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RESUMEN/SUMMARY

RESUMEN

Introduccién: El SNC vy el sistema inmune periférico estan en comunicacion
constante. Estimulos inflamatorios de distinta naturaleza como puede ser la
administracion periférica de LPS bacteriano o la exposicion prolongada a estrés
interrumpe la comunicacion homeostatica entre el SNC y el sistema inmune
periférico, lo que conduce hacia un estado pro-inflamatorio. Muchos son los
eventos relacionados con la alteracién de esta homeostasis, como puede ser la
activacién del eje HHA, activacion del sistema nervioso simpatico, trafico de
células inmunes, etc. Muchas de estas respuestas llevan consigo un aumento
en la sefalizacidn pro-inflamatoria y forman parte de la fisiopatologia de
enfermedades en el SNC. Gran parte de la investigacion con respecto a
respuesta inmune y el SNC se centra en la microglia. Sin embargo, se sabe
mucho menos sobre otras células inmunes residentes en el cerebro, como los
macrofagos perivasculares (PVM). Estas células son parte estructural de la
barrera hematoenecefalica, jugando un papel importante en la comunicacion del
sistema inmune al cerebro, transmitiendo y modulando sefales inflamatorias

periféricas.

Los PVM tienen una ubicacion que se podria considerar estratégica para
regular la respuesta inmune, rodeando las arterias y venas que penetran
profundamente en el tejido cerebral conocido como espacio perivascular, lo que
las hace excelentes candidatas para regular las interacciones SNC-periferia en

condiciones de estrés.

Muchos de los estudios centrados en los PVM les atribuyen un papel
regulador en el paso de macromoléculas al SNC, regulacion del eje HHA,
implicacién en modelos de patologias de infeccibn en SNC, entre otros. Con
todo, su papel en el cerebro permanece poco claro tanto en una situacion
fisioldgica como patologica debido a la diversidad de efectos que han
demostrado en los estudios reportados hasta el dia de hoy, asi como los
mecanismos implicados. Esta Tesis Doctoral plantea explorar en profundidad su

papel en modelos de neuroinflamacion asociados con la exposicion a estrés.
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RESUMEN/SUMMARY

Material y métodos: Para elucidar el papel de los PVM en el SNC, se ha
utilizado la administracion central de clodronato encapsulado en liposomas,
induciéndoles a la apoptosis, y de esta manera verificar su papel en varios
modelos de neuroinflamacion, como la administracion periférica de LPS, estrés
agudo por inmobilizacion, estrés social (“repeat social defeat”) y estrés crénico
(“chronic mild stress”), evaluando bioquimicamente los mediadores implicados
en una respuesta inmune y la relacion con los PVM. Ademas de esto, se ha
validado una herramienta de silenciamiento génico direccionado a los PVM como
metodologia, que puede hacer posible un estudio mas especifico de los

mecanismos implicados en su funcién/es.

Resultados: Se ha podido observar a los PVM como reguladores relevantes de
la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo / nitrosativo en corteza frontal de
ratas expuestas a un modelo agudo de estrés por inmovilizacion, concretamente
se ha podido observar que la deplecion selectiva de PVM: 1) disminuyé los
niveles del factor de necrosis tumoral-a (TNFa) y de elementos de la via JAK /
STAT, aumentd los niveles de proteina de los receptores de interleuquina-1y 6
en condiciones de estrés; 2) bloqued la via de sefializacidn inducida por estrés
TLR-4 / MyD88; 3) bloqueé la activacién de la ruta proinflamatoria inducida por
NFkB / COX-2y; 4) evito la peroxidacion lipidica inducida por estrés y el aumento
concomitante de los elementos antioxidantes endogenos dependientes del factor
nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2), glutatién reductasa 1 y desglicasa
asociada al parkinsonismo (PARK?7) dependiente de TNFa. Se ha podido
observar también un papel regulador menos relevante en un modelo de estrés
cronico (CMS), regulando la sintesis y expresion de elementos implicados en la
via de TLR-4 como: TLR-4, CD14, MD2, MyD88 y NF-kB. Otro mecanismo en
que se ha obervado una regulacién de los PVM es el trafico de células inmune
al SNC en modelos de estrés social “repeat social defeat” (Linfocitos T vy
granulocitos) y en la administracion subcronica de LPS (células mieloides
cerebrales CD45"CD11b y monocitos Ly6C"). En el modelo de LPS los PVM
parecen regular los niveles de IL-18 y MMP-9. En un curso temporal de 24 horas
tras la administracion de LPS se estudio el posible papel antiinflamatorio de los
PVM, estando implicados en el balance de las prostaglandinas PGE2 (pro-
inflamatoria) y 15d-PGJ2 (anti-inflamatoria). De manera novedosa se construyo

14



RESUMEN/SUMMARY

con éxito una herramienta metodoldgica para el estudio de los PVM que consistio
en la modulacion génica de moléculas antiinflamatorias que son expresadas por
estas células y que podria representar una prometedora estrategia en el estudio
de los PVM y para la evaluacion del potencial de la manipulacion de estas células
en enfermedades relacionadas con alteraciones en la respuesta inmune en el
SNC.

Conclusién: Los PVM presentan un perfil pro-inflamatorio / oxidante en un
modelo de estrés agudo, podrian regular la respuesta inmune innata en
condiciones de estrés cronico, y regulan el trafico de células inmunes tras la
exposicidon a un agente inflamatorio o estresante. El papel regulador de los PVM
es por lo tanto complejo y puede cambiar en funcién del tiempo de exposicion y
naturaleza de un estimulo inmune. Aun se necesita mucho mas esfuerzo
cientifico para evaluar si su manipulacion farmacoldgica / genética selectiva es
una estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento de
neuropsicopatologias que cursen con alteraciones de la comunicaciéon sistema

inmune-SNC.
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RESUMEN/SUMMARY

SUMMARY

Introduction: The CNS and the peripheral immune system are in constant
communication. Different nature of inflammatory stimuli such as peripheral
bacterial LPS administration or prolonged exposure to stress interrupt
homeostatic communication between the CNS and the peripheral immune
system, which leads to a pro-inflammatory state. Many events are related to the
alteration in this homeostasis, such as activation of the HHA axis and sympathetic
nervous system, increased traffic of immune cells, etc. Many of these responses
carry an increase in pro-inflammatory signaling and represent part of the
physiopathology of CNS diseases. The majority of studies related to the immune
response and the CNS are focused on microglia. However, less is known about
other immune cells resident in the brain, such as perivascular macrophages
(PVM). These cells are a structural part of the blood brain barrier, playing an
important role in the communication between the immune system and brain,

transmitting and modulating peripheral inflammatory signals to the brain.

The position of PVM could be considered strategic in immune response,
surrounding the arteries and veins that penetrate deep into the brain tissue known
as the perivascular space, make them excellent candidates to regulate SNC-

periphery interactions in stress conditions.

Many of the studies focused on PVMs attribute a regulatory role in the passage
of macromolecules to the CNS, regulation of the HHA axis, and involvement in
models of infection in CNS, etc. However, the role of PVM in the brain remains
unclear in a physiological and pathological situation, depending on the diversity
of effects that has been shown in the studies reported to date, as well as the
mechanisms involved, this doctoral tesis aims to explore in depth the role of these

cells in neuroinflammation models associated with stress exposure.

Material and methods: To elucidate the role of PVM in the CNS, the central
administration of clodronate encapsulated in liposomes has been used, inducing
them to apoptosis, and in then checking their role in several models of
neuroinflammation, such as the peripheral administration of LPS, acute restraint
stress, social stress ("repeat social defeat") and chronic stress ("Chronic mild

stress"), evaluating biochemically the mediators involved in an immune response
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and the relationship with the PVM. In addition to this, a gene silencing tool drived
to PVMs has been validated as methodology, which can make possible a more

specific study in the mechanisms involved and their functions.

Results: PVMs have been observed as relevant regulators of the inflammatory
response and oxidative / nitrosative stress in the frontal cortex of rats exposed to
an acute model of restraint stress. Specifically, it has been observed that the
selective depletion of PVM: 1) decreased levels of tumor necrosis factor-a and
elements of the JAK / STAT pathway, increased protein levels of interleukin-1
and 6 receptors under stress conditions; 2) blocked stress-induced signaling
pathway TLR4 / MyD88; 3) blocked the activation of the proinflammatory pathway
induced by NF-kB / COX-2 and; 4) prevented stress-induced lipid peroxidation
and concomitant increase in the endogenous antioxidant elements dependent of
type 2 nuclear factor (erythroid 2 derivative) (Nrf2), glutathione reductase 1 and
parkinsonism-associated desglicase (PARK7) dependent on TNFa. It has also
been observed a regulatory role in a chronic stress model, mainly at 21 days,
regulating the synthesis and expression of elements involved in the TLR-4
pathway: TLR-4, CD14, MD2, MyD88 and NF-kB. A regulatory role of PVM has
been observed in the trafficking of immune cells to CNS both in social stress
model "repeat social defeat" (T lymphocytes and granulocytes) and in the
subchronic administration of LPS (cerebral myeloid cells CD4"CD11b and
monocytes Ly6Chi). In this LPS model, PVM seem to regulate the levels of IL-13
and MMP-9, chemokine receptors and matrix metallopeptidase 9. In a temporary
course of 24 hours after the systemic administration of LPS, PVM presented a
potential anti-inflammatory role, regulating the balance between the
prostaglandins PGE: (pro-inflammatory), and 15d-PGJ: (anti-inflammatory). In a
novel way, a methodological tool was built to produce a genetic inhibition of anti-
inflammatory molecules expressed in PVM. This approach may represent a
promising strategic in the study of PVM, and to evaluate the therapeutical
potential of the manipulation of PVM for the treatment of CNS pathologies related

to alterations in the immune system.

Conclusion: PVM showed a pro inflammatory / oxidant profile in an acute stress
model, could regulate the innate immune response under conditions of chronic

stress, and could regulate the trafficking of immune cells after exposure to an
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inflammatory or stressful agent. The regulatory role of PVM is therefore complex
and can change depending on the duration and nature of an immune stimulus.
Much more scientific effort is still needed to evaluate whether its selective
pharmacological / genetic manipulation is a promising therapeutic strategy for the
treatment of neuropsychological diseases that occur with alterations of the

immune system-CNS bi-directional communication.
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1.1 . Estrés

1.1.1 . Definiciéon y conceptos

Segun la Real Academia Espafiola, el “estrés” se define como una
“Tensidn provocada por situaciones agobiantes que originan reacciones

psicosomaticas o trastornos psicoldgicos a veces graves”.

Dentro del campo de la investigacion biomédica, Hans Selye (rev1998),
describe que una respuesta fisiolégica particular a un estimulo estresante
caracterizaria el “Sindrome General de adaptacion”. Selye hall6 que el
organismo busca una forma de adaptarse a un entorno novedoso, de ahi su

etimologia.

Una descripcion mas detallada fue la del Dr. Bruce McEwen (1993) que
abarcaba componentes psicologicos y fisiologicos: “El estrés puede ser
definido como una amenaza real o imaginaria, a la integridad fisiolégica o
psicoldgica y/o comportamental. En biomedicina, el estrés también se refiere
a situaciones en las que los glucocorticoides (GCs) de origen adrenal y las
catecolaminas se encuentran elevados como consecuencia de una

experiencia estresante”.

Desde entonces han surgido muchas definiciones, pero ninguna es
definitiva en todos los campos. Cabe puntualizar que la definicion de un
concepto tan complejo como el estrés puede dividirse en categorias, como,
por ejemplo: estimulo estresante, estado de un organismo y también la

respuesta general resultante al estrés.

Un estimulo estresante también es cominmente clasificado en funcidn

de su duracién (de menor a mayor): agudo, episddico o subagudo y repetido
o cronico (Black & Garbutt, 2002), y también en funcién de su naturaleza, que

puede ser psicoldgico, fisico o mixto.

El estrés actua sobre el estado de un organismo, alterando su

homeostasis. La homeostasis puede ser definida como el equilibrio dinamico

21



INTRODUCCION

de autorregulacion corporal para mantener parametros bioldgicos en
condiciones estables, que permiten al organismo desempenfar sus funciones
con normalidad (Cannon, 1929a). La alostasis es el proceso activo por el que
el cuerpo responde a estimulos diarios para mantener el equilibrio interno u

homeostasis (rev. McEwen, 1998).

La respuesta al estrés es un proceso complejo que se constituye por

diversos factores cognitivos y/o emocionales, comportamentales vy
fisiolégicos, garantizando la supervivencia del individuo en condiciones
desfavorables (McEwen & Stellar, 1993). Algunos de los cambios fisiologicos
mas caracteristicos que tienen lugar son: redistribucion del flujo sanguineo
hacia al cerebro y musculos, aumento del tono muscular, frecuencia cardiaca,
presion sanguinea, frecuencia respiratoria y motilidad intestinal, preparando

el organismo para la respuesta tipo “lucha o huida”(Cannon, 1929b)

El sindrome general de adaptacion, descrito por Selye, es una

respuesta del organismo a una situacion novedosa que se divide en tres fases:

La primera fase, la que llamé de alarma, en que el organismo detecta
una amenaza, activa un mecanismo para la resolucion a través de liberacion
de adrenalina por la médula adrenal y también de GCs por la corteza adrenal,
ayudando ambos a restaurar la homeostasis. A continuacion de esta fase

vendria la fase llamada de resistencia, por la que el organismo ya se

encuentra preparado para hacer frente a la amenaza, reorientando la prioridad
de algunas funciones fisiolégicas mas necesarias frente al peligro. La tercera

fase corresponde a la fase de agotamiento donde el factor estresante

persistiria, el organismo se agota y la respuesta adaptativa cae. En esta fase

se pueden desarrollar enfermedades o incluso puede acontecer la muerte.
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ESTIMULO |
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FASE DE ALARMA RESISTENCIA AGOTAMIENTO

Fig. 1.- Esquema representativo de las Fases del estrés

No todos los tipos de estrés son necesariamente negativos o nocivos. Cuando
el estrés es generado de forma breve, leve y controlada puede llegar contribuir
al desarrollo intelectual y emocional de un individuo, y en muchos casos ser
percibido como un estimulo placentero y excitante (“eustress”). En
contrapartida, un estrés de mayor intensidad que presente una determinada
duracién podria suponer una amenaza no controlable, produciendo
respuestas adaptativas deficientes (“distress”), pudiendo resultar en distintas

patologias (Selye, 1976).

1.1.2 . Eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA)

El principio de una respuesta al estrés se da por la captacion de
estimulos estresantes desde las areas sensoriales corticales del cerebro. A
partir de ahi, esta informacidén avanza hacia otras regiones cerebrales para su
procesamiento. Las regiones de mayor relevancia son las cortezas cingulada
y prefrontal, aunque también estan implicadas el hipocampo y la amigdala que
en la modulaciéon de la respuesta al estrés pueden inhibir o activar las

neuronas parvocelulares del nucleo paraventricular del hipotalamo.

Una vez activadas las neuronas parvocelulares (PVN), secretan
hormona liberadora de corticotropina (CRH) desde la eminencia media del

hipotalamo al sistema venoso portal. La CRH alcanza la region anterior de la
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hipofisis, o glandula pituitaria (Rock et al., 1984; Dunn & Berridge, 1990),
donde regula la expresion de propiomelanocortina (POMC), un macropéptido
que dard lugar a la hormona adenocorticotropa (ACTH), a beta endorfina y a
la hormona estimuladora de melanocitos a (MSH) (Lightman & Young, 1988;

rev. Cawley et al., 2016)

Las neuronas paraventriculares también liberan arginina vasopresina
(AVP) (Mouri et al., 1993), que también es responsable por la liberacion de
ACTH, sin afectar a su sintesis. La ACTH a través del torrente sanguineo llega
a las glandulas suprarrenales donde actua sobre las zonas fasciculata y
reticularis de la corteza adrenal, para sintetizar glucocorticoides (GC), que

seran secretados a la circulacién sistémica (Axelrod & Reisine, 1984)

El glucocorticoide mas representativo en humanos es el cortisol, siendo
la corticosterona su analogo en roedores. Los glucocorticoides son las
principales “hormonas del estrés” y pueden tener efectos a corto y también a
largo plazo actuando sobre varias areas cerebrales como el hipocampo o la
corteza prefrontal (de Kloet et al., 2005; Groeneweg et al., 2011). Su sintesis
y liberacion estan reguladas por un mecanismo de “feedback” negativo al eje
HHA, lo que significa que cuando los GCs alcanzan niveles altos, inhiben por
si mismos la secrecion de CRH y ACTH en el hipotalamo y la hipdfisis,
respectivamente. (Cole et al., 2000; Russell et al., 2010). Esta retroinhibicion
también se ha descrito a nivel del hipocampo (Sapolsky et al., 1984; Furay et
al., 2008) y de la corteza prefrontal (Hill et al., 2011; Radley & Sawchenko,
2011).
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Periferia

|Glucocorticoides|

" Glandula adrenal
Fig.-. 2 Esquema representativo eje HHA y su mecanismo de regulacion retroinhibitorio
(imagen adaptada de Rebey y Worjaki, 2011.)

. Mediadores del estrés

Glucocorticoides y estrés:

Muchos son los mediadores implicados en la exposicion al estrés, tanto en
sistema nervioso central (SNC) como en la periferia (Garcia-Bueno et al., 2008a).
Los principales mediadores del estrés son los GCs, de los que se conoce desde
hace tiempo su potencial antiinflamatorio (Hench et al., 1950), sobre todo en el
sistema periférico. Recientemente se ha descrito que los GCs derivados de la
exposicidon a estrés pueden tener efectos diferentes segun el 6érgano diana, y al
contrario de lo que se pensaba, en el SNC podrian ejercer efectos incluso pro-

inflamatorios, siempre en funcién del tipo de estrés y su duracién. Estos dos
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perfiles de accidon contrapuestos son conocidos como la “paradoja
glucocorticoidea del estrés” (Sorrells et al., 2009). Ademas, los GCs derivados
de un estimulo estresante puede producir alteraciones en la expresion y
liberacion de mediadores inflamatorios tanto en periferia como en el SNC de
forma independiente pero también de forma conjunta, regulando las propias

interacciones neuroinmunes (Madrigal et al., 2002b).

Como ha sido comentado anteriormente, los GC poseen un perfil
antiinflamatorio e inmunosupresor a nivel sistémico, siendo su aumento un
mecanismo enddgeno de respuesta frente a diversos eventos inflamatorios como
pueden ser el caso de enfermedades autoinmunes, alergias, sepsis, etc.). Por
este motivo los GC sintéticos son prescritos para diversas patologias que tienen
un componente inflamatorio crénico y exacerbado. Sus acciones
antiinflamatorias son muy diversas, inhibiendo los mecanismos responsables de
la activacidon de macrofagos, presentacion de antigenos, migracion y adhesion

celular, activacion de linfocitos B y T (Sorrells & Sapolsky, 2007).

En la actualidad, es creciente el numero de estudios que describen el
desarrollo de leucocitos resistentes al efecto de los glucocorticoides,
especialmente en modelos murinos de estrés social y estrés cronico, esta
resistencia tendria como consecuencia un aumento sistémico en el trafico de
células inmunes y al SNC, una vez que los GC (Weber et al., 2017) no retendrian

su efecto antiinflamatorio como respuesta temprana clasica.

Uno de los mecanismos de accion clasicos por los que los GC ejercen su
funcidn antiinflamatoria es el bloqueo de la via del factor nuclear de transcripcion
kappa B (NF-kB), bloqueando su unién al ADN al activar a los receptores para
glucocorticoides tipo GR. Otro mecanismo complementario es producir un
aumento en la expresion de la proteina inhibitoria del NF-kB, IkB (De Bosscher
et al., 2000; 2003).

En el SNC, los mecanismos de accion de los GCs son muy complejos y
han sido implicados en la regulacion de eventos tales como el aprendizaje,
memoria, neurodegeneracion, neuroinflamacion, neurogénesis, y mecanismos

de adaptacién (McEwen et al., 1999).
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Un ejemplo de esta complejidad es el que tiene lugar a nivel de las
neuronas del hipocampo, que expresan niveles elevados de GR y MR,
resultando en una de las primeras dianas en respuesta a los GC (Jankord &
Herman, 2008). Entre estos efectos, incluirian funciones fisiolégicas mediadas
por el MR y un aumento del GR observado al principio de una respuesta a un
estimulo estresante (de Kloet, 2000) En un principio de la respuesta al estrés se
percibe un incremento en expresion de GR, contribuyendo de forma positiva al
prevenir la muerte neuronal, proporcionando mayor plasticidad sinaptica, y
mejorando el aprendizaje. Por otro lado el exceso en los niveles de GC, y alta
ocupacion de GR, en funciéon de una exposicion a un estimulo prolongado

presenta un efecto deletéreo (Pavlides et al., 1996; Bremner, 1999).

