minutos y se sonicd durante otros 10 minutos con el objetvio de
disgregar la envuelta nuclear. La fraccidn nuclear se mantuvo a -80°C junto
con la fraccidn citosodlica hasta su utilizacion (Veas-Pérez de Tudela et al.
2015)

8.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINAS

La concentracidon de los extractos proteicos se determind mediante el
ensayo del acido bicinconinico (BCA; Pierce™, ThermoScientific, llinois,
EEUU). Dicho método colorimétrico se basa en la reduccién del Cu* en
presencia de proteinas y medio alcalino (reaccién de Biuret). El catién Cu™
generado reacciona con el BCA dando lugar a un producto de color purpura
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que absorbe de manera lineal a 562 nm. La absorbancia se midié
espectrofotométricamente en un lector de placas Multiskan Ascent (Thermo
Fischer). Se utilizé la albumina sérica bovina (BSA) como estandar para el
calculo de la recta patrén. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

8.3. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN SDS-PAGE

Los extractos celulares se sometieron a electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE: electroforesis de poliacrilamida en presencia
de dodecilsulfato sédico) para poder estudiar su composicién proteica.

Se utilizaron geles discontinuos que presentan (i) en la parte superior un
gel concentrador de la banda o “stacking” con un porcentaje constante de
acrilamida (acrilamida:bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad Laboratories, California,
EEUU) al 3% en Tris-HCl 1 M pH 6,8 con SDS 10%; persulfato aménico (PSA)
10%; TEMED (N,N,N,N’-tetrametilendiamina 0,1%) y (ii) en la parte inferior
un gel separador o “running” en el que tiene lugar la separaciéon de los
componentes y que presenta distintos porcentajes de acrilamida en funcién
del rango de separacion de pesos moleculares deseado
(acrilamida:bisacrilamida 29:1 al 8, 10, 12 6 15% en Tris-HCIl 1,5 M pH 8,8 con
SDS 10%, PSA 10% y TEMED 0,08%). El extracto proteico, de 10 a 50 pg, se
resuspendié en tampdn de carga (B-mercaptoetanol 4% v/v, SDS 8% p/v, azul
de bromofenol 0.02% p/v, glicerol 4% v/v y Tris-base 250 mM) en un
volumen correspondiente a la cuarta parte del volumen final. Las muestras
se hirvieron durante 5 minutos a 100°C, y se centrifugaron a 13.000 x g
durante 5 minutos a 4°C. Para identificar los pesos moleculares de las
proteinas en estudio se utilizé6 un marcador de peso molecular (Page Ruler™
Plus Prestained Protein Ladder, ThermoScientific) que se cargd en el gel junto
a las muestras.

Las proteinas se separaron utilizando un sistema de electroforesis vertical
(MiniProtean-3®, Bio-Rad) y tampdn de electroforesis (Tris 25 mM; glicina
200 mM y SDS al 0,1% p/v, pH 8,3). Una vez finalizada la electroforesis, los
geles se sometieron a electrotransferencia e inmunodeteccién mediante la
técnica de Western Blot.
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8.4. INMUNODETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN
BLOT

Las proteinas previamente separadas en geles SDS-PAGE se transfirieron
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Hybond®, Amersham
Biosciences, Nueva Jersey, EEUU) 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 el objetivo de evitar las uniones inespecificas de
anticuerpos, se bloquearon las membranas durante 1 hora con leche
desnatada (Sveltesse, Nestle) al 5% p/v en TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM,
Tween-20 al 0,1% v/v; pH 7,5) a temperatura ambiente. A continuacion se
incubaron las membranas a 4°C durante toda la noche en una solucién de
BSA o leche al 2% p/v en TTBS que contiene el anticuerpo primario deseado
(Tabla 2). Como control de carga se utilizd anti-GAPDH (gliceraldheido 3-
fosfato deshidrogenasa) para extractos totales y fraccion citosdlica, y anti-
Lamina B para la fraccién nuclear. Al dia siguiente las membranas se lavaron
3 veces durante 5 minutos con TTBS para retirar el exceso de anticuerpo
primario y seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente, conjugado con la peroxidasa de rabano, en TTBS con leche
al 2% durante una hora a temperatura ambiente. Tras 3 lavados en TTBS se
realizd un ultimo lavado en TBS (TTBS sin Tween-20) ya que el Tween puede
interferir con algunos reveladores. Por ultimo se incubaron las membranas,
segln la proteina a detectar, con los reactivos de quimioluminiscencia Super
Signal™ West Dura Extended Duration Substrate (ThermoScientific), Western
Blottin Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, Texas, EEUU) 6 Pierce™
ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo Scientific), siguiendo las
instrucciones de los fabricantes. Finalmente las membranas se expusieron a
una pelicula de auto-radiografia (Fuji Medical X-Ray Film, Fujifilm) para
detectar la sefal.

Se realizaron triplicados biolégicamente independientes de cada
experimento. Las cuantificaciones se llevaron a cabo con el software
Imagel64, normalizando cada condicién con su control de carga. Los
resultados se expresaron en unidades arbitrarias de cantidad de proteina
respecto a la condicion control de cada experimento.
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados en los estudios de expresion proteica por
transferencia tipo western

Anticuerpo Especie  Dilucion  Referencia  Casa comercial

Anticuerpos primarios

WRAP53 Conejo 1/500 Orb2180 Biorbyt
WRAP53 Conejo 1/500 Bs-8163R  Bioss Antibodies
Caspasa 3 activa  Conejo 1/1000 96615 Cell Signalling
yH2AX Ratén 1/500 05-636 Millipore
Lamina B Raton 1/100 Sc-374015 Santa Cruz
GAPDH Raton 1/10.000 4300 Ambion
Anticuerpos Secundarios
Anti-raton Cabra 1/10.000 170-6516 BioRad
Anti-conejo Cabra 1/10.000 Sc-2030 Santa Cruz

8.5 “STRIPPING” DE MEMBRANAS DE NITROCELULOSA

La técnica de “stripping” o lavado permite reutilizar las membranas de
nitrocelulosa para incubarlas de nuevo con un anticuerpo primario distinto al
inicial y poder asi inmunodetectar otras proteinas. Para ello, se incubaron las
membranas en el tampdn Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo
Scientific) durante 15 minutos. Posteriormente, se lavaron 3 veces con TTBS
a temperatura ambiente y se bloqued de nuevo con leche al 5% (p/v). Para la
incubacién de los anticuerpos y el revelado se procede como se ha detallado
en la seccion anterior.

9. INMUNOCITOQUIMICA Y MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Para los ensayos de inmunocitoquimica, las neuronas se cultivaron sobre
cubreobjetos de cristal previamente esterilizados a fuego y tratados con una
solucion de poli-L-ornitina 15 pg/ml (Sigma) y fibronectina 1 pg/ml (Sigma).

A los 8 dias de cultivo y tras los tratamientos pertinentes, las neuronas se
lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% (v/v) en PBS durante
20 minutos. Posteriormente, 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
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durante 5 minutos. A continuacién, se incubaron en la soluciéon 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. Se prepararon las mezclas de los anticuerpos
(Tabla 3) en la solucidn de incubacién (suero de cabra al 5% en PBS) y se
mantuvieron con las muestras toda la noche a 4°C en agitacién suave. Al dia
siguiente se lavaron con PBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios
conjugados con los fluoréforos Cy2, Cy3 o Cy5 a una dilucion 1/500 (Jackson
Immuno Research, Pennsylvania, EEUU) en solucién de incubacién, durante 1
hora a temperatura ambiente, en oscuridad y en agitacion suave.
Finalmente, se retird el exceso de anticuerpo mediante lavados de PBS y se
incubaron 10 minutos con los marcadores nucleares DAPI 30 uM (Sigma) o
TO-PRO®-3 30 uM (Molecular Probes).

Tabla 3. Anticuerpos y sondas nucleares utilizados en inmunocitoquimica

Anticuerpo Especie Dilucién Referencia Casa Comercial
Anticuerpos primarios
WRAP53 Conejo 1/200 Orb2180 Biorbyt
MAP2 Raton 1/300 M#1406 Sigma
yH2AX Ratén 1/250 05-636 Millipore
53BP1 Conejo 1/1000 NB-100-304 NovusBio
Anticuerpos secundarios
Cy2 Ratén 1/500 115.225.003 Jackson
Cy2 Conejo 1/500 111.225.003 Jackson
Cy3 Ratén 1/500 111.165.003 Jackson
Cy3 Conejo 1/500 111.175.003 Jackson
DyLight 405 Raton 1/500 111.475.003 Jackson
Sondas nucleares
DAPI 30uM D#9542 Sigma
TO-PRO-3 30uMm T3605 Mol Probes

Los cubreobjetos se lavaron de nuevo con PBS, tras lo cual se montaron
sobre portaobjetos utilizando el reactivo Slow Fade Antifade® (Molecular
Probes) para evitar la pérdida de fluorescencia. La visualizacidn y adquisicion
de microfotografias confocales se llevé a cabo utilizando un microscopio
Leica TSC-SL (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania) y un spinning disk
Roper Scientific con microscopio Olympus IX81 (Olympus®, Tokyo, Japén). Se
utilizé ademds un microscopio invertido de epifluorescencia Nikon Eclipse Ti-
E (Nikon, Tokyo, Japdén). Las imagenes se procesaron con el software
Imagel64 y Adobe Photoshop CC 2014.

63



10. OBTENCION Y MANIPULACION DEL RNA

10.1. EXTRACCION DEL RNA TOTAL

La extraccion de RNA se llevd a cabo con el kit comercial Genelute™
Mammalian Total RNA Kit (Sigma) segun las instrucciones del fabricante.

A los 9 dias de cultivo, las neuronas se lisaron con una mezcla de R3-
mercaptoetanol:solucién de lisis (Lysis Solution, Sigma-Aldrich) en proporcion
1:100 (v/v). Con el objeto de evitar la degradacion del RNA de las muestras,
los raspadores se trataron con solucidn RNase away (Sigma) y agua DEPC (di-
etil piro-carbonato) previo al raspado de las placas. Los lisados se purificaron
por medio de un protocolo basado en columnas de afinidad de silice y
elucion en agua libre de nucleasas con el fin de obtener el RNA total de los
extractos celulares. Para eliminar la posible contaminacidon con DNA
gendmico la muestra se traté con 100 U de DNasa | (DNAse |, RNase-free,
Roche) en un tampdn Tris-HCl 400 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 60 mM y CaCl,
10 mM; pH 7,9 durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Se midié la concentracién del RNA purificado con un espectrofotometro
UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). El ratio de absorbancia de 260
frente a 280 nm (A260 / A280), que determina la pureza del RNA, fue de
entre 1,8 - 2. La elucién de RNA se congeld a -80°C hasta su uso.

10.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO
REAL

Mediante esta técnica analizamos la expresién diferencial de genes que
cuantificamos de forma relativa respecto a un control interno de expresién
constante (housekeeping).

En la PCR a tiempo real los procesos de amplificacion y deteccidn se
producen de manera simultdnea, gracias a la emision de fluorescencia por
parte de un fluorocromo (SYBR Green), que se intercala entre las hebras de
DNA bicatenario, de modo que la fluorescencia es proporcional a la cantidad
de producto de PCR amplificado (amplicdn).

Antes de analizar la expresion de los diferentes genes, se puso a punto la
concentracion de cada oligonucledtido empleado como cebador (primer) y se
calcularon las eficiencias de amplificacidon de los primers disefiados con los
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software Geneious (Version pro-Trial, Biomatters Limited, Auckland, Nueva
Zelanda) y Amplifix (Universidad de Marsella, Marsella, Francia). Se
consideraron Optimas las eficiencias comprendidas entre el 85 y el 115%
(Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-
Time Quantitative PCR, AppliedBiosystems). La obtencién de las eficiencias
de cada primer es necesaria para poder comparar la expresion de los
diferentes genes mediante el Método Comparativo de C; (AAC,). Las
condiciones en las que se emplearon los distintos oligonucledtidos se
resumen en la Tabla 4.

