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RESUM

La isquemia cerebral pot causar una lesio irreversible al cervell, amb una important

perdua neuronal a les zones afectades. Entre els primers canvis que es detecten despres

de la isquemia hi ha alteracions del patro d'expressio genica. D'una forma molt rapida

s'indueix primer 1'expressio dels denominats gens d'induccio immediata, com els

protooncogens c-fos i c-jun, i despres les proteines d'estres, corn la HSP-70. Algunes

d'aquestes proteines induibles poden interaccionar amb el DNA i poden actuar com a

factors de transcripcio modulant 1'expressi6 d'altres gens de resposta mes lenta. Aquest

es un mecanisme d'amplificacio del senyal que permet que la cel•lula respongui als esti-

muls inicials i, com a resultat, sobrevisqui o mori despres de 1'agressio. A la isquemia
cerebral s'observen diferents patrons de mort neuronal segons la regio afectada i el tipus

d'isquemia (focal o global). Aixi, s'han descrit fenbmens de mort necrotica i tambe de
mort de tipus apoptotic. En aquest treball hem estudiat 1'expressi6 de gens induibles, els
canvis en 1'expressi6 de gens d'expressio constitutiva i la seva relacio amb la mort o
supervivencia neuronal en diferents models d'isquemia cerebral en rosegadors. La com-
prensio dels processos de senyalitzacio intracellular en neurones sotmeses a 1'agressio
isquemica pot portar llum a la questio de quins son els mecanismes subjacents a la mort
neuronal.
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INTRODUCCIO

Els accidents cerebrovasculars (Toole,

1990) son una causa frequent d'hospitalitza-

cio i de mort en persones d'edat avancada.

Aquests accidents poden produir altera-

cions cerebrals irreversibles que comporten

la incapacitacio permanent de les persones

afectades. Un dels accidents cerebrovascu-

lars mes corrents es l'infart cerebral resul-

tant d'una isquemia. La isquemia cerebral es

pot produir per l'obstruccio de la circulacio

sanguinia en una zona especifica (isquemia

focal) o be en tot el cervell (isquemia global).

L'aturada de la circulacio comporta la man-

ca d'aportacio d'oxigen i de glucosa que el

teixit cerebral necessita constantment per

funcionar. La isquemia focal pot produir-se

per la formacio d'un coagul en alguna arte-

ria cerebral, i afecta la zona del cervell irriga-

da per aquesta arteria. En canvi, la isquemia

global pot donar-se despres d'un infart de

miocardi que impedeix que la sang arribi al

cervell i, malgrat afectar tot el cervell, pro-

voca lesio en les zones mes vulnerables,

com, per exemple, 1'hipocamp.

En el cas de la isquemia focal, la lesio ja es

fa palesa a les 24 bores i progressa els dies

seguents. Durant aquest temps es desenvo-

lupa l'infart, que com a consequencia pot

provocar alteracions en altres zones del cer-

vell connectades amb les zones infartades

que inicialment no han estat afectades per la

isquemia d'una forma directa. Aixi, a partir

dels set dies despres d'un infart cortical o

estriatal s'observa lesio en el talem o en la

substancia negra ipsilaterals, respectivament

(Soriano et al., 1996). Pel que fa a la isquemia

global, la lesio nomes apareix a partir de

quatre dies despres, que es quan hi ha canvis

histopatologics, sobretot a les neurones pi-

ramidals de la zona CA1 de 1'hipocamp, i

per aixo es parla d'un fenomen de mort

neuronal retardada (Kirino i Sano, 1984; Hara

et al., 1993; Ferrer et al., 1994).

La isquemia provoca nombrosos canvis

en el patro d'expressio genica de les cel.lu-

les neurals afectades (Kogure i Kato, 1993).

Aixi, gens que normalment no s'expressen

(gens silenciosos ) es troben fortament in-

duits , mentre que 1'expressi6 constitutiva

d'altres gens esta alterada . Aquests pri-

mers efectes poden provocar un seguit de

reaccions en cadena , amb les quals s'am-

plifica la resposta cellular inicial , i poden

participar en els mecanismes de mort cel-

lular. Aixi , per exemple, s'indueix 1 ' expres-

si6 del que s'ha denominat grup de gens

d'induccio immediata ( IEG) (Herschman,

1991), corn son els proto-oncogens c-jun i c-

fos (Ann et al., 1993; Soriano et al., 1995;

Takemoto et al., 1995 ), que actuen corn a

factors de transcripcio modulant 1'expres-

si6 d ' altres gens , i les proteines d'estres del

grup de les denominades « proteines de xoc

de calor » corn es la HSP-70 (Nowak, 1991;

Li et al., 1992; Kinouchi et al., 1992; Soriano

et al., 1994a, 1995 ). A continuacio examina-

rem 1'expressi6 de mRNA i proteines, tant

induibles corn constitutives, i la seva rela-

cio amb la mort cellular postisquemica.

MATERIALS I METODES

Els experiments amb animals de labora-

tori s'han realitzat d'acord amb la normativa

de l'Estat espanyol, que segueix les direc-

trius dictades per la Unio Europea.