Por lo tanto, los GC pueden presentar acciones diferentes segun la duracion
del estimulo estresante. En un estimulo agudo, su liberacion permite un
incremento de la memoria, lo que ayuda al reconocimiento de situaciones futuras
de peligro. No obstante, cuando este estimulo persiste durante mas tiempo (una
semana, por ejemplo), esta liberacién sostenida puede atrofiar algunas neuronas
del hipocampo, conllevando a un déficit de memoria del suceso estresante que

permite la habituacién y adaptacion del organismo (McEwen, 2004).

Este patron de respuesta podria explicar las diferencias interpersonales a

las respuestas frente a los estimulos estresantes (Sapolsky, 2015).

Por otro lado, un dafo en la funcidén y estructura del hipocampo como
propone la hipdtesis de la cascada de los glucocorticoides, resultaria en una
disminucién de la expresion de GR en la neuronas de esta estructura, lo que
implicaria un fallo en el control del feedback negativo del eje HHA, elevando los
niveles de GC a largo plazo (Sapolsky, 1996), lo que podria producir disfunciones
cognitivas, alteraciones de la plasticidad neuronal, disminucion de Ila
neurogénesis, densidad de las espinas y ramificaciones dendriticas (McEwen &
Magarinos, 2001).

Este efecto deletéreo de los GC, ha sido demostrado también en pacientes
depresivos, y en pacientes con sindrome de estrés post traumatico (SEPT). En
particular, a través de técnicas de neuroimagen, se ha podido relacionar la

pérdida neuronal en el hipocampo y en otras areas cerebrales en condiciones de
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niveles elevados de GC con la duracion y el grado de sintomatologia depresiva

en humanos (rev. Sapolsky, 1996).

La elevacion en los niveles de GC puede ser observada en otras
estructuras del cerebro (aunque no tan pronunciada), como por ejemplo la
corteza, nucleos basales y estriado, afectando a la funcion neuronal en estas

estructuras (Abraham et al., 1997; lyer et al., 1998).

Otro de los mecanismos por los que los GC afectan negativamente el
cerebro son su capacidad para inhibir la utilizacuén de la glucosa por las células
del SNC. Esto podria ocurrir de dos maneras: disociando el transportador de
glucosa GLUT desde la membrana celular hacia al citoplasma (Horner et al.,
1987), y también a través de la inhibicion transcripcional del gen de este
transportador (Garvey et al., 1989). Finalmente, los GC pueden producir muerte
neuronal por excitotoxicidad al aumentar los niveles intercelulares del
aminoacido excitador glutamato y alterar sus mecanismos de recaptacion (Lowy
et al., 1994; Moghaddam et al., 1994).

En resumen, el asumir un papel definitivo para los GCs es una
aproximacion simplista de la realidad, ya que al final dependera de muchos
factores, como el tiempo y magnitud de la exposicion al estrés, la concentracion
alcanzada en los distintos 6rganos afectados, y los distintos mecanismos de

accion dependientes implicados (Sorrells & Sapolsky, 2007).

Catecolaminas y estrés:

La activacion del sistema nervioso simpatico tras un estimulo estresante
ocasiona la liberacién de catecolaminas. En el SNC estas moléculas activan
determinadas regiones del sistema limbico (amigdala, hipocampo, hipotalamo) e
inhiben otras, como por ejemplo la corteza prefrontal (Aggleton et al., 1992). En
la amigdala ciertas catecolaminas, como la noradrenalina (NA), actuan sobre los
receptores [(-adrenérgicos potenciando la memoria, dando lugar a la
rememoracion de un evento estresante, como ocurre en pacientes con SEPT
(Charney et al., 1993). En corteza prefrontal, las catecolaminas liberadas tras

estrés afectan a la atencidn, comportamiento y respuestas adecuadas frente a
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cualquier situacién (Goldman-Rakic, 1987; Winklewski et al., 2017). La NA
también esta implicada en la respuesta al miedo y en el estado de alarma.
Estudios en animales sugieren la activacion de sistemas catecolaminérgicos en
el estado de alerta, lo que también se observa en pacientes con SEPT
(Abercrombie & Jacobs, 1987). Un incremento de la concentracion de dopamina
ocurre después de una situacion de estrés, evento que coincide con la aparicién

de sintomas psicoticos en pacientes con SEPT (Hamner & Gold, 1998).

Las células inmunes son capaces de producir catecolaminas y a su vez
de expresar receptores adrenérgicos, susceptibles a la accion de estas
moléculas, tanto de manera autocrina como paracrina (Josefsson et al., 1996;
Qiu et al., 2004). Las catecolaminas son responsables de su propia regulacién,
influyendo sobre la tirosina hidroxilasa y también en la distribucion de sus
receptores (Stanojevic et al.,, 2013). Las células de origen linfoide expresan
principalmente receptores B-adrenérgicos, mientras que las células de origen
mieloide expresan tanto receptores a como B adrenérgicos (Padro & Sanders,
2014). El efecto resultante de una activaciéon de los receptores B-adrenérgicos
parece ser inmunosupresor, regulando la polarizacion de algunos tipos celulares
a M2, un perfil considerado antiinflamatorio (Brown et al., 2003; Huang et al.,
2013). Por el contrario, la activacion de los receptores a parece presentar efectos
mas proinflamatorios (Spengler et al., 1994; Grisanti et al., 2011). Muchos son
los estudios que apuntan que las catecolaminas ejercen un efecto
mayoritariamente proinflamatorio a nivel central (Johnson et al., 2005; Garcia-
Bueno et al., 2008b; Sorrells et al., 2009), pero aun asi, hay estudios donde se
observan un posible perfil antiinflamatorio, como por ejemplo en el caso de los
efectos de noradrenalina en la actividad glial en enfermedades
neurodegenerativas a través del receptor B2, asi como ocurre en periferia
(Madrigal et al., 2010; Gyoneva & Traynelis, 2013). Estos efectos coincidirian
con que los efectos inmediatos del estrés pudieran ser proinflamatorios, una vez

que el efecto de las catecolaminas es de accién mas rapida que los GC.

1.2 . La excitotoxicidad y el estrés

Uno de los primeros eventos que ocurren en la respuesta general al estrés

es la liberacion al espacio extracelular de aminoacidos excitadores como el

29



INTRODUCCION

glutamato y el aspartato en diferentes regiones del cerebro. (Moghaddam, 1993).
La union del glutamato con su receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) es
responsable de una masiva entrada de calcio (Ca?') dentro de la célula,
produciendo un proceso conocido como excitotoxicidad (Lipton, 1999; Lee et al.,
2002). Un exceso de la concentracion de estos iones es responsable de la
activacion de sefales provenientes de segundos mensajeros que median dafio
celular. Se ha observado que la entrada de Ca?* estimula la actividad por un lado
de enzimas que actuan en la degradacién de fosfolipidos, acidos nucleicos y
proteinas, y por otro impide la produccion de energia en forma de ATP (Sattler &
Tymianski, 2000)

CaZ'i‘

2+
FOSFOLIPASA A2 PROTEINADE PROTEASA ENDONUCLEASA

UNION Ca  (Calpaina)
(Calmodulina)

v v  DEGRADACION DNA
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Fig.-.3 Esquema representativo de la neurotoxicidad inducido por el aumento de Ca?
intercelular, fig. adaptada de Sattler, R. & Tymianski, M. (2000).

Los GC liberados tras el estrés actuan en el proceso de excitotoxicidad

a diferentes niveles:
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1.- Provocan cambios en las subunidades de los canales de Ca?* que
pueden tener como consecuencia el aumento de la entrada de Ca?*, inhibiendo
su recaptacion a través del intercambiador Ca?*/Na* (McEwen & Sapolsky, 1995)
y de la bomba Ca?’ATPasa (Bhargava et al., 2000).

2.- Una liberacion de glutamato en la hendidura sinaptica se regula
mediante un proceso parecido a un “aclarado”, evitando la activacion en masa
de los receptores NMDA vy la potencial excitotoxicidad. Algunos estudios
describen que, tras diferentes estimulos estresantes en respuestas a los GC, hay
una disminucion de la expresion de los transportadores EAAT-2 y EAAT-3
resposnables de ese “aclarado” (Madrigal et al., 2003a). También se ha descrito
como en modelos animales de estrés se produce una inhibicién de la recaptacion

del glutamato en una preparacion ex vivo de sinaptosomas (Leza et al., 1998).

3.- Otro efecto en respuesta a los GC es una caida de los niveles de
adenosina trifosfato (ATP) en cerebro (Tombaugh & Sapolsky, 1992; De
Cristobal et al., 2001) Se ha demostrado que, tras estimulos estresantes, cuando
ocurre esta disminucion de ATP, tiene lugar una reversion de los transportadores
de glutamato, produciendo un efecto contrario de la liberacién, aumentando la
excitotoxicidad. (Lawrence & Sapolsky, 1994; Jabaudon et al., 2000; Rossi et al.,
2000b).

Todos los eventos anteriormente citados conducen a un aumento
extracelular de los niveles de glutamato, que puede tener como consecuencia la
muerte neuronal por excitotoxicidad. La desregulacion glutamatérgica esta
involucrada en cambios morfolégicos y funcionales de neuropatologias
asociadas al estrés, como la depresion (Petty et al., 1985; Grahn et al., 2000;
Zink et al., 2010; Graybeal et al., 2012; Sanacora et al., 2012).

1.3 . Estrés y neuroinflamacion

Los primeros estudios sobre los efectos del estrés en el sistema inmune
sugirieron que un estimulo estresante podia producir inmunosupresion y que
esto estaria relacionado con la susceptibilidad a que un organismo pudiera sufrir
patologias infecciosas de naturaleza viral o bacteriana, donde los GC tendrian

un efecto antiinflamatorio, frenando la activacién del eje HHA, en respuesta a
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una activacion excesiva del sistema inmune (Rhen & Cidlowski, 2005). Después
de muchos afos estudiando el perfil antiinflamatorio de los GC, se observo que
su papel no podria ser definido exclusivamente como tal, ya que se describieron
situaciones y modelos de estrés en los que estos mediadores podrian realizar

acciones predominantemente pro-inflamatorias (rev. Raison et al., 2006).

La inflamacién es una respuesta innata, que permite a un organismo
reaccionar frente a infecciones o lesiones de diverso tipo. No obstante, cuando
esta respuesta es excesiva en intensidad o duracion puede llegar a ser deletérea.
Este evento involucra varios mecanismos que se regulan por la interaccion de
mediadores de distinta naturaleza. Estas complejas interacciones resultan en un
mecanismo no especifico, caracterizado por la activacion de respuestas de fase
aguda como la fiebre, activacion del eje HHA y un comportamiento “tipo
depresivo” (conocido como “sickness behaviour”) que sera explicado mas
adelante (Allan & Rothwell, 2003).

La respuesta inflamatoria que ocurre a nivel del SNC se conoce como
neuroinflamacion, aunque los estimulos que conllevan a este evento pueden ser
tanto locales como periféricos. De la misma manera que una respuesta
inflamatoria periférica, un proceso neuroinflamatorio descontrolado puede ser
dafino sobre la estructura y funcion del SNC. De este modo, enfermedades tanto
neurodegenerativas como neuropsiquiatricas cursan con neuroinflamacién en su
fisiopatologia (Garcia-Bueno et al., 2008a). A este respecto, queda aun por
determinar si la neuroinflamacion es una causa o consecuencia de estas
patologias. En cualquier caso, existe una concurrencia entre la neuroinflamacién

y las distintas alteraciones fisiopatoldgicas en el SNC.

La relacion entre el estrés y el sistema inmune es bidireccional. De este
modo, durante una infeccion, trauma o dafo tisular el organismo libera de
catecolaminas y GC como respuesta homeostatica. Por otro lado, la exposicion
prolongada al estrés produce la liberacion de mediadores proinflamatorios
(Garcia-Bueno et al., 2008a). Durante los ultimos afos en el grupo de
investigacion donde se ha desarrollado esta Tesis Doctoral se ha podido
demostrar que en modelos animales de exposicion a estrés por inmovilizaciéon

de duracién variable en los se produce un aumento los niveles de GC también
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tiene lugar una sobre-acumulacion de mediadores inflamatorios como: citocinas,
quimiocinas, factores nucleares como NF-kB, enzimas proinflamatorias como
INOS y COX-2 y sus respectivos productos oxido nitrico (NO) y la prostaglandina
inflamatoria PGE2, (rev. Madrigal et al., 2003a). En estudios posteriores
utilizando un protocolo de estrés cronico leve o CMS (chronic mild stress)
utilizado como modelo animal para el estudio de la depresion mayor, también se
observé la puesta en marcha de una respuesta pro-inflamatoria en condiciones

de hipercortisolemia (Garate et al., 2011).

En todos estos modelos, la exposicidn en tiempo e intensidad a estos
mediadores neuroinflamatorios podria explicar el dafo celular que tiene lugar en
diversas neuropatologias relacionadas con el estrés (Garcia-Bueno et al.,
2008a).

14 . Mediadores y mecanismos implicados en Ia

neuroinflamacién inducida por la exposicion a estrés

1.4.1 . Citocinas
Las citocinas son uno de los mediadores inflamatorios mas importantes
tras la exposicion a un evento estresante. Son moléculas bioactivas solubles,
producidas por varios tipos celulares, como macrofagos y linfocitos en periferia,
y astrocitos y microglia en el SNC. Su liberaciéon podria regular diferentes
respuestas tanto fisiolégicas como comportamentales en el SNC: por ejemplo,
actuan activando el eje HHA y el SNS, (Katsuura et al., 1988), la hipertermia,
nocicepcion, reducciéon de la ingesta, exploracion social, “depressive-like
symptoms”, anomalias del suefio y déficits cognitivos (Kronfol & Remick, 2000).
Las citocinas producidas por los linfocitos T pueden tener dos perfiles
diferentes: las producidas por los linfocitos tipo 1 (Th1) son las responsables de
activar a otros tipos de linfocitos, células Natural Killer y macréfagos para
amplificar la produccion de citocinas como el interferon gamma (IFN-y), factor de
necrosis tumoral (TNF-a) y la interleuquina-2 (IL-2). Por otro lado, los linfocitos

tipo 2 (Th2) favorecen la inmunidad adquirida humoral, siendo responsables de
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la produccion de anticuerpos y de citocinas como las interleuquinas 4, 5,6 y 10
(Kim & Maes, 2003).

Algunos estudios sugieren que la exposicion a diversos tipos de estrés
altera el balance Th1 / Th2. Concretamente, los GC y las catecolaminas por un
lado potencian la respuesta Th2, activando la producciéon de citoquinas
antiinflamatorias como interleuquinas 10 ,4 (IL-10, IL-4) y el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-(), y por otro suprimen la respuesta de Th1, al inhibir
la liberacién de citoquinas proinflamatorias como TNF-a, interleuquina-12 (IL-12)
e IFN-y (Raison & Miller, 2003). Estos efectos protegen al organismo del acumulo
de citocinas proinflamatorias liberadas principalmente por macréfagos (Raison &
Miller, 2003).

Sin embargo, muchas evidencias complican la relacidon entre citocinas y
estrés, ya que, cada vez mas estudios relacionados con diferentes tipos de
estrés (fisico, psicologico y mixto) en roedores, primates y humanos muestran
un aumento de los niveles plasmaticos de muchas citocinas de perfil
proinflamatorio (TNF-q, IL-183, IL-6, IFN-y) (Dunn et al., 1999), lo que demostraria
que el efecto aislado de las hormonas del estrés, podria ser diferente de cuando
actuan junto a otros mecanismos, como pueden darse por la respuesta general
al estrés, a la vez que depender del tipo de estimulo y de su duracion.

Interleucina 1 beta (IL-1B): es una citocina con un perfil proinflamatorio

que presenta un papel fundamental en distintos modelos de neuroinflamacion y
en muchos procesos neurodegenerativos (Rothwell & Luheshi, 2000).

Muchos agentes estresantes pueden ser responsables de su induccién a
nivel sistémico (Minami et al., 1991; Nguyen et al., 1998). Es una citocina
“temprana”, responsable de orquestar la induccién de otras citocinas a posteriori,
como IL-2, IL-6, TNF-a, que amplifican la respuesta inflamatoria (Lucas et al.,
2006). También es responsable de la produccion de catecolaminas y GC
(Nguyen et al., 1998), y se ha visto involucrada en sintomas de depresion y
déficits cognitivos inducidos por estrés (Maier & Watkins, 1998), ya que su
administracidon exdégena induce sickness behaviour (Dantzer et al., 2008).

Interleucina 6 (IL-6): Es producida a nivel periférico y también en el SNC

por la microglia, neuronas y astrocitos (rev. Erta et al., 2012). En situaciones de

inflamacion local y sepsis, la IL-6 puede ser considerada un mediador clave
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relacionado con la hipertermia (Chai et al., 1996). El dafo tisular, la exposicion a
estrés psicoldgico y fisico también aumentan la produccion de esta citocina, tanto
en humanos como en roedores (Takaki et al., 1994). Como otras citocinas
proinflamatorias, la IL-6 esta implicada en la activacién del eje HHA a diferentes
niveles: hipotdlamo, glandulas adrenales y pituitaria, produciendo la liberacién
de GC (Busbridge & Grossman, 1991) y promoviendo una respuesta de fase
aguda (Jones, 2005).

La IL-6 actua como neuromodulador en el SNC, y es capaz de inhibir
algunos componentes de la respuesta al estrés, como por ejemplo la ansiedad
tras la exposicion a estrés psicologico (Butterweck et al., 2003), indicando que
esta citocina tiene un papel complejo en lo se refiere al estrés, pues presenta

efectos tanto beneficiosos cono nocivos a nivel celular en el SNC.

Factor _de necrosis tumoral (TNFa): es una citocina tipicamente

proinflamatoria que presenta dos isoformas a y 3, siendo su isoforma a la mas
estudiada a nivel del SNC. Esta isoforma se ve elevada tras isquemia, trauma

cerebral agudo y enfermedades neurodegenerativas (Wang & Shuaib, 2002).

En nuestro grupo de investigacion se ha demostrado que la exposicion
a 30 minutos de estrés por inmovilizacion es capaz de aumentar la actividad de
TACE (enzima convertidora de TNFa) en corteza prefrontal de rata, aumentando
en consecuencia los niveles de TNFa (Madrigal et al., 2002a). Se ha observado
en estudios posteriores que el glutamato estaria regulando este aumento en los

niveles de TNFa a través de su receptor NMDA (Madrigal et al., 2002a)

El TNFa actua sobre dos receptores funcionalmente diferentes. El
receptor tipo 1 (TNFR-1) y el receptor tipo 2 (TNFR-2), que son responsables de
vias de sefializacion distintas (Bazzoni & Beutler, 1996). La activacion del TNFR-
1 por el TNFa activa una via de sefalizacion directamente relacionada con
procesos proinflamatorios, teniendo como consecuencia la translocacion del
factor de transcripcion NF-kB al nucleo y poniendo en marcha una respuesta
inmune clasicamente proinflamatoria. Ademas, se ha reportado un aumento de
la sintesis de TNFR-2 en modelos de depresion, relacionado con déficits

cognitivos, memoria, atencion y procesos de aprendizaje (Bobinska et al., 2017).
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1.4.2 . Via del NF-kB

Un mediador clasicamente proinflamatorio implicado en una respuesta

inmune tras un estimulo estresante es el factor de transcripcion kappa B o NF-

KB. EI NF-kB es un heterodimero que presenta dos subunidades principales, p50
y p65, que se expresan en practicamente todo en SNC. En un estado basal el
NF-kB se encuentra en el citosol unido a su proteina inhibidora (IkB), en
condicion inactiva. La activacion del NF-kB ocurre tras la fosforilacion de IkB por
las kinasas de IkB (IKK), cuando esto ocurre el IkB se degrada, y su subunidad
p65 queda libre, translocandose al nucleo y uniéndose a regiones especificas de
ADN responsables, principalmente, de la transcripcion de genes implicados en
el dafio oxidativo/proinflamatorio, como puede ser los genes que codifican para
los enzimas Oxido nitrico sintasa inducible (NOS-2 o iINOS) y ciclooxigenasa en
su isoforma 2 (COX-2).

En el grupo de investigacion en el que se desarroll6 esta tesis doctoral, se
ha observado una activacién y translocacion al nucleo por parte de esta proteina
tras un protocolo de estrés por inmovilizacion de 4 horas en cerebro de rata
(Madrigal et al., 2003a; Garcia-Bueno et al.,, 2008a) Esta activacion es
dependiente de la activacion del receptor TNFR1. Estudios posteriores
relacionan la activacion de NF-kB con la estimulacion del receptor de inmunidad
innata toll like receptor 4 (TLR-4) en modelos de estrés en roedores (Garate et
al., 2011) .