Para la cuantificacion de expresién de los genes de estudio, se utilizo el kit
comercial Power SYBR® Green RNA-to-Ct™ 1-Step Kit (Applied Biosystems,
California, EE.UU.), que permite acoplar la retrotranscripcion vy la
amplificacion en un Unico paso. Se partié de 100 ng de RNA y el volumen
final por reaccién fue de 20 pl. Todas las reacciones se realizaron por
triplicado utilizando el termociclador Mastercycler®ep Realplex (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania).

Tabla 4. Caracteristicas y condiciones experimentales de los cebadores
empleados en rt-qPCR

Diana Especie Secuencia 5’-3’ Conc. (uLM) Eficiencia (%)
F:CGGAGCCCAGCAGCTACC

Wrap53 Humano ¢ 1oreecaGGAGCCTCGCA 0,3 120
Ratén  F:AGCCCGAAAGGATGCTGAA
Wrap53 R:ACCGCTCGGGTCCAGATCAA 03 115
Humano  F-TCATCTTCTGTCCCTTCCCA
p53 R:GGGAGTACGTGCAAGTCAC 03 95
p53 Ratdn Comercial (BioRad) = =
GApDH  RAtON/  FTCAGCAATGCCTCCTGCACC 03 108 R
Humano R:GCATGGACTGTGGTCATGA : 92 H

El perfil de cada reaccidn 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 DNA polimerasa), 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturalizacidn)
y 1 minuto a 60°C (anillamiento y elongacién)(Figura 18).
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95°C 95°C 95°C 95°C

Figura 18. Esquema de rt-qPCR. Perfil de la carrera de rt-gPCR donde se
especifica la temperatura, tiempo y numero de ciclos de cada etapa.

El valor que se obtuvo por cada reaccién fue el C, (threshold cycle, ciclo
umbral) o ciclo en el que la fluorescencia emitida por el SYBR Green es
detectable dentro de la fase lineal. Se obtiene asi el C; para cada uno de los
genes de estudio y para el housekeeping (Gapdh). El incremento de C; (AC,)
es la diferencia entre el C, de cada gen y el C,de la Gapdh.

El Método Comparativo de C; relaciona el nimero de copias entre las
distintas condiciones, que se obtiene al final de una reaccién optimizada
empleando la formula (Bustin et al. 2009):

-AACt
2

2" [(Ctmuestra — CtGAPDH) — (Ctcalibrador — CtGAPDH)]

Consideramos como calibrador la condicién sobre la que se compara la
expresion y sobre la que se relativiza los resultados dandole el valor de 1.
Niveles de expresion igual a 1 indican que la muestra problema presenta la
misma expresion de un determinado gen que el control. Niveles >1 indican
que hay un incremento de expresién con respecto al control, y niveles <1
indican que la expresion disminuye con respecto al control.

Los resultados se mostraron en unidades arbitrarias de expresion, fold o
numero de veces de expresidon entre la muestra problema y un calibrador o
control.
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11. MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA CEREBRAL
FOCAL IN VIVO

El modelo de isquemia-reperfusidn cerebral de eleccidn fue el de oclusién
intraluminal transitoria de la arteria cerebral media. Este procedimiento
quirdrgico, desarrollado por Koizumi (Koizumi et al. 1986) y modificado por
Longa (Longa et al. 1989), consiste en la insercién intraluminal de un
filamento hasta el origen de la arteria cerebral media (ACM). El filamento se
retira tras el tiempo deseado, provocando asi una isquemia transitoria en el
territorio de la arteria cerebral media seguido por la restauracion de la
circulacién sanguinea.

En pacientes de ictus isquémico, la arteria cerebral media estd
comunmente afectada, extendiéndose el dafio en el tejido desde la regiéon
del estriado hasta la corteza. Es por ello que este modelo es el mas
ampliamente utilizado en investigacion preclinica. Ademas, la induccion de la
reperfusion mediante esta técnica es similar a la del uso de farmacos
tromboliticos o trombectomia mecdnica en la practica clinica (Shahjouei et
al. 2016).

En este procedimiento se utilizaron ratones macho C57BL/6J. Estos se
anestesiaron con sevoflurano al 2,5% en una mezcla de oxigeno (30%) y
nitrégeno (70%) mediante una mascara facial. Durante todo el
procedimiento se monitorizé la temperatura del animal a través de una
sonda rectal con el fin de mantener una temperatura constante durante todo
el proceso (36-37°C) para lo que se utilizé una fuente de calor externa. En
primer lugar, tras colocar al animal en posicidn prona se realizd una incision
vertical de 0,5 cm en la piel en la linea media de la cabeza, exponiendo el
craneo subyacente. Para monitorizar el flujo sanguineo cerebral en la region
de la ACM que seria ocluida, se fijé en el crdneo (1 mm posterior y 5 mm
lateral a bregma) un filamento de fibra dptica conectado a un monitor Ldser-
Doppler Moor VMS-LDF (Moor Instruments, Axminster, Reino Unido).

A continuacion, se colocé el animal en posicién supina y se realizé una
incisién vertical de 1 cm entre el manubrio del esterndn y la mandibula. Tras
disecar las estructuras subyacentes, se aisld la arteria cardtida comun (ACC)
y se anudé con un lazo de sutura temporal, posteriormente se disecd la
arteria cardtida externa (ACE) y se anudd lo mas lejos posible de la
ramificacion con la comun. Para evitar sangrados se cauterizaron
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ramificaciones de la cardtida externa, como la arteria occipital y la superior
tiroidea. La ateria cardtida interna (ACI) se ligd temporalmente mediante un
lazo de sutura, tras lo que se realizé un corte parcial con microtijeras en la
ACE, por donde se introdujo un monofilamento de nylon recubierto de
silicona (Doccol Corporation, Massachusetts, EEUU). Con ayuda de unos
forceps el filamento fue conducido cuidadosamente por el interior de la ACI
hacia la ACM, hasta que el avance del filamento ofrece una ligera resistencia
(Figura 19). En ese punto se comprobd que el flujo sanguineo descendia un
80% aproximadamente respecto al flujo basal. Tras 45 minutos de isquemia
se retird el filamento y las ligaduras temporales permitiendo la reperfusion,
que fue monitorizada mediante Laser-Doppler. Se procedié entonces a
suturar las incisiones realizadas.

Para compensar la pérdida de fluidos durante el procedimiento se
administré 0,5 ml de suero salino atemperado. Como analgésico se
administré buprenorfina 0,05 mg/kg subcutanea inmediatamente antes de
comenzar el procedimiento, a las 6 horas tras finalizar y cada 12 horas
durante los dos primeros dias. Los animales se sacrificaron tras un periodo
de reperfusién de 1 6 2,5 dias posterior a la oclusion.

Derecha Izquierda

Figura 19: Esquema de la isquemia focal in vivo. Se especifican las arterias
suturadas y el recorrido del filamento hasta la arteria cerebral media. ACA, arteria
cerebral anterior; BA, arteria basilar; CCA, arteria cardtida comun; ECA, arteria
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carétida externa; ICA, arteria cardtida interna; MCA, arteria cerebral media; OA,
arteria occipital; PCA, arteria cerebral posterior; PComA, arteria comunicante
posterior; PPA, arteria pterigopalatina; ST, arteria tiroidea superior. Modificado de
(Matter, 2014).

12. ESTUDIO CLiNICO

Se ha realizado un estudio prospectivo observacional en pacientes con
infarto cerebral ingresados en el Hospital Universitario de Salamanca y el
Hospital Clinico Universitario de Valladolid entre 2011-2015. Dicho estudio se
enmarca en el contexto de colaboracién propiciado por la Red de
Investigacion Cooperativa Neurovascular (INVICTUS), integrada por 22
grupos de diferentes comunidades del Estado y financiada por el Instituto de
Salud Carlos lIl.

12.1 POBLACION DE PACIENTES

Se reclutd una cohorte hospitalaria de pacientes ingresados por infarto
cerebral en los Hospitales de Salamanca y Valladolid.

Los datos de los pacientes se recogieron de forma prospectiva y se
incluyeron en una base de datos. La informacidon recogida incluia datos
demograficos, factores de riesgo vascular, datos de presentacion clinica,
magnitud del dafio neuroldgico (recogido mediante la escala de ictus del
National Institute of Health: NIHSS)(Wityk et al. 1994) , y situacién funcional
a los 3 meses. La etiologia de los infartos se asigné de acuerdo a las
categorias de la clasificacion TOAST (Adams et al. 1993)

El criterio de inclusidon en la muestra fue el de pacientes consecutivos,
previamente independientes, que ingresaron en el Servicio de Neurologia
por un infarto cerebral, de menos de 24 horas desde el inicio de los sintomas
(o desde el inicio del suefio, en aquellos de presentacion al despertar) y una
puntuacion en la escala NIHSS > a 4.

Se excluyeron 20 pacientes con incapacidad funcional previa (Rankin
modificado >2), 10 pacientes con enfermedad sistémica grave. Dos pacientes
rehusaron participar. Al final, se incluyeron en la cohorte un total de 116
pacientes.
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El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacidn
Clinica del Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca y del Hospital
Clinico Universitario de Valladolid y se solicitd consentimiento informado a
los pacientes o sus familiares.

12.2 VARIABLES CLINICAS

A los pacientes se les ingresé en la Unidad de Ictus en la fase aguda del
infarto cerebral, su manejo diagndstico y terapéutico se ajusto a las guias ad
hoc publicadas por el Grupo de Enfermedades Cerebrovasculares de la
Sociedad Espafiola de Neurologia (Alonso de Lecifiana et al. 2014).

Los grupos etioldgicos para los infartos fueron: aterotrombdtico,
cardioembdlico, lacunar, otras causas infrecuentes e indeterminado.

La cuantificacion del defecto neuroldgico mediante la NIHSS realizé por
neurdlogos con certificacion acreditativa de dicha formacion.

La variable dependiente principal fue la situacién funcional de los
pacientes a los 3 meses tras el infarto cerebral, cuantificada mediante la
escala de Rankin modificada (Rankin-m, Tabla 2) (Banks & Marotta 2007). Se
categorizd considerando mal prondstico aquellos con puntuaciones >2 vy
buen pronéstico si la puntuacidn fue <2.

Tabla 5. Escala de Rankin modificada (Rankin-m).

Rankin-m Grado de discapacidad Caracteristicas
0 Sin sintomas
1 Sin incapacidad Capaz de realizar sus actividades y obligaciones
importante habituales.

Incapaz de realizar algunas de sus actividades
2 Incapacidad leve previas, pero capaz de velar por sus intereses y
asuntos sin ayuda.

Sintomas que restringen significativamente su
3 Incapacidad moderada estilo de vida o impiden su subsistencia
totalmente auténoma.

Incapacidad Sintomas que impiden claramente su
4 moderadamente subsistencia independiente aunque sin
severa necesidad de atencidn continua.

Totalmente dependiente, necesitando asistencia

5 Incapacidad severa ,
constante dia y noche

6 Muerte

Modificado de (Banks & Marotta 2007)
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12.3 GENOTIPADO DE LOS POLIMORFISMOS rs2287498 Y
rs2287499 DE Wrap53

El estudio de los polimorfismos de base unica (SNP) de Wrap53 rs2287498
y rs2287499 se realizd mediante amplificacion por PCR de un fragmento de
742 pares de bases y posterior secuenciacion.

Las muestras de DNA extraido de la sangre de los pacientes se
amplificaron en un termociclador automatico Mastercycler® epgradients
(Eppendorf). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 10
ul que contenian entre 50 y 200 ng de DNA gendmico, 10 pmol de cada
oligonucleétido cebador (Tabla 6) y una mezcla Master Mix optimizada (DNA
AmpliTools Master Mix, BioTools, Madrid, Espafia) que incluye la DNA
polimerasa, los desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs), el tampdn de reaccion
con MgCl, y otros estabilizantes necesarios para la amplificacion del DNA.