Isquemia focal en la rata

Hem utilitzat rates adultes mascles de la

soca Sprague-Dawley de 280-350 g de pes

corporal. Les rates s'han mantingut estabu-

lades en condicions estandards de tempera-

tura i humitat ambientals, sota un cicle de

12 hores de llum / foscor, amb acces a menjar

i aigua ad libitum. Tots els procediments
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quirurgics s'han efectuat sota anestesia per
halota. S'ha realitzat oclusio d'una arteria
cerebral mitjana ja sigui amb el metode
d'oclusio directe amb microclip (Tamura et
al., 1981), o be amb el metode intraluminal
(Longa et al., 1989), que consisteix a introduir
un fil de nilo per 1'arteria carotida interna
fins al nivell de la ramificacio de 1'arteria
cerebral mitjana. En qualsevol dels casos,
l'oclusio s'ha fet permanent o be s'ha proce-
dit a la reperfusio del teixit al cap d'un cert
temps d'oclusio.

Durant l'operacio quirurgica s'han
mantigut els animals a 37 °C mitjangant un
sistema de termoregulacio, s'ha mesurat
constantment la pressio arterial i s'han fet
valoracions periodiques dels gasos en sang
aixi com del pH sanguini. Els animals que
presentaven valors d'aquestes variables fora
del rang fisiolbgic s'han descartat. Al temps
convingut s'han sacrificat els animals sota
anestesia amb eter mitjancant perfusio
intracardiaca amb paraformaldehid al 4%%%,
o be per decapitacio. Els cervells s'han tallat
amb vibratom per a l'estudi immunohis-
toquimic (Soriano et al., 1994b); o be s'han
englobat amb parafina i s'han fet tails amb
microtom per a altres estudis immunohis-
toquimics o d'histologia, o per estudiar el
marcatge in situ del DNA fragmentat amb
la terminal transferasa (segons la tecnica de
Gavrieli et al., 1992); o be s'han congelat
i tallat en criostat per a estudis d'hibrida-
cio in situ; o s'ha fet disseccio del teixit
seguida de congelacio, extraccio de protei-
nes que s'han separat en gel d'acrilamida i
s'han transferit a membrana, o extraccio de
DNA per estudiar la fragmentacio en gel
d'agarosa.

Hem treballat en dues situacions d'is-
quemia focal en funcio de la durada de
1'episodi isquemic: 10 minuts (que no pro-
dueix canvis histopatologics aparents), o 1-
2 hores (que produeix infart cerebral a 1'es-
corra i a l'estriat).

Isquemia global en el jerbu

El jerbu es un rosegador mes petit que la
rata que s'ha utilitzat en aquest model d'is-
quemia per una caracteristica diferencial
en I'anatomia de la circulacio cerebral, que
consisteix en el fet que el jerbu esta
desprovist del cercle de Willis (Suzuki et
al., 1983), que tant la rata com els humans
posseeixen (Toole, 1990). Aixo permet de
produir isquemia global en jerbu mitjan-
cant l'oclusio de les arteries carotides co-
munes. En la rata i en els humans, en canvi,
el cercle de Willis permet la comunicacio en
el cervell de vasos derivats de les carotides
amb els vasos derivats de 1'arteria basilar.
Per aixo en la rata 1'oclusi6 unicament de
les carotides comunes no permet de produir
isquemia global i, per aconseguir-ho, s'han
d'adoptar altres estrategies com es l'oclusio
previa de les arteries vertebrals o be la
caiguda de la pressio arterial que acompa-
nyin l'oclusio de les carotides comunes,
amb la qual cosa el model es complica des
del punt de vista tecnic. Varem treballar
amb jerbus (Meriones unguiculatus) adults
(3 mesos) (Tortosa i Ferrer, 1993; Ferrer et
al., 1994; Soriano et al., 1994a) i tambe du-
rant el desenvolupament postnatal (Soriano
et al., 1994a). S'ha realitzat oclusio transito-
ria de les carotides comunes de 5 o 20 mi-
nuts. Els animals s'han sacrificat i el cervell
s'ha processat com el de rata.

RESULTATS

La lesio isquemica

Isquemia focal en la rata

L'oclusio de 1'arteria cerebral mitjana
d'l hora provoca edema en el canto ipsilateral
(Garcia et al., 1993), que fa que hi hagi un
augment del volum regional de les zones
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afectades i una disminucio de la densitat

cellular. L'edema comenca a manifestar-se
a les 2 hores de reperfusio, progressa fins a
les 24-48 bores i despres retrocedeix, de
manera que als 7 dies ja s'ha reduft. Al llarg

d'aquest temps el teixit desenvolupa infart

(Tamura et al., 1981; Garcia et al., 1993), que
comporta l'aparicio de cel•lules picnotiques,
vacuolacio i espongiosis tipiques d'un qua-

dre de necrosi (Figura 1). Despres s'esdeve
una important perdua neuronal que s'acom-

panya de proliferacio de cel-lules glials, tant
d'astrbglia com de micrbglia. Aquestes dar-
reres apareixen de manera molt abundant
als 4 dies. Hem observat, pero, que aquesta
tipica mort neuronal isquemica per necrosi
va precedida i acompanyada d'apoptosi.
S'observen cellules afllades que presentee