CICLOOXIGENASA 2 (COX-2): Las distintas isoformas de la ciclooxigenasa son

responsables de la produccién de los endoperdxidos PGG2 y PGH:2 a partir del

acido araquidonico de membrana. Posteriormente, estas moléculas seran
trasformadas en los diferentes prostanoides por accidn de enzimas
prostaglandina sintasas especificas de tejido. Uno de los productos principales
de las COXs, es la prostaglandina PGE2 molécula con un alto potencial
proinflamatorio en distintos procesos patologicos (Aid & Bosetti, 2011). Algunos
estimulos como por ejemplo IL-1p o LPS, pueden inducir la producciéon de COX-
2, que es considerada inducible menos en regiones del cerebro como la corteza

prefrontal, hipotalamo o amigdala, donde su expresién es constitutiva (Hoffman
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et al., 2000). La actividad COX-2 puede ser deletérea en cerebro, al formar altos
niveles de PGE2, que a su vez induce una alta liberaciéon de glutamato
provocando muerte celular por apoptosis en astrocitos (Takadera et al., 2002), y
generando también en consecuencia de su actividad especies reactivas de
oxigeno que contribuyen al dafio oxidativo/nitrosativo (Egan et al., 1976). Tras
un estimulo estresante, uno de los primeros estudios en este ambito demostré
un incremento de los niveles de ARNm de COX-2 en cerebro de rata, en un
modelo de estrés por natacion forzada (Yamagata et al., 1993). El estrés también
aumenta la expresion de COX-2 en el tracto gastrointestinal y miocardio (Nie et
al., 2004). En un modelo de inmovilizacion, nuestro grupo de investigacion
demostré un aumento de expresién y actividad de COX-2, en corteza tras 4-6
horas (Madrigal et al., 2003b). La actividad de COX-2 se ve regulada por
glutamato y por NF-kB. En estudios donde se administré un inhibidor de COX-2
(naproxeno), se ha podido observar que se producen alteraciones bioquimicas y
comportamentales, esencialmente relacionadas con ansiedad, que se originan

tras un modelo de estrés por inmovilizacién (Dhir et al., 2006).

Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS): peroxinitrito (ONOO") y 6xido nitrico

(NO): Han sido descritas tres isoformas para esta enzima: sus isoformas
endotelial (eNOS o NOS3) y neuronal (hnNOS), ambas constitutivas, y la inducible
(INOS), que puede ser liberada por células inmunes y también por neuronas tras
recibir estimulos como citocinas, LPS u otros agentes patdgenos (Nathan & Xie,
1994). EI NO es una molécula gaseosa, con una alta capacidad reactiva, que
reacciona con moléculas como por ejemplo anion superoxido (O27) formando el
peroxinitrito (ONOO), que a su vez, es uno de los principales mediadores
implicados en el estrés oxidativo, al producir peroxidacion lipidica, un proceso
citotoxico que conlleva a la muerte celular a través de la desestabilizacion y
degradacion de la membrana plasmatica, liberando productos toxicos en
consecuencia de la degradaciéon de fosfolipidos de membrana como el
malonildialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE), ademas de alterar
proteinas y el ADN (Szabo, 2003). Estudios clasicos describen que tras la
exposicion a estrés hay un aumento de los niveles de NO y de sus metabolitos
estables en el SNC y a nivel periférico (Leza et al., 1998). Tanto los niveles como

la actividad de iNOS se han visto aumentadas en estrés agudo por inmovilizacién
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(seis horas) y también en estrés cronico (tres semanas, seis horas al dia)
(Olivenza et al., 2000; Madrigal et al., 2001a). En estrés, esta molécula también
fue relacionada con una disrupcion de la barrera hematoencefalica (BHE) y con
una disminucion de la funciéon mitocondrial (Madrigal et al., 2001b; Madrigal et
al., 2002b)

La expresion y actividad de iNOS, depende del NF-kB, activado por la
liberacion de glutamato, y también por la acumulacién de citocinas pro-
inflamatorias como TNFa y IL1B en distintos modelos de estrés (Madrigal et al.,
2002a; Pacher et al., 2007).

1.4.3 . Estrés oxidativo y via antioxidante

Hasta la fecha, numerosos estudios han sugerido el importante papel del
estrés oxidativo en la patogénesis y progresion de la depresion mayor y otras

patologias neuropsiquiatricas (Eren et al., 2007), (Halliwell, 2006).

El estrés oxidativo es el resultado del desequilibrio entre los niveles de
especies reactivas de nitrogeno y de oxigeno (RNS/ROS) y los sistemas
antioxidantes endogenos. En condiciones fisioldgicas, estas moléculas son
también sefalizadoras de proliferacion, supervivencia celular, diferenciacion y
apoptosis (Droge, 2002), pero su exceso resulta en el estrés oxidativo, teniendo
como resultado el dafio neuronal. Mediadores inflamatorios como COX-2 e iINOS
y algunas moléculas de adhesidén estan asociadas al estrés oxidativo por la
generacion de ROS. Sin embargo, la mayor produccion de ROS es generada a
partir del metabolismo mitocondrial dependiente de oxigeno, principal fuente de
ATP en la célula. Tal evento sucede cuando este oxigeno no es reducido a
moléculas de agua para generar el gradiente de protones necesario para la
sintesis de ATP, y es reducido parcialmente convirtiéndose en el anién
superoxido, radical altamente reactivo con potencial oxidante. El cerebro, al tener
un alto consumo de oxigeno es altamente sensible a la produccion endoégena de
ROS por este mecanismo, y por ende al estrés oxidativo, siendo el principal

objetivo la gran cantidad lipidos que posee.
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El cerebro cuenta con dos lineas de defensa contra las RNS/ROS, una
mediada por enzimas antioxidantes y otra por moléculas de bajo peso molecular.
Las principales enzimas antioxidantes incluyen a la superéxido dismutasa 1 6
citosdlica (SOD-1) dependiente de Cu y Zn, SOD-2 o mitocondrial dependiente
de Mn, glutation peroxidasa y catalasa. Las dos primeras se encargan de la
conversion del anién superoxido a peréxido de hidrégeno, mientras que las dos

ultimas convierten el peroxido de hidrégeno en moléculas de agua.

La linea de defensa mediada por moléculas de bajo peso molecular esta
formada principalmente por el glutatiéon, acido ascérbico, acido urico y
melatonina. El glutation en su forma reducida es el antioxidante no enzimatico
mas importante, y éste en el momento de reaccionar y convertirse en su forma

oxidada es regenerado por la enzima glutatién reductasa (GR)(Salim, 2017)

La sintesis de las enzimas antioxidantes es dependiente de la activacion
del_Factor Nuclear tipo 2 (derivado de eritroide) (Nrf2). EI Nrf2 es un factor de
transcripcion que pertenece a la familia “Cap’n’collar” con estructura de

cremallera de leucina con un importante papel en la eritropoyesis (Chan et al.,
1996). Su mecanismo de proteccién celular frente a mediadores oxidativos que
comprometen la integridad celular le aporta un papel protector antioxidante en
condiciones de respuesta inmune crénica, como la descrita en las patologias del
SNC.

La presencia de RNS/ROS es responsable de la induccion rapida de Nrf2,
que se encuentra a niveles basales inactivo en citoplasma y unido a su principal
inhibidor, la proteina asociada a ECH tipo-Kelch 1 (Keap-1) que forma
homodimeros capaces de conectar su dominio Kelch C-terminal al Neh2 N-
terminal de Nrf2 (ltoh et al., 1997). Existen diversas teorias acerca del
mecanismo bioquimico por el que se produce la disociacion entre Nrf2 y Keap-1
para permitir la accion de Nrf2 en el nucleo (Dinkova-Kostova et al., 2002;
Levonen et al., 2004; Zhang et al., 2014). La autorregulacion del sistema Keap-
1/Nrf2 parece estar controlada por retroalimentacién negativa en la expresion de
sus componentes (Kaspar & Jaiswal, 2010), la habilidad de Keap-1 para
translocar al nucleo y degradar a Nrf2 y la induccion de genes del proteasoma
(Ma, 2013).
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Tras este evento Nrf2 se transloca al nucleo, uniéndose a la secuencia

consenso conocida como elemento de respuesta antioxidante (ARE por sus

siglas en inglés), 5-TGACnnnGC-3' (n = cualquier base), presente en los
promotores de genes de detoxificacion, antioxidantes y antiinflamatorios, como
NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1 (NQO-1), superdxido dismutasa 2 (SOD-2),
glutation reductasa (GSR) y catalasa (Itoh et al., 1997) (Tanigawa et al., 2007;
Nguyen et al., 2009).

Pero este factor de transcripcion presenta una regulacién aun mas
compleja. La proteina desglicasa DJ-1 (0 PARKY7) activa a Nrf2 y, a su vez, es
inducida por los oxidantes. Esta proteina tiene una funcion protectora en la célula
debido a que actua como un sensor de oxidantes, incluyendo las ROS, mediante
los grupos tioles presentes en su sitio catalitico (Wilson, 2011). La actividad de
DJ-1 como sensor redox permite a su vez regular positivamente a Nrf2, evitando
su unién con Keap1 y su posterior degradacién. Una alta actividad de DJ-1
incrementa los niveles de enzimas antioxidantes.(Clements et al., 2006b; Wilson,
2011).

Por otra parte, las ROS pueden ser responsables de la activacion de una
respuesta inflamatoria en el SNC, a través de la activacion de factores de
transcripcion como NF-kB y AP-1 (Valko et al., 2007). La translocacién de NF-kB
al nucleo, como ya ha sido citado, es responsable de la expresion de mediadores
proinflamatorios, amplificando aun mas el ambiente perjudicial para las células.
Algunos estudios describen que la unién del NF-kB al ADN podria modular el

estado redox de la célula (Nishi et al., 2002).

El Nrf2 presenta por lo tanto una relacién contrapuesta con la via de
sefalizacion proinflamatoria de NF-kB (Liu et al., 2008; Nair et al., 2008). Uno de
los mecanismos que se ha relaciondo con el papel neuroprotector atribuido al
Nrf2 es a través del receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma
(PPAR-y), que inhibe la respuesta inflamatoria y su toxicidad asociada (Ricote et
al., 1998) a través de la 15-deoxi-12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2), su
agonista enddgeno, que es a su vez producida por deshidratacion no enzimatica

a partir de la prostaglandina D2, producto derivado de la actividad de las
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ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1, COX-2), siendo la COX-2 inducida por el factor

proinflamatorio NF-kB.

1.4.4 . Via receptor toll-like

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del organismo frente a
los patdgenos, estando altamente conservada a nivel filogenético. Los
receptores toll-like (TLR), principales reguladores del sistema inmune innato,
forman parte de la familia de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs).
Esta familia consta de varios miembros, habiendo sido descritos en mamiferos
10 subtipos (TLR-1 al TLR-10) (Beutler & Rietschel, 2003). En general,
reconocen patrones moleculares especificos asociados a patégenos (PAMPSs)
(rev. Takeda et al., 2003) y también diversos ligandos enddgenos liberados en
consecuencia a dano tisular, denominados patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPs) o alarminas (Seong & Matzinger, 2004). EI SNC es capaz de
organizar respuestas inmunes innatas contra infecciones o dafio celular a través
de la activacion de los TLRs (Bsibsi et al., 2002). De hecho, el subtipo TLR-4
esta altamente expresado en microglia, las células inmunes residentes en el SNC
(Lehnardt et al., 2003). Ademas, las neuronas (Tang et al., 2008) astroglia (Jou
et al., 2006), oligodendroglia (Kigerl et al., 2007), y el endotelio vascular cerebral
también expresan TLR-4, aunque en menor medida (Nagyoszi et al., 2010; rev.
Garcia Bueno et al., 2016). A pesar de que muchos tipos celulares expresen
receptores de inmunidad innata es sabido que su expresidon es mayor en
regiones que carecen de BHE (area postrema, eminencia media, érgano
subfornical) y en meninges y el plexo coroideo (Lacroix et al., 1998; Laflamme &
Rivest, 2001). Su activacion en estas zonas podria regular las interacciones entre
sistema inmune y SNC, ya que su activacion directa por estimulos periféricos
podria resultar en la expresion de mediadores pro-inflamatorios que activan la
microglia, amplificando las sefiales caracteristicas de la inflamacién (Dantzer et
al., 2008) y causando estrés oxidativo y dafio celular principalmente en neuronas
(Block & Hong, 2007).
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Toll like 4 (TLR-4), fue el primer receptor que se describié en humanos,
siendo identificado como el receptor para el LPS (Takeuchi & Akira, 2001),
componente de la membrana de bacterias Gram negativas (Gram -). Otros
ligandos también presentan afinidad por este receptor, como por ejemplo las
proteinas de choque térmico (heat shock proteins, HSP) 60-70 (HSP60-70), el
fribrinégeno, y la proteina de caja de grupo de alta movilidad 1 (HGMB-1)
(Piccinini & Midwood, 2010). La implicacion de los DAMPs en el proceso llamado
"inflamacion estéril" respalda la idea de considerar al TLR-4 como un receptor
centinela que se activa por algunas senales de peligro / dafio en ausencia de
patdgenos (Mollen et al., 2006).

En concreto, es el lipido A la region endotoxica de la molécula de LPS que
activa la sefalizacion dependiente por TLR-4 (Poltorak et al., 1998). El LPS
circulante es capturado por la proteina de union LPS (LBP) y el dimero resultante
se une a una tercera proteina llamada cluster de diferenciacion 14 (CD14), que
esta presente en la membrana de células inmunes innatas o en plasma en su
forma soluble (Tobias et al., 1995). Una funcion para CD14 es el transporte de
TLR-4 a las regiones ricas en quinasas en los “lipid raft”, amplificando su
senalizacion (Triantafilou et al., 2002).

El siguiente paso es el reclutamiento del co-receptor factor de
diferenciacion mieloide-2 (MD-2) (Shimazu et al., 1999). La union con MD-2 es
fundamental para facilitar la translocacion de TLR-4 a la membrana celular
(Nagai et al., 2002). Una vez estimulado, el complejo TLR-4 / MD-2 es
endocitado, en un mecanismo que controla la respuesta inflamatoria, evitando
que sea excesiva, (Fujihara et al., 2003) ya que una sobreactivacion de esta via
podria conllevar a shock séptico. Cuando CD14 / TLR-4 / MD-2 se asocia con
LPS, se pueden activar dos rutas de sefializacién alternativas (da Silva Correia

et al., 2001) una dependiente y otra independiente de MyD88.
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Fig.-.4 Via de senalizacién inflamatoria dependiente de TLR-4.

Por otro lado, cabe sefnalar lo complejas que pueden llegar a ser las
relaciones moleculares que involucran esta senalizacion, ya que han sido
descritos polimorfismos de respuesta negativa a la sefializacioén al LPS (Ohto et
al., 2012). También se ha demostrado la existencia de ciertas moléculas
derivadas del lipido A como por ejemplo el lipido IVa y eritodan, que presentan
un efecto antagonista como consecuencia de presentar modificaciones
estructurales especificas (Ohto et al., 2007; Shirey et al., 2013). También ha sido

descrito que algunos tipos de LPS en funcién de una diferenciacién en el grupo
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acilo de su estructura molecular podrian actuar antagonizando la sefializacion a
consecuencia de una formacion errénea del complejo de reconocimiento (Erridge
et al., 2004; Triantafilou et al., 2004; Popa et al., 2007).

Via dependiente de MyD88:

TLR-4 se une a la proteina adaptadora MyD88 a través de su dominio
citoplasmico TIR (receptor de interleuquina 1 (IL-1)) y luego recluta la quinasa
IRAK4 asociada al receptor de IL-1. IRAK4 se une y activa el factor 6 asociado
al receptor de TNF (TRAF6). Esta triple asociacién es llamada Complejo 1 (Cao
et al., 1996).

El complejo 1 es disociado de TLR-4 y recluta un grupo de proteinas: TAK-
1 (quinasa relacionada con TGFa) y TAB (proteina de unién a TAK1) 1-3, que
constituyen el complejo-2. Las interacciones entre estas proteinas producen la
fosforilacion de algunas de ellas, lo que permite la activacién de dos posibles
vias secundarias:

1. TAK-1 fosforilada activa IKK (complejo IkB quinasas), que fosforila las
proteinas IkB (inhibidor de NF-kB), induciendo su degradacion a través del
proteosoma y permitiendo la translocacion de NF-kB al nucleo (Delaney et
al..,2006). NF-kB regula la expresion de genes que codifican proteinas
proinflamatorias, como COX-2 e iNOS o las citocinas IL-183, IL-6 y TNF-a.

2. TRAF6 produce la activacion de las protein-quinasas activadas por
mitogeno (MAPK): ERK1/2, p38 y JNK a través de su fosforilacion. Las MAPK
son capaces de regular la activacion del factor de transcripcién proinflamatorio

denominado proteina activadora-1 (AP-1) (Plotnikov et al., 2011).

Otras Vias independientes de MyD88:

Diferentes proteinas adaptadoras desencadenan una transduccion de
senales independiente de MyD88, que son, TRAM (molécula asociada al
receptor toll) y TRIF (Activador de interferon asociado al receptor toll). Estas dos
proteinas adaptadoras dimerizan de diferentes maneras, teniendo como

consecuencia la activacion de distintas vias de senalizacion:
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A través de la formacion del heterodimero TRAM-TRIF: activando la via

de senalizacion TRAF6-TAK1-IKK, etc., como ya ha sido descrito.

A partir de la formaciéon del homodimero TRIF-TRIF: la activacion del

factor de regulacion del interferon 3 (IRF3), a través de la quinasa TBK1, que
activa la produccion de interferon 1 (IFN1) y mas concretamente su isoforma (3,
activando el factor de transcripciéon transductor de sefal (STAT)), caspasas y

moléculas co-estimuladoras (rev. Garcia Bueno et al., 2016).

1.4.5 . Mediadores antiinflamatorios

No todos los mecanismos activados por un estimulo estresante tienen
caracteristicas proinflamatorias. En respuesta a estrés se pone en marcha un
mecanismo de caracter antiinflamatorio derivado de la activacion de COX-2 que
consiste en la sintesis y liberacién del mediador 15-deoxi-prostaglandina Jz,
principal ligando endoégeno de los receptores nucleares activados por los
proliferadores de peroxisoma y (PPARYy). Estos receptores participan
directamente en la regulacion de la respuesta inflamatoria en diversos modelos
de patologias del SNC (Feinstein, 2003; Shie et al., 2009; Sodhi et al., 2011), y
tras la exposicion a estrés, poniendo en marcha mecanismos antiinflamatorios,

antioxidantes, antiexcitotdxicos y pro-energéticos (Garcia-Bueno et al., 2008a)
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Fig.-5. Esquema de las vias proinflamatorias y antiinflamatorias puestas en marcha en el SNC
tras la exposicion a estrés agudo, figura adaptada de Garcia-Bueno, B, 2008.

1.5 . Comunicacién bidireccional entre el sistemainmune y SNC

El SNC vy el sistema inmune periférico estan en comunicacion constante e
influyen en la forma en que los que uno y otro responden a un estimulo
estresante. La exposicion prolongada al estrés interrumpe la comunicacién
homeostatica, es decir “un estado sano”, entre el SNC y el sistema inmunitario
periférico, lo que conduce a la sefalizacion inmune hacia un estado
proinflamatorio. Parte de esta respuesta incluye una senalizacion proinflamatoria
elevada y prolongada en el SNC, que varios autores han relacionado con
trastornos psiquiatricos relacionados con el estrés (Miller & Raison, 2016). Esta
relacion esta también basada en la observacion de que la activacion de

moléculas de seRalizaciéon proinflamatorias interactian con mecanismos
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neurales que median cambios en el estado de animo, la cognicion y la fisiologia
y que funcionan como una defensa adaptativa del individuo contra infeccién o
lesion (Dantzer et al., 1998; Maier & Watkins, 1998).

Uno de los efectos provocado por el estrés esta relacionado con un
aumento en la permeabilidad de la BHE en determinadas zonas del SNC,
permitiendo un eventual paso de moléculas que en condiciones fisioldgicas no
ocurriria (Madrigal et al., 2002b). Mediadores como citocinas proporcionan un
estimulo inflamatorio sostenido, al actuar sobre el eje del estrés estimulando la
produccion de CRF y consecuentemente desregulando el eje HHA a través de

su accion sobre los GR (Raison et al., 2006).

Merece la pena indicar que el estrés también induce una disfuncion
intestinal, abriendo las uniones intercelulares estrechas epiteliales del intestino,
permitiendo el paso de moléculas al torrente sanguineo como el LPS bacteriano,
que representarian otro mecanismo mas propuesto para la comunicacion entre
periferia y SNC tras la exposicién a estrés (Ponferrada et al., 2007; Samak et al.,
2010).