Tabla 6. Caracteristicas y condiciones experimentales de los cebadores
empleados para la identificacion genotipica de pacientes

Nombre Secuencia 5’-3’ Concentracion (uM)
Wrap53_1lalpha_F CAACCGTTAGCTCCGGACTGCTG 0,4
Wrap53_Ex2_R GTGGAGTCTGGGGAGATGAA 0,4

Las condiciones experimentales empleadas fueron las siguientes: un ciclo
de 8 minutos a 95°C, 35 ciclos compuestos por un minuto a 95°C, un minuto
a 65°C y 1 minuto a 72°C y un ultimo ciclo de 7 minutos a 72°C, recogidas en
la Figura 20.

Tras la amplificacion se purificaron las muestras con el paquete comercial
USB® PCR Product Pre-Sequencing Kit (Affymetrix, Ohio, EEUU) segun las
instrucciones del fabricante. Esta mezcla de dos enzimas hidroliticas elimina
los posibles restos de DNA monocatenario resultado de la PCR asi como los
dNTPs remanentes que pudieran interferir con los procesos de
secuenciacion.
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Figura 20. Esquema de PCR. La imagen muestra el perfil de la carrera de PCR
empleada para identificar los genotipos de Wrap53, donde se especifica la
temperatura, tiempo y nimero de ciclos de cada etapa.

Se prepard una mezcla de 30 ng de DNA de cada muestra junto con 3
pmol de oligonucledtido cebador Wrap531alpha_F y por ultimo se enviaron
al servicio de secuenciacion de la Universidad de Salamanca. Los resultados
se analizaron con el programa Geneious (BiomattersLimited).

El genotipado se realizé sin conocer la situacion clinica de los pacientes.

13. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todas las determinaciones en neuronas en cultivo se realizaron, al menos, en
tres réplicas bioldgicas. 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 analisis de la
varianza (ANOVA), seguido del test de Bonferroni (para comparaciones
multiples) o el test de la t de Student (para comparaciones entre dos Unicos
grupos de valores). En todos los casos, un valor de p<0,05 se considerd
estadisticamente significativo. El analisis estadistico se realizé con ayuda del
software SPSS Statistics v23 (IBM, Nueva York, EEUU).
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1. IMPLICACION DE Wrap53 EN LA ISQUEMIA
NEURONAL

1.1. LA ISQUEMIA EXPERIMENTAL NO MODIFICA LA
EXPRESION DE LOS TRANSCRITOS WRAP53a Y p53 EN
CELULAS SH-SY5Y DIFERENCIADAS

Hasta el momento, no existen evidencias que vinculen al gen Wrap53 con
los procesos isquémicos. Sin embargo, se sabe que p53 tiene un papel
fundamental en patologias de esta naturaleza (Filichia et al. 2015; Gomez-
Sanchez et al. 2011; Morrison & Kinoshita 2000). Uno de los transcritos de
Wrap53 da lugar al RNA antisentido WRAP53a, capaz de regular los niveles
de expresiéon del gen p53 en condiciones normales y en situaciones de dafio
celular producido por radiacion ionizante o tratamientos genotdxicos
(Mahmoudi et al. 2009). Por tanto, WRAP53a podria estar mediando, de
algin modo, la estabilizacion de p53 inducida por la isquemia. En primer
lugar, y dado que WRAP53a es especifico de humanos (Figura 7 de la
introduccion), el estudio se realizé en la linea celular de neurobastoma SH-
SY5Y. Para ello, se llevé a cabo su diferenciacién a células con fenotipo
neuronal (Almeida et al. 2005) mediante incubacién con acido retinoico v,
posteriormente, con BDNF, y se estudiaron los cambios morfoldgicos
acontecidos en las células SH-SY5Y durante el proceso de diferenciacion.
Mediante microscopia dptica de contraste de fases observamos que el
tratamiento secuencial con AR (10 uM) y BDNF (50 ng/ml) condujo al
alargamiento de las neuritas y a la agrupacién de los cuerpos celulares
(Figura 21),promoviendo asi su diferenciacidn a células con caracteristicas
comparables a neuronas, como ya hemos descrito anteriormente (Almeida et
al. 2005; Cuende et al. 2008).
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Figura 21. Caracterizacion de la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y y su
diferenciacion en células con fenotipo neural. Las imagenes de microscopia de
contraste de fases muestran células SH-SY5Y en diferentes puntos del proceso de
diferenciacion, (A) células en division, (B) 2 dias con AR, (C) 5 dias con AR, (D) 5 dias
con ARy 2 dias con BDNF.

Una vez diferenciadas, las células SH-SY5Y se sometieron a un protocolo
de isquemia experimental in vitro, puesto apunto en nuestro laboratorio
(Almeida et al. 2002). Las células se incubaron durante 90 minutos (tiempo
corto) 6 6 horas (tiempo largo) en ausencia de oxigeno y glucosa (OGD,
Oxygen Glucose Deprivation), seguido de una incubacion en medio y
condiciones estandar de cultivo durante diferentes tiempos (reoxigenacion).
Posteriormente, se analizd la expresidon del transcrito WRAP53a y su efecto
en la expresion del mRNA de p53 (Figura 22). Como se observa en la Figura
22A, no se encontraron diferencias significativas en la expresion de
WRAP53a tras la isquemia a tiempo corto (90 min) o largo (6 horas),
respecto a la condicién control. Asimismo, los niveles de expresion de p53
apenas variaron durante el proceso de reoxigenacién (Figura 22B).

A la vista de estos resultados podemos concluir que una isquemia de 6
horas, a priori suficientemente severa como para causar importantes danos
en células SH-SY5 diferenciadas, no induce la expresion de WRAP53a ni del
gen supresor de tumores p53. Estos resultados sugieren que WRAP53a no
estabiliza la expresién del mensajero de p53 en células con fenotipo
neuronal en respuesta a un dafo isquémico y que, por otro lado, la
estabilidad de p53 que se produce tras la isquemia podria deberse
exclusivamente a mecanismos post-traduccionales (Gomez-Sanchez et al.
2011)
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Figura 22. La isquemia experimental no activa la acumulacion del transcrito
WRAP53a ni del mRNA de p53 in vitro. (A) Analisis de la expresion relativa de
WRAP53a 'y (B) p53 en células SH-SY5Y diferenciadas, mediante rt-qPCR, a
diferentes tiempos de reoxigenacion tras la isquemia de 90 min y 6 horas. Se utilizd
GAPDH como control interno de expresién. Los resultados se expresan normalizados
frente a la condicidon de normoxia (NMX, 0 horas de reoxigenacidn). Los valores se
expresan como medias = S.E.M. de 3 cultivos independientes.

1.2. LOS NIVELES DE TRANSCRITO WRAP533 AUMENTAN
DE FORMA PROGRESIVA E INDEPENDIENTEMENTE DE p53
DURANTE LA REOXIGENACION TRAS LA ISQUEMIA

Para continuar con el estudio de la posible funcién del Wrap53 en la
isquemia, y una vez descartado WRAP53a, nos centramos en WRAP53p. Para
ello, empleamos cultivos primarios de neuronas corticales de ratén, un
modelo perfectamente caracterizado y utilizado en el laboratorio (Delgado-
Esteban et al. 2013). Puesto que ambas secuencias, murina y humana, de
esta region del gen Wrap53 presentan gran similitud y codifican una proteina
con un alto grado de homologia (77% identidad) esta aproximacidn es
adecuada para estudiar la implicacion de Wrap53 en neuronas tras la
isquemia. Para ello, las neuronas se sometieron al protocolo de isquemia in
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vitro (OGD) con diferentes tiempos de incubacién en ausencia de glucosa y
oxigeno, un tiempo corto de 90 min y uno largo de 3 horas (Almeida et al.
2002). Seguidamente, se analizaron los niveles de mRNA durante el proceso
de reoxigenacién mediante rt-qPCR (Figura 23).

Como se observa en la Figura 23A, una isquemia leve de 90 min no parece
ser suficiente para inducir la transcripcidon de Wrap53 en neuronas corticales.
Sin embargo, cuando sometimos a las neuronas a una OGD mas severa (3
horas) observamos una activacion de la transcripcion desde las 4 horas de
reoxigenacién para alcanzar un maximo de expresion de WRAP53pB a las 8
horas tras la isquemia (Figura 23B).
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Figura 23. Efecto de la isquemia experimental in vitro en los niveles de
WRAP53B en neuronas. Andlisis de la expresion relativa de WRAP53 en neuronas
corticales de ratdn mediante rt-qPCR a diferentes tiempos de reoxigenacidn tras (A)
una isquemia de 90 min 6 (B) 3 horas. Se empleé GAPDH como control interno de
expresion. Los resultados se expresan normalizados frente a normoxia (NMX). Los
valores se expresan como medias + S.E.M. de 3 cultivos independientes.

Como se ha comentado anteriormente, en el genoma de ratdn no se ha
descrito solapamiento de los genes Wrap53 y p53. Por tanto, este modelo
nos permitiria estudiar especificamente la funcién de la proteina WRAP53.
Para descartar cualquier funcién estabilizadora del mRNA de p53 mediada
por el modelo de isquemia experimental (OGD) en neuronas corticales de
ratén, también se analizd mediante rt-qPCR la expresiéon de p53 tras una
OGD de 3 horas. Verificamos que tras la OGD y posterior reoxigenacion, la
expresion de p53 no se modificé (Figura 24), de manera que el incremento
de WRAP53B observado durante la fase de reoxigenacion (Figura 23) seria
independiente de p53 y podria traducirse en un aumento de la proteina
WRAP53 durante la isquemia.
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Figura 24. Los niveles de mRNA de p53 permanecen estables tras 3 horas de
isquemia experimental in vitro en neuronas. Andlisis de la expresidn relativa de p53
en neuronas corticales, mediante rt-qPCR, a diferentes tiempos de reoxigenacion,
hasta 24 horas tras una isquemia experimental (OGD) de 3 horas. Se empleé GAPDH
como control interno de expresion. Los resultados se expresan normalizados frente a
normoxia (NMX). Los valores se expresan como medias + S.E.M. de 3 cultivos
independientes.

2. ESTUDIO DE LA EXPRESION Y LOCALIZACION DE LA
PROTEINA WRAP53 EN NEURONAS SOMETIDAS A
ISQUEMIA EXPERIMENTAL

2.1 LA ISQUEMIA INDUCE LA ACUMULACION DE LA
PROTEINA WRAP53 DURANTE LA FASE DE REOXIGENACION
IN VITRO

Para analizar la funcidn de la proteina WRAP53 en isquemia, realizamos el
mismo protocolo de OGD experimental (90 min y 3 horas) en neuronas
corticales de ratén tomando muestras a distintos tiempos de reoxigenacion,
hasta 24 horas tras la isquemia. No observamos cambios en los niveles de la
proteina WRAP53 tras una isquemia de 90 min (Figura 25A). Sin embargo,
pudimos confirmar que el aumento en la expresién del gen se correspondia
con una acumulacién progresiva de la proteina WRAP53, siendo dicho
aumento estadisticamente significativo comparado con la condiciéon de
normoxia (Figura 25B).
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Estos resultados demuestran que la isquemia provoca la acumulacion de
WRAPS53 en neuronas corticales in vitro.
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Figura 25. Efecto de la isquemia experimental en los niveles de proteina
WRAP53 in vitro. Se muestra una imagen representativa del estudio de la
abundancia relativa de WRAP53 por transferencia tipo Western a diferentes tiempos
de reoxigencaion tras (A) una OGD de 90 min 6 (B) 3 horas. La cuantificacion se
normalizo frente normoxia (NMX, linea discontinua). Se utiliz6 GAPDH como control
de carga. Los valores se expresan como medias * S.E.M. de 3 cultivos
independientes.*p<0,05 vs NMX (ANOVA, pos-hoc Bonferroni).