morfologia apoptotica (amb nuclis encon-

gits que mostren condensacio extrema de la
cromatina i la formacio de cossos apoptotics),
d'acord amb altres observacions (Charriaut-
Marlangue et al., 1995; Li et al., 1995). El DNA
es fragmenta en trossos petits (fragments

internucleosomals de 180-200 parells de ba-
ses) (Figura 2), d'acord amb altres autors
(Linnik et al., 1993; Tominaga et al., 1993). A
les 24 hores de reperfusio s'observa en gel de
DNA un seguit de bandes en escala tipic de

mort per apoptosi (Figura 2B). Aquest patro
precedeix la mort per necrosi, que als 4 dies

dona un patro de taca en gel de DNA com a
consequencia del trencament a 1'atzar que

comporta la formacio desordenada de mul-
tiples fragments de pesos moleculars varia-
bles (Figura 2C). Una situacio similar en que

Fa s.s 2. Gel d'agarosa de I'cscor4a i estriat control (A). a
I dia (B) i a 4 dies (C), despres d'una isquemia focal tran-
sitoria en la rata. El senyal s'ha amplificat marcant el DNA
amb P"-ATP. En el carril (B) s'observa un patro de hander
en escala que indica fragmentaci6 inter-nucleosomal del
DNA tipica d'apoptosi, mentre que en el carril (C) s'observa
una taco produida per la presencia de mdltiples fragments de
DNA de pesos moleculars variables indicativa de necrosi.
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es detecten patrons de necrosi i d'apoptosi

s'ha observat en models experimentals

d'excitotoxicitat (Ferrer et al., 1995c). Amb la

tecnica del marcatge in situ del DNA frag-

mentat (Gavrieli et al., 1992) s'observen cel-

lules tenyides que durant les primeres hores

de reperfusio apareixen d'una forma aillada

a la zona isquemica, mentre que durant el

dia seguent es concentren a la periferia del

focus isquemic. Val a dir que la tecnica

del marcatge in situ del DNA fragmentat no

es concloent per determinar la presencia

d'apoptosi, ja que s'ha vist que certs tipus de

necrosi tambe poden esdevenir-se en un

marcatge positiu (Charriaut-Marlangue i

Ben-Ari, 1995; Thomas et al., 1995). Aixi,

tambe s'han descrit situacions de fracciona-

ment internucleosomal del DNA acompa-

nyat de caracteristiques ultraestructurals de

necrosi (Collins et al., 1992), i situacions

d'apoptosi que no van acompanyades de

fragmentacio internucleosomal del DNA,

sing de la formacio de fragments d'elevat

pes molecular (Pandey et al., 1994; Kataoka

et al., 1995). De fet, ara hi ha evid'encies que

indiquen que entre els conceptes classics de

mort per apoptosi o per necrosi tambe es

podrien produir situacions intermedies amb

algunes caracteristiques de necrosi i d'altres

d'apoptosi (Portera-Cailliau et al., 1995).

Isqueemia global en el jerbu

Tal corn hem esmentat anteriorment, la

isquemia global en el jerbu adult dona lloc a

un fenomen de mort retardada (Kirino i

Sano, 1984; Hara et al., 1993; Ferrer et al.,

1994), de manera que fins als 3-4 dies no

s'observen canvis histopatol'ogics aparents

(Figura 3). Despres s'observen alteracions

en les neurones piramidals de la capa CAI

de l'hipocamp que presenten inflament del

citoplasma i condensacio de la cromatina,

que adquireix un aspecte de punts discrets i

molt densos. Aquesta morfologia particular

(isquemica), en que alteracions citoplasma-

tiques van acompanyades de canvis en la

cromatina nuclear, dona un marcatge posi-

tiu amb la tecnica de marcatge in situ del

DNA fragmentat (Figura 4A, B,C) i, a mes a

mes, el gel de DNA dona un patro en escala

tipic d'apoptosi (Figura 4D) (Ferrer et al.,

1994), d'acord amb altres observacions (He-

ron et al., 1993; MacManus et al., 1993).

Aquests resultats donen suport a la hipbtesi

que la distincio classica entre mort per ne-

crosi i apoptosi podria no ser del tot precisa,

ja que en determinades patologies aparei-

xen fenomens intermedis amb certes carac-

teristiques morfolbgiques de necrosi acom-

panyades de caracteristiques bioquimiques

d'apoptosi (Ferrer et al., 1995c; Portera-

Cailliau et al., 1995). La lesio produeix una

important perdua neuronal a la capa CAI de

1'hipocamp, que als 15 dies va acompanyada

de proliferacio glial (Figura 3E). Altres zo-

nes afectades son 1'escorca cerebral i el ta-

lem. Tambe hem estudiat (Soriano et al.,

1994a) els efectes de la isquemia global transi-

tbria a 1'hipocamp de jerbus de 7, 15, 21 i 30

dies de vida postnatal. No s'han observat

alteracions histopatologiques en jerbus de

7 dies. Als 15 dies, es detecten cel•lules pic-

notiques a la base del canto intern de la capa

granular del cos dentat, mentre que als 30

dies les cel•lules picnotiques son molt abun-

dants a la capa piramidal de la CAI i, ocasi-

onalment, a la base del cos dentat. Aquests

resultats indiquen que durant el desenvolu-

pament postnatal els rosegadors son menys

sensibles a la isquemia cerebral que els

adults, d'acord amb altres observa-cions

(Cherici et al., 1991).

