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RESUMEN

El infarto cerebral constituye actualmente un problema serio de salud publica a nivel mundial. Numerosas evidencias
cientificas indican que el estrés oxidativo y la apoptosis son dos fendémenos estrechamente implicados en la fisiopatologia
del infarto cerebral isquémico, por lo que los modelos de hipoxia son utilizados de forma rutinaria para el estudio de esta
enfermedad. Se conoce que el ictus cerebral puede ser inducido experimentalmente en roedores por oclusion de la
arteria cerebral media, sin embargo, la induccion de hipoxia quimica sigue siendo un método ampliamente utilizado, siendo
el cloruro de cobalto (CoCl,) el compuesto quimico mas empleado. Con el objetivo de evaluar la apoptosis de células
nerviosas como marcador de hipoxia inducida por CoCl,, se utiliz6 una linea de células gliales B92 las que fueron incubadas
con CoCl, a 500 uM por 24 horas y posteriormente se realizaron ensayos de inmunocitoquimica y Western blot. Los
resultados mostraron que el tratamiento quimico induce una disminucién del numero total de células por campo y cambios
morfoldgicos. Las imagenes obtenidas a través del microscopio de fluorescencia revelaron un incremento en la expresion de
NFkB y la técnica de Western blot demostré un aumento de la expresion de Bax, una reconocida sefial proapoptotica.
Concluimos que la exposicion de células gliales B92 a CoCl, promueve una marcada sefial de neuroinflamacion que
desencadena la activacion de mecanismos moleculares que inducen la apoptosis de las células nerviosas, por lo que podria
ser utilizado como marcador en modelos celulares de hipoxia quimica en estudios de infarto cerebral.
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APOPTOSIS OF NERVOUS CELLS AS A MARKER OF CHEMICAL HYPOXIA

ABSTRACT

Cerebral stroke is currently a serious public health problem worldwide. Numerous scientific evidence indicate that oxidative
stress and apoptosis are two phenomena closely involved in the pathophysiology of ischemic cerebral stroke so that hypoxia
models are routinely used for the study of this disease. It is known that cerebral stroke can be induced experimentally in
rodents by occlusion of the middle cerebral artery, however, the induction of chemical hypoxia is still a widespread use,
with cobalt chloride (CoCl,) being the most used chemical compound. In order to evaluate the apoptosis of nerve cells as a
marker of hypoxia induced by CoCl,, we used a B92 glial cell line incubated with CoCl, at 500 uM for 24 hours and
subsequently performed immunocytochemistry and Western blot assays. The results indicate that the chemical treatment
induces a decrease in the total number of cells per field and morphological changes. The images through the fluorescence
microscope revealed an increase in the expression of NFKB and the Western Blot technique showed an increase in the
expression of Bax, a recognized and proapoptotic signal. We conclude that the exposure of glial cells B92 to CoCl,,
promotes a marked signal of neuroinflammation that triggers the activation of molecular mechanisms that induce the
apoptosis of nerve cells, reason why it could be used as a marker in cellular models of chemical hypoxia in studies of
cerebral stroke.

Keywords: apoptosis, hypoxia, cobalt, B92 cells.

INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud estima que cada millones mueren y el resto sufren secuelas irreversibles
aflo mas de 15 millones de personas sufren de [1], al punto de ser considerada la primera causa de
enfermedad cerebrovascular, de las cuales, alrededor de 5 invalidez permanente en la poblacion adulta y una de las
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principales causas de déficit neurologico en el anciano
[2], por lo que esta patologia se ha convertido en un serio
problema de salud publica a nivel mundial y en algunos
paises como Ecuador, representa la tercera causa de

muerte [3].

El ictus o enfermedad cerebrovascular consiste en un
déficit neurologico debido a trastornos isquémicos o
hemorragicos de la circulacion cerebral, siendo el ictus
isquémico su forma predominante [1]. Un cumulo de
evidencias indica que el estrés oxidativo y la apoptosis
son fenomenos estrechamente asociados a la

fisiopatologia del infarto cerebral isquémico [4, 5].