2.2. ELDANO EN EL DNA MEDIADO POR LOS RADICALES
LIBRES DE OXIGENO GENERADOS TRAS LA ISQUEMIA
PROMUEVE LA MUERTE NEURONAL

Estd documentado que el estrés oxidativo que sufren las células tras la
isquemia produce lesiones en el DNA de las neuronas (Huttner et al. 2014)
qgue inducen la fosforilacién de la histona H2AX localizada en los sitios de
DSB. Se estima que la cantidad de histona H2AX fosforilada (yH2AX) esta
directamente relacionada con el numero de DSBs, de modo que la presencia
de yH2AX es un marcador de dafio en el DNA ampliamente aceptado
(Delgado-Esteban et al. 2013). Mediante inmunofluorescencia confirmamos
la acumulacién de yH2AX en neuronas isquémicas y, por tanto, el dafo en el
DNA a las 8 h de reoxigenacidn tras una isquemia de 3 h, coincidiendo con el
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punto de maxima expresion de WRAP53 (Figura 26A). Ademas, analizamos la
produccién de H,0, durante la reoxigenacién para reafirmar la implicacion
del estrés oxidativo en el proceso fisiopatoldgico de nuestro modelo
experimental. Como se aprecia en la Figura 26B, la produccién de H,0, en
neuronas sometidas a isquemia es significativamente mas elevada que en
neuronas cultivadas en normoxia, aumentando casi un 50% respecto a la
condicién control.

A Normoxia OGD(3h)+Reoxigenaciéon(8h

YH2AX YH2AX

B Produccion de H,0,
(AmplexRed)
.20 W

Cantidad relativa (u.a.

NMX OGD

Figura 26. El aumento de ROS tras la isquemia experimental in vitro induce
roturas de doble cadena en el DNA. (A) La imagen de microscopia de fluorescencia
muestra la fosforilacion de la histona H2AX (rojo) y los nucleos de las neuronas
marcados con DAPI (azul) a las 8 horas tras la isquemia experimental (OGD). (B) La
produccion de H,0, (pmol/h-ug proteina) se midié con la sonda Amplex™Red. Los
resultados se normalizaron frente a la produccién de H,0, en la condicidon de
normoxia (NMX) y se expresaron en unidades arbitrarias. Los valores se expresan
como la media de 3 cultivos independientes + S.E.M. *p<0,05 vs NMX (Prueba t de
Student). Barra = 25 um.
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Como se ha descrito, los radicales libres producidos durante Ia
reoxigenacion interaccionan con el DNA y provocan lesiones en el mismo. El
dafio prolongado en el DNA no es compatible con la viabilidad celular y
concluird con la muerte celular programada. Mediante el estudio de la
actividad de la caspasa-3, observamos que esta proteasa efectora de la
apoptosis aumenta en neuronas isquémicas cuyo material genético esta
dafiado (Figura 27). Si bien la fosforilacién de H2AX es anterior, el patrén
observado en ambas proteinas es muy similar (Figura 27) y coincide con la
acumulacién de WRAP53 durante la reoxigenacion (Figura 25B), lo que
sugiere que ambos procesos podrian estar relacionados, como se ha descrito
en células proliferativas (Henriksson & Farnebo 2015).

Pm Reoxigenacién
(KDa) horas post-OGD(3h)
NMX 0 2 4 8 18 24
15— —— 'YH2AX
15— “w = | Caspasa-3 activa
70 e e | WRAPS53
35| A S e S s e e | GAPDH

Figura 27. Activacion de proteinas de dafo y muerte neuronal durante la
reoxigenacion tras la isquemia experimental. Imagen representativa del analisis de
expresion por transferencia tipo Western de las proteinas yH2AX, caspasa-3 activa y
WRAP53, a diferentes tiempos de reoxigenacion tras una isquemia experimental
(OGD) de 3h. Se utilizd GAPDH como control de carga.

Para investigar si el aumento de WRAP53 y de los marcadores de dafio
descritos tiene lugar in vivo se realizaron isquemias experimentales en
ratones C57BL/6J mediante la oclusidon transitoria de la arteria cerebral
media. El andlisis de la expresidon de proteinas muestra un incremento en la
abundancia de WRAP53 en la zona peri-infarto a los 2,5 dias tras la isquemia
in vivo (Figura 28). El aumento de WRAP53 no se limita al hemisferio
infartado, siendo la respuesta detectable en ambos hemisferios cerebrales,
este hecho puede deberse a la conexién entre ambos hemisferios. Se ha
demostrado que el dano isquémico en un hemisferio puede generar
respuestas de recuperacion en el lado contralateral (Buga et al. 2008),
aunque los mecanismos aln no estdn claros. La presencia de dafio en el DNA,
evidenciada por yH2AX, estd vinculada a la zona de peri-infarto del
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hemisferio dafiado exclusivamente y es mas evidente un dia después de la
oclusion, lo que puede relacionarse con una resolucién de esas dobles
roturas en el DNA a los 2,5 dias de reperfusion.

Pm MCAO + Reperfusion (d)
(KDa) Sin 1 2,5
Dafio IP CP IP CP
15— - YH2AX
70— WRAP53

35-|ar SR SR e e  GAPDH

Figura 28. La isquemia experimental in vivo promueve la acumulacion de WRAP53
y YH2AX (A) Imagen representativa del analisis de expresién proteico mediante
transferencia tipo Western tras la oclusion de la arteria cerebral media (MCAOQ). Se
estudiaron las proteinas WRAP53, yH2AX y GAPDH como control de carga. (IP, zona
perinfarto ipsilateral; CP, zona perinfarto contralateral).

2.3. WRAP53 SE TRANSPORTA Y ACUMULA EN EL
NUCLEO EN RESPUESTA A LA ISQUEMIA EXPERIMENTAL IN
VITRO

Para identificar la posible implicacion de WRAP53 en fendmenos de
reparacion de DNA en neuronas tras la isquemia decidimos, en primer lugar,
analizar la localizacién subcelular de la proteina, ya que es fundamental que
esta migre al nucleo de las células dafiadas para desempefiar su funcién
reparadora (Coucoravas et al. 2016; Henriksson et al. 2014). Para ello, se
realizaron series de microfotografias de cultivos primarios de neuronas
sometidas a isquemia y posterior reoxigenacién in vitro (Figura 29). La
proyeccidn de las imagenes confocales tomadas en el eje Z permitié verificar
el cambio de localizacion de la proteina WRAP53 tras una OGD de 3 horas
(Figura 29A) Observamos cémo la proteina se localiza por el soma y las
dendritas en la condicion de normoxia, con tendencia a acumularse en la
region perinuclear, mientras que la isquemia induce el transporte vy
acumulacién de WRAPS53 en el nucleo de las neuronas (Figura 29B). Estos
resultados demuestran que la isquemia induce la acumulacion de WRAP53
en las neuronas, lo que es compatible con una posible funcidn de la proteina
en los procesos de reparacion del DNA tras un daio isquémico.
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Figura 29. La isquemia experimental promueve la acumulacion nuclear de
WRAP53 en neuronas in vitro. Se muestran imagenes representativas de
microscopia confocal de neuronas tras tincién con el marcador neuronal MAP2
(Microtubule Associated Protein 2, rojo), WRAP53 (verde) y el marcador nuclear TO-
PRO-3 (magenta). (A) Imagenes de las proyecciones maximas en condiciones control
(NMX, normoxia) y a las 8 horas de reoxigenacidén tras la isquemia experimental
(OGD de 3 horas). Barra = 50 um. (B) Se muestran proyecciones maximas de MAP2,

OGD(3h)+Reoxigenacion(8h)
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WRAP53 y TO-PRO-3 por separado y 3 imagenes individuales (z1, z2, z3) de la serie
de WRAP53 en NMX y OGD. Barra = 25 um.

Cabe destacar que este cambio de localizacidn de citosol a nucleo no se
observd cuando se realizaron isquemias experimentales breves de 90 min
(Figura 30), en las que tampoco habiamos podido evidenciar un aumento
significativo de la proteina (Figura 25A), lo que demuestra que WRAP53
podria desempeiiar una funcién relevante en las isquemia mas severas, en
las que el dafio en el DNA neuronal desempefa un importante papel en la
supervivencia neuronal (Huttner et al. 2014; Karanjawala et al. 2002; Kim et
al. 2001).

Normoxia OGD(90') + Reox(8h) | OGD(3h)+Reox(8h)

WRAP53

Figura 30. La isquemia experimental leve (90 min) no afecta a la localizacion
subcelular de WRAP53 neuronas in vitro. Imagenes representativas de microscopia
confocal del cultivo de neuronas tras tincién con el marcador neuronal MAP2 (rojo) y
WRAP53 (verde) en condiciones control (NMX, normoxia) y a las 8 horas de
reoxigenacion tras la isquemia experimental (OGD) de 90 min y 3 horas. Barra = 25
pm.

El cambio de localizacidon se confirmé mediante el analisis de los niveles
de WRAP53 en extractos citosélicos y nucleares de neuronas tras la isquemia
experimental in vitro neuronales. Asi, las neuronas se sometiron a OGD vy
posterior reoxigenacion y se realizaron fraccionamientos subcelulares
mediante centrifugacion diferencial. Como muestra la Figura 31, el
incremento de la proteina WRAP53 en el nucleo tras una isquemia
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experimental de 3 horas se observo ya desde las 4 horas tras la misma y a se
mantuvo a las 8 horas de reoxigenacién. Este aumento va acompafiado de un
descenso de la proteina en el citosol, lo que demuestra la translocacion de la
proteina desde el compartimento citosdlico al nucleo de la neurona. Por
tanto, nuestros resultados demuestran que la isquemia induce Ia
acumulacién nuclear de WRAP53, donde podria desempefiar su funcién en la
reparacion del DNA y, en consecuencia, la supervivencia neuronal.
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Figura 31. La isquemia experimental provoca el transporte de WRAP53 del
citosol al nucleo de las neuronas in vitro. (A) Imagen representativa del analisis
proteico por transferencia tipo Western con inmunodecteccién de WRAP53 en
nucleo y citosol. Se empled GAPDH como control de la fraccién citosdlica y Lamina B
como control de la fraccion nuclear. (B) Se cuantificd la abundancia de WRAP53 en
cada compartimento celular respecto a la normoxia. (C) Distribucion de WRAP53 en
los compartimentos subcelulares expresado en %. Los datos se expresan con medias
1 S.E.M. procedentes de 3 cultivos independiente. *p>0,05 vs NMX (ANOVA, pos-hoc
Bonferroni).
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3. FUNCION DE WRAP53 EN LA SUPERVIVENCIA
NEURONAL DESPUES DE LA ISQUEMIA.

Hasta el momento, nuestros resultados han demostrado que la isquemia
experimental induce dano en el DNA, que ocurre antes de la activacién de caspasa-3,
y la acumulacién de WRAP53 en el nucleo de las neuronas, lo que sugiere que esta
proteina podria desempefiar una importante funcién en la cascada isquémica que
culmina en la muerte neuronal.

3.1. WRAP53 MODULA LA SUSCEPTIBILIDAD DE LAS
NEURONAS A LA APOPTOSIS INDUCIDA POR LA ISQUEMIA.

Para dilucidar la funcion de WRAP53 en el proceso isquémico en las neuronas,
utilizamos dos aproximaciones experimentales. Por un lado, reducimos
especificamente la expresion de WRAP53 en las neuronas, mediante transfecciones
con siRNA, y, por otro lado, expresamos exdgenamente la proteina, mediante la
transfeccién con un plasmido que expresa WRAPS53 fusionada con GFP, lo que
permite su visualizacién en los cultivos neuronales.