Induccio de la proteina d'estres HSP-70

Generalitats

Les proteines d'estres del grup de les

denominades <protefnes de xoc de calor»
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A

Flocks 3. (A) Detail de I'hipocamp d'unjerbu control (A) i despres de 4 dies d'isquemia global transitoria (B). Les fletxes

a (B) indiquen la zona de perdua neuronal a la capa CAI. Tincions amb hematoxiiina i eosina. (C) i (D) son details de (A)

i (B). respectivament. La fletxa a (D) mostra la lesio a la capa CAI (CA). DG: cos dentat. (E) Immunohistoquimica per la

GFAP que mostra la proliferacio glial (fletxes) als 15 dies postisquemia. Barra: (A). (B), (E) = 200 mm: (C), (D) = 100 µm.
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(HSP) s'inclouen en una familia de proteines

algunes de les quals s'expressen de forma

constitutiva, mentre que d'altres, com es la

de 72 kD (quo per convencio denominarem

HSP-70), son induibles en el cervell (per a

revisio, Planar et al., 1997). La induccio pot

ser deguda no nomes a un augment de la

temperatura (Brown et x1.,1990), sino tambe

a altres tipus d'estres cellular, com es 1'ad-

ministracio d'agents excitadors (Gonzalez et

al., 1989; Planar et al., 1994, 1995a,b; Ferrer i

Planar, 1995) i la isquemia (Nowak, 1991;

Simon et al., 7991; Kinouchi et al., 1992; Li et

al., 1992; Soriano et xl., 1994b, 7995), mentre

que la HSP-70 no es detecta en el cervell

d'animals control. Les HSP tenon la funcio

d'estabilitzar altres proteines cel•lulars i in-

tervenen en processor de plegament, assem-

blatge, secrecio, degradacib i transport a

traves de membranes d'altres proteines

cel•lulars (Pelham,1986; Gething i Sambrook,

1992; Morimoto, 1993a). Sembla que la pre-

sencia de proteines anormals podria induir

1'expressio de la HSP-70 (Rordorf et n1.,1991;

Morimoto, 199310. La funcio, pero, d'aques-

ta proteina induible despres de la isquemia

cerebral encara es desconeguda. Duna ban-

da, s'havia proposat quo la HSP-70 podria

ser un marcador de mort col •lular (Gonzalez

et xl., 1989), mentre quo de 1'altra, hi ha
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evidbncies que suggereixen que la HSP-70

ofereix proteccio en situacions d'estrbs

(Morimoto,19931 ), fins i tot en cbl.lules neu-

rals (Rordorf of al., 1991; Lowenstein et al.,

1991). Alguns dels nostres resultats (Soriano

et al., 1994a; Planas et al., 1994, 1995a), i els

d'altres investigadors (Sloviter i Lowenstein,

1992), han demostrat, perb, que la induccio

de HSP-70 es independent de la mort o su-

pervivbncia cellular. Aquests resultats no

estan en desacord amb ]a hipotesi que la

HSP-70 to un paper protector de la cbl.lula,

perb demostren que la HSP-70, si be podria

ser un element necessari per a la supervi-

vbncia cellular en situacions d'estrbs, no es

pas un element suficient.

C

La HSP-70 en la isqu 'emia focal

La isqubmia focal indueix I'mRNA

HSP-70, tant si 1'episodi es letal per al teixit

(1 hora o mes) (Planas et al.,1995c), com si no

produeix dany aparent (10 minuts) (Soriano

of al., 1995). Aquesta induccio ja s'observa

als 30 minuts despres de la isqubmia, i aug-

menta fins a les 4 hores (Figura 5). La prote-

ina HSP-70, segons s'observa per immuno-

histoquimica (Figura 6A, B) i per immuno-

blotting (Figura 6C), es detecta a les 3 hores

despres de la isqubmia, augmenta fins a les

24 hores, i a partir de 4 dies disminueix. Tant

l'mRNA com la proteina nomes es troben en

el canto ipsilateral al d'oclusio de 1'artbria

B

D

FICURA 5. Hibridacio in situ per I'mRNA de la HSP-70 en la isquemia focal transitoria. Cervell de rata control (A). Isquemia

de I)) minuts de durada i 2 hores (C) o 4 hores (E) de reperfusio. Isquemia d'I hora sense reperfusio (B), 0 2 hores (D) o