1.6 . Efecto del estrés en células inmunes periféricas (trafico de

células inmunes)

Como ya se comento anteriormente una caracteristica de la respuesta al
estrés es la activacion del sistema nervioso simpatico (SNS). Las fibras nerviosas
simpaticas inervan el tejido linfoide inmune periférico que incluye el timo, el bazo,
los ganglios linfaticos y la médula 6sea (BM), proporcionando asi una via de
sefalizacion directa para regular los procesos inmunes periféricos (Felten et al.,
1985). La activacion del SNS inducida por el estrés provoca la liberacion directa
de catecolaminas en estos 6rganos inmunes, que actua sobre los receptores
para NA expresados por las células inmunes periféricas produciendo respuestas
funcionales que influyen en su desarrollo, fenotipo inflamatorio y capacidad
migratoria (Bierhaus et al., 2003; Nance & Sanders, 2007; Grisanti et al., 2010).
Una activacion prolongada o repetida del SNS, como tiene lugar en la exposicién

a estrés cronico, promueve la produccion en la BM vy liberacion de células
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mieloides, incluidos monocitos y granulocitos (CD11b+,CD45", Ly6G*) (Dhabhar
et al., 2012; Hanke et al, 2012). Estos monocitos tienen un perfil
"proinflamatorio" porque son capaces de circular por todo el cuerpo, entrar en el
tejido afectado y convertirse en células efectoras gracias a su alta capacidad
para liberar citocinas proinflamatorias. En nuestro contexto, esto es muy
relevante, ya que el trafico de monocitos inflamatorios inducido por el estrés
contribuye al deterioro de las condiciones fisicas y mentales de un individuo
(Dutta et al., 2012; Hanke et al., 2012; Seifert et al., 2012; Wohleb et al., 2013;
Heidt et al., 2014; Wohleb et al., 2014a).

La poblacién de monocitos que son inducidos por el estrés crénico son
menos maduros y mas inflamatorios que los monocitos "homeostaticos". Los
monocitos recientemente diferenciados expresan altos niveles del marcador de
monocitos Ly6C (Ly6Chi) (Rose et al., 2012) y presentan una gran capacidad
para desencadenar procesos proinflamatorios, incluida una potente capacidad
fagocitica y una mayor secrecion de especies reactivas de oxigeno (ROS), NOy
citocinas proinflamatorias (Weber et al.,, 2017). Estas células también son
positivas para el receptor de quimiocina C-C tipo 2 (CCR2), que detecta a la
quimiocina CCL2 para regular el trafico celular al tejido inflamado (Audoy-Remus
et al., 2008). Este tipo de monocitos tiende a reducir la expresion de Ly6Clow y
CCR2 a medida que se diferencian hacia un fenotipo antiinflamatorio,
contribuyendo a la reparacion de los tejidos. Esto incluye una expresion
aumentada del receptor de fractalquina (CX3CR1) y la secrecion de moléculas
antiinflamatorias tales como IL-10 (Auffray et al., 2007).

El estudio del trafico de monocitos de perfil inflamatorio en el cerebro es
de extrema relevancia una vez que diversos estudios demostraron que estos se
diferencian en macrofagos (CD11b+CD45") en cerebro, promoviendo una
amplificacion de la sefializacién inflamatoria (Brevet et al., 2010; Wohleb et al.,
2011; Ataka et al., 2013; Wohleb et al., 2013; Sawada et al., 2014; Wohleb et al.,
2014a).

Regulacién del trafico de células inmunes por senalizacion en la BHE:

El reclutamiento de leucocitos al SNC puede ser un evento modulado

por las células endoteliales vasculares que comprenden la BHE. El reclutamiento
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de leucocitos al SNC es un proceso de pasos multiples que se regula mediante
la expresién de moléculas de superficie adherentes en los leucocitos y en las

células endoteliales (Ransohoff et al., 2003).

El primer paso para este evento consistiria en la captura de leucocitos en
la superficie de las células endoteliales. Esto ocurre a través de la expresion de
las moléculas de captura L-selectina y ligando 1 de la glicoproteina P-selectina
(PSGL1) en los leucocitos, y selectina E y P en la superficie luminal de las células
endoteliales. El contacto entre los leucocitos y las células endoteliales permite el
trafico de leucocitos. En este punto, la activacion de los leucocitos mediante
quimioquinas inicia la reubicacion y los cambios conformacionales de las
integrinas, el antigeno 1 asociado a la funcién de linfocito (LFA-1) y el antigeno
4 muy tardio (VLA4), que forman sitios de unién de alta afinidad para la adhesién
firme a las células endoteliales (Kim et al., 2003). El eje quimiotactico CCL2-
CCR2, en particular, esta implicado en la infiltracion mediada de leucocitos en el
SNC en muchos estados patologicos, que incluyen encefalitis por VIH (Eugenin
et al., 2006), isquemia (Dimitrijevic et al., 2006), y estrés (Wohleb et al., 2013). A
continuacion, las interacciones dinamicas entre las integrinas y las moléculas de
adhesion celular (CAM), la CAM intercelular (ICAM) y la CAM vascular (VCAM)
detienen al leucocito en la superficie de la célula endotelial. Una vez que el
leucocito se ha detenido en la superficie endotelial, se pueden polarizar y migrar
a través de mecanismos estrechamente regulados por integrinas/CAM para
entrar en el espacio perivascular (Greenwood et al., 2011). Por lo tanto, si la
exposicion a factores estresantes aumenta la expresidon de moléculas de
adhesion, esto promoveria el trafico de células inmunes circulantes al
SNC(Weber et al., 2017).

Ademas del papel de las células endoteliales de BHE para "atrapar" y
reclutar células inmunes periféricas en el cerebro, un concepto interesante es
que la BHE retransmite la sefalizacion inflamatoria de la circulacién al SNC. Por
ejemplo, las células endoteliales de BHE expresan receptores clave de citocinas
(IL-1R1, IL-6, receptores de TNFa) y la union de estos receptores conduce al
transporte o secrecion de citocinas proinflamatorias adicionales y mediadores
secundarios (prostaglandinas) que propagan la sefalizacion inflamatoria hacia
el SNC (Bebo & Linthicum, 1995; Ericsson et al., 1995; Vallieres & Rivest, 1999).
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Después de la activacion por las citocinas, la microglia residente secreta mas
citocinas proinflamatorias todavia, pudiendo influir directamente en las vias
neuronales e incluso el comportamiento (Quan & Banks, 2007). Este evento
atribuye a la microglia un papel muy relevante en el trafico de células inmunes,
una vez que es activada tras la exposicion al estrés, al amplificar la sefializacion
de citocinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-q, IL-6) y quimioquinas (CCL2) (Wohleb
et al., 2012), proporcionando asi una via reguladora directa de las moléculas de
adhesion.

Otro aspecto a tener en cuenta es que algunos estudios evidencian que
la expresion de moléculas de adhesion de células inmunes (CAM) se produce en
regiones cerebrales especificas después de la exposicidén estrés. Por ejemplo,
ICAM-1 y VCAM-1, moléculas de adhesion consideradas marcadores de trafico
celular (monocito) tempranos a nivel vascular, se incrementaron en las células
endoteliales en el PFC y PVN después de estrés social (Sawicki et al., 2015). De
manera similar a los patrones de trafico de macrofagos (Wohleb et al., 2013), el
aumento de CAM-1 y VCAM-1 se correlacionaron regionalmente con activacion
neuronal y glial dentro de regiones cerebrales sensibles al estrés. Estos datos
sugieren que una relacion neuronal-glial-endotelial, en regiones especificas del
cerebro podria facilitar del trafico de células inmune en un mecanismo
dependiente de expresion de estas moléculas de adhesién (CAM’s) a nivel
neurovascular. Estas dinamicas son importantes porque la presencia de estos
monocitos / macrofagos inflitrados ha sido directamente implicada en la
patogénesis de patologias neuropsiquiatricas relacionadas con el estrés, como
por ejemplo la depresiéon, como ha sido citado anteriormente. (Beumer et al.,
2012; Torres-Platas et al., 2014).

Resistencia a GC:

Algunos tipos de estrés social conllevan la diferenciacion de monocitos
que son insensibles a los GC. Los niveles de GC elevados es uno de los
mecanismos por los que el estrés inhibe los procesos inflamatorios al reducir la

viabilidad de las células inmunitarias (Coutinho & Chapman, 2011).

La resistencia a GC probablemente esté mediada por la pérdida de

retroalimentacion antiinflamatoria del receptor GR para GC. Tipicamente,

50



INTRODUCCION

cuando los GC se unen a sus receptores, estos se traslocan al nucleo para
activar los elementos sensibles a los glucocorticoides (GRE). Los GRE activados
promueven efectos antiinflamatorios mediante la inhibicion del factor de
transcripcion proinflamatorio NF-kB y la transcripcion de moléculas de
sefalizacion antiinflamatorias (De Bosscher et al., 2003). La translocacion del
receptor de GC esta alterada en los esplenocitos después un estimulo por estrés
social (Quan et al., 2003), reduciendo asi la capacidad de los GC para inhibir la

transcripcion dependiente de NF-kB.

Se tiende a generalizar la respuesta mielopoyética a todos los modelos
de estrés crénico en roedores. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
el "estrés" no produce una respuesta homodloga a través de mecanismos
comunes entre todos los tipos de estrés. Por ejemplo, varios estudios
investigaron la respuesta inmune al estrés cronico por restriccion de movimiento
y reportaron una disminucién de la funcion de las células asesinas naturales
(NK), secrecion de citocinas y replicacion viral mejorada (Hunzeker et al., 2004;
Tseng et al., 2005; Jin et al., 2013). Los efectos inmunes opuestos sobre las
células mieloides entre estrés social y la restriccion cronica pueden explicarse
por las diferencias en los GC circulantes. De este modo, en algunos modelos de
estrés social, el estimulo es realizado justo antes del ciclo de oscuridad lo que
produce un aumento importante en los GC circulantes, pero que baja sus niveles
basales unas pocas horas después de la aplicacion del estimulo, sin afectar su

ritmo circadiano de sintesis.

Muchos estudios citados en este apartado evidencian de que el trafico de
leucocitos con un perfil proinflamatorio al cerebro en modelos de estrés e
inflamacion periférica promueve resultados conductuales negativos, en el estado
de animo y el comportamiento, como “sickness behaviour” y ansiedad, pudiendo
ser un evento clave en el eje de la sefializacién inmune al cerebro, haciéndose
necesario elucidar los diferentes componentes que pudieran estar implicados en
el trafico inmune celular. (D'Mello et al., 2009; Hasegawa-Ishii et al., 2013;
Sawada et al., 2014).
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1.7 . Papel de los macréfagos perivasculares (PVM)

Existe una evidencia creciente indicando que las células del sistema
inmune innato, como las células mieloides, desempenan un papel fundamental
en el mantenimiento de la homeostasis cerebral y en los mecanismos
fisiopatoldgicos de las enfermedades del SNC (Engelhardt et al., 2017; Herz et
al., 2017; Prinz et al., 2017). Gran parte de la investigacion en esta area se ha
centrado en la microglia, células mieloides residentes del cerebro, que han sido
implicadas en una amplia variedad de procesos en el desarrollo, la funcién y la
enfermedad del cerebro (Saijo & Glass, 2011). Sin embargo, se sabe mucho
menos sobre otras células inmunes innatas que residen en el cerebro, como
los macréfagos perivasculares (PVM). Los PVM son células mieloides ubicadas
en el compartimiento perivascular que rodea las arterias y venas, ya que
penetran profundamente en el tejido cerebral (espacio perivascular o espacio
de Virchow-Robin). Aunque las células mieloides asociadas a los vasos
sanguineos cerebrales se han descrito durante varias décadas, su origen,

identidad de linaje y funcion no se han dilucidado completamente.

Los PVM presentan una morfologia alargada o ameboide con procesos
de ramificacidon que envuelven a los vasos sanguineos en los que residen. Los
PVM poseen capacidad fagocitica constitutiva (Kida et al., 1993) y expresan
numerosos marcadores de activacion como MHC tipo Il de superficie que se
encuentran tipicamente en los macrofagos periféricos. Aunque a un ritmo
reducido, en condiciones basales, son continuamente reemplazados por
monocitos sanguineos, que como se vera mas adelante, se caracterizaran por
tener un origen diferente. Después de la estimulacion inflamatoria, su tasa de
reposicion aumenta sustancialmente. Estas células son parte estructural de la
BHE, jugando un papel importante en la comunicacién del sistema inmune al
cerebro, al transmitir y modular senales inflamatorias periféricas al cerebro
(Williams et al., 2001a; Konsman et al., 2007).

En 1988, Hickey y Kimura describieron unas células perivasculares, a
las que denominaron "células microglias perivasculares", derivadas de la

médula 6sea (BM) y capaces de presentar antigenos a los linfocitos. Estas
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células, positivas para la glicoproteina ED2 de la superficie celular, mostraron
una forma alargada y una ubicacion alrededor de los vasos sanguineos
cerebrales (Hickey & Kimura, 1988). Otras células con caracteristicas similares
también se encontraron en asociacidon con las leptomeninges. Sin embargo,
Graeber et al. sugirieron que estas células perivasculares ED2 + eran distintas
de la microglia, que no son positivas para ED2 (Graeber et al., 1989). Después
de la purificacién y secuenciacion, el antigeno ED2 se identific6 como CD163,
una glicoproteina de membrana que pertenece al grupo B de la superfamilia
rica en cisteina del receptor scavenger (SRCR), que funciona como receptor de
alta afinidad para el complejo hemoglobina-haptoglobina (Fabriek et al., 2005).
Las células CD163+ también fueron positivas para el marcador fagocitico CD68
y negativas para la actina del musculo liso, lo que confirma que estas células
perivasculares eran macrofagos y no pericitos o células musculares lisas
(Fabriek et al., 2005; Kim et al., 2006). Estos hallazgos, colectivamente
establecieron a los PVM como una poblaciéon distinta de células mieloides
ubicadas en el espacio perivascular que envuelve los vasos sanguineos
cerebrales.

En modelos murinos, PVM también se caracterizan por expresar el
receptor de manosa (CD206) (Galea et al., 2005; Faraco et al., 2016). CD206
se expresa por poblaciones especificas de macrofagos (Linehan et al., 1999) y
esta involucrado en el reconocimiento de patégenos y endocitosis mediada por
receptores (Linehan et al., 1999). La expresion de CD206 se observa en PVM,
macrofagos meningeos (MGM) y macréfagos del plexo coroideo (CPM), pero
no esta presente en la microglia (Goldmann et al., 2016) ni en los leucocitos
que se infiltran en el parénquima cerebral (Galea et al., 2005). A diferencia de
CD163, CD206 no se expresa en monocitos infiltrantes, lo que indica que es un
marcador mas especifico de PVM (Holder et al., 2014). Los niveles de
expresion de CD45 son mas altos en PVM en comparacion con la microglia,
que se puede utilizar para diferenciar estos tipos de células mediante citometria
de flujo (Goldmann et al., 2016).

El origen de PVM todavia se esta debatiendo. Hickey y Kimura
sugirieron que derivan de BM y se reemplazan continuamente por monocitos

sanguineos (1988). Algunos estudios aprovecharon la capacidad de PVM para
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fagocitar el dextrano para investigar el recambio de PVM tras su deplecion.
Estos estudios revelaron que, después de 1 mes, aproximadamente el 6% de
PVM eran solo positivos para el marcador inyectado, es decir, "nuevos"
macrofagos (Bechmann et al., 2001; Kim et al., 2006). Estos datos sugieren que
los PVM se renuevan continuamente, aunque a un ritmo relativamente lento,

pero no se pudo determinar la fuente de los nuevos PVM.

Otros estudios también respaldan la idea de que los PVM y MGM no son
reemplazados por monocitos circulantes. Sabiendo que el receptor de
fractalquina Cx3cr1 se expresa en células mieloides residentes en el cerebro,
incluyendo la microglia, CPM, PVM y MGM, Goldman y col. utilizaron ratones
quiméricos con la recombinacién de los genes de la proteina amarilla
fluorescente (YFP) y del CX3CR1, mediada por la CRE-recombinasa inducible
por tamoxifeno, obteniendo la expresién de YFP en células positivas a CX3CR1
en periodos embrionarios. Teniendo en cuenta que, en esta etapa de desarrollo,
el linaje hematopoyético que proporcionan las células sanguineas después del
nacimiento aun no se ha desarrollado, se puede suponer que todas las células
que expresan CX3CR1 se derivan de precursores eritromieloides del saco
vitelino, la principal fuente de células embrionarias hematopoyéticas. Al usar
este enfoque, los autores de este estudio pudieron demostrar que los CPM,
PVM y MGM positivos a YFP estan presentes en el cerebro embrionario,
ademas de comprobar a través de imagenes de microscopia electronica su
presencia alrededor de los vasos en el espacio perivascular, meninges y plexos
coroideos. Tanto los PVM como los MGM mantuvieron la expresion de YFP
inclusive hasta las 6 semanas de edad de los ratones, confirmando que en la
etapa adulta estas células no son reemplazadas por monocitos circulantes
infiltrados. Sin embargo, en los CPM este evento no se siguido observando
(Goldmann et al., 2016), lo que puede sugerir una reposicion desde diferente

origen.

1.8 . Fisiopatologia de los macréfagos perivasculares
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Los PVM estan implicados en una amplia variedad de estados

patolégicos en SNC:

Activacion del eje HHA y PVM: Los PVM se han implicado en la activacion

del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HHA) en una amplia variedad de
entornos. La inflamacién sistémica se asocia con la activacion del eje HHA y la
fiebre, respuestas que requieren la prostaglandina E2 (PGE-2) vascular (Turnbull
& Rivier, 1999). La administracién sistémica de IL-1p o LPS aumenta la enzimas
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la PGE:2 sintasa microsomal-1 (m-PGES-1) en las
células endoteliales cerebrales (Elmquist et al., 1997). A su vez, la liberacion de
PGE: es responsable de la activacién del eje HHA, lo que lleva a la liberacion de
las hormonas del estrés, la ACTH y la corticosterona, y la induccion de fiebre.
Esta respuesta implica la sinergia entre PVM y las células endoteliales
cerebrales, pero depende criticamente de las caracteristicas del estimulo
inflamatorio (Vasilache et al., 2015). Por ejemplo, en la inflamacion sistémica
inducida por IL-1, la deplecion de PVM suprime el aumento en la COX-2,
endotelial y la activacion de PGE2yHHA, mientras que en la inflamacién inducida
por LPS, la deplecion de PVM aumenta esta respuesta (Serrats, et al, 2010). Por
lo tanto, PVM parecen promover o suprimir la activacién del eje HHP inducida
por la inflamacion sistémica dependiendo de la naturaleza y la complejidad del

estimulo inflamatorio (Schiltz & Sawchenko, 2002).

Alzheimer y PVM: La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de

demencia relacionada con la edad y se caracteriza patologicamente por la
acumulacion del péptido amiloide- (AB) en el cerebro (placas amiloides) y los
vasos sanguineos cerebrales (angiopatia amiloide cerebral) (De Strooper &
Karran, 2016). Enriquecidos con receptores scavenger, los PVM pueden estar
involucrados en la eliminacion de productos de desecho del parénquima cerebral
(Mato et al., 1982; Kida et al., 1993). En ratones que expresan una forma mutante
de la proteina precursora amiloide (APP) (ratones TgCRNDS8), un modelo de
acumulacion de amiloide cerebral, tras la deplecion de los PVM por Clodronato
encapsulado en liposomas, aumentoé la deposicion de amiloide-f3 alrededor de
los vasos sanguineos cerebrales (Hawkes & McLaurin, 2009). La deplecién

selectiva de PVM inhibi6 el estrés oxidativo vascular y las alteraciones
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neurovasculares inducidas por AB, ya sea aplicadas directamente a la
neocorteza de ratones de tipo salvaje o producidas enddégenamente en ratones
Tg2576que sobreexpresan la APP mutada (Park et al., 2017). Estos hallazgos,
colectivamente, podrian implicar a PVM en la fisiopatologia de la EA y sugieren
que los receptores de PVM, como por ejemplo SR-BI, son cruciales para modular
la acumulacién de AB en el cerebro suponen algunos efectos dentro de un

contexto neurovascular.

Infecciones del SNC y PVM: En un modelo de meningitis estreptocdcica en rata,

la deplecion de los PVM a través del CLO encapsulado en liposomas se asocio
con un empeoramiento de los sintomas y una mayor carga de bacterias en el
liquido cefaloraquideo (LCR), un efecto atribuido a la reduccién del influjo de
neutréfilos en el parénquima cerebral. En otro estudio se observa que PVM y
MGM pueden jugar un papel protector en la meningitis bacteriana promoviendo
la afluencia de neutréfilos en el cerebro necesaria para contrarrestar las bacterias
invasoras (Polfliet et al., 2001). Del mismo modo, la deplecion de PVM es
beneficiosa en la encefalitis inducida por la administracion intranasal del virus de
la estomatitis vesicular (VSV). Por lo tanto, la deplecién de PVM y MGM por CLO
suprimié la acumulacién cerebral de neutréfilos y células T, redujo la carga de

VSV y mejoré los déficits motores (Steel et al., 2010).