Para estudiar los eventos moleculares que se
desencadenan tras una enfermedad cerebrovascular y
poder establecer nuevas estrategias terapéuticas se
utilizan diferentes modelos experimentales. Hasta el
momento, se han descrito diferentes métodos fisicos para
inducir hipoxia en modelos de animales, siendo la
oclusion transitoria o permanente de la arteria cerebral
media un método ampliamente utilizado [6, 7]. Sin
embargo, para reducir, reemplazar y refinar los ensayos
que utilizan animales de experimentacion [8], una
alternativa es inducir hipoxia quimica en cultivos
primarios o estables de células nerviosas, siendo el
cloruro de cobalto (CoCl,) el compuesto mas empleado

[9-11].

Evidencias experimentales han demostrado que el CoCl,
activa mecanismos celulares que conllevan a la muerte
celular [12, 13] por la activacion de las vias extrinsecas e
intrinsecas de la apoptosis [14], el aumento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la
expresion de caspasas apoptoticas [12] y por cambios en
la transcripcion de genes que codifican diversas proteinas
importantes para la adaptacion celular al estado hipoxico
[13]. Por ello, la activacion de las vias de

neuroinflamacion, estrés oxidativo y apoptosis pueden
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ser considerados marcadores celulares de la induccion de

hipoxia quimica por CoCl,.

Aunque algunos mecanismos de dafio celular provocados
por el cobalto han sido identificados [12, 14], los
resultados no son concluyentes y varian entre los diversos
estudios, y estas diferencias podrian deberse al uso de
diferentes lineas celulares y concentraciones de CoCl,
[15, 16]. Hasta la fecha, no se ha descrito el uso de las
células B92 como modelo de hipoxia quimica. En el
presente trabajo nos propusimos elucidar el uso de esta
linea de células estables como modelo celular para
estudios de enfermedad cerebrovascular. Para ello,
evaluamos la citotoxicidad del CoCl, en estas células y
determinamos algunos marcadores moleculares de

hipoxia.

MATERIALES Y METODOS
Cultivo celular

Las células gliales B92 fueron cultivadas en medio
DMEM suplementado con 2 mM L-glutamina, 100 U/ml
penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 10% (v/v) de
suero fetal bovino (FBS) a 37°C en una atmosfera
himeda de 5% de CO, y 95% aire. Todos los reactivos
utilizados para los cultivos y subcultivos de las células
B92 fueron adquiridos de Thermo Fisher Scientific
(USA).

Ensayo de MTT

Las células fueron sembradas en placas de cultivo celular
de 96 pocillos a una concentracion de 5x10°*
células/pocillo y cultivadas por 24 horas antes del
tratamiento con diferentes concentraciones de CoCl,
(Sigma-Aldrich, USA) en el rango de 10 nM hasta 1 M.
Para determinar la viabilidad celular se utilizo el ensayo
MTT (Invitrogen, USA) de acuerdo con las instrucciones
de la casa comercial y se determiné la absorbancia a 570
nm utilizando un lector de microplacas VictorX3

Multilabel Microplate Reader (PerkinElmer, USA). Los
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resultados se muestran con porciento de viabilidad

celular respecto al control (células sin tratamiento).

Inmunocitoquimica

Los ensayos de inmunocitoquimica se realizaron como se
ha descrito anteriormente [17]. Basicamente, las células
cultivadas sobre cubreobjetos en placas de 6 pocillos
fueron tratadas o no con 500 uM de CoCl, por 24 horas.
Posteriormente las células fueron lavadas con tampoéon
fosfato 1X, fijadas con paraformaldehido al 3,7% a
temperatura ambiente por 15 minutos, tratadas con
glicina 10 mM a temperatura ambiente por 30 minutos,
permeabilizadas con Triton X-100 al 0,1% a temperatura
ambiente por 30 minutos, bloqueadas con albumina de
suero bovino a temperatura ambiente por 1 hora en
agitacion e incubadas a 4°C y en agitacion toda la noche
con un anticuerpo primario anti-NF-kB producido en
raton (sc-8008, Santa Cruz Biotecnologia, USA, dilucién
1:250). Después de extensos lavados las células fueron
incubadas con un anticuerpo secundario conjugado Alexa
Fluor®594  (Invitrogen, USA, dilucion 1:1000).
Posteriormente, las muestras fueron secadas, montadas
con medio de montaje con DAPI (Thermo Fisher
Scientific, USA) y observadas al microscopio de
fluorescencia (Leica DMi8, Leica Microsystems,

Alemania).