4 hores (F) de reperfusio. El senyal s'incrementa amb el temps. A (F) s'observa la zona de penumbra que envolta el focus

de I'infart i presenta forta induccio de 1'mRNA de la HSP-70.
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cerebral mitjana (Figures 5 i 6) a les zones

afectades per la isquemia, que son 1'escorca

parietal i piriforme, i l'estriat. Els tipus cel-

lulars que presentee induccio de HSP-70

inclouen neurones, &I-lules glials, endoteli i

cel•lules perivasculars. Hem observat que es

pot establir una gradacio per la sensibilitat

cellular a la isquemia amb 1'expressi6 de

HSP-70, de manera que les &I-lules mes

sensibles son les neurones, que expresser

HSP-70 fins i tot en una situacio d'isquemia

no letal, i despres les cel•lules glials i les

endotelials, que son les mes resistents a la

isquemia. Aquests resultats concorden amb

estudis previs (Kinouchi et al., 1992) en que

s'ha descrit la presencia de HSP-70 en cel-

lules glials. Per esbrinar si les cel-lules

microglials podien expressar HSP-70,

varem fer doble marcatge immunohisto-

quimic amb 1'anticbs per la HSP-70 i un

anticos per un antigen especific de micro-

glia, el MRC OX-42. La immunoreactivitat

de 1'OX-42 colocalitza amb la de la HSP-70

en cel•lules de la zona dorsolateral de 1'es-

triat i al cos callos ales 3 hores postisquemia,

i tambe a la periferia de la zona isquemica

ales 8 hores. Per tant, s'observa la presencia

de HSP-70 en cel•lules microglials amb

morfologia estela-da. En conjunt, aquests

resultats demostren que 1'expressi6 de la

HSP-70 no es un bon marcador de mort o

supervivencia cellular.

C

C I C I C I C I

6 hores 1 dia 4 dies 7 dies

f.

-p72

FIGURA 6. Induccio de la proteina HSP-70 en la isquemia focal transitoria, segons s'observa utilitzant un anticos monoclonal

(Oncogene) per immunohistoquimica a les 24 hores postisquemia ( A, B) i immuno - blotting a diferents temps postisquemia

(C). (B) es un detail de (A) on es mostra la presencia de HSP-70 en neurones piramidals de la capa IV de I'escorca cerebral

ipsilateral . (C) Induccio progressiva de HSP-70 des de les 6 bores fins als 4 dies. Als 7 dies gairebe no es detecta senyal.

C = canto contralateral: I = canto ipsilateral (isquemic).( -p72) indica el pes molecular de la proteina.
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La HSP-70 en la isquemia global

En el jerbu adult, l'mRNA HSP-70 es

detecta per hibridacio in situ en neurones

piramidals de la capes CAI i CA3 de 1'hipo-

camp, i en neurones granulars del cos dentat

ales 3 hores d'una isquemia global de 20 mi-

nuts. Aquest patro regional d'induccio noes

correspon ambles zones que presenten mort

neuronal, ja que la zona afectada a nivell

histopatolbgic es la capa CAI. La proteina

HSP-70 augmenta a partir de 48 hores

postisquemia a la CA3 i al cos dentat (Ferrer

et al., 1995b). Durant el desenvolupament

postnatal (Soriano et al., 1994a), l'mRNA

HSP-70 no es detecta a les 3 hores post-

isquemia, ni a P7 (dia postnatal 7) (Figura

7A,B), ni a P15 (Figura 7C, D), mentre que a

P21 (Figura 7E, F) es troba al cos dentat i en

menor grau a la capa CAl. Finalment, a P30

(Figura 7G, H), el patro es similar al dels

adults. A les 24 hores postisquemia, la pro-

tefna HSP-70 es troba principalment al cos

dentat a partir de P15, en menor grau tambe

a la capa CAl a partir de P21, i tambe a la

CA3 a P30 i en adults (Figura 8). Per tant, no

sembla haver-hi correlacio entre la induccio

de ]a HSP-70 i la vulnerabilitat regional a la

isquemia. Independentment, varem obser-

var que a 7 i a 15 dies postisquemia en adults

la gran majoria de neurones de la CAl son

immunoreactives per la parvalbumina, una

proteina lligadora de calci (Tortosa i Ferrer,

1993; Ferrer et al., 1995b). En controls, les

c0-lules de l'hipocamp immunoreactives per

la parvalbumina son neurones no pirami-

dals situades a la capa piramidal i 1'stratum

oriens de la CAI i CA3, la capa granular del

cos dentat i Phil. Ates que les neurones que

contenen parvalbumina en 1'hipocamp del

jerbu son mes resistents a la isquemia glo-

bal, varem estudiar la possibilitat que aquesta
resistencia fos dependent de 1'expressi6 de

HSP-70. El doble marcatge immunohisto-

quimic per la HSP-70 I la parvalbumina va

mostrar (Ferrer et al., 1995b) la presencia de

dues poblacions neuronals a la capa CAI:

neurones piramidals amb HSP-70 i neuro-

nes no piramidals que tenen parvalbumina

perb no HSP-70. Aquests resultats mostren

que hi ha diferents llindars de sensibilitat i

vulnerabilitat a la isquemia per subpobla-

cions neuronals especifiques.

Induccio de c-jun i c-fos

Generalitats

Les proteines c-Fos i c-Jun estan molt poc

expressades en el cervell d'animals control

pert son induibles per diferents estimuls. La

funcio d'aquestes proteines esta implicada

en la regulacio de la transcripcio, ja que

transporten senyals citoplasmatics fins al

nucli, on interaccionen amb el DNA (Morgan

i Curran, 1991). Homodimers de proteines

de la familia Jun o be heterodimers de mem-

bres de les families Jun i Fos s'uneixen als

llocs AP-1 del DNA i regulen la transcripcio

d'altres gens de resposta mes lenta (Marx,

1987). Duna banda, la induccio rapida i

transitbria de c-fos s'ha relacionat amb l'in-

crement de 1'activitat neuronal (Hunt et al.,

1987; Morgan i Curran, 1991). Tanmateix,

1'expressi6 prolongada de c-fos s'ha associat

amb mort per apoptosi (Smeyne et al., 1993).