Alrededor del 60% de las personas infectadas con VIH presentan

evidencias de disfunciones neuroldgicas, 30-40% desarrollan déficits cognitivos
graves (demencia asociada al SIDA) (Williams & Hickey, 2002). Diversos
estudios sugieren que los PVM son la principal poblacion de células infectadas
por el VIH o el virus de la inmunodeficiencia simia (SIV), un modelo de primates
del SIDA (Williams et al., 2001b). Se propuso que el virus podria ingresar al SNC
en monocitos infectados destinados a convertirse en PVM (Williams & Hickey,
2002). Sin embargo, mas del 80% de los PVM en las lesiones estan presentes
en el cerebro antes del desarrollo de la patologia, lo que sugiere que los PVM
residentes en el cerebro, en lugar de los monocitos periféricos reclutados en la
lesion, pueden ser la diana de la infeccion (Nowlin et al., 2015). En este contexto,
las células que expresan Ki-67, un marcador de la proliferacion celular, se
encontraron en las lesiones SIV. La mayoria de estas células eran CD163 + y se

localizaban en el espacio perivascular. Por lo tanto, la proliferacién de los PVM,
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en lugar del reclutamiento de monocitos de la periferia, podria ser el principal
mecanismo de formacion de lesion encefalitica y la persistencia del reservorio

viral en el cerebro (Filipowicz et al., 2016).

Esclerosis multiple y PVM: Los PVM aumentan en numero en las lesiones

de esclerosis multiple activas y son positivos para la proteina basica de mielina
y para el complejo de histocompatibilidad principal HLA-DR, lo que sugiere que
podrian procesar y presentar antigenos (Zhang et al., 2011). En la
encefalomielitis alérgica experimental aguda (EAE), un modelo de esclerosis
multiple en ratas, el numero de PVM aumenta antes del inicio de la enfermedad,
y su deplecion mejora los sintomas neurolégicos. Aunque los mecanismos de
este efecto no son claros, los PVM pueden actuar como células presentadoras
de antigenos y reactivar las células T una vez que cruzan la BHE para infiltrarse
en el cerebro (Polfliet et al., 2001). Ademas, los PVM pueden exacerbar la EAE
promoviendo el reclutamiento de monocitos a través de la expresion de
quimiocinas como MCP-1 y MIP-1a (proteina inflamatoria de macréfagos 1a)
(Hofmann et al., 2002).

Factores de riesgo cerebrovasculares y deterioro cognitivo: los PVM han

sido recientemente implicados en las alteraciones cerebrovasculares vy
neurocognitivas inducidas por la hipertension arterial. La hipertension induce
cambios en la estructura de los vasos sanguineos cerebrales que conducen a
una reduccion en el diametro vascular (hipertrofia y remodelacion). También
altera los mecanismos reguladores neurovasculares, como el aumento del flujo
sanguineo cerebral (CBF) producido por los vasodilatadores dependientes del
endotelio o por la actividad neuronal, que conduce a la disfuncion cognitiva
(Faraco & ladecola, 2013). Estos efectos son, en su mayor parte, mediados por
especies de oxigeno reactivo (ROS) producidas por una NADPH oxidasa (NOX2)
(Capone et al.,, 2011). La deplecion de PVM en ratas espontaneamente
hipertensas propensas a ACV compensa algunos de los cambios en la estructura
vascular inducidos por la hipertension crénica y mejora la vasodilatacién inducida

por la acetilcolina, un vasodilatador dependiente del endotelio (Pires et al., 2013).

Lesion cerebral traumatica y PVM: La acumulacion de células CD163+

alrededor de los vasos sanguineos cerebrales se ha demostrado en muestras de
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autopsias de pacientes con lesion cerebral traumatica, hemorragia intracerebral,
isquemia cerebral focal y encefalopatia hipoxica. Su numero aumenta con el
tiempo y se observa incluso en pacientes con lesiones crénicas (Holfelder et al.,
2011; Zhang et al., 2012). Sin embargo, dado que no se realizd ninguna
caracterizacion adicional, no esta claro si éstas células son monocitos derivados
de sangre o PVM. Las células CD163+ aumentan con el tiempo también en un
modelo de rata de lesion cerebral traumatica (Zhang et al., 2012), pero la
identidad de estas células no se ha definido, y el papel de PVM aun no se ha

establecido.

Depresion y PVM: Torres-Plata (Torres-Platas et al., 2014), ha realizado

un estudio en el que observo la morfologia y la distribucion de células inmunes
(macréfagos y microglia) en la corteza blanca cingulada dorsal (dACC), regién
conocida por su implicacion en los trastornos del estado de animo, en pacientes
deprimidos y consecuente suicidio. Ademas, este estudio revela que la
proporcion de microglia en “reposo" sobre la ramificada aumenté
significativamente en los individuos deprimidos y suicidas, la proporcion de vasos
sanguineos rodeados por una alta densidad de macrofagos fue mas del doble
en los individuos deprimidos y suicidas que en los controles, y esta diferencia fue
muy significativa. También se percibié un aumento de la expresion de mRNA de
CD45, un marcador enriquecido en los PVM, sobre todo en su localizacién junto
a los vasos observados por inmunohistoquimica (IHC), y también se pudo
observar un aumento significativo de MCP-1, una quimiocina implicada en el
reclutamiento de monocitos circulantes. Estos datos histolégicos y moleculares
sugieren que el acumulo de macréfagos asociados con los vasos sanguineos
puede estar relacionado con el reclutamiento de monocitos en la sustancia
blanca del nucleo accumbens dorsal de pacientes deprimidos que han sufrido
suicidio, aunque no puede excluirse que otros mecanismos puedan ser

responsables de esta acumulacion.

Las evidencias citadas (Faraco et al., 2017) sustentan la idea de que los
PVM son un componente clave del sistema inmune residente en el cerebro, con
amplias implicaciones para la fisiopatologia de diferentes enfermedades del
SNC. Una mejor comprensién de los PVM podria conducir al conocimiento de

nuevas estrategias terapéuticas.
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1.9 . Estrés, “sickness behaviour”, alteraciones de

comportamiento y depresion.

La exposicion al estrés cronico o los eventos traumaticos aumentan el
riesgo a desarrollar trastornos del estado de animo o ansiedad y puede afectar
gravemente la calidad de vida del individuo (Kessler, 1997; Gilman et al., 2013).
No todas las personas que experimentan un evento estresante padecen de
efectos negativos y experimentan un estado patolégico. Los mecanismos
bioldgicos subyacentes a los efectos nocivos del estrés en la salud mental son
de importancia clinica para identificar los factores que promueven la resistencia
individual frente a la patologia o resiliencia. Los avances hacia el entendimiento
de cémo los procesos neuroinmunes median las funciones conductuales,
afectivas y neuroquimicas ofrece una nueva perspectiva para comprender la

etiologia de los trastornos psiquiatricos.
“Sickness Behaviour’” o comportamiento tipo depresivo:

Los procesos inflamatorios inducen cambios conductuales
caracterizados por letargo, anorexia, dolor hipersensibilidad e interaccién social
reducida, conocidos colectivamente como “Sickness Behaviour”. Estos sintomas
se pueden equiparar de cierta forma a los que se observan en la depresion mayor
(DM), y a partir de ahi se empezd a pensar que los mecanismos inmunes o
relacionados con la inflamacion podrian estar involucrados en la fisiopatologia

de los trastornos del animo (Miller et al., 2009).

Un modelo muy utilizado y estandarizado para inducir el “Sickness
Behaviour” es a través de un estimulo inmune periférico (como por ejemplo la
administracién sistémica de una endotoxina como el lipopolisacarido bacteriano
(LPS). Ademas de estas respuestas conductuales, los individuos afectados,
experimentan fiebre y muestran elevacion de los niveles plasmaticos de citocinas
y cortisol, y un aumento en el numero de leucocitos circundantes (monocitos y
granulocitos). Una de las caracteristicas distintivas importantes es la duracion de
los sintomas: para ser clasificado como “Sickness Behaviour”, deben estar

presentes después de la resolucion de los déficits locomotores, tipicamente 48
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horas después de la administracion de LPS. Por otra parte, las diferencias en los
cambios en los niveles de glucocorticoides y citocinas proinflamatorias pueden
diferenciar enfermedad y “Sickness Behaviour”. Por ejemplo, en roedores,
“Sickness Behaviour” a menudo coincide con aumentos hasta 100 veces de los
niveles plasmaticos de citocinas como TNFa, mientras que, en un modelo
inducido por estrés o en pacientes depresivos, estos niveles plasmaticos son
apenas 10 veces superiores (DellaGioia & Hannestad, 2010). Del mismo modo,
los sintomas comportamentales de la DM incluyen letargo, anhedonia y
desmotivacién, niveles elevados de citocinas plasmaticas y niveles de cortisol,
asi como un mayor numero de monocitos y granulocitos circulantes. Sin
embargo, mientras que el “Sickness Behaviour” es temporal y adaptativo
(promueve la inmunidad para erradicar procesos patdégenos) (Dantzer & Kelley,
2007), la DM es persistente y esta asociado con alteraciones en neuroplasticidad
y neurotransmisidn en casos especificos estructuras corticolimbicas que

conducen a un estado de animo disminuido (Duman, 2009).

DM es una enfermedad heterogénea que causa una discapacidad
profunda en todo el mundo, que afecta entre 7 a 12% de los hombres y 20 a 25%
de las mujeres (Kessler, 2003; Kessler et al., 2005; Murray et al., 2013). Los
sintomas de DM se asocian con déficits estructurales y neuroquimicos en
regiones cerebrales corticolimbicas y esto podria ser el punto de partida al
desarrollo de diferentes enfermedades mentales (Lupien et al., 2000; Krishnan &
Nestler, 2008; Schmidt et al., 2011; Duman & Aghajanian, 2012; Russo & Nestler,
2013). Los mecanismos implicados podrian ser una superproduccion de CRF
(Rachal Pugh et al., 2001), hipercortisolemia (Burt et al., 1995) y degeneracién
catecolaminérgica central (Kitayama et al., 1997). Aunque los factores genéticos
representan un cierto factor de riesgo de desarrollo de la depresion (Sullivan et
al., 2000; Foley et al., 2003), se sabe que mas de dos tercios de los pacientes
depresivos experimentaron una situacién de estrés relevante antes de la
aparicion de sintomas (Kendler et al., 1999; Mitchell et al., 2003). Sin embargo,
esta respuesta se parece mucho a varias caracteristicas observadas en los
trastornos del estado de animo, incluida rechazo a entornos sociales, anhedonia

y las alteraciones del suefio (Dantzer et al., 2008). Se discute que la
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neuroinflamacion afecta al estado de animo, particularmente en pacientes

deprimidos resistentes al tratamiento (Hodes et al., 2015).

Se sabe que la serotonina (5-HT) es el neurotransmisor por excelencia
implicado en la fisiopatologia de la depresidon. Un concepto clasico para esta
enfermedad consiste en el desbalance quimico de este neurotransmisor dando

origen a la “Hipotesis monoaminérgica de la depresion”, donde se hipotetiza

sobre una disminucién en la transmision de la 5-HT, pero también de otras
catecolaminas, especialmente NA. Evidencias farmacoldgicas suportan esta
teoria, una vez que los tratamientos antidepresivos que presentan mejores
resultados compensan estos sistemas de neurotransmision. Desde un punto de
vista anatdmico existe una relacién entre las fibras serotoninérgicas y estructuras
cerebrales implicadas en la respuesta al estrés, como por ejemplo hipocampo y
PVN, evidenciando asi una relacion entre el eje HHA y el sistema

serotoninérgico. (Joseph & Kennett, 1983).

Uno de los mecanismos propuestos para la relacién entre 5-HT y GC seria
a través de una interaccion entre sus receptores. Después de la administracion
de 5-HT ocurre un aumento en la expresiéon de GR, y tras una disrupcion
farmacologica en las proyecciones serotoninérgicas, se reduce la expresion
geénica de los receptores de GR y MR en hipocampo (Seckl et al., 1990). También
se ha podido observar una reaccion inversa, donde, determinados modelos de
estrés cronico disminuyen la expresion del receptor 5-HT en hipocampo (Lopez
et al., 1997).

Como hemos visto la activacion del eje HHA es responsable de activar
una respuesta de fase aguda muy similar a una respuesta inflamatoria de un
organismo frente a una infeccion o traumatismo: activacion glial, sintesis y
liberacion de mediadores pr-inflamatorios, sobre todo en SNC (Garcia-Bueno et
al., 2008a). En la depresidn se observa una situacion muy similar, en las que las

citocinas juegan un papel muy importante (Miller et al., 2009).

De la relacion de la activacion del sistema inmune y el papel que podria

tener en esta enfermedad se ha desarrollado la “Teoria inflamatoria vy

neurodegenerativa de la depresion” (Maes et al., 2009), que consiste en la

implicacién directa de los mediadores inflamatorios y su relacion con alteraciones
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de comportamiento, conllevando a un estado depresivo, aspecto este que sera

abordado en esta tesis doctoral.

Estudios en modelos murinos han observado que el estrés psicosocial o
ambiental repetido causa un déficit de plasticidad sinaptica y una desregulacion
de los neurotransmisores, lo que lleva a un comportamiento depresivo (Duman,
2009; Christoffel et al., 2011). Coincidiendo con estas respuestas
neurobioldgicas, la exposicion al estrés tiene considerables consecuencias
fisioldgicas e inmunolégicas; dicha exposicion conduce a aumentos en la
expresion de citocinas proinflamatorias como la IL-13, TNFa y IL-6 en la sangre
y el cerebro (Wohleb et al., 2014b; Hodes et al., 2015). Ademas, los estudios
clinicos han demostrado que los marcadores circulantes de la activacion inmune,
como el aumento del numero de granulocitos y monocitos (Maes, 1995) y los
niveles elevados de TNF-a e IL-6, se observan en la sangre de individuos con
DM (Howren et al., 2009; Dowlati et al., 2010). En conjunto, estos hallazgos
implican una desregulacion (relacionada con el estrés) del sistema inmune innato

en la fisiopatologia de la depresion.
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ANTECEDENTES, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 . Antecedentes

El SNC y el sistema inmune periférico estan en comunicacion constante
e influyen en la forma en que uno y otro responden a un estimulo estresante.
Como ha sido comentado anteriormente, existen evidencias que indican que la
exposicion al estrés interrumpe la comunicacion normal entre el SNC y el sistema
inmunitario periférico, lo que conduce a la sefializacion inmune hacia un estado
predominantemente pro-inflamatorio. Esta respuesta incluye una sefalizacion
proinflamatoria elevada y prolongada en el SNC, que varios autores han
relacionado estrechamente con la fisiopatologia de los trastornos psiquiatricos
asociados al estrés (Miller & Raison, 2016). Esta relacion es consecuencia de la
observacion de que la activacion de moléculas de senalizacion proinflamatorias
interactua con sustratos neurales que median cambios en el estado de animo, la
cognicion y la fisiologia que funcionan como una defensa adaptativa del individuo
contra el dafio (Dantzer et al., 1998; Maier & Watkins, 1998).

Existe una evidencia creciente que sugiere que las células del sistema
inmune innato, como las de origen mieloide, desempefan un papel fundamental
en el mantenimiento de la homeostasis cerebral y en los mecanismos
fisiopatoldgicos de las enfermedades del SNC (Engelhardt et al., 2017; Herz et
al., 2017; Prinz et al., 2017). Gran parte de la investigacion en esta area se ha
centrado en la microglia, células mieloides residentes del cerebro (Saijo & Glass,
2011). Sin embargo, se sabe mucho menos sobre el papel de otras células
inmunes innatas que residen en el cerebro, como son los macréfagos

perivasculares (PVM).

Los PVM son células de origen mieloide, cuya ubicacién en el espacio
perivascular las hace excelentes candidatas para regular las interacciones SNC-
periferia en condiciones de estrés. Ademas, los PVMs son las unicas células con
actividad fagocitica basal y una tasa de reposicion lenta pero constante en el
SNC, y pueden ser considerados como centinelas del sistema inmune en el
cerebro regulando el paso de de macromoléculas (B-amiloide), virus, bacterias y
células polimorfonucleares periféricas (Hawkes and McLaurin, 2009; Polfliet et
al., 2002; Pedragosa et al., 2018).
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Un ejemplo de senal inmune que debe de ser detectada e interpretada por
el SNC para organizar las respuestas de fase aguda adecuadas es el aumento
en los niveles plasmaticos de citocinas proinflamatorias tales como IL-13 o TNF-

a (como ocurre en muchos individuos con patologias psiquiatricas).

Se han propuesto varios mecanismos (que no deben ser excluyentes
entre si teniendo en cuenta la complejidad de los sistemas inmune y nervioso)

por los que las citocinas pueden acceder o activar respuestas al nivel del SNC.

Uno de ellos implica a varios tipos celulares asociados a la
microvasculatura cerebral por su capacidad para producir prostaglandinas
(PGEz2), que actuarian como moléculas sefalizadoras a nivel local y paracrino
activand otras areas cerebrales como la médula ventrolateral o el nucleo del
tracto solitario que a su vez regulan la actividad del eje HHA del estrés y la
subsiguiente liberacion de las hormonas del estrés (rev. en Schiltz y Sawchenko,
2003).

Inicialmente se asumid que solo el endotelio vascular tenia la capacidad
de producir prostaglandinas, pero estudios recientes han identificado a los
PVMs, como posibles fuentes celulares de prostaglandinas tras un estimulo
inmune-inflamatorio al expresar las enzimas COX-2) y mPGES1 (Schiltz et al.,
2002).

Como ya se ha comentado con anterioridad, los PVM son las unicas
células residentes en cerebro con capadidad fagocitica basal. Esta carcateristica
particular ha servido para producir su deplecién selectiva tras la administracion
central de la molécula pro-apoptética clodronato encapsulada en liposomas (Van
Rooijen and Sanders, 1994).

Estudios previos utilizando esta metodologia han sugerido que el papel de
los PVM en las interacciones neuro-inmunes puede variar en funcion ddl estimulo
inmune aplicado. De este modo, tras la administracion intravenosa de IL-18, o
tras la exposicion a 30 minutos de estrés por inmovilizacion, la deplecion
selectiva de los PVM bloqueaba la activaciéon del eje HHA del estrés (Serrats et
al., 2017; Serrats et al., 2010). Por el contrario, la eliminaciéon de los PVM

potenciaba la produccion de PGE:z por las células endoteliales y la subsiguiente
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activacion del eje HHA del estrés y la respuesta febril en un modelo de
administracion intravenosa de LPS, sugiriéndose un papel antiinflamatorio de los
PVM a nivel vascular en estas condiciones experimentales (Serrats et al., 2010).
Un excelente candidato a estudiar para explicar este perfil antiinflamatorio seria
la via L-PGDS/15d-PGJ2/PPARYy que regula la actividad COX-2 y la sintesis de
PGE2 en modelos experimentales relacionados, como el estrés agudo (Garcia-
Bueno et al., 2005) o la estimulacion de cultivos celulares de microglia con LPS
(Bernardo et al., 2003).

En un intento de caracterizar el transcriptoma inflamatorio tras la
administracion de LPS de las disntintas células que forman la BHE (endotelio,
pericitos y PVM) a través de la técnica de “cell sorting” se ha sugerido que los
PVM activan la maquinaria para producir PGE2 en concierto con las células
endoteliales, inhibiendo la expresidn de enzimas responsables de la sintesis de
otras prostaglandinas y regulado al alza la sefalizacién dependiente de IL-6
(Vasilache et al., 2014). Por el momento se desconoce si otros estimulos
inmunes de diferente naturaleza y duracion producen las mismas alteraciones

moleculares a nivel de la BHE y en concreto en las PVM.

Mas recientemente, se ha propuesto a los PVM como una importante
frente de estrés oxidativo y de disfuncién de la vasculatura cerebral producida
por la acumulacién de niveles suprafisiolégicos del péptido B-amiloide en la
corteza cerebral de raton (Park et al.,, 2017), y en modelos de hipertension

arterial, llegando incluso a afectar al dominio cognitivo (Faraco et al., 2016).

Por ultimo, han aparecido evidencias desde la arena clinica que indican la
existencia de alteraciones en el numero de PVM en el tejido cerebral postmortem
de pacientes diagnosticados con depresidon y esquizofrenia, alteraciones a las
que tienen aun que encontrar su papel en la fisiopatologia de estos transtornos
(Torres-Platas et al., 2014; Cai et al., 2018)

Con estos antecedentes, decidimos caracterizar el papel que los PVM
podrian desempefiar en los mecanismos neuroinflamatorios inducidos por la
exposicion a diferentes estimulos inmune como el estrés fisico, psicoldgico y
mixto, como por ejemplo el estrés cronico de mediana intensidad (CMS), un

modelo con perfil traslacional, al haber sido ampliamente validado para el estudio
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del comportamiento depresivo inducido por estrés (Willner, 1997) y que se

explicara mas adelante con detalle.
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2.2 . Hipétesis

Considerando estos antecedentes nos planteamos la siguiente hipotesis:

“Los macréfagos perivasculares regulan a distintos niveles la respuesta
neuroinflamatoria, balance oxidativo/nitrosativo inducida en modelos animales

de exposicion a estrés”.