Electroforesis de proteinas SDS-PAGE y Western blot

Para determinar la sefial apoptética a través de
electroforesis de proteinas y Western blot se procedié
como se ha descrito anteriormente  [18-21].
Especificamente, las células cultivadas en frascas de 75
cm’® fueron tratadas o no con 500 uM de CoCl, por 24
horas. Al cabo de este tiempo, las células fueron lavadas
con tampon fosfato 1X, colectadas y sonicadas. Las
fracciones de proteinas citoplasmaticas fueron colectadas
por centrifugacion a 4°C y se determind las
concentraciones de proteinas totales mediante un ensayo

de Bradford (Sigma-Aldrich, USA), utilizando una curva
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estandarizada de albumina de suero bovino. 20 ug de
proteinas totales fueron separadas por electroforesis de
proteinas SDS-PAGE al 12% y transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Millipore, USA) utilizado un
semi-dry (Bio-Rad, USA). Las membranas fueron
incubadas a 4°C y en agitacion toda la noche con un
anticuerpo primario anti-Bax producido en conejo (sc-
493, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilucion 1:250).
Después de extensos lavados las membranas fueron
incubadas con un anticuerpo secundario conjugado Alexa
Fluor®488 (Invitrogen, USA, diluciéon 1:1000) y luego
de wvarios lavados fueron reveladas utilizando un
fotodocumentador ChemiDoc™ (Bio-Rad, USA). La
tubulina se us6 como un control de carga interno para

normalizar las cantidades de proteinas totales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad
celular indican que la concentracion de CoCl, que
provoco el 50% de muerte de las células B92 fue de Log
IC50 = -3.07 £ 0.04 (845 £+ 43 uM) (Figura 1). En la
literatura se describe el uso de diferentes concentraciones
de CoCl, tales como 25-300 uM en células de glioma
U87-MG humano [16], 600-900 uM en células de
tubulos renales [22], 200 uM en células PC2 y células
madres embrionarias de raton y concentraciéon mas alta
de 150 mM en células HeLa-Fucci [23, 15], lo que
sugiere que la concentracion de CoCl, a utilizar depende
de la linea celular. Dado que nuestros resultados estan en
el rango de lo encontrado por otros autores en células
neuronales/gliales  [13, 24], establecimos una
concentracion de CoCl, de partida de 800 uM para
inducir hipoxia en las células B92, sin embargo, para
evitar que el compuesto quimico provocara una
disminucién considerable del nimero total de células que
afectara la sefial de los marcadores a determinar,
decidimos definir una concentracion minima (500 pM)
que al inducir muerte celular garantizara la presencia de
sefal de neuroinflamacion y de apoptosis.
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Fig. 1. Curva dosis-respuesta de células B92 tratadas con
CoCl,.
Los resultados de viabilidad celular se confirmaron a
través de microscopia de luz trasmitida (Figura 2), donde
se observo que las células en el cultivo sin tratamiento
mantienen su morfologia, con nlcleos y membranas
definidas. Sin embargo, el tratamiento con 800 pM de
CoCl, por 24 horas provoca una considerable
disminucién del numero total de células por campo e
induce cambios morfologicos tales como pérdida de las
prolongaciones, alteraciones nucleares y disminucion del
volumen celular (Figura 2). Para garantizar que esta
disminucién/cambio no destruya por completo la sefial a
determinar, en los experimentos posteriores se redujo la
concentracion a 500 uM y se tuvo en cuenta el niimero
total de células, garantizando que en las muestras con
tratamiento el total de células en el experimento fuese
como minimo el 50% respecto al control (células sin

tratamiento).
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Fig. 2. Imagenes de microscopia de luz transmitida de
células B92 cultivadas por 24 horas antes del tratamiento
seglin lo descrito en materiales y métodos. A) Células no
tratadas. B) Células tratadas con 800 pM de CoCI2 por

24 horas. Las imagenes fueron obtenidas a través de un

objetivo 63X y son representativas de tres experimentos

realizados de forma independiente. La escala representa

10 pm.

Un estudio previo demuestra que las células U87-MG de
glioma maligno humano al ser tratadas con CoCl,
incrementan la autofagia celular lo que causa una
disminucion del nimero total de células [16] y exponen
que estos cambios son dependientes de la concentracion
de CoCl, utilizada. También, otros estudios donde
utilizan células HeLa-Fucci han informado que Ia
viabilidad celular esta relacionada con modificaciones en
la dindmica del ciclo celular [15]. Por otra parte, ademas
de los cambios morfologicos inducidos por el tratamiento

con CoCl,, en células PC12 se observo fragmentacion del

ADN [12] y en hepatocitos de ratones el compuesto
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provoco procesos degenerativos, alteracion en el
metabolismo de los acidos grasos y nucleos picnéticos
[25]. De la misma forma, se ha sefialado la disminucién
de la viabilidad de las células Moller (una neuroglia
presente en la retina) y la muerte celular a través de la via

apoptotica intrinseca [26].