Duna altra banda, 1'expressi6 de c-jun tam-

be s'ha vist associada a fenbmens de mort

per apoptosi (Dragunow i Preston, 1995).

Aixi, per exemple, hem observat una intensa

induccio de c-jun en la mort neuronal per

apoptosi indulda per radiacions gamma (Fer-

rer et al., 1995a, 1996) o be per metilazoxi-

metanol (MAM) (Ferrer et al., 1997) en el
cervell de la rata en desenvolupament. En
altres situacions s'ha vist que 1'expressi6 de

c-jun era necessaria per a l'apoptosi (Estus et

al., 1994; Schlingensiepen et al., 1994; Ham et

al., 1995). Pero c-Jun tambe s'ha vist implicat

en situacions de regeneracio (Haas et al.,
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CONTROL

P7

ISCHEMIC

P15

FicuRA 7. mRNA de la HSP-70 en I'hipocamp del jerbu a diferents temps durant el desenvolupament en controls (A. C, E,
G). i ales 3 hores d'una isquemia global transitoria ( B, D, F, H ). ( P) indica el dia postnatal . S'observa inducci6 en el cos dentat
i en les capes piramidals CAI i CA3 despres de la isquemia als 21 i 30 dies. Barra = 500 pm.
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./tom

CA1 ..,.,.^.. 'q^
CA r2

Flct kA 8. 1nimunohistoquimica per la HSP-70 (antichs monoclonal d'Oncogene) a I'hipocamp de jerbu adult control (A) i

ales 24 hores postisquemia (B). CAI i CA3: capes piramidals: DG: cos dentat. S'observa expressi6 de HSP-70 principalment

al cos dental i en menor grau a la CA3 i la CA 1. Barra = 300 pm.

1996). La implicaci6 de c-Jun en situacions

tan diverses podria ser deguda a factors com

la interacci6 de c-Jun amb altres proteines, el

seu estat de fosforilaci6 o la formaci6 de

complexos d'alt pes molecular que hem tro-

bat associats a algunes situacions d'apoptosi

induides en el cervell durant el desenvolu-

pament (Ferrer et al., 1997). El paper d'aques-

tes proteines en la isquemia no es del tot clar.

S'ha suggerit que la inducci6 de cjun previa

a la isquemia confereix protecci6 enfront de

la mort neuronal (Sommer et al., 1995).

c-fos i c-jun en la isquemia focal

Un episodi curt (10 minuts) d'isquemia

focal que no produeix mort neuronal pro-

voca la inducci6 de c-fos (Soriano et al., 1995a).

Comparativament, la inducci6 de c-fos es

mes rapida i molt mes transitoria (Figura

9E, F) que la de c-jun (Figura 9B, C) i la de

hsp-70 (Figura 5C, E). El c-fos es d6na en

cel.lules que sobreviuen a la isquemia ja que

no hem observat canvis histopatologics en

aquest model d'isquemia focal de 10 minuts.

La isquemia d'l hora tambe causa inducci6

transitoria de cfos , i a mes a mes s'ha trobat

c-Fos a les 24 hores (Kinouchi et al., 1994).

Aixb suggeriria que hi ha dues onades d'in-

ducci6 de c-fos diferents (Smeyne et al., 1994).

L'mRNA de c-jun tambe s'indueix des-

pres d'una isquemia focal, tant d'1 hora com

de 10 minuts (Figura 9B,C). Aquesta induc-

cio abasta una extensi6 diferent a la de c-fos.

Predominantment a 1'escorca cerebral 1'ex-

tensi6 de 1'area d'inducci6 de c-fos es mes

gran que la de c-jun i la de hsp-70, de manera

que s'observa inducci6 de c-fos en zones mes

allunyades del focus isquemic, com, per

exemple, l'escorca frontal. Aixb podria ser

degut al que s'ha denominat « fenomen de

propagacio de la depressi6», que consisteix

en la propagacio d'una onada de despolarit-

zaci6 des de la zona isquemica cap a les

regions veines. Com a consegiiencia d'aixb

to Iloc un augment de l'activitat neuronal

(Kinouchi et al., 1994; Uemura et al., 1991).

En conjunt, aquests resultats indiquen que

la inducci6 rapida de c-jun i c -fos tampoc no

es un bon marcador de la mort cellular.

Amb tot, hem observat la presencia de c-Jun

en cellules de zones corticals (al limit de
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FIGURA 9. Hibridacio in situ pets mRNA de c-jun (A, B, C) i de c fos (D, E, F) en rates control (A, D), a I hora (B, E), i a
4 hores (C, F) despres d'una isquemia focal de 10 minuts. El senyal de ofos apareix i desapareix abans que el de cjun, per
aixo cfos sembla que, comparativament, tingui un caracter tries transitori.
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l'escorca parietal i frontal), que envolten el

nucli isquemic a les 24 hores. Aquestes cel-

lules presenten morfologia apoptotica.