P o -
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Fig.-.6. Esquema de posibles eventos regulados por los PVM.
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2.3 . Objetivos

Los objetivos generales de esta tesis doctoral son estudiar el papel de
los PVM en:

1) Las alteraciones producidas a nivel molecular en la expresion de
diferentes mediadores pro/antiinflamatorios/oxidantes en modelos animales de

exposicion a estrés agudo y crénico;

2) La regulacion o modulacién del trafico de células inmunes desde la
periferia al SNC en modelos animales de activacion inmune. La exposicion al
estrés influye en el desarrollo, la distribucion y la activaciéon de las células
inmunitarias y estas a su vez han sido relacionadas con la fisiopatologia de los
trastornos de salud mental (Beumer et al., 2012, Hodes et al., 2015, Wohleb et
al., 2015);

3) Las alteraciones en el comportamiento y la cognicién inducidas por la

exposicion a un modelo subcrénico de neuroinflamacién inducido por LPS.

4) En la expresion y actividad de la via antiinflamatoria L-PGDS/15d-
PGJ2/PPARYy.

Los objetivos particulares en relacion con el objetivo 1 son:

1. Describir el papel de los PVM en un modelo de
neuroinflamacién y estrés oxidativo/nitrosativo inducido por estrés agudo por
inmovilizacion.

2. Describir el papel de los PVM en un modelo de depresidon

inducido por la exposicion a estrés cronico moderado (CMS).
Los objetivos particulares en relacion con el objetivo 2 son:
1. Estudiar el papel de PVM en el trafico de células inmunes y sus

mecanismos de regulacién en un modelo estrés social: “Repeat social

defeat “
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2.  Estudiar el papel de PVM en el trafico de células inmunes y sus
mecanismos de regulacion en un modelo subcrénico de neuroinflamacién
inducido por LPS.

Los objetivos particulares en relacion con el objetivo 4 son:

3. Describir el papel de los PVM en la activacion de la via
antiinflamatoria L-PGDS/15d-PGJ2/PPARy en un modelo agudo de
neuroinflamacién inducido por LPS.

4. Validar una metodologia basada en la administracion a nivel
central de un Oligonucleddito antisentido silenciador de ARNm tipo Gapmer®
encapsulados en liposomas con el fin de inhibir la expresion de genes

antlinflamatorios de expresados en PVM.
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MATERIAL Y METODOS

En este apartado se describe los protocolos utilizados en el desarrollo de

esta tesis doctoral.

Todos los protocolos experimentales llevados a cabo se aprobaron y
siguieron las directrices del Comité de Bienestar Animal de la Universidad
Complutense de Madrid segun la legislacion europea (2010/63 / UE) (PROEX
419/15)

En adjunto una copia de la “acreditacion para la utilizacién de animales en

experimentacion: categoria B” de la autora de la presente Tesis Doctoral.
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BIPLOMA

CURSO
UTIUZACION DE ANIMALES
€N EXPERIMENTACION:
CATEGORIAN B.

Pha. Aline Sayd Gaban

Ha asistido a las lecciones tedricas vy
practicas, habiendo demostrado su
aprovechamiento y competencia. El citado
Curso esta Acreditado por la Consejeria de
Medio Ambiente y Ordenacion del Territorio,
Subdireccion General de Recursos Agrarios,
Area de Proteccion Animal de la CAM.
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Madrid, del 09 g} 13 de junio de 2014

Fdo. EI Director-del Curso
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3.1 . Modelos animales

En el caso de los experimentos realizados en ratas tanto estrés agudo
por inmovilizacion como la exposicién a estrés créonico moderado, los animales
fueron colocados en jaulas individuales una semana antes del inicio de la
experimentacion. En el caso de los experimentos realizados en ratones los

animales fueron dispuestos de forma conjunta.

En todos los casos los animales fueron expuestos a condiciones
estandares de temperatura y humedad constante (2412 °C), ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas (empezando 08:00 a.m.) con acceso a comida y agua
ad libitum, los animales estuvieron en condiciones constantes durante 7 dias
antes de los experimentos en el CAl Animalario de la Facultad de Medicina de la
UCM.

3.1.1 . Estrés agudo por inmovilizacion

Para este estudio fueron utilizadas ratas Wistars Hannover (no
consanguineas) macho con pesos comprendidos entre 350-400 g. Los animales
fueron alojados individualmente durante 7 dias después de la administracion icv,
sobre la base de estudios previos que lograron la deplecion maxima de PVM en
este momento y antes de la repoblacion de progenitores derivados de médula
Osea (Serrats et al., 2010). El protocolo de estrés agudo comenzo el séptimo dia
después de la administracion icv a las 0900 a.m. La restriccion se realiz
introduciendo a los animales de manera individual en bolsas de plastico durante
6 h (Leza et al., 1998). Los animales control no fueron sometidos a estrés, fueron
minimamente manipulados hasta séptimo dia después de la inyeccion icv. Los
animales fueron sacrificados inmediatamente después de la restriccion utilizando
una sobredosis de pentobarbital sédico (300mg/kg, intraperitoneal (ip),
(Dolethal®, Espana). Después de la decapitacion, se extrajo el cerebro y se
aislaron ambas areas corticales que fueron inmediatamente congeladas a -80°C

hasta los analisis posteriores.
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Justificacién del modelo

Los modelos de estrés son ampliamente utilizados en experimentacion
animal, y son clasificados segun algunos criterios como por ejemplo su
naturaleza (puede ser fisico, psicoldgico o mixto), la duracién (agudo, subagudo,
sincronico y cronico), la posibilidad de fuga del estimulo, pudiendo ser escapable
o inescapable y finalmente la posibilidad que el animal tiene de predecir cuando

el estimulo se realizara o se repetira (pudiendo ser predecible o impredecible).

El estrés utilizado por inmovilizacién o restriccion de movimientos (en inglés
“restraint stress”) puede ser clasificado como un modelo de estrés agudo,

inescapable, impredecible y mixto fisico- psicolégico.

Este modelo de estrés presenta un efecto mas acentuado que otros
tipos de estrés, lo que le convierte en mas facilmente interpretable que otros,
como el estrés social, por ejemplo. El estrés por inmovilizacion también es
recomendado por el Centro Nacional para el estudio del PTSD de los EEUU
como modelo mas indicado para el estudio de patologias como: PTSD, depresion
y procesos neurodegenerativos relacionados en humanos (Telner y Singhal,
1984; Bremner y col., 1999). La reproducibilidad relativamente facil de este
modelo es esencial para la realizacién de protocolos de estrés crénico (Poland y
col., 1999). Finalmente, la mayoria de los estudios sobre el estrés utilizan este
modelo, incluido los estudios antecedentes realizados en este grupo de
investigaciéon, con una gran cantidad de datos, utilizados para plantear e

interepretar los experimentos y resultados incluidos en esta tesis doctoral.
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Disefo experimental

Para este estudio se usaron cuatro grupos experimentales:
animales expuestos a estrés por restriccion de movimiento que reciben la
administracion icv de liposomas que contienen clodronato (CLO + STRESS) o
su vehiculo tampon fostato o PBS (PBS + STRESS) y sus respectivos grupos
control: CLO + CONTROL y PBS + CONTROL (n = 3-5).

3.1.2 . Estrés cronico leve o “chronic mild stress” (CMS)

Para este estudio como en el anterior fueron utilizadas ratas Wistar-
Hannover (no consanguineas) macho con pesos comprendidos entre los 350-
400 g. Los animales fueron alojados individualmente durante 7 dias después de
la administracion icv, segun estudios previos que lograron el agotamiento
maximo de PVM en este momento y antes de la repoblacion de progenitores

derivados de médula 6sea (Serrats et al., 2010).

El CMS se describe como un modelo crénico en el que durante 21 dias
los animales son sometidos a distintos estimulos estresantes y no consecutivos,
con la intencidn de evitar la habituacion. Los estimulos son realizados dos veces
al dia con un intervalo de 12 horas entre ellos. Ademas de los animales
sometidos a 21 dias de estrés, se ha llevado a cabo un curso temporal
incluyendo grupos de animales sometidos a estrés durante los primeros 7 y 14

dias, respectivamente.

Estimulos aplicados:

1. Emparejamiento: consiste en colocar dos animales en la misma jaula, en
la siguiente repeticion de este estimulo el animal visitado al primer dia,
visitara en el segundo turno de este estrés.

2. Inclinacion de la jaula: Las jaulas que contienen los animales son

inclinadas a un angulo de 45°.
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3. Serrin con agua: se afiaden 250mL de agua en el serrin de cada una de
las jaulas.
lluminacién Estroboscopica: 150 flashes /min.
Luz intermitente: 2h luz/2h oscuridad durante las 12 horas

6. Privacion Agua/Comida: Retirada de los biberones y la comida.

lunes martes miércoles jueves viernes Sébado Domingo
Emparejar Serrin Emparejar Ni Agua Jaula
0800 )} AVisitaB | humedo | BvistaA | Nicomida | inclinada | DSScanse | Descanso
20.00 Luz Ni Agua Jaula Serrin Luz estro- Luz Ni Agua
’ intermitente | Ni comida | inclinada hiumedo boscépica |intermitente| Ni comida

Fig.-.7. Ciclo de estrés administrados en el protocolo de estrés cronico “chronic mild stress”.

Justificacion del modelo

El CMS es un estrés cronico que puede clasificarse mixto fisico y
psicolégico, inescapable e impredecible. Es un modelo ampliamente aceptado
para el estudio de la depresion desde que se utilizd por primera vez por Willner
(Willner, 1997),

constructo,aparente y predictiva. En esta tesis es un modelo muy indicado debido

y sus colaboradores pues ha demostrado validez de

a su representatividad como modelo de neuroinflamacion inducido por estrés
(Farooq et al., 2012).

1. Validez de constructo consiste en la aparicion de sintomas

depresivos que aparecen tras una exposicion cronica a estimulos estresantes.
Asi mismo, este modelo esta relacionado con la aparicion de sintomas
depresivos en humanos.

2. Validez de

comportamientos que tienen una disminucion clara y son caracteristicos de la

aparente puede ser demostrada a partir

depresion como por ejemplo el sexual, agresion (D'Aquila et al., 1994), trastornos
del sueno, actividad motriz y anhedonia (Moreau et al., 1995; Gorka et al., 1996).

Otro caracter aparente observado en los animales sometidos al CMS es el
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aumento de citocinas proinflamatorias (Grippo et al., 2005); dafo oxidativo
(Lucca et al., 2009), apoptosis (Kosten et al., 2008) y desregulacion del eje HHA
(Christiansen et al., 2012).

3. Validez predictiva: Los cambios comportamentales que se dan en

el CMS se revierten con un tratamiento con distintos tipos de antidepresivos
(Antidepresivos triciclicos, inhibidores selectivos de la recaptacion de la
serotonina (SSRI), inhibidores de la recaptacion de Noradrenalina, inhibidores
de la Monoamino oxidasa A (IMAO-A) o agonistas de 5-HT1A (Farooq et al.,
2012).

Disefio experimental

Para este estudio se usaron cuatro grupos experimentales: animales de
estrés por CMS (21 dias) que reciben la administracién icv de liposomas que
contienen clodronato (CLO + CMS 21 DIAS) o su vehiculo PBS (PBS + CMS 21
DIAS) y sus respectivos grupos control: CLO + CONTROL y PBS + CONTROL
(n =4-6). Se ha realizado experimentos complementarios basados en el sacrificio
de animales a los 7 y 14 dias de estrés, con el objetivo de realizar un curso

temporal mas detallado.

3.1.3 . Administracion subcronica de LPS

Para este estudio se utilizaron ratones CL57/BL6 macho, con pesos
comprendidos entre 25-30g.Todos los animales fueron mantenidos en
condiciones constantes y estandar durante 7 dias antes de los experimentos,
ciclo de luz y oscuridad de 12 horas, con acceso a comida y agua ad libitum, en
el CAl Animalario de la Facultad de Medicina de la UCM. De la misma manera
que los anteriores experimentos, todos los protocolos experimentales se
aprobaron y siguieron las directrices del Comité de Bienestar Animal de la
Universidad Complutense de Madrid segun la legislacion europea (2010/63 / UE)
(PROEX 419/15).

La administracion de LPS fue realizada tras el 7° dia de la administracion

icv de los liposomas que encapsulaban clodronato o su vehiculo PBS (en el caso
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de los controles). Los animales control fueron manejados hasta el séptimo dia
después de la inyeccion icv. Los animales fueron sacrificados 14 horas tras la
ultima administracion de LPS, utilizando una dosis letal de pentobarbital sédico
(300mg/kg, intraperitoneal (ip), (Dolethal®, Espaiia). La administracién de LPS
se realizé6 durante 3 dias consecutivos a dosis crecientes de LPS en las
siguientes concentraciones: 0.208/0.415/0.83 mg/kg, ip, los animales controles

recibieron salino estéril (solucion vehiculo del LPS) (Wickens et al., 2017).

Justificacion del modelo

La administracion de LPS bacteriano produce una activacion del sistema
inmune en forma dosis dependiente, incrementando las respuestas de fase
aguda y la produccion de mediadores proinflamatorios (Miller et al., 2005). La
dministracion sistémica de LPS como modelo de activacion inmune ha sido
utilizada ampliamente en la induccién tanto de inflamacion periférica como
neuroinflamacién, comprobandose su capacidad para provocar la rapida
activacion de la microglia, incrementar los niveles de citocinas pr-inflamatorias,
aumento del trafico de células inmune en el SNC y neurodegeneracion (Qin et
al., 2007; Zhou et al., 2009; Wohleb et al., 2012).

El modelo de administracion de 3 dias con dosis progresiva fue elegido
porque se buscaba un efecto mas sostenido con respecto a la activacion inmune,
pero a la vez evitando el fenomeno de tolerancia que ha sido recientemente
descrito con respecto a la administracion del LPS (Wickens et al., 2017). Este
modelo es muy util desde un punto de vista bioquimico y también debido a que
produce un comportamiento de tipo depresivo o “sickness behaviour” (Wickens
et al.,, 2017), asi como un comportamiento similar a la ansiedad. Mas
especificamente, en este modelo tienen lugar un aumento en el trafico de células
inmune al SNC (datos no publicados), en estudios pilotos realizados en el

laboratorio donde se ha desarrollado parte de esta tesis doctoral (en USA).

Diseno experimental
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Para este estudio se utilizaran los mismos cuatro grupos experimentales:
como se describen en los modelos anteriores, los animales reciben la primera
injeccion de LPS una semana después de haber recibido la administracion icv
de liposomas que contienen clodronato (CLO + LPS 3 DIAS) o su vehiculo PBS
(PBS + LPS 3 DIAS) y sus respectivos grupos control: CLO + CONTROL y PBS
+ CONTROL (n =9).

3.1.4 . Administracién aguda de LPS

Para este estudio se utilizaron ratas Wistar, pesando entre 250 y 275 g
separadas en dos grupos: un grupo PBS+LPS (n=22) y otro grupo CLO+LPS
(n=23). Todos los animales fueron mantenidos en condiciones constantes y
estandar durante 7 dias antes de los experimentos, ciclo de luz y oscuridad de
12 horas, con acceso a comida y agua ad libitum. La administracion ip de 2ug/kg
de LPS (dosis elegida en funcién a estudios previos (Serrats et al., 2010) fue
realizada tras el 7° dia de la administracion por icv de los liposomas que
encapsulaban clodronato en liposomas o su vehiculo PBS. El sacrificio y toma
de muestras se realiz6 a las 0, 1/2,1,3,5,8,12 y 24 horas tras la injeccidén de LPS,
utilizando una dosis letal de pentobarbital sédico (300 mg/kg, (ip). El tejido
cerebral fue congelado a -80°C, hasta el momento de los ensayos. El
procesamiento del tejido fue procesado segun el protocolo para la extraccion de
prostaglandinas y posterior realizacion de kit comercial para la deteccion de
PGE2 y 15d-PGJ2 en médula ventrolateral, por ser un area fundamental en la

regulacion del eje HHA del estrés por LPS.

Justificacién del modelo:

Como se ha visto en estudios previos, los PVM parecen regular la
expresion del eje HHA, y otras respuestas de fase aguda dependientes de la
PGE2 vascular tras la administracion aguda de LPS y posiblemente en otros
modelos de activacion inmune de manera diferencial, (Serrats et al., 2010;
Serrats et al., 2017). La PGE:2 es producida por una via multienzimatica que es

regulada por la produccion de la 15d-PGJ2, una prostaglandina con un perfil
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antiinflamatorio en diversos modelos de patologias en SNC (Garcia-Bueno et al.,
2008a). Se opto por la realizacion de una curva temporal para evaluar los niveles
de la prostaglandina PGE2y 15d-PGJzy las posibles relaciones existentes entre

ellas, asi como el posible papel regulador de los PVM en este proceso.

3.1.5 . Estrés social “repeat social defeat” (RSD)

Se introduce un raton agresor CD-1 en la jaula establecida conteniendo (3
ratones C57BL / 6) durante 2 horas (17:00 a 19:00 h) diariamente durante 6
noches consecutivas. Si el raton intruso no ataco en los primeros 5 minutos, fue
reemplazado por un nuevo intruso. Se usaron diferentes ratones intrusos en dias
consecutivos. Durante cada episodio de estrés, los ratones residentes fueron
monitorizados en busca de comportamientos sumisos que incluyen agacharse,
huida y posicion decubito supino. Al final del periodo de 2h, los ratones intrusos
fueron devueltos a sus jaulas originales, y los ratones residentes permanecieron
sin ser molestados hasta el siguiente episodio de estrés al dia siguiente. El
estado de salud de los ratones se examind cuidadosamente durante todo el
experimento. En caso de una lesion, los ratones fueron retirados del
experimento. De acuerdo con nuestros estudios previos, menos del 5% de los
ratones cumplié los criterios de eliminacién temprana. Los ratones control se
dejaron en jaulas aparte y fueron manipulados todos los dias del curso del

experimento.

Justificacion del modelo

El modelo de estrés social utilizado o “Repeat social defeat” (RSD) implica
provocar la lucha entre ratones residentes y un intruso agresivo. Ademas, agrega
un componente social clave que incluye el estrés psicolégico causado por la
interrupcidon de la jerarquia social dentro de una jaula establecida de ratones
residentes. En el presente estudio, realizamos RSD como ha sido descrito
anteriormente (Avitsur et al., 2001; Wohleb et al., 2013). Ademas, este modelo

ha sido validado previamente como inductor de diversos eventos relacionados
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con una respuesta inmune en sistema nervioso central, como trafico de células
inmunes al cerebro, activacion del SNS, regulacion del eje HHA vy alteraciones

comportamentales como ansiedad (Weber et al., 2017).

Disefio experimental: Para este experimento se utilizaron cuatro grupos

experimentales: clodronato en liposomas (CLO+CONTROL) o su vehiculo
(PBS+CONTROL) en condiciones de CONTROL y ambos sometidos a estrés
social PBS+RSD y CLO+RSD una semana después de la administracion icv
(n=6).

n

{72

C57BL/6 CD-1

Fig. — 8. Esquema representativo del estrés social “Repeat social defeat” (RSD).

3.2 . Justificacion de la eleccion de las estructuras estudiadas

La corteza frontal de rata fue utilizada en los estudios de estrés agudo
y crénico, debido a la evidencia previa de que es un area muy susceptible a
desarrollar un proceso neuroinflamatorio inducido por estrés y estrés oxidativo /
nitrosativo (Garcia-Bueno et al., 2008a). Ademas de presentar un papel
importante en la regulacion del eje HHA en respuesta al estrés (Radley et al.,
2006). Los experimentos bioquimicos fueron realizados del lado izquierdo del
cerebro, para intentar minimizar los posibles efectos producidos por la técnica de
administracion intracerebroventricular.

Por otro lado, en el experimento de citometria realizado en ratones, se
ha utilizado todo el cerebro, una vez que se ha descrito la implicacion del trafico

de células inmune como importante sefalizador en una respuesta inmune de
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todo este dérgano, frente a modelos de estrés y LPS ademas de su implicacion
en el “sickness behaviour”. La bioquimica necesaria para complementar este
estudio fue realizada en un corte coronal de 1mm? (aproximadamente e-0.34 mm
to -1.34 mm desde bregma), abarcando areas cerebrales implicadas en el control
de la ansiedad, comportamiento tipo depresivo y la actividad motora como
corteza, hipotalamo, hipocampo y estriado (Weber et al., 2017; Niraula et al.,
2018).