Como hemos indicado, la expresion de WRAP53 se redujo en las neuronas
mediante el silenciamiento por RNA de interferencia (siRNA, small interfering RNA).
Para un disefo preciso de los siRNA, se realizd una busqueda de las variantes de
transcripcion del gen Wrap53 murino referenciadas hasta el momento y se encontré
que sélo una de ellas genera una proteina con caracteristicas funcionales (analizado
con la herramienta ProtParam de ExPASy). Consecuentemente, se disefiaron dos
siRNA: el primero dirigido contra el exén 10, exclusivo en el transcrito que codifica la
proteina funcional (siWrap53#1); el segundo siRNA se disefid6 de manera
complementaria al exdn 2, comdn en todas las variantes de splicing (siWrap53#2)
(Figura 14, de Materiales y Métodos). Como se observa en la Figura 32A, la
transfeccién de las neuronas con siWrap53#2 resultd ser mas eficiente que el
siWrap53#1, consiguiendo un 50% del silenciamiento del gen. Por tanto, se
establecid como protocolo de silenciamiento el tratamiento con siWrap53#2 (en
adelante siWrap53) al menos 48 horas antes de la isquemia y la toma de muestras.
En estas condiciones también corroboramos que el silenciamiento del gen
conllevaba una reduccion del 50% en los niveles de proteina WRAP53 (Figura 32B).
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Figura 32. Transfeccién de las neuronas con siRNA contra Wrap53 (siWrap53).
(A) Analisis mediante rt-qPCR de la expresion de Wrap53 en neuronas transfectadas
durante 24, 48 6 72 horas con siWrap53#1 o siWrap53#2. Los valores se expresan en
numero de veces de expresion respecto a siControl (neuronas transfectadas con
Silencer Select Negative Control, Ambion). (B) Imagen representativa del andlisis por
transferencia tipo Western del silenciamiento de WRAP53. Se utiliz6 GAPDH como
control de carga. Los valores son medias + S.E.M. de 3 cultivos independientes.
*p>0,05 vs siControl (Prueba t de Student).

Mediante este modelo, nuestro siguiente paso fue analizar el efecto de la
ausencia de WRAPS53 en el dafio en el DNA en neuronas. La Figura 33A
muestra que el silenciamiento de WRAP53 no sélo produce una mayor
acumulacién de yH2AX, lo que significa no sélo un mayor nimero de DSBs
tras la isquemia experimental, sino que ademas hace que el dafio en el DNA
se detecte antes, ya desde las 2 horas de reoxigenacidn. Posteriormente,
estudiamos el impacto del silenciamiento de WRAP53 sobre la
susceptibilidad de las neuronas a la isquemia. Asi, observamos que ademas
de aumentar la fosforilzacién de H2AX en ausencia de WRAP53, esta se
corresponde con un incremento en la activacién de la caspasa-3, lo que se
traduce en una mayor muerte celular tras la isquemia (Figura 33A). Para
confirmar estos resultados, se llevd a cabo un estudio mediante citometria
de flujo. Como se observa en la Figura 33B, el silenciamiento de WRAP53 en
neuronas sometidas a isquemia y posterior reoxigencién incrementé de
forma significativa la apoptosis desde las 4 horas respecto a las neuronas
tratadas con el siControl. Por tanto, nuestros resultados demuestran que las
neuronas con niveles reducidos de WRAP53 presentan un dafio mayor en el
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DNA lo que se traduce en una mayor vulnerabilidad a la muerte por
apoptosis causada por la isquemia.

Pm siControl siWrap53 50 ,
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NMX 0 2 4 8 NMX 0 2 4 8 2 i --@ O O0GDsiControl
. = e 3 » 30 - ) o m OGD siWrap53
5 YH2AX 2 o
g g0 G é '
15| e -'Caspasa-é) activa & O NMX siControl
<% 10 O::::::::::::;::::;O::‘ @ NMX siWrap53
35— - e s | GAPDH
0- v
0 2 4 8

Reoxigenacion (h)

Figura 33. El silenciamiento de WRAP53 (siWrap53) condiciona Ila
susceptibilidad de las neuronas al dafio en el DNA y apoptosis neuronal. (A) Se
realizaron analisis de transferencia tipo Western de los niveles de expresion de
YH2AX y caspasa-3 activa. Se utilizd la GAPDH como control de carga. (B) Andlisis de
la apoptosis mediante citometria de flujo, los resultados se expresan en % de
neuronas apoptdticas (AnnV'/7AAD). Los datos son medias + S.E.M. de 3 cultivos
independientes. *p>0,05 vs OGD siControl (ANOVA, post-hoc Bonferroni).

Para confirmar estos resultados, realizamos la segunda aproximacion
experimental, es decir, se expresé de manera ectépica WRAP53 en las
neuronas y se sometieron a la isquemia experimental in vitro (OGD). Para
ello, utilizamos un plasmido comercial de expresién de la variante humana
de WRAPS53 fusionada con la proteina verde fluorescente (GFP, del inglés
Green Fluorescent Protein), lo que nos permitia detectar su localizacién
subcelular. Como control utilizamos el plasmido “vacio” que expresa
Unicamente GFP. En primer lugar, comprobamos la correcta expresion de la
proteina en las células 293T transfectadas mediante transferencia tipo
Western Blot (Figura 34A) y analizamos la localizacidon subcelular de la
proteina fusionada WRAP53-GFP en neuronas mediante
inmunofluorescencia (Figura 34B). Asi, la proteina WRAP53 se localiza
fundamentalmente en el citosol en las neuronas en condiciones de
normoxia, mientras que esa localizacién es principalmente nuclear tras la
isquemia. Por tanto, confirmamos que la isquemia induce la translocacién de
la proteina del citosol al nucleo. Es mas, la fusion con GFP no interfiere en
dicha translocacién ya que WRAP53-GFP mantiene la capacidad de
translocacion al nucleo después de una isquemia.
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Figura 34. Andlisis de la expresion ectopica de WRAP53. (A) Analisis por
transferencia tipo Western de la expresion de WRAP53 en células 293T transfectadas
con los vectores de sobreexpresién control (pGFP) y de sobreexpresién de WRAP53(3
(PWRAP53). Se utiliz6 GAPDH como control de carga. (B) Imagenes de microscopia
confocal de neuronas transfectadas con los plasmidos que expresan WRAP53-GFP
(PWRAP53-GFP) o GFP (pGFP) en condiciones de Normoxia y OGD (fluorescencia
verde). Se utiliz6 MAP-2 como marcador neuronal (rojo). Barra =25um.

Lo siguiente que hicimos fue analizar el efecto de la expresidn ectdpica de
WRAP53 sobre la supervivencia neuronal tras la isquemia. El aumento de los
niveles de expresién de WRAPS53 (Figura 34A) disminuyd la apoptosis
neuronal ya desde las 4 horas tras la isquemia experimental (OGD),
mejorando asi la supervivencia del cultivo (Figura 35).
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Por tanto, estos resultados demuestran que la proteina WRAPS53
condiciona la susceptibilidad de las neuronas al proceso isquémico,
probablemente a través de su funcidn en la reparacién de las roturas del
DNA ocasionadas por la isquemia. Asi, la acumulacién y translocacién de la
proteina al nucleo que provoca la isquemia en las neuronas parece estar
encaminada a la reparacién del DNA dafiado, actuando asi como una
molécula neuroprotectora en la cascada isquémica.
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Figura 35. La expresion ectépica de WRAP53 promueve la supervivencia
neuronal tras la isquemia in vitro. La apoptosis en neuronas transfectadas se analizé
mediante citometria de flujo y se expresé en % de neuronas apoptdticas GFP", que
expresaban WRAP53-GFP. A fin de mantener una expresion controlada de WRAP53 e
impedir los efectos negativos de dicha expresién en las neuronas, se realizé una co-
transfeccion del plasmido pWRAP53 con pGFP en proporcion 1:3. Los datos
representados se expresan como media + S.E.M. de 3 cultivos independientes.
*p>0,05 vs OGD pGFP (ANOVA, pos-hoc Bonferroni).

3.2. WRAP53 PROMUEVE LA REPARACION DEL DNA
DANADO FAVORECIENDO LA SUPERVIVENCIA NEURONAL
DESPUES DE LA ISQUEMIA

De acuerdo con los resultados hasta ahora obtenidos, hemos demostrado
que WRAP53 condiciona la susceptibilidad de las neuronas a la isquemia. Sin
embargo, aunque hemos establecido que el silenciamiento de WRAP53 si
condiciona una mayor acumulacién de dafo en el DNA y un aumento en la
apoptosis, no hay evidencias de su intervencion directa en la generacion del
dafio que compromete la integridad genética, y con él la viabilidad neuronal.
Por todo ello, nos planteamos estudiar si el aumento en los niveles de
WRAP53 inducido por la isquemia estaba vinculado a una respuesta neuronal
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para la reparacion del dafio en el DNA causado por el insulto isquémico. Con
este fin, se modularon los niveles de WRAP53 en las neuronas, mediante
transfecciones con siRNA o el pldsmido pWRAP53-GFP para disminuir o
aumentar los niveles endégenos de WRAP53, respectivamente (Figura 36 y
37) y se analizé la capacidad de las mismas a reparar el DNA tras la isquemia
experimental. Para ello, se analizé la formacidn de focos de reparacidn tras
una OGD de 3 horas mediante inmunodeteccion del marcaje yH2AX
(marcador de dafio en DNA) y su co-localizacién con 53BP1, factor esencial
en reparacién que es reclutado a los sitios de dafio donde forma focos
nucleares y, por tanto, indica reparacién del DNA dafiado (Pederiva et al.
2016; Romero et al. 2016). Como se observa en la Figura 36A, el
silenciamiento de WRAP53 (siWRAP53) previene la formaciéon de focos de
53BP1 en neuronas sometidas a isquemia (OGD), respecto a las células
tratadas con el siControl, lo que indica una disminucién en la capacidad de
reparacion del DNA. Para cuantificar estas diferencias en reparacion se
calculd el porcentaje de células que presentaban focos de 53BP1 respecto al
total de células (Figura 36B).
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Figura 36. El silenciamiento de WRAP53 (siWrap53) previene la formacion de
focos de reparacion del DNA tras la isquemia en neuronas in vitro. (A) Imagenes de

% células con focos 53BP1

OGD

NMX  OGD

microscopia confocal que muestran la formacion de focos de reparaciéon (amarillo)
detectados mediante el solapamiento de la sefial de 53BP1 (verde) y de yH2AX
(rojo). Se utilizdé DAPI (azul) como marcador nuclear. (B) Las cuantificaciones se
realizaron en 10 planos procedentes de 2 cultivos diferentes, para cada condiciéon. Se
contd el numero de neuronas totales y neuronas con presencia de focos de 53BP1.
Los datos se muestran como medias + S.E.M. de 2 cultivos independientes.

En condiciones basales, el propio metabolismo neuronal produce roturas
en el DNA que han de ser reparadas (Suberbielle et al. 2013). Por ello,
pensamos que la expresiéon ectdpica de WRAP53 en neuronas podria tener
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cierta repercusion en los fenédmenos de reparacién, incluso en la condicién
de normoxia, confirmando asi que WRAP53 es importante para la reparacién
del dafio en el DNA en neuronas, como se ha descrito en células tumorales
(Coucoravas et al. 2016; Henriksson et al. 2014). Para ello, se llevé a cabo la
transfeccion de neuronas en cultivo con el pldsmido control (pGFP) o
plasmido de expresién pWRAP53-GFP y se realizé la co-inmunodeteccion de
YH2AX y 53BP1. Los resultados recogidos en la Figura 37A muestran que la
expresion ectopica de WRAPS53 promovié la formacion de focos de 53BP1 en
las neuronas. De hecho, las células transfectadas con pWRAPS53, que
expresan mayores niveles de WRAP53, presentaron mas del doble de células

con focos de 53BP1 que aquellas transfectadas con el plasmido control
(Figura 37B).
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Figura 37. La expresion ectépica de WRAP53 promueve la reparacion del DNA
en neuronas. (A) Imagenes representativas de microscopia confocal que muestran la
formacién de focos de reparacién (amarillo), detectados mediante el solapamiento
de la sefial de 53BP1 (verde) y de yH2AX (rojo). Se utilizd la sefial de la GFP (azul)
como marcador de las neuronas eficientemente transfectadas. (B) Las
cuantificaciones se realizaron en 10 planos procedentes de 2 cultivos diferentes,
para cada condicién. Se contdé el nimero total de neuronas transfectadas y neuronas
GFP" con presencia de focos de 53BP1. Los datos se muestran como medias * S.E.M.
de 2 cultivos independientes.