Expressib de c-jun en el talem

L'infart cortical provoca la degeneracio i

perdua cellular en el talem del canto ipsi-
lateral a la isquemia que s'observa als 7 i als

14 dies despres d'1 hora d'oclusio de 1'arteria

cerebral mitjana (Figura 10) (Soriano et al.,

1996). Aquesta lesio va acompanyada de
proliferacio glial (Figura 10A). Hem obser-

vat que la mort per necrosi va acompanyada

de la presencia de cel•lules aillades que pre-
senten morfologia apoptotica (Figura 10B,

C) i que es tenyeixen amb la tecnica de
marcatge in situ del DNA fragmentat (Figu-
ra 10G, H). Moltes d'aquestes cellules apop-
totiques son immunoreactives per c-Jun (Fi-
gura 10D, E, F), fet que suggereix que c-Jun
podria estar implicat en 1'apoptosi que con-
tribueix a la degeneracio tal'amica despres
de l'infart cortical.

c-fos i c-jun en la isquemia global

Les proteines c-Fos i c-Jun es detecten po-

ques hores (2-8 hores) despres de una isque-
mia de 5 minuts en el jerbu (Uemura et al.,
1991). Tal com s'observava per a la HSP-70,
el c-Fos i el c-Jun es troben principalment al
cos dentat i a la CA3, mentre que son molt
minoritaris o absents a la CA1 (Takemoto et
al., 1995), que es la zona de l'hipocamp mes
vulnerable a la isquemia. Aquests resultats
suggereixen que la induccio de c-fos i c-jun to
lloc poc despres de la isquemia en cel•lules
que sobreviuran (Takemoto et al., 1995). En
un model d'hipbxia-isquemia en la rata, s'ob-
serva 1'expressi6 de c-jun a la CAI i CA3 a les
24 hores (Dragunow et al., 1993). Durant el
desenvolupament postnatal en la rata, 1'hi-
p6xia-isquemia tambe indueix 1'expressio
transitbria de c-jun i c -fos que es troben tant

en regions del cervell que son vulnerables a

la isquemia, corn en regions que no ho son

(Munell et al., 1994). La induccio de c-fos i

c-jun podria estar implicada en l'adaptacio

de les cellules a una situacio metabblica

diferent, i en la concessio d'una certa plasti-

citat amb que les cel•lules poguessin inte-

grar una xarxa de comunicacio neural dife-

rent durant el periode postisquemic.

Alteracions en 1'expressi6 de mRNA

constitutius

En el model d'isquemia focal en rata hem

estudiat 1'expressi6 de una serie de mRNA

constitutius que codifiquen per proteins

essencials per al funcionament i supervi-
vencia cel-lulars. Aixi, hem estudiat per hi-

bridacio in situ els mRNA de la (3-actina,

calmodulina i el factor d'elongacio II (EF-2).

La (3-actina es una proteina del citoesquelet

ampliament distribuida que esta implicada
en diverses funcions cel-lulars, com, per

exemple, la transmissio sinaptica (Matus et
al., 1982); la calmodulina es una proteina
lligadora de calci molt abundant que es fo-
namental per a la regulacio de 1'activitat
enzimatica i que participa en nombrosos
processos neuronals (Barron et al., 1995); i
1'EF-2 es un factor necessari per a 1'elongacio
de les cadenes proteiques en formacio, ja
que participa en la translocacio dels peptidil-
tRNA en els ribosomes de les cel•lules euca-
riotes (Weissbach et al., 1976). Les rates sot-
meses a una hora d'oclusio de 1'arteria cere-
bral mitjana presenten un senyal d'hibrida-
cio in situ per 1'mRNA de la calmodulina,
0-actina (Figura 11) i EF-2 mes baixa en el
canto ipsilateral comparat amb el contra-
lateral. Aquesta disminucio ja s'observa im-
mediatament despres de la isquemia, i tam-
be al cap de 30 minuts, 2 hores i 4 hores de
reperfusio. Les rates sotmeses a 10 minuts
d'oclusio i tambe les rates control no presen-
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FIGURA 10. Alteracions talamiques en rata als 7 dies d'una isquemia focal d'l hora que ha product infart cortical. (A)

Immunohistoquimica per la GFAP que mostra (fletxa) la proliferacio filial en el talem ipsilateral. (B, C, D, E. F, G. H) Details

del talem ipsilateral. (B, C) Hematoxilina i eosina que mostren (fletxes) cel-Iules amb morfologia apoptbtica (condensacio

de lacromatina i cossos apoptotics). (1). E, F) Immunohistoquimica per c-Jun que mostra cef lutes aillades immunoreactives.