En el modelo de administracion aguda de LPS, en el que se realizdé un
curso temporal tras la administracion de LPS para comprobar alteraciones en los
niveles de 15d-PGJz y de la prostaglandina proinflamatoria PGE:2 el area cerebral
elegida fue la médula ventrolateral, por ser una zona clave en la transduccion de

sefales desde la periferia al SNC y en la activaciéon del eje del estrés tras LPS.

3.3 . Obtencién de muestras, métodos y estadistica.

3.3.1 . Deplecidn selectiva de PVM

Los liposomas que encapsulan clodronato entran en contacto con
macréfagos y otras células fagociticas. El fagocito reconoce inmediatamente los
liposomas como particulas extrafias y procede a destruir estas particulas invasoras.
El primer paso en esta destruccidén es la fagocitosis en la que los liposomas son
engullidos por la célula hacia una vesicula interna conocida como fagosoma, como
se muestra en la figura a continuacion. Los lisosomas, que contienen muchos tipos
de enzimas destructivas, incluidas las fosfolipasas, se fusionan con el fagosoma
formando un fagolisosoma. La membrana lisosbmica contiene bombas de protones
que disminuiran el pH interno del fagolisosoma. El bajo pH, las fosfolipasas y otras
interacciones macromoleculares contribuyen a comprometer la membrana
liposémica, liberando asi el clodronato encapsulado. El bajo pH interno del
fagolisosoma puede contribuir a la capacidad del clodronato para atravesar la
membrana del fagolisosoma hacia el citosol del macrofago. Una vez en el medio
citosdlico, el clodronato se reconoce erroneamente como pirofosfato celular y es

utilizado por varias aminoacil-tRNA sintetasas de clase |l para producir un analogo
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de ATP no hidrolizable, adenosina 5 '- (B, y-diclorometileno) trifosfato (AppCCI 2 p)
(Rogers etal., 1992; J. etal., 1994; C. et al., 1997). Basicamente, implica la aplicacién
citosélica de AppCCl 2 p que atraviesa la membrana externa mitocondrial y se une
irreversiblemente a la translocasa ATP / ADP que atraviesa la membrana interna
mitocondrial. Inhibir esta enzima inicia aperturas de poro en la membrana interna
mitocondrial. La pérdida de la integridad de la membrana interna mitocondrial, a su
vez, da como resultado la despolarizacion y permite que se liberen sefales
moleculares de la mitocondria que inician la muerte celular a través de la apoptosis
(Lehenkari et al., 2002).

Para la deplecién selectiva de los PVM, se administré una solucion de la
molécula pro-apoptética clodronato (250mg/kg) encapsulado en una pelicula de
liposoma multilamelar,segun Van Rooijen (1994) y Serrats (Serrats et al., 2010). Una
parte de la composicion de estos liposomas esta constituida por manosa. Como la
expresion del receptor de este carbohidrato (CD206) esta presente en los
macrofagos perivasculares y meningeos, la adiccion de manosa aumenta la
especificidad y la direccionalidad de los liposomas hacia los ellos. La administracion

se realiz6 por via icv, como se detalla a continuacion.

3.3.2 . Inhibicion génica selectiva en PVM: GapmeR encapsulado en

liposoma

Uno de los objetivos planteados en esta tesis doctoral se relaciona con la
inhibicion de un gen de interés dentro de los PVM. Actualmente, la inica metodologia
que permite el estudio de este tipo celular in vivo es a través de su deplecion,
mediante la encapsulacion de clodronato en vesiculas de componentes lipidicos. Los
estudios realizados en este sentido permiten verificar el papel de los PVM, en los
modelos propuestos, pero no permite elucidar el mecanismo regulador responsable
por su efecto. A partir de ahi, nos hemos planteado la construccion de un liposoma

que pudiera encapsular una herramienta inhibitoria dirigida a los PVM.
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LNA™ ANTISENTIDO GapmeR:

Teniendo en cuenta el tiempo necesario para que los liposomas liberen su
contenido dentro de las células diana (PVM), se ha optado por buscar una
herramienta génica que presentara un tiempo de inhibicion mas extendido, se ha
optado por la utilizaciéon de los GapmeRs, comercializado por Exiquon®.
Los GapmeRs son una nueva herramienta para la inactivacion de ARNm o
ARNInc. A diferencia de los, ARN de interferencia (siRNA) los GapmeRs no solo
alcanzan dianas citoplasmaticas, sino también nucleares, como ARN de cadena
larga no codificante (ARNInc) y todos los ARN de tamafo pequeio (ARNsn).
Ademas, producen menos efectos indeseados, ya que no se unen al complejo
RISC (RNA-induced silencing complex), ni lo saturan. El disefio de los GapmeRs
consiste en una cadena de 14-16 nt de DNA monocatenario cuyas regiones
flanqueantes estan modificadas con nucledtidos LNA™ para aumentar la
afinidad por el ARN diana. De esta forma, al hibridarse con el ARN, se generaria
un "hueco” en la region central de DNA-RNA que activaria la RNAsa H enddgena,
la cual degradaria el ARN diana. Sus principales ventajas son su alta estabilidad,
debido al que todo su esqueleto es de fosforotioato, disminuyendo los efectos
secundarios. La secuencia utilizada para la inhibicion del enzima L-PGDS,
responsable de la sintesis de la prostaglandina antiinflamatoria 15d-PGJ2 fue: 5°-
3- FAM/TACTCTTGAATGCAT, marcada en 3’ 6 5’ con fluoresceina emitiendo
a 488mm.
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Fig. -9 Estructura de LNA, el anillo de ribosa esta conectado por un puente de metileno (naranja)
entre los atomos 2'-O y 4'-c, lo que "bloquea el anillo de ribosa en la conformacion ideal para la
unién de Watson-Crick". Cuando se incorpora a un ADN o ARN, el oligonucleétido LNA hace que
el emparejamiento con una cadena de nucledtidos complementaria sea mas rapido y aumenta la
estabilidad del duplex resultante.
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Fig. — 9. Mecanismo de accion de LNA™ ANTISENTIDO GapmeR.

Liposoma:

Los liposomas construidos constituyen nanovehiculos para la liberacion de
oligonucledtidos antisentido, en particular de GapmeRs, direcionados a PVM y
permiten asi llevar a cabo el silenciamiento selectivo de genes de estos

macrofagos.

3.3.3 . Hibridacion “in situ” (ISH)

Para la vallidacion directa de la inhibicion de ARNm en el experimento
GapmeR, se ha optado por la utilizaciéon de la técnica de hibridacion “in situ”

(ISH). Para ello, los animales (ratas Wistar) fueron sacrificados con una
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sobredosis de pentobarbital. Inmediatamente después el cerebro fue extraido,
congelado en hielo seco y almacenado a -80°C. Secciones coronales de tejido
cerebral de 14 ym de espesor fueron cortadas y colocadas en portaobjetos
tratados con 3-aminopropil-trietoxisilano y preservadas a - 40°C. Las sondas de
oligonucledtidos contra los ARNm de interés fueron marcadas en el extremo 3’
con 33P-dATP mediante una enzima deoxinucleotidil transferasa terminal. Para
el procedimiento de la ISH, los tejidos fueron fijados con paraformaldehido (PFA)
al 4% vy tratados con la proteasa pronasa para facilitar la accesibilidad de la
sonda al ARNm de interés. A continuacion, los tejidos fueron cubiertos con el
tampon de hibridacion que contiene aproximadamente 1.5 nM de la sonda de
oligonucledtido radioactiva y fueron incubados en cajas humedecidas a 42°C
durante 24 h. Después, las secciones hibridadas fueron lavadas y expuestas a
una pelicula fotografica durante 1-4 semanas. A continuacion, los
autoradiogramas fueron analizados y la densidad 6ptica relativa (ROD; relative
optical density) en el area cerebral de interés fue obtenida utilizando un
analizador de imagenes asistido por ordenador (MCID). El fondo y las
inespecificidades fueron sustraidas. Las RODs se evaluaron en dos o tres
secciones adyacentes por duplicado para cada rata y se promediaron para
obtener los valores individuales. El analizador se usé también para la obtencién
de las imagenes en un pseudocolor proporcional a las RODs. Las imagenes en
blanco y negro fueron tomadas en un microscopio Leica Wild 420 equipado con
una camara Nikon DXM1200F conectada al programa ACT-1. En las imagenes
obtenidas se aprecian diferencias en el marcado de la sonda, en el grupo

CONTROL y ausencia de este marcaje en el grupo GapmeR.

3.3.4 . Inyeccion intracerebroventricular (ICV)

Experimentos realizados en ratas Wistar
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Para la realizacion de las inyecciones icv se utilizaron como referencia
las coordenadas estereotaxicas previamente descritas (Galea et al., 2005) y

referentes al ventriculo lateral derecho.

Los animales fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de
ketamina y xilacina (2,5: 1, mg / kg, s.c.) y se emplazaron en el marco
estereotaxico. Los liposomas que contienen clodronato o su vehiculo de
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) se infundieron lentamente en un
volumen de 25 uL (volumen adaptado del protocolo utilizado por (Serrats et al.,
2010) durante 10 minutos usando una jeringa Hamilton (Bonaduz, AG
Switzerland®) y una aguja 26 GA a través de un inyector estereotaxico

motorizado (Stoelting 53311®) en el ventriculo lateral derecho.

Experimentos realizados en ratones CL57/BL6

Para la realizacion de las inyecciones icv, se utilizaron las coordenadas
estereotaxicas en ventriculo lateral derecho, segun se ha descrito previamente

(Galea et al., 2005). Los animales fueron anestesiados con isofluorano.

Los liposomas que contenian clodronato o solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) se infundieron lentamente en un volumen de 10 L (volumen
adaptado del protocolo utilizado por (Galea et al., 2005), durante 12,5 minutos
usando una jeringa Hamilton (Bonaduz, AG Switzerland®) y una aguja 30 GA
a través de un inyector estereotaxico motorizado (Stoelting 53311®) en el

ventriculo lateral derecho.

3.3.5 . Extraccion y preparacion de extratos a partir de muestras y

tejidos.

Las muestras de corteza frontal se homogeneizaron por sonicacion en
PBS mezclado con un coctel de inhibidor de proteasa (Complete®, Roche

Farma) (pH = 7), seguido de centrifugacion a 12000 g durante 10 min a 4°C. Para
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el estudio de las fracciones de proteinas nucleares o citosdlicas, se llevé a cabo
un procedimiento modificado basado en el método de Schreiber et al. (1989).
Los tejidos se homogeneizaron con 250 yL de tampdn (composicion, en mM;
HEPES, 10; EDTA, 1; EGTA, 1; KCI, 10; DTT, 1; fenilmetilsulfonil fluoruro, 0,5;
NaF, 5; NaVO4, 1; sacarosa, 0.5 y Na2MoO4, 10, con aprotinina, 0.1 ug / L,
leupeptina, 1 ug / L y Na-p-tosil-L-lisina-clorometilcetona, 1 ug / mL, pH 7.9).
Después de 15 minutos, se afiadié Nonipet P-40 (Roche®, Mannheim, Alemania)
a una concentracion final de 0,5%. Los tubos se agitaron suavemente durante
15s, y los sedimentos resultantes se recogieron mediante centrifugacion a 8000g
durante 5 minutos. Los sobrenadantes se tomaron como una fraccién citosolica
y se usaron para la determinacion de los niveles de proteina. El pellet se
resuspendio en 70uL de tampdn suplementado con 20% de glicerol y 0,4 mol/l
de KCl, y se agitaron suavemente durante 30 minutos a 4°C. Los extractos de
proteina nuclear se obtuvieron por centrifugacion a 13000 g durante 5 min, y el
sobrenadante se almaceno a -80°C hasta la realizacién de los experimentos.

Todos los pasos del fraccionamiento se llevaron a cabo a 4°C.

3.3.6 . Cuantificacion de proteinas y analisis por western blot (WB)

Después de ajustar los niveles de proteina en los sobrenadantes
mediante el protocolo de Bradford (Bradford, 1976), se mezclaron los
homogeneizados de las muestras con Laemmli (Bio Rad, CA, EE. UU.) y B-

mercaptoetanol, se cargaron 15ul (1ug/ul) en un gel de electroforesis.

Las membranas se bloquearon en solucion salina tamponada con Tris
10mM que contenia Tween-20 al 0,1% y albumina sérica bovina al 5% (BSA) y
se incubaron con anticuerpos primarios especificos a 4°C: IkBa, HMGB-1,
HSP60, p65, COX-1, Nrf2 (dilucién 1 : 1000 en BSA al 1% en TBS-Tween, Santa
Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.); INOS, COX-2 (dilucién 1: 500 en BSA al 2,5%
en TBS-Tween, Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.); IL-1R, IL-6R, TNFR1,
TNFR2, CD14 (diluciéon 1: 1000 en BSA al 1% en TBS-Tween, Abcam®
Cambridge, Reino Unido); TLR-4, Myd88 (dilucién 1: 750 en BSA al 2,5% en
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TBS-Tween, Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.); 4-HNE (dilucién 1: 1000
en BSA al 1% en TBS-tween, R & D Systems®, MN, EE. UU.), SOCS3 (dilucién
1: 1000 en BSA al 1% en TBS-tween, Cell Signaling, Danvers, MA); p-STAT-3
(dilucién 1: 1000 en BSA al 1% en TBS-tween, Cell Signaling, Danvers, MA).
Después de lavar con TBS Tween 20, las membranas fueron con los respectivos
anticuerpos secundarios durante 90 minutos a temperatura ambiente. Se
tomaron imagenes de las transferencias usando un sistema Odyssey Fc (Li-COR
Biosciences®), cuantificadas por densitometria (software NIH ImageJ®) vy
expresadas en unidades arbitrarias de densidad optica. B-actina (dilucion 1:
10000 en TBS-Tween, Sigma, Madrid, Espana) y GAPDH (dilucion 1: 15000 en
BSA al 1% en TBS-tween, SIGMA, Madrid, Espafa) o GAPDH(dilucién 1: 1000
en 1 % BSA en TBS-Tween, Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.) se usaron

como control de carga.

3.3.7 . Reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

El ARN total se extrajo a partir de muestras de corteza frontal usando el
reactivo TRIZOL® (Invitrogen ©, Life Technologies, Carlsbag, CA, EE. UU)
(Siguiendo la hoja de datos TRIZOL®); las alicuotas se convirtieron en ADN
complementario usando primers hexameros aleatorios. Los cambios
semicuantitativos en los niveles de ARN mensajero (ARNm) se estimaron

mediante PCR semicuantitativa.

Los cambios semicuantitativos en los niveles de ARNm se estimaron
utilizando las siguientes condiciones ciclicas: 35-40 ciclos de desnaturalizacion
a 95°C durante 10 segundos, hibridacién entre 58 y 66°C durante 15 segundos
y extension a 72°C durante 20-50 segundos, dependiendo de la especificidad del
conjunto de primers. Las reacciones se llevaron a cabo en presencia de SYBR
green presente en el mix comercial (Biotools), Llevadas a cabo en un Rotor-Gene
(Corbett Research, Mortlake, NSW, Australia). Las secuencias de los primers

usadas para la PCR para raton fueron:
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Forward Reverse
CCR2 CACACCCTGTTTCGCTGTAG GCAGCAGTGTGTCATTCCAA
CX3CL1 CATGTGCGACAAGATGACCT TGGTGATCCAGATGCTTCAT
CX3CR1 CGTCACCC AGTTCATGTTC CTCTGGCCTTCTTGCGATTC
GAPDH AACTTTGGCATTGTGGAAGG ACACATTGGGGGTAGGAACA
ICAM CGAAGGTGGTTCTTCTGAGC GTCTGCTGAGACCCCTCTTG
IL-1 TGAAATGCCACCTTTTGACA TGTCCTCATCCTGG AGGTC
IL-6 CTGATGCTGGTGACAACCAC CAGAATTGCCATTGCACAAC
ccL2 AGGTGTCCCAAAGAAGCTGT ACAGAAGTGCTTGAGGTGGT
MMP-9 CGTCGTGATCCCCACTTACT AACACACAGGGTTTGCCTTC
TNFa AGATGTGGAACTGGCAGAGG CCCATTTGGGAACTTCTCCT
VCAM TACCAGCTCCCAAAATCCTG TCTGCTAATTCCAGCCTCGT

Secuencia de los primers usadas para PCR para rata fueron:

IKBa TGAGGATGAGGAGAGCTATGACA CCTCCAAACACACAGTCATCGT
COX-2 TGACGAGCGACTGTTCCAAA AATGTTGAAGGTGTCCGGCA
m-PGES-1 ACTTCCCTGGGTTTGGTGAT GATCGTCTCCATGTCGTTGC
GRS-1 CAACATCCCTACCGTGGTCT CATTTCGTCTTCCTCGTGGT
PARK7 TGGCTCACGAAGTAGGCTTT AGGACTTTTCTTCCCCCAGAGA
SOD-2 CCGAGGAGAAGTACCACGAG GCTTGATAGCCTCCAGCAAC

Las concentraciones relativas de ARNm se calcularon a partir del punto de despegue
de las reacciones utilizando el software incluido, y los niveles de ARNm de tubulina

o0 GAPDH se utilizaron para para normalizar los datos.

3.3.8 . Niveles de corticosterona plasmatica

Los niveles de corticosterona plamatica fueron medidos a través de ELISA por
un kit comercial de ENZO Life Sciences®, La lectura optica através de absorbancia
fue medida a través de un lector de placa Synergy 2 (BioTek®). Los datos se
analizaron posteriormente con su software incorporado Gen5 Data Analysis
Software. Los niveles de deteccion comprenden un rango entre 32pg/ml vy
20000pg/ml con sensibilidad de 27pg/mL
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3.3.9 . Niveles de prostaglandinas

Niveles de 15d-PGJ2:

Se utilizé un kit comercial (15d-PGJz EIA Kit, Assay Designs) (Forman et
al., 1995) basado en el método inmuno-enzimatico de adsorcion (EIA) La
concentracion de 15d-PGJ2 presente en las muestras aisladas en las columnas
se determind por espectrofotometria en Synergy 2 (BioTek®) a 450nm, con
correccion a 570nm y 590nm, segun el protocolo del kit. Rango de sensibilidad

del ensayo es de 36pg/mL.

Niveles de PGE:.

La determinacion de los niveles de PGEz, (principal metabolito resultante
de la accion de las ciclooxigenasas), fue realizada mediante un ensayo
inmunoenzimatico EIA), se utilizé un kit comercial (PGE2 enzyme immunoassay,
Amersham) (Bishai & Coceani, 1992). La concentracion de PGE2 se determiné
por espectrofotometria en Synergy 2 (BioTek®) a 405nm, segun las indicaciones

del fabricante. Rango de sensibilidad del ensayo es de 15pg/mL.
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3.3.10 . Inmunofluorescencia

Con el fin de validar el modelo de deplecion de los PVM, y comprobar
que no hay deplecion de otros tipos celulares con capacidad fagocitica en
determinadas condiciones como la microglia, se han realizado experimentos de

inmunufluorescencia.

Los cerebros fueron perfundidos con solucion salina y paraformaldehido
(PFA) al 4%, cortados histolégicamente a 30um, embebidos en liquido
anticongelante a -40°C, hasta su posterior utilizaciéon. En un primer momento los
cortes recibieron tres lavados con KPBS 0,02M (pH= 7,4), por 5 minutos a RT.
Para eliminar la autofluorescencia fueron incubados con glicina 10mM, durante
20 minutos a RT, recibieron otros tres lavados de KPBS e inmediatamente fueron
bloqueados con BSA 10%, disuelta en KPBS con tritéon 0,1%, por 30 minutos.
Los cortes fueron incubados con los correspondientes anticuerpos primarios
“over night” (O.N.), diluidos en la solucion de bloqueo, tras 3 lavados de KPBS
recibieron los correspondientes anticuerpos secundarios durante una hora a RT.
Finalmente recibieron tres lavados con KPBS, y un ultimo lavado con agua
desionizada, durante 5 minutos. Después de secarlos, los cortes recibieron
medios de montaje Fluoroshield® (Sigma Aldrich). Conteniendo 4 ', 6-diamidino-
2-fenilindol diclorhidrato (DAPI). Las secciones se cubren con cubreobjetos y se
congelan a -20°C o se visualizan inmediatamente en un microscopio de epi-
fluorescencia TI-FL Epi-fl llluminator® de alto rendimiento Nikon Eclipse Ti Series.
Se obtuvieron imagenes confocales en el microscopio confocal Olympus
FV1200. Las imagenes se procesaron para ajustar el brillo, el contraste y fusionar
imagenes en el paquete de procesamiento "Fiji". Anticuerpos primarios:
CD163(sc 58965) 1:1000, IBA1(ab5076) 1:500. Anticuerpos secundarios:
AlexaFluor®488 1gG Goat Donkey Life Technologies (A11055) 1:1000,
AlexaFluor®555 IgG Mouse Donkey Life Technologies (A31570) 1:1000.