Por tanto, podemos concluir que WRAP53 participa en la formacién de
focos de reparaciéon en neuronas, lo que podria favorecer la respuesta al
dafio en el DNA ocasionado por la isquemia, aumentando asi su probabilidad
de supervivencia al dafio isquémico.
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3.3. LA ACUMULACION DE WRAP53 EN NEURONAS TRAS
LA ISQUEMIA ES SENSIBLE AL ESTRES OXIDATIVO

Una vez demostrado que la isquemia induce la acumulacién de WRAP53,
lo que, a su vez, induce una respuesta de reparacién del DNA y, en
consecuencia, de la supervivencia neuronal al dafio isquémico, nuestro
siguiente objetivo fue investigar la seifal molecular responsable de dicha
acumulacién. De acuerdo con nuestros resultados, el silenciamiento de
WRAP53 permite una deteccién mas temprana de yH2AX, indicando que
existe un mayor dafio en el DNA a tiempos mas cortos de reoxigenacion en
neuronas con niveles bajos de la proteina (siWRAP53) que en aquellas con
los niveles de WRAP5S3 intactos (siControl). El DNA es una importante diana
molecular de los ROS, de manera que el estrés oxidativo representa la
principal fuente de inestabilidad gendmica (McKinnon 2013). Es mas, la
generacion de ROS, fundamentalmente por la mitocondria, es uno de los
primeros y principales factores responsables de la muerte neuronal causada
por la isquemia (Almeida et al. 2002; Bolafios et al. 2009).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, quisimos analizar el papel de los
ROS en la funcién de WRAP53 sobre la supervivencia neuronal. Para ello,
cuantificamos la produccion de anidn superdxido (0,”) mitocondrial y el
potencial de membrana mitocondrial (AWm), un indicador de la integridad y
funcionalidad mitocondrial que se ve afectado negativamente por ROS
(Garcia et al. 2005; Lopez-Fabuel et al. 2016; Veas-Pérez de Tudela et al.
2016), mediante citometria de flujo. Nuestros resultados mostraron que la
isquemia experimental (OGD) indujo la generacién de ROS y la
despolarizacién mitocondrial, como habiamos descrito previamente (Gomez-
Sanchez et al. 2011), tanto en neuronas con WRAP53 (siControl) como en
aquellas en las que silenciamos la expresién de la proteina (siWrap53). Por
tanto, los niveles de WRAP53 no parece afectar la producciéon de O,"
después de una isquemia in vitro de 3 horas (Figura 38A). De la misma
manera, no observamos cambios significativos en el potencial de membrana
(Figura 38B).
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Figura 38. El silenciamiento de WRAP53 (siWrap53) no afecta a la produccion
mitocondrial de O, . (A) Determinacién de los niveles mitocondriales de 0,"
mediante citometria de flujo, utilizando la sonda comercial MitoSOX®. Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias de fluorescencia (u.a.). (B) El potencial de
membrana mitocondral (AWm) se determind, emdiante citometria de flujo, con la
sonda DilC,(5) y se expresé en %, normalizando frente a la condicién normoxia
(NMX, linea discontinua). Los datos se expresan como medias = S.E.M. de 3 cultivos
independientes.

Aunque la pérdida de WRAP53 no condiciona la produccién de 0,”, es
posible que los ROS si estén involucradas en el proceso, mediando la propia
acumulaciéon de WRAP53.

Se sabe que los ROS generados en situaciones de isquemia-reperfusion
provienen principalmente del transporte reverso de electrones (RET, del
inglés Reverse Electron Transport) a través del complejo | de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial (Chouchani et al. 2016). Durante
la isquemia, el complejo | permanece “inactivo” exponiendo un residuo
cisteina (Cys39 de la subunidad ND3) que no estad accesible en su forma
activa (Gorenkova et al. 2013). Modificaciones covalentes por S-nitrosilacion
en la Cys39 bloquean el complejo | en estado inactivo de manera temporal
previniendo la produccion de ROS por RET en los primeros minutos de la
reperfusion (Chouchani et al. 2013). Con estos precedentes, y a fin de
estudiar la generacién de DSBs y su potencial efecto en la acumulacidn de
WRAPS53, las neuronas se trataron con el agente S-nitrosilante MitoSNO, que
provoca especificamente la S-nitrosilacién de proteinas mitocondriales, o con
SNAP, que conserva la capacidad de S-nitrosilacién pero que no localiza en la
mitocondria y, por tanto, no modifica la sintesis de ROS por el complejo |
(Chouchani et al. 2013). En primer lugar, comprobamos que el tratamiento
con MitoSNO reducia los niveles mitocondriales de O,” producidos tras la
isquemia (Figura 39A), respecto al efecto producido por el SNAP, lo que
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demuestra que MitoSNO estd ejerciendo su efecto sobre el complejo |,
evitando asi la formacidon de ROS. A continuacion, estudiamos el perfil de
expresion proteica de WRAP53 (Figura 39B). Observamos que mientras que
SNAP no previno la acumulacion de dafio en el DNA, determinado mediante
la expresion de yH2AX, ni de WRAP53 causados por la isquemia, ambos
efectos se previnieron con el tratamiento con MitoSNO. Asi, el MitoSNO
provoca la reduccion en la produccion de ROS tras la isquemia, lo que se
traduce en un menor dafio en el DNA y previene la acumulacion de WRAP53
durante la fase posterior de reoxigenacion.
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Figura 39. La reduccion en la produccion de ROS tras la isquemia experimental
previene la acumulacion de WRAP53 en neuronas in vitro. (A) Determinacion de los
niveles mitocondriales de 0,”, mediante citometria de flujo, con la sonda MitoSOX®,
en neuronas tratadas con MitoSNO, de localizacion mitocondrial, o con SNAP, no
localizable en la mitocondria. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de
fluorescencia (u.a.). (B) Analisis de los niveles de expresidn de proteinas por
transferencia tipo Western utilizando anticuerpos frente a yH2AX y WRAP53. Se
utiliz6é GAPDH como control. Los datos se expresan como medias = S.E.M. de 3
cultivos independientes.

A la vista de estos resultados nos planteamos si la presencia de dafio en el
DNA era suficiente para inducir la acumulacion de WRAP53 en neuronas y si
este debia ir precedido de un dafio oxidativo. Para su estudio, llevamos a
cabo dos aproximaciones. En primer lugar las neuronas se sometieron a la
isquemia experimental (OGD, 3 horas) y, posteriormente, se reoxigenaron en
un medio de cultivo suplementado con antioxidantes (suplemento B27). Asi,
observamos que la presencia de antioxidantes disminuye significativamente
la acumulacién de WRAP53 en nuronas sometidas a una isquemia (Figura
40A).
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Por otro lado, las neuronas se trataron con el inhibidor de Ia
topoisomerasa |, camptotecina (CPT) 1 uM durante 8 horas, cuya funcion
genotodxica es independiente de la generacién de ROS (Pommier 2006). La
Figura 40B muestra que el tratamiento con CTP provocé roturas en el DNA,
revelado por la consiguiente acumulacion de yH2AX. Sin embargo, este
tratamiento no indujo la acumulaciéon de la proteina WRAP53.

Estos resultados demuestran que la generacidn de ROS, pero no las
roturas en el DNA, son los responsables de la acumulacién de WRAP53 que
provoca la isquemia y posterior reoxigenacion en las neuronas. Por tanto,
podemos sugerir que los ROS generados por la mitocondria (probablemente
el complejo |) tras la isquemia provoca la acumulacion de WRAP53, que se
transporta al nudcleo, donde promueve la reparacién del DNA dafiado
aumentando, en consecuencia, la supervivencia de las neuronas frente al
dafio isquémico.
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Figura 40. La acumulacion de WRAP53 es sensible a la generacién de ROS. (A)
Estudio de la expresién de WRAP53B mediante rt-gPCR, tras una isquemia
experimental (OGD, 3 horas) y 4 horas de reoxigenacion en presencia (+B27) o
ausencia de antioxidantes (-B27). Se utilizo GAPDH como control interno de
expresion. Los resultados se expresan en numero de veces de expresion
normalizados frente NMX (0 horas). (B) Imagen representativa del analisis proteico
de neuronas tratadas con camptotecina (CPT; 1 uM, 8 horas), mediante
transferencia tipo Western de WRAP53 y yH2AX, utilizando la GAPDH como control
de carga. Los datos se expresan como medias + S.E.M. de 3 cultivos independientes.
*p>0,05 vs NMX (ANOVA, pos-hoc Bonferroni).
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4. VALOR PRONOSTICO DE LOS POLIMORFISMOS
rs2287498 y rs2289499 DE Wrap53 EN EL ICTUS
ISQUEMICO

Como hemos indicado en la Introduccién, se han encontrado diferentes
SNPs a lo largo del gen Wrap53, siendo dos de ellos (SNPsrs2287498 vy
rs2287499) especialmente interesantes por su vinculacion a la predisposicion
y determinacién del prondstico de pacientes de ciertos tipos de cancer
(Schildkraut et al. 2009). Dado que nuestros resultados demuestran que
WRAP53 modula la susceptibilidad de las neuronas al dafio isquémico, la
existencia de sitios polimérficos funcionales en el gen Wrap53 podria afectar
dicha funcién neurprotectora y asi afectar la predisposicidén genética a ciertas
enfermedades o incluso determinar el prondstico de pacientes que han
sufrido un ictus, como se ha demostrado previamente en cdncer (Schildkraut
et al. 2009). Para estudiar si efectivamente existe asociacién entre los SNPs
rs2287498 y rs2287499 de Wrap53 y el prondstico funcional de los pacientes
tras un ictus isquémico, se utilizd una cohorte hospitalaria de 116 pacientes
de ictus.

4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO GENERAL DE LA COHORTE DE
PACIENTES CON ICTUS ISQUEMICO

La edad de los pacientes de la cohorte estudiada fue 77,4 £ 10,7 aios,
expresada como media + SD. La distribucion por sexos fue de 51% varones y
49% mujeres.

La distribucién de los factores de riesgo se expone en la Tabla 7.

En cuanto a los grupos etioldgicos de los infartos, la distribucién fue la
siguiente: 51 (44%) cardioembdlicos, 33 (29%) indeterminados, 22 (18%)
aterotrombdticos, 7 (6%) lacunares y 3 (3%) otros.
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Tabla 7. Distribucidn de los factores de riesgo en la cohorte de

pacientes

Factor de riesgo N (116) %
Hipertensién 87 76
Hipercolesterolemia 51 44
Diabetes 30 26
Fibrilacion Auricular 32 28
Cardiopatia Isquémica 18 16
Tabaquismo 13 11,3
Abuso de alcohol 4 3,5
Ictus previo 26 23

En la Tabla 8 se puede consultar la distribucion de las variables
polimoérficas de rs2287498 y rs2287499 de Wrap53 en la cohorte. Como se
ha mencionado en el apartado de Introduccidn, el SNP rs2287498 supone un
cambio C>T. Asi, el coddn TTC cambia a TTT sin ocasionar un cambio del
aminoacido fenilalanina codificado originalmente (F150F). En el SNP
rs2287499, el alelo ancestral citosina (CGG) es sustituido por una guanina
(GGG), de modo que el coddén que codificaba una arginina, codificara una
glicina (R68G). En ambos casos, la distribucion de frecuencias génicas se
ajusta al equilibrio de Hardy-Weinbebrg (p>0,1).