Se conoce que al mismo tiempo que se produce la
cascada isquémica caracterizada por una deplecion
energética y generacion de moléculas que causan
excitotoxicidad y estrés oxidativo en el tejido isquémico
[27], también se activa la cascada neuroinflamatoria que
involucra una respuesta inflamatoria local que puede
aumentar el dafio cerebral isquémico [28]. Por ello,
incluimos la determinacion de wun marcador de

neuroinflamacion.

El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NF-kP) esta implicado en la
respuesta celular frente a diferentes estimulos daiiinos
que comprometen la viabilidad de las células [29]. De
hecho, la produccion de NF-kf también se ha reportado
en estudios de isquemia/reperfusion cerebral y en
modelos de excitotoxicidad neuronal in vitro e in vivo
[30], lo que indica que NF-kP juega un papel importante

en los procesos de hipoxia [29, 31].

Los ensayos de microscopia de fluorescencia revelaron
que el tratamiento de células B92 con 500 uM de CoCl,
durante 24 horas incrementa de manera considerable la
expresion de NF-kf} en comparacién con el control, todo
ello sin comprometer significativamente la viabilidad
celular (Figura 3).

Aunque se ha sefialado que la apoptosis que ocurre en la
zona de penumbra isquémica puede tener un papel de
neuroproteccion fisiologica [32], ha quedado bien
establecido que en esta area ocurre muerte neuronal y que

es el resultado de procesos apoptoticos. También, dado al
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incremento de neuroinflamaciéon obtenido, decidimos

evaluar la sefializacion apoptoética.

Fig. 3. Imagenes de microscopia de fluorescencia de
células gliales B92 tratadas con 500 uM de CoCl2
durante 24h. A) Control. B). Células tratadas, donde la
sefial en rojo indica los niveles de expresion de NF-kf y
los nucleos se muestran en azul. Las imagenes fueron
obtenidas a través de un objetivo 63X y son
representativas de tres experimentos realizados de forma
independiente. La escala representa 10 um.

Los miembros de la familia de Bcl-2 son importantes
reguladores antiapototicos o proapotdticos y son
ampliamente utilizados como marcadores de apoptosis
[33.  En nuestras condiciones  experimentales
encontramos que el tratamiento de las células con 500
uM de CoCl, durante 24 horas incrementa la expresion

de Bax respecto al control (Figura 4).
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Fig.4. Imagen de SDS-PAGE. Carril 1: Control. Carril 2:
Células tratadas. Como control de carga se utiliz6 la
expresion de tubulina. La imagen es representativa de
tres experimentos realizados de forma independiente.

Hasta la fecha, no existen estudios que demuestren el
aumento de la expresion de Bax e induccion de apoptosis
de células gliales B92 por CoCl, Sin embargo, en otras
lineas celulares como las PC12 [12, 14], rtMC-1 y HK-2
[22] tratadas con el mismo compuesto se ha confirmado
la induccién de apoptosis por la disminucion de la
expresion de proteinas antiapoptoticas Bcel-2 y Bel-XL y
el aumento de la expresion de proteinas proapoptoticas
como Bax. Otros marcadores de apoptosis utilizados en
estudios que involucran el CoCl, incluyen los niveles de
caspasa-3 [14, 16, 24], asi como la produccion de ROS
que actiia sobre las mitocondrias e induce la liberacion de
citocromo ¢ provocando la activacion de la caspasa-9 y la

apoptosis [14].

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que la exposicion
de células nerviosas gliales B92 a CoCl,, promueve
cambios morfolégicos y disminuciéon del ntimero de
células, asi como el desarrollo de una marcada sefial de
neuroinflamacion (NFkB) que desencadena la activacion
de mecanismos moleculares (Bax) que inducen la
apoptosis de las células nerviosas, por lo que podrian ser
utilizados como marcador en modelos celulares de
hipoxia quimica en estudios de enfermedad

cerebrovascular.
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