96



MATERIAL Y METODOS

3.3.11 . Determinacién de citocinas en tejido cerebral.

Los niveles de citocinas en muestras de la corteza frontal se determinaron
usando ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas comerciales
(RayBiotech®) siguiendo las directrices del fabricante. La cuantificacién se
realizd6 usando una curva estandar de aumento de las concentraciones de
citocinas. La densidad optica se midié usando un lector de microplacas (Synergy
2; BioTek Instruments) ajustado a 450 nm.IL-1B3 (Cat. ELR-IL1b-CL, dilucion 1:
3), TNF-a, (Cat. ELR-TNFa-CL, dilucién 1: 3), e IL-6 (Cat. ELR-IL6-CL, sin
dilucion).

3.3.12 . Citometria de flujo

Para la identificacion de las células procedentes del trafico de células
inmunes por citometria de flujo en ratones (C57/BL6) tanto en tejido cerebral
como en sangre, se adapto un protocolo descrito previamente por (McKim et al.,
2017).

Cerebro: Los cerebros fueron previamente perfundidos con una solucion
de PBS (pH 7,4) fria. Posteriormente se homogeneizaron en PBS, pH 7,4. Los
homogeneizados resultantes se centrifugaron a 900g durante 6 minutos. Los
sobrenadantes se eliminaron y los sedimentos celulares se volvieron a
suspender en Percoll isotdnico al 35% (GE-Healthcare). Se centrifugdé a 2000g
durante 20 minutos. Estudios previos han demostrado que las células aisladas
por gradiente de densidad de Percoll producen una viabilidad de alrededor de
90% para células CD11b+(células de origen mieloide) (Wohleb et al., 2011;
Wohleb et al., 2013). Las células fueran incubadas con los anticuerpos por 15
minutos en RT, luego lavadas con una solucién de PBS conteniendo 0,2% de
BSA y 0,09% de azida de sodio, posteriormente fijadas a PFA 1%, durante 15
minutos a 4°C en oscuridad, lavadas y resuspendidas en la misma solucién
conteniendo BSA y azida de sodio, fueron mantenidas a 4°C, hasta el momento

del ensayo en el citdmetro de flujo (Beckman Coulter Galious).
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Sangre: La sangre utilizada para el estudio de citometria fue extraida
por puncion cardiaca, para prevenir la coagulacion y agregacion celular se utilizé
EDTA 0,342M. La sangre fue fijada en transfix® y mantenidas a 4°C, (100ul/ml)
para preservar la integridad celular hasta el momento del ensayo. Los
anticuerpos conjugados utilizados tanto para tejido como para sangre, fueron
diluidos en PBS 1x (pH 7,4) (dilucién utilizada 1:50): LY6G -APC-CY7 BioLegend,
Cat 127624, LY6C PE-Cy7 BioLegend Cat 128018, CD11b- APC
(eBioscience 17-0112-82), CD206-PE (eBioscience 12-0452-82), CD3-FITC
(eBioscience 11-0032-82), CD45-PerCP-Cy5.5 (eBioscience 45-0451-82). Para
el bloqueo de las uniones inespecificas fueron utilizados Fc Block Rat Anti-
Mouse CD16/CD32 (BioLegend Cat 553141) contenido en el mismo mix de los
anticuerpos. Para la compensacion de las fluorescencias conjugadas a los
anticuerpos fue utilizada la metodologia “UltraComp Beads” (ThermoFisher
Cat 01-2222-42).

3.3.13 . Test comportamental

“Open field” o campo abierto (ansiedad y locomocion)

El “Open field” como test de comportamiento fue utilizado para evaluar
un comportamiento similar al de la ansiedad, asi como la actividad locomotora.
Este test presenta alto grado de validez para demostrar ambos parametros.
(Seibenhener & Wooten, 2015). Para la prueba del campo abierto, los ratones
fueron colocados en la lateral de una arena, midiendo (45cmx 45cm) y su

actividad fue grabada durante 5 minutos.

Los ratones con comportamiento similar a la ansiedad gastan menos
tiempo en la zona central de la caja (zona del centro delimitada de 36 cm x 36
cm) y/o de igual manera, mayor tiempo en las esquinas (con una zona delimitada
de 9cm x 9 cm), ademas de entrar al centro del campo abierto mas lentamente.
La actividad locomotora se mide a partir de la distancia recorrida por el animal,
que suele ser reducida. El comportamiento fue analizado utilizando el programa

ANY-Maze Behavioural tracking software®.
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Fig.12- Figura representativa de zonas demarcadas en el test “open field”

“Social interaction” o interaccién social (“sickness behaviour”)

Para evaluar el “sickness behaviour’” se ha realizado el test “Social
interaction”, utilizando una arena con dimensiones 45cm x 45cm, donde al fondo
de manera centralizada se coloca una caja de metacrilato perforada conteniendo
un individuo joven (aproximadamente 3 semanas) de la misma de especie y se
establece una zona de contacto de alrededor de la caja de 6,5 cm. La actividad
del animal estudiado es grabada durante 5 minutos, y el tiempo de interaccién
entre los dos individuos es considerada para la evaluacion de un comportamiento
de tipo depresivo. De la misma manera que en el test anterior, el tiempo
transcurrido en las esquinas también es un parametro a considerar (Corona et
al., 2010). El comportamiento fue analizado utilizando el programa ANY-Maze

Behavioural tracking software®.
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Fig.13- Figura representativa de las zonas demarcadas marcada en el test de interaccion social.

3.3.14 . Andlisis estadisticos

Los datos se expresan como media £+ EEM (error estandar de la media).
Para comparaciones multiples, se utilizé un ANOVA de dos vias y se aplico la prueba
post hoc de Tukey en caso de interaccion significativa, considerando como el primer
factor la presencia o ausencia de estrés o LPS, y como segundo, la presencia o
ausencia de clodronato icv. Un valor de p <0.05 se definié como estadisticamente
significativo.

También se realizo ANOVA de una via para el estudio de los cursos
temporales de prostaglandinas tras la adminstraciéon aguda de LPS. En el caso de
haber diferencias entre los grupos, se realiz6é un post hoc Tukey. Un valor de p <0.05

se definio como estadisticamente significativo.
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4.1 . Validacion de la deplecion selectiva y efectos sobre la

microglia

Deplecion selectiva PVM:

La deplecidn de los macréfagos perivasculares a través de la encapsulacion
de clodronato en liposomas y su administracion icv es un protocolo
estandarizado y de utilizacion extendida en los trabajos previos realizados que
investigan el origen, naturaleza y funcién de estas células (Faraco et al., 2017).
La validacion de este modelo en el laboratorio en el que se ha desarrollado esta
Tesis Doctoral puede ser observada en las siguientes imagenes obtenidas con
el microscopio confocal (Fig.14), en las que se recoge la inmunotincion del
marcador celular para PVM CD163 en cortes cerebrales de los distintos grupos

de animales.

Se puede apreciar la ausencia de macrofagos perivasculares y meningeos
en ratas tratadas con clodronato icv en liposomas en condiciones control.
Inmunofluorescencia del marcador celular CD163 (rojo) en las meninges
(Fig.14A, C) y la vasculatura parenquimal (Fig.14B, D). En todos los casos,
tincion con DAPI azul en el nucleo. Las flechas indican la deteccion de
macrofagos meningeos (Fig.14A) y perivasculares (Fig.14B) en animales control

sin administracion de clodronato.
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Fig.14. Inmunofluorescencia del marcador celular CD163 (rojo) en las meninges (A, C) y la
vasculatura parenquimal (B, D). Tincion con DAPI azul en el nucleo. Las flechas indican la
deteccion de macréfagos meningeos (A) y perivasculares (B).

Efecto sobre la microglia:

En este estudio y en estudios previos de otros autores no se han detectado
alteraciones muy evidentes en el numero de células microgliales que expresan
su tipico marcador iba1 después de la administracion de CLO (Polfliet et al.,
2001; Faraco et al., 2017; Pedragosa et al., 2018). Un aspecto que contribuye a
la selectividad en la deplecion de los macrofagos perivasculares con respecto a
la microglia ademas de la presencia de manosa en su composicion, esta

relacionado con las caracteristicas fisicas en la construccion de los liposomas.
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Estos liposomas poseen un didmetro de 3 um?3, lo que provoca que solo una
célula con capacidad fagocitica constitutiva como los PVMs sea capaz de
fagocitar dichas vesiculas (Galea et al., 2005). En nuestras condidiones
experimentales hemos podido observar la falta de alteraciones evidentes en el
nuamero de células microgliales después de la administracion central de
clodronato, a través de inmunofluorescencia del marcador microglial iba1 (verde)
en ratas tratadas con la administracion central de clodronato en liposomas (CLO)
o su vehiculo (PBS) en CONTROL (Fig. 15A, C) y condiciones de estrés agudo
inmovilizacién (ESTRES 6 H) (Fig. 15B, D).
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Fig. 15- Inmunofluorescencia del marcador microglial iba1 (verde) en ratas tratadas con la
administracion central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones
CONTROL (2A, 2C) y tras la exposicion a estrés agudo (6h) por inmovilizacion (STRESS) (2B,
2D).

105



RESULTADOS

4.2 . Estrés agudo por inmovilizacion

4.2.1 . Niveles de corticosterona en plasma tras la exposicion al estrés

por inmovilizacién durante 6 horas.

Los niveles de corticosterona son habitualmente utilizados como marcador
de activacioén del eje HHA del estrés. Se ha evaluado sus niveles tras 6 horas de
estrés agudo por inmovilizacion. Se ha podido observar una tendencia al
aumento de los niveles del grupo ESTRES 6 H, con respecto al grupo control,

aunque no significativo. (Fig. 16 y tabla 1).
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Fig.16. Niveles de corticosterona plasmatica E ratas tratadas con clodronato encapsulado en
liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés agudo por
inmovilizacion (ESTRES 6H), Los datos representan la media muestral + EEM de 3-5 animales
por grupo

4.2.2 . Efectos de la deplecion de PVM en la expresion de citocinas
proinflamatorias clasicas y sus receptores en condiciones de

estrés agudo por inmovilizacion.
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Una de los primeros eventos de la neuroinflamacién inducida por el estrés
agudo es la activacion de citocinas proinflamatorias, como por ejemplo TNF-a,
IL-18 e IL-6 (Garcia-Bueno et al., 2008a). En nuestras condiciones
experimentales, los niveles de IL-1B e IL-6 aparecieron sin diferencias
significativas entre los distintos grupos (segun ANOVA de dos vias (Figuras 17A-
B). Sin embargo, en el caso de TNFa se encontrdé un efecto principal para el
tratamiento con CLO (Fig. 17C y Tabla 1). Los niveles de TNFa aparecieron
disminuidos en animales sin PVM tanto en condiciones control como tras estrés

agudo (Fig. 17C).
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Fig.17- Niveles de citocinas proinflamatorias de IL-13 (A), IL-6 (B) y TNFa (C). Andlisis realizado
a través de ELISA en muestras de corteza frontal de ratas tratadas con clodronato encapsulado
en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés agudo por
inmovilizacion (ESTRES 6H), Los datos representan la media muestra +EEM de 3-5 animales
por grupo ; ¥ p <0,05 efecto del tratamiento CLO en analisis ANOVA de dos vias.

Se observo un efecto principal del estrés para el receptor de IL-13, IL-1R,
en sus niveles de proteina (Figura 18Ay Tabla 1). En el caso del receptor de IL-
6, IL-6R, se observé un efecto del tratamiento con CLO y una interaccion entre
factores (estrés x tratamiento con CLO) (Fig. 18B y Tabla 1). Post-tests
complementarios de comparaciones multiples para la expresion de la proteina
IL-6R mostraron que el grupo CLO + ESTRES 6H presento niveles aumentados

de manera significativa en comparacion con el resto de los grupos (Fig. 18B y
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Tabla 1). Para los receptores de TNFa, se observé una interaccion (estrés x
tratamiento CLO) para los niveles de proteina de TNFR1 y efectos principales
para el estrés, tratamiento CLO e interaccién en el caso de la proteina TNFR2
(Figs. 18C, D y Tabla 1). El analisis post-test de comparaciones multiples mostré
que los niveles de proteina TNFR2 fueron significativamente mas bajos en el
grupo PBS + CONTROL en comparacion con el resto de grupos de animales, sin
diferencias entre ellos (Fig. 18D y tabla 1).
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Fig.18 - Niveles de expresion proteica de los receptores IL-1R(A), IL-6R(B), TNFR1 (C) y TNFR2
(D) en corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de clodronato en liposomas (CLO)
o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL vy estrés agudo por inmovilizacién (ESTRES
6H), los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés estan normalizados con
respecto a la B-actina (banda inferior). Se recortaron las imagenes del Western Blot (lineas
negras) para mejorar la claridad y la concision de la presentacion. Los datos representan la media
muestral + EEM de 3-5 animales por grupo. & p <0.05, &&& p <0.001 efecto del estrés en el
analisis ANOVA de dos vias entre grupos; W p <0.05 efecto principal del tratamiento CLO en
analisis ANOVA de dos vias entre grupos; En caso de interaccion, post test de Tukey: * p <0.05
Vs grupo PBS + CONTROL; ** p <0.01 Vs grupo PBS + CONTROL; $ p <0.05 Vs grupo CLO +
CONTROL y ## p <0.01 Vs PBS + ESTRES 6H.
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4.2.3 . Efectos de la deplecion de PVM en la expresion de mediadores

pro-inflamatorios de la via de sefnalizacion JAK/STAT.

Para seguir estudiando la sefializacién de citocinas proinflamatorias, se
exploro el estado de los elementos de la via JAK/ STAT, clasicamente implicada
en respuestas agudas a estimulos inflamatorios relacionados con la produccién
de citocinas a nivel vascular (Rivest et al., 2000). En el analisis de la expresion
proteica de pSTAT-3 a nivel nuclear se encontré un efecto principal para el
tratamiento con CLO y una interaccion entre los factores (Fig. 19A y Tabla 1). El
analisis complementario de comparaciones multiples mostré que la exposicién a
estrés agudo aumenté pSTAT-3 en el grupo de animales con macréfagos
perivasculares intactos, pero no en los animales sin PVM. Ademas, los animales
CLO+CONTROL presentaron los niveles mas altos de pSTAT-3 en comparacion
con el resto de los grupos. En el caso de la proteina inhibidora de esta via,
SOCS3, el ANOVA de dos vias también encontré un efecto principal para el
tratamiento con CLO e interaccion (Fig. 19B y Tabla 1). La expresion de SOCS3
fue menor en el grupo CLO + ESTRES 6H comparado con los animales PBS +
ESTRES 6H.
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Fig.19- Niveles de expresion proteica a través WB de los elementos de la via de sefalizacion
JAK/STAT, pSTAT-3 (A) y SOCS3 (B) en muestras de corteza frontal de ratas tratadas con la
administracion de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de
CONTROL vy tras estrés agudo por inmovilizacién (ESTRES 6H). Los datos densitométricos de
las respectivas bandas de interés estan normalizados con respecto a la $-actina (banda inferior)
y GAPDH en el caso de nucleo Se recortaron las imagenes del Western Blot (lineas negras) para
mejorar la claridad y la concisién de la presentacion. Los datos representan la media muestral +
EEM de 3-5 animales por grupo, W p <0,05 efecto principal del tratamiento CLO en andlisis
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ANOVA de dos vias entre grupos; En caso de interaccion, post test de Tukey: #p <0,05 Vs grupo
PBS + ESTRES 6H.

4.2.4 . Efectos de la deplecion de los PVM sobre la via de sefalizacion
del receptor de inmunidad innata Toll-Like 4 (TLR-4) en

condiciones de estrés agudo por inmovilizacién.

La activacion de la via de senalizacion de TLR-4 después de la exposicion
aguda al estrés por inmovilizacién (Garate et al., 2013) se ha relacionado con la
secrecion de diferentes mediadores inflamatorios. Por lo tanto, exploramos a
distintos niveles si la deplecidn selectiva de PVM podria estar relacionada con

los cambios en esta importante via de senalizacion proinflamatoria.

En primer lugar, estudiamos los niveles de proteina de TLR-4, del receptor
para la diferenciacién del cluster dimero LPS/proteina de union (LBP) 14 (CD14),
del co-receptor factor de diferenciacion mieloide-2 (MD-2) y de la proteina
adaptadora de diferenciacion mieloide respuesta primaria 88 (MyD88). El
ANOVA de dos vias de la expresion proteica de TLR-4 encontré un efecto
principal del estrés (figura 20A y Tabla 1). En el caso de CD14, se encontraron
efectos del estrés y del tratamiento con CLO (Fig. 20B y Tabla 1). Para MD-2 se
detectod un efecto del tratamiento con CLO (Fig. 20C y Tabla 1) y finalmente, se
observo efecto del tratamiento con CLO e interaccion con respecto a los niveles
proteicos de MyD88 (Fig. 20D y Tabla 1). El analisis adicional de esta interaccion
mostré que los niveles de proteina MyD88 se incrementaron en el grupo
ESTRES 6H + PBS en comparacion con los grupos PBS + CONTROL y CLO +
ESTRES (Fig. 20D).

TLR-4 también puede ser estimulado por la accion de patrones
moleculares enddgenos asociados a dano (DAMP), tales como la proteina del
grupo de alta movilidad 1 (HMGB-1) y la proteina de choque térmico 60 (HSP60).
El ANOVA de dos vias aplicado para el estudio de los niveles de proteina de
ambos mediadores mostré un efecto para el tratamiento con CLO solo para
HMGB-1. Los niveles de HMGB-1 aparecieron disminuidos en animales sin PVM

en control y tras estrés agudo (Fig. 20E y Tabla 1).
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Fig.20- Niveles de expresioén proteica de TLR-4 (A), CD14 (B), MD-2 (C), MyD88 (D), HMGB-1
(E) y HSP60 (F) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administracién de clodronato en
liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de Control (CONTROL) y estrés agudo por
inmovilizacion (STRESS). Los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés estan
normalizados con respecto a la B-actina (banda inferior). Se recortaron las imagenes del Western
Blot (lineas negras) para mejorar la claridad y la concision de la presentacion. Los datos
representan la media muestral + EEM de 3-5 animales por grupo. && p <0.01, &&& p <0.001
efecto principal del estrés en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos; ¥ p <0.05, YW p <0.01
efecto principal del tratamiento CLO en analisis ANOVA de dos vias entre grupos; En caso de
interaccion, post test de Tukey; ## p <0.01 Vs grupo PBS + ESTRES 6H.
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4.2.5 . Efectos de la deplecion de PVM en la via de senalizacion del
factor Nuclear kappa B (NF-kB) en condiciones de estrés agudo

por inmovilizacién.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta ahora, se evalué si las
posibles alteraciones en la via pr-inflamatoria dependiente de TLR-4 / Myd88
también estaban presentes a nivel de NF-kB. Por lo tanto, analizamos la
expresion de ARNm y proteina de la subunidad p65 de NF-kB, su proteina
inhibidora IkBa y las enzimas proinflamatorias dependientes de NF-kB,
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la NO sintasa inducible (iNOS) y finalmente, los
niveles de prostaglandinas pro y antiinflamatorias derivadas de la actividad
conjunta de las enzimas ciclooxigenasas y de las respectivas enzimas

prostaglandina sintasas especificas de tejido.

ElI ANOVA de dos vias mostré un efecto principal del tratamiento con CLO
en los niveles de proteina de NF-kB, IkBa y COX-2, respectivamente (figuras
21A, B, C y Tabla 1). Se encontré un efecto principal del estrés para el ARNm de
IkBa y la proteina de iNOS (figuras 21D, F y Tabla 1). Finalmente, se pudo
observar una interaccién entre factores para los niveles de ARNm de COX-2
(figura 21E y Tabla 1). El analisis complementario de comparaciones multiples
para esta interaccion mostré que los niveles de ARNm de COX-2 fueron
significativamente mas bajos en el grupo CLO+ESTRES 6H en comparacion con
los grupos CLO+CONTROL y PBS+ESTRES 6H, respectivamente (Fig. 21E y
Tabla 1).

Como describen algunos estudios, los PVM son los principales
reguladores de la produccion de la prostaglandina proinflamatoria PGE2 (Faraco
et al., 2017) y, en consecuencia, también estudiamos la expresion de las otras
enzimas implicadas en su sintesis, ciclooxigenasa 1 (COX-1) y Prostaglandina
E2 sintasa-1 microsomal (m-PGES-1) en nuestros grupos experimentales. El
ANOVA de dos vias no encontré cambios en la expresion de mPGES-1 entre
todos los grupos analizados, sin embargo, se encontraron efectos principales del
estrés y el tratamiento con CLO para los niveles de proteina COX-1 (Figuras

21G, Hy Tabla 1). Con respecto a las prostaglandinas se ha observado un efecto
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