Ademas, se ha descrito que el alelo mutado ejerce un efecto dominante
sobre el alelo ancestral. Esto permite agrupar los genotipos TCy TT del SNP
rs2287498 en un Unico grupo “No CC”, diferenciandolos del grupo “CC”. Del
mismo modo, los individuos GG y GC del SNP rs2287499 se agruparon como
“No CC”, mientras que un segundo grupo incluyé a los individuos “CC” (Tabla
8).
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Tabla 8. Distribucion de los SNPs rs2287498 y rs228799 de

Wrap53
rs2287498 N %
cc 105 90,5
No CC (TC+TT) 11 9,5
rs2287499 N %
cc 93 80,2
No CC (GC+GG) 23 19,8

La cuantificacién del estado funcional a los 3 meses tras el ictus isquémico
se realizd mediante la escala de Rankin modificada (Rankin-m) (Banks &
Marotta, 2007) en pacientes con puntuacion inicial NIHSS>4. De los 116
pacientes incluidos en la cohorte, 58 (50%) presentaban mal pronéstico
funcional (Rankin-m>2) a los 3 meses de sufrir el ictus, mientras que 58
(50%) se encontraban en la situacidon definida como buen prondstico
funcional (Rankin-m<2). Un posterior subanalisis de pacientes tratados con
tromboliticos indicé que, de los 33 pacientes tratados con t-PA intravenoso,
14 (42,4%) presentaban mal prondstico funcional, mientras que 19 (57,6%)
presentaban buen prondstico funcional a los 3 meses tras el ictus isquémico.

En la Tabla 9 se resume la distribucién del estado funcional de los
pacientes de la cohorte con infarto cerebral en funcién del Rankin-m.
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Tabla 9. Distribucién del estado funcional de pacientes

Rankin-m N %

0 26 22
1 9 8
2 23 20
3 16 14
4 11 9
5 10 9
6 21 18

4.2. ESTUDIO DE ASOCIACION DEL POLIMORFISMO
RS2287498 CON EL PRONOSTICO FUNCIONAL DE LOS
PACIENTES DE ICTUS ISQUEMICO

Los resultados del estado funcional de los pacientes a los 3 meses tras el
ictus isquémico, recogidos en la Figura 41 muestran una ligera asociacién del
genotipo No CC de ambos polimorfismos con un mejor prondstico funcional
de los pacientes, respecto al genotipo CC. Para el SNP rs2287498, la mediana
de los valores en la escala de Rankin-m en los pacientes No CC fue de 2 [1,4],
mientras que en los pacientes homocigotos para el alelo C fue de 3 [1,5]
(Figura 41A). Del mismo modo, en el SNP rs2287499 observamos una
mediana en pacientes No CC de 2 [1,5], que en pacientes CC se valoré en 3
[1,5] (Figura 41B).

Cuando se compard la distribucién de las variantes alélicas en funcidn del
buen o mal prondstico funcional a los 3 meses, confirmamos que los
individuos que portan el alelo C en homocigosis para ambos SNPs de Wrap53
(rs2287498 vy rs2287499) se asociaban con peor prondstico. En otras
palabras, en el grupo de pacientes No CC habia un mayor porcentaje de
pacientes con buen prondstico funcional (Rankin-ms<2) (Tabla 10).
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Figura 41 Asociacion entre los polimorfismos rs2287498 y rs2287499 de Wrap53
y el estado funcional de los pacientes a los 3 meses de un ictus isquémico. El estado
funcional de los pacientes se cuantific6 mediante la escala de Rankin modificada y se
asocid con (A) el SNPs rs2287498 y (B) el SNP rs2287499. Los pacientes fueron
agrupados segun su genotipo en CC o No CC. Los valores se expresan como mediana
[rango intercuartilico] (Prueba chi-cuadrado).

Tabla 10. Pronéstico funcional de pacientes a los 3 meses tras un ictus

Buen prondstico Mal prondstico P
rs2287498 0,342
cc 51 (44,0%) 54 (46,6%)
No CC 7 (6%) 4 (3,4%)
rs2287499 0,485
CC 45 (38,8%) 48 (41,4%)
No CC 13 (11,2%) 10 (8,6%)

Estos resultados sugieren que ambos polimorfismos de Wrap53 podrian
modular el prondstico funcional de los pacientes tras un ictus.

En linea con las observaciones realizadas in vitro, y teniendo presente la
relevancia de la reperfusién en la funcidon de Wrap53 después de la isquemia,
realizamos un subanalisis de la cohorte para estudiar exclusivamente
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aquellos pacientes sometidos a tratamiento trombolitico intravenoso. El
andlisis de 33 pacientes tratados con t-PA intravenoso nos permitié
corroborar la asociaciéon del grupo No CC del SNP rs2287498 con un mejor
pronéstico funcional respecto a los pacientes con genotipo CC (Tabla 11).

Tabla 11. Prondstico funcional a los 3 meses tras un ictus de pacientes
tratados con t-PA

Buen prondstico Mal prondstico P
rs2287498 0,210
cC 17 (51,5%) 14 (42,4%)
No CC 2 (6,1%) 0 (0%)
rs2287499 0,388
CC 17 (51,5%) 11 (33,3%)
No CC 2 (6,1%) 3(9,1%)

Como se observa en la Figura 42A todos los individuos categorizados
como No CC presentaban valores de Rankin-m<2 de buen prondstico,
mientras que la mediana en pacientes homocigotos para el alelo C fue de 2,
pero con valores de Rankin-m [2,5]. En el caso del SNP rs2287499, no
observamos dicho efecto, ya que la mediana de Rankin-m en los pacientes
No CC fue de 3 [2,6], siendo la del pacientes CC de 2 [1,4] (Figura 42B).

103



>
vy

A~ O O
—~

Escala de Rankin modificado
(3 meses)
N w

Escala de Rankin modificado

—_
1

N 1l T
O 4

cc No CC cc No CC

rs2287498 rs2287499

o

Figura 42. Asociacion entre los polimorfismos rs2287498 y rs2287499 de
Wrap53 y el estado funcional a los 3 meses tras un ictus isquémico de los pacientes
tratados con t-PA. El estado funcional de los pacientes se cuantific6 mediante la
escala de Rankin modificada y se asocid con (A) el SNPs rs2287498 y (B) el SNP
rs2287499. Los pacientes fueron agrupados segln su genotipo en CC o No CC. Los
valores se expresan como mediana [rango intercuartilico] (Prueba chi-cuadrado).

Esto sugiere que la presencia de la mutacién C>T en el SNP rs2287498
podria ser relevante para los pacientes tratados con t-PA, ya que podria
determinar un mejor estado funcional a los 3 meses de haber sufrido un
ictus. De ser asi, podriamos describir dicho polimorfismo rs2284798 de
Wrap53 como un posible biomarcador genético de pronéstico funcional en
pacientes con ictus isquémicos sometidos a tratamiento con tromboliticos.
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El ictus es una enfermedad cerebrovascular heterogénea con multitud de
factores que determinan el riesgo, la gravedad y el prondstico o
recuperacion de la misma (Gomez-Sanchez et al. 2011; Almeida 2013;
George & Steinberg 2015; Rodriguez et al. 2017). El conocimiento de los
mecanismos moleculares que acontecen en la fisiopatologia asociada al ictus
es fundamental para establecer nuevas vias de actuacion terapéutica que
permitan paliar la pérdida neuronal y, por tanto, el déficit neuroldgico y
motor asociado (Almeida 2013; Neuhaus et al. 2014; Moretti et al. 2015).
Para estudiar dichos mecanismos moleculares implicados en la enfermedad
existen diversos modelos experimentales que persiguen mimetizar el dafio
por isquemia-reperfusién, tanto in vitro (Almeida et al, 2002) como in vivo
(Fluri et al. 2015). En concreto, el modelo in vitro de OGD en cultivo primario
de neuronas y el modelo in vivo de oclusidn transitoria de la arteria cerebral
media son los procedimientos que, salvando las diferencias, mas fielmente
permiten estudiar los eventos moleculares que tienen lugar en la clinica del
ictus (Sommer 2017). El empleo de estas técnicas, ampliamente utilizadas en
nuestro laboratorio (Almeida et al, 2002; Gomez-Sanchez et al, 2011), nos ha
permitido describir una nueva funcién neuroprotectora de Wrap53 en la
isquemia neuronal.

Wrap53 es un gen complejo que presenta diferentes transcritos con
funciones diversas. Asi, el transcrito WRAP53a regula la expresién de p53
mediante interaccidon con su mensajero (Mahmoudi et al. 2009), mientras
que WRAP53B codifica una proteina con funciones en el mantenimiento de
los Cuerpos de Cajal, la elongacidon de teldmeros y la reparacién del DNA
(Mahmoudi et al. 2010; Venteicher & Artandi 2009; Coucoravas et al. 2016).
Los resultados aqui descritos demuestran que, al menos en nuestras
condiciones experimentales, el transcrito WRAP53a no parece ser el
responsable de la estabilizaciéon de p53 en las neuronas tras la isquemia, ya
gue no observamos un incremento en la expresion del mensajero de p53
sino Unicamente de la proteina, lo que indica un efecto a nivel
postraduccional. Aunque no podemos descartar la implicacién de WRAP53a
en el proceso isquémico por otras vias no exploradas en el presente trabajo,
hasta el momento no tenemos evidencias que demuestre un posible efecto
del transcrito sobre la estabilidad de p53 en neuronas, como se ha
demostrado en células tumorales humanas sometidas a radiaciones
ionizantes (Mahmoudi et al. 2009), fendmeno que causa un gran dafio en el
DNA, mayor que el causado por la isquemia.
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La ausencia de un incremento en la transcripcion de p53 tras la isquemia
a priori podria parecer contradictoria con su conocida implicacién en la
patologia isquémica (Leker et al. 2004; Gomez-Sanchez et al. 2011). Sin
embargo, nuestros resultados confirman la importancia de las
modificaciones post-traduccionales en la estabilizacion y activacion de p53,
lo que permite a la proteina el ejercicio de sus funciones pro-apoptodticas en
condiciones de estrés celular (Appella & Anderson 2001; Xu 2003; Saito et al.
2005; Lee et al. 2007). Del mismo modo, hemos descrito que isquemias mas
severas (3 h) inducen la expresion del transcrito WRAP53B en neuronas
corticales, hecho que se corresponde con la acumulaciéon de la proteina
WRAP53 durante la reoxigenaciéon y permite vincular, por vez primera, a
Wrap53 con la patologia isquémica. Ademas, la estabilizacidon de la proteina
WRAP53 dependiente de reperfusion también ha sido confirmada en un
modelo in vivo de oclusidon transitoria de la arteria cerebral media,
otorgando una relevancia traslacional a nuestro estudio y la posibilidad de
ampliar el conocimiento de la proteina en el modelo animal.

Esta descrito que el desequilibrio oxidativo ligado al dafio por isquemia-
reperfusion es uno de los principales desencadenantes de la muerte
neuronal, ya que activa cascadas de sefializacién implicadas en procesos de
apoptosis y necrosis (Almeida et al. 2001; Almeida et al. 2002, Bolafios et al.
2002, Bolafios et al. 2009), ademas de producir lesiones en proteinas, lipidos
y DNA que contribuyen a la neurodegeneracion (Lee et al. 2012; Lehotsky et
al. 2004; Dizdaroglu & Jaruga 2012). Durante la caracterizacion de WRAP53
en nuestro modelo experimental hemos confirmado que la isquemia
experimental in vitro mimetiza los eventos fisiopatoldgicos aqui enumerados.
La sobreproducciéon de ROS lleva consigo una acumulacién de proteinas de
dafio en el DNA (yH2AX) y muerte neuronal (caspasa-3-activa) que tienen
lugar en la misma linea temporal que la acumulacién de WRAP53, lo que nos
lleva a sospechar que WRAP53 estd vinculado, de alguna manera, con estos
fendmenos. Esto ha de ir ligado a una distribucidn diferencial de la proteina
en los distintos compartimentos celulares, ya que la correcta localizacién
subcelular de las proteinas es crucial para su funcidn bioldgica, pues aporta
el contexto fisiolégico adecuado para ello (Hung & Link 2011). De hecho, una
misma proteina puede presentar diferentes funciones en diferentes
compartimentos celulares. Ademas, se sabe que la localizacién aberrante de
proteinas puede estar asociada a enfermedades metabdlicas (Da Costa et al.
2003), neurodegenerativas (Hoover et al. 2010) y a la progresién de tumores
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(Fabbro & Henderson 2003). En el presente trabajo demostramos, por
primera vez, el transporte nuclear de WRAP53 en respuesta a un accidente
isquémico. Este cambio en la distribucion espacial no es Unica vy
exclusivamente dependiente de la acumulacidon de la proteina, pues la
sobreexpresion exégena de WRAP53 no induce por si misma la migraciéon
nuclear, sino que precisa del estimulo isquémico para producirse. Estos
resultados estan en consonancia con lo observado por Hedstrom vy
colaboradores, que demuestran que el tratamiento con radiacidn ionizante,
estimulo genotdxico que no interfiere directamente con el metabolismo de
oxigeno, no induce su acumulacidn nuclear (Hedstrom et al. 2015).