(G, H) Marcatge in situ del DNA fragmentat que mostra els nuclis tenyits de cel•lules aillades. Barra = 20 pm.
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FtouRA 11. Hibridacio in situ amh una sonda especifica per

I'mRNA de la (3-actina en la rata. (A) Control. (B. C)

Isquemia focal transitoria d' I horn. i 30 minuts (B) o 4 hores

(C) de reperfusio. El senyal disminueix en el canto isquemic

(esquerre ).

ten canvis en el senyal d'hibridacio in situ en

el canto ipsilateral comparat amb el contra-

lateral. Es va mesurar la densitat optica del

senyal d'hibridacio in situ en 1'estriat

ipsilateral i el contralateral, i ]a relacio entre

aquestes dues mesures es va calcular per a

cada rata. Aquesta relacio es igual a la unitat

en rates control i rates sotmeses a 10 minuts

d'isquemia, ates que les densitats optiques a

les bandes ipsilateral i contralateral son id'en-

tiques. En canvi, despres d'l hora d'isquemia

la relacio de densitats optiques es inferior a la

unitat, ates que el valor de densitat optica del

canto ipsilateral es significativament mesbaix

que el del canto contralate-ral. Per a 1'mRNA

de 1'EF-2, el valor mitja (± error estandard) de

la relacio entre les densitats optiques del

canto ipsilateral versus el contralateral imme-

diatament despres de 1'oclusi6, o be despres

de 30 minuts, 2 hores o 4 hores de reperfusio,

(0,761 ± 0,13; 0,673 ± 0,06; 0,631 ± 0,17; 0,278 ±

0,09, respectivament) es significativament

menor (p < 0,005) al valor mitja de les rates

control (0,987 ± 0,01) i de les rates sotmeses a

10 minuts d'isquemia i a 1-2 hores de

reperfusio (0,954 ± 0,03).

Aquests resultats demostren que un epi-

sodi sever d'isquemia focal que mes enda-

vant pugui causar perdua cellular compor-

ta la disminucio de 1'expressi6 de certs

mRNA constitutius que codifiquen per pro-

tefnes essencials per al funcionament i la

supervivencia cellular. En canvi, quan 1'epi-

sodi d'isquemia es suficientment curt per no

causar lesio histologica, llavors no s'observa

alteracio d'aquests mRNA. La disminucio

del senyal en el canto ipsilateral es indicati-

va del fet que ha disminuft la transcripcio

dels gens corresponents, pero alternativa-

ment tambe podria explicar-se per un aug-

ment de la degradacio de 1'mRNA. Resultats

similars s'han obtingut per la (3-actina en la

isquemia global en jerbu (Kumar et al., 1995),

i s'ha suggerit que les protefnes del cito-

esquelet podrien tenir un paper en la gene-
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racio de la lesi6 isquemica . A mes, la dismi-

nucio dels mRNA de la calmodulina i l'EF-2

suggereix que mecanismes relacionats amb

el tamponament de calci i la traducci6 po-

drien estar-hi implicats . S'ha descrit que els

nivells d ' altres mRNA constitutius dismi-

nueixen despres de la isquemia (Maruno et

al., 1990; Kumar et al., 1993,1995 ). Per tant, la

disminucio rapida de certs mRNA constitu-

tius pot servir de marcador de dany histopa-

tolbgic abans que aquest dany es manifesti.

DISCUSSIO

La isquemia cerebral causa multiples al-

teracions en el patro d'expressio genica. Hem

vist que no s'ha pogut establir una correlacio

entre 1 ' expressi6 de gens induibles i la per-

dua cellular que esdeve mes tard. Perb, en

canvi, alteracions del patro d ' expressio de

mRNA constitutius podrien ser indicatives

de dany cellular irreversible abans que

aquest dany es manifesti. La presencia de

HSP-70 en una eel-lula determinada indica

que ha estat afectada per la isquemia, perb

no necessariament que hagi de morir com a

resultat d ' aquesta afectacio . La presencia

d'aquesta proteina es dona en cel•lules que

encara son viables i, per tant, que es poden

sotmetre a tractaments farmacolbgics que

puguin prevenir la perdua neuronal pro-

gressiva durant el desenvolupament de Yin-

fart cerebral. Pel que fa a c-fos, no hem pogut

trobar cap relacio entre 1'expressi6 de

l'mRNA, ode la proteYna , i la mort neuronal.

En canvi, el que si que hem vist es que podria

haver -hi una estreta relacio entre la induccio

de c-fos i l'activaci6 neuronal , d'acord amb

altres observacions (Morgan i Curran, 1991).

Tanmateix hem detectat la proteina c-Jun en

&I-lules amb morfologia apoptbtica i en si-

tuacions de fragmentaci6 internucleoso-

mal del DNA. Aix) suggereix que la isque-

mia podria produir apoptosi dependent de

c-Jun (Soriano et al., 1996 ), segons algunes

hipbtesis en altres situacions ( Estus et al.,

1994; Schlingensiepen et al., 1994; Ham et al.,

1995; Ferrer et al., 1995).

El mecanisme responsable dels canvis en

1'expressi6 genica que s'observen despres

de la isquemia cerebral, aixi com el paper

que to cadascun dells tant en la regulacio o
alteracio de 1'activitat cellular com en la

mort cellular , encara es desconeix . Les cel-

lules tenen un nombre limitat de respostes

immediates a una gran varietat de lesions

diferents, i per aixb es troben canvis similars

en un espectre ampli d ' alteracions de 1'en-

torn cellular . Esbrinar quins d ' aquests can-

vis son crucials per al futur de la cel•lula

podria obrir un potencial terapeutic amb

vista a una possible aplicacio en el tracta-

ment de la isquemia cerebral.
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