Otras publicaciones recientes han aportado una significacion clinica a la
diferente distribucion de WRAP53 relacionandolo con el prondstico de
pacientes de cancer. Estos trabajos vinculan la localizacidn nuclear de
WRAP53 con una mayor supervivencia y respuesta a la radioterapia de
pacientes de cancer de cuello y cabeza (Garvin et al. 2015), de cancer de
pecho (Silwal-Pandit et al. 2015), de ovarios (Hedstrém et al. 2015) y de
pacientes de tumores laringeos (Tiefenbock-Hansson et al. 2017). No se ha
descrito el mecanismo molecular que explique esta relacién funcional de
WRAP53 con la localizacion, pero si se ha propuesto que el mantenimiento
de la estabilidad gendmica y la disfuncion telomérica son posibles
mediadores en la agresividad de los tumores (Tiefenbock-Hansson et al.
2017). Del mismo modo, el mecanismo que rige el transporte de WRAP53
entre los diferentes compartimentos subcelulares es aun objeto de estudio.

El correcto plegamiento de la proteina, mediado por la chaperona TRIC,
es necesario para su acumulacidn y el correcto desarrollo de las funciones
nucleares de WRAP53 (Freund et al. 2014). Sin embargo, se desconoce el
mecanismo molecular que subyace a la translocacidon nuclear y los factores
que median dicho proceso. Futuros estudios que desvelen el mecanismo de
transporte de WRAP53 sin duda permitiran una mayor comprension de su
funcién bioldgica y de los procesos celulares en los que participa.

La localizacion nuclear de WRAPS53 y su vinculacién con el dafio en el DNA
pone de manifiesto su posible implicacién en la muerte neuronal. Nuestros
resultados demuestran la importancia de la proteina WRAP53 en la
supervivencia neuronal a la isquemia. La ausencia de WRAP53 supone una
mayor susceptibilidad a la apoptosis inducida por la isquemia, mientras que
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un incremento exdgeno de la proteina favorece la supervivencia de las
neuronas al accidente isquémico. La resistencia de las neuronas del area de
penumbra evita la progresion del tamafio de la lesidon y estimula la
recuperacion de la funcidn neurolégica (Fernandez-Gémez et al. 2008;
Ramos-Cabrer et al. 2011; Liu 2012). En este contexto, WRAP53 se encuentra
sobreexpresado en lineas tumorales, asi como en pacientes de cancer
(Mahmoudi et al. 2011; Zhang et al. 2012; Rao et al. 2014), en los que estaria
determinando la supervivencia de las células tumorales. Sin embargo, este
hecho no es comparable con lo que ocurre en células postmitéticas, como
son las neuronas, en las que no hay procesos de proliferacion y la telomerasa
se encuentra inactiva.

En relacidn con la supervivencia neuronal, se observd que la ausencia de
WRAP53 ademds de incrementar la muerte de las neuronas adelanta la
formacién de dafio en el DNA. No tenemos evidencia de una mayor
produccién de ROS como consecuencia del silenciamiento de WRAP53. Por
tanto WRAP53 no estaria condicionando la produccidn de radicales libres. Sin
embargo, el estrés oxidativo si estaria determinando la acumulacién de la
proteina tras la isquemia, ya que si disminuimos la principal fuente de
generacion de ROS durante la reoxigenacidn, o prevenimos su acumulacién
con antioxidantes, la activacion de WRAP53 también disminuye. Este efecto
no debe atribuirse solamente a un menor dafio en el DNA per se, pues el uso
de camptotecina como control positivo de generacidn de DSBs (Morris &
Geller 1996; Pommier 2006) no mimetiza la acumulacion de WRAP53 como
ocurre con la isquemia. Por tanto, los ROS, y no las roturas en el DNA
causadas por la isquemia, parecen ser los factores responsables de la
acumulacién de WRAP53 en las neuronas, que se transporta al nucleo para
promover la reparacion del DNA dafiado y, en consecuencia, favorecer la
supervivencia neuronal.

La supervivencia de las neuronas a la isquemia viene determinada por el
balance entre el dafio y los mecanismos de respuesta asociados (Liu et al.
2011; Ghosh et al. 2015; Rodriguez et al. 2017). No tenemos evidencia de la
participacion de WRAP53 en la generacién de dafio, sin embargo segun lo
observado si que podria estar implicado en la reparacién de las lesiones en el
DNA provocadas por la isquemia, mds concretamente en la formacién de
focos de 53BP1, proteina imprescindible para la via de reparacion no
homdloga o NHEJ (Panier & Boulton 2013; Romero et al. 2016). De forma
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paralela a nuestro trabajo se ha descrito la participacion de WRAP53 en el
proceso de sefializacion de dobles roturas en el DNA, permitiendo la
activacion de las vias de reparacion por recombinacién homadloga (HR) y
NHEJ en células replicativas (Henriksson et al. 2014; Rassoolzadeh et al.
2015; Coucoravas et al. 2016). En el caso de neuronas postmitdticas,
WRAP53 estaria modulando la capacidad de reparacion de DSBs mediante la
via NHEJ, al ser la Unica activa en estas células (lyama & Wilson 2013).

Una correcta funcion de la reparacién por NHEJ es imprescindible para la
solucion de roturas que acontecen tanto en condiciones fisioldgicas
(Suberbielle et al. 2013), como en consecuencia de un estimulo apoptdtico
(Merlo et al. 2005) en neuronas postmitdticas. Aunque las DSBs son un
evento dafino tardio y menos frecuente en el progreso de cascada de
isquemia-reperfusion (Chen et al. 1997; Li et al. 2011; De Zio et al. 2012),
estas lesiones en el DNA son altamente letales, luego su reparacién supone
un mecanismo de lucha por la supervivencia neuronal. De hecho, estudios in
vitro de neuronas mutantes para la maquinaria de reparacién por NHEJ
presentan un alto grado de rotura cromosémica como consecuencia del
estrés oxidativo (Karanjawala et al. 2002). Ademas, la desregulacion de
factores de reparacion por NHEJ contribuye a la fragmentacion del DNA
debido al estrés oxidativo tras una isquemia focal in vivo (Kim et al. 2001). En
cerebros de pacientes post-mortem también se han encontrado evidencias
de reparacion de DNA en regiones de penumbra, de modo que en isquemias
agudas se observa una gran fragmentacion del DNA, mientras que lesiones
crénicas presentan una mayor integridad. Asi, queda patente la necesidad de
mantener la integridad en el DNA para la supervivencia neuronal a largo
plazo (Huttner et al. 2014). Estos resultados concuerdan con los aqui
presentados, apoyando la idea de que la reparacién del DNA condicionada
por WRAP53 modula la susceptibilidad de las neuronas al estrés oxidativo v,
con ello, la capacidad de recuperacion tras la isquemia. Asimismo pone de
manifiesto su posible uso como biomarcador prondstico en ictus.

La complejidad del proceso fisiopatoldgico de la isquemia cerebral
dificulta la precision en el prondstico. En la actualidad éste se basa,
fundamentalmente, en la relacién de los factores clinicos con los resultados
de neuroimagen (Biller et al. 2016). Ademads, la diversidad genética
interindividual puede alterar la respuesta a un accidente cerebrovascular de
pacientes con sintomatologia clinica e imagen similares (Brouwers et al.
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2012; Almeida 2013). Por ello, en los ultimos afios ha cobrado especial
relevancia la caracterizacion de marcadores genéticos, facilmente obtenibles,
asociados al prondstico funcional de pacientes de ictus (Miao & Liao 2014).
En este sentido, nuestro grupo ha descrito recientemente que el
polimorfismo Arg72Pro del gen humano p53 condiciona la recuperacion
funcional de pacientes de ictus isquémico y hemorragico (Gomez-Sanchez et
al. 2011), modulando la supervivencia de las neuronas y de las células
endoteliales y con ello el proceso de neurorreparacién (Rodriguez et al.
2017). El estudio de asociacion de varios polimorfismos funcionales de
Wrap53 con la recuperacion funcional de pacientes que han sufrido un ictus
isquémico, nos ha permitido la identificacién del genotipo No CC del SNP
rs2247898 como un potencial biomarcador genético de prondstico, lo que de
nuevo pone de manifiesto la posible aplicacién clinica de nuestra
investigacion. Para confirmar la determinacion de rs2247898 en el estado
funcional de los pacientes de ictus y aportar mas solidez al estudio, es
fundamental ampliar la base de datos de la cohorte de Castilla y Ledn con
mas pacientes, asi como replicar el estudio de asociacién en otras
poblaciones.

En definitiva, el presente trabajo pretende contribuir al esclarecimiento
de los mecanismos moleculares que regulan el balance entre
neurodegeneracion y neuroreparacion tras la isquemia cerebral y la
busqueda de marcadores de recuperacion funcional en pacientes que sufren
ictus isquémico. En concreto, nuestros resultados describen, por primera vez,
la participacion de la proteina WRAP53 en respuesta a la isquemia y su
funcién en la reparacién del material genético neuronal, lo cual podria
determinar la supervivencia de las neuronas al accidente isquémico. Por ello,
proponemos la proteina WRAP53 como una nueva diana molecular con
caracter neuroprotector. Terapias orientadas a fortalecer los mecanismos de
reparacion en las neuronas podrian considerarse como una estrategia para
mejorar la recuperacién funcional de los pacientes de ictus.
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CONCLUSIONES
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis
Doctoral podemos concluir:

1. Wrap53 participa activamente en la respuesta de las neuronas al
dafio isquémico. Aunque no tenemos evidencias de una mayor
expresion del transcrito WRAP53a, que estabilice p53 y trascienda
en la fisiopatologia isquémica, si que observamos un aumento
progresivo de WRAP53B durante la fase de reoxigenacion tras la
isquemia.

2. La proteina WRAP53 se acumula y se transporta al nucleo en
respuesta a la isquemia. La acumulacién de WRAP53 se produce
como consecuencia de la generacion mitocondrial de radicales libres
de oxigeno que, ademas, provoca dafio en el DNA y la subsecuente
muerte neuronal.

3. WRAPS53 promueve la reparacion del DNA dafado vy, en
consecuencia, modula la susceptibilidad de las neuronas a la
apoptosis causada por la isquemia. De hecho, WRAP53 promueve la
formacién de focos de reparacién de roturas de doble hebra en el
DNA producidos como consecuencia de la isquemia, promoviendo
asi la recuperacioén y supervivencia de las neuronas a un accidente
isquémico.

4. El polimorfismo rs2287498 del gen Wrap53 muestra una asociacion
con el prondstico funcional de los pacientes de ictus isquémico. La
presencia del alelo T condiciona una menor dependencia funcional
de estos pacientes a los 3 meses de haber sufrido un ictus.

Conclusidn final

Los resultados recogidos en el presente trabajo demuestran que WRAP53
se acumula y se transporta al nucleo de las neuronas en respuesta a la
isquemia, donde participa en la formacién de focos de reparacion de roturas
de doble cadena en el DNA, producidas como consecuencia de la isquemia y
posterior reoxigenacion. Este proceso promueve una respuesta de
reparacion del material genético en las neuronas y, en consecuencia, su
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supervivencia a la isquemia, lo que podria estar vinculado con una mejor
recuperacion funcional de pacientes que sufren ictus isquémico. Por ello,
hemos identificado una nueva funcién neuroprotectora de WRAP53 frente al
dafio isquémico, y mas concretamente en la reparacion eficiente del DNA
neuronal, lo que le convierte en una importante molécula diana a tener en
cuenta en el establecimiento de nuevas vias de actuacion terapéutica en el
ictus isquémico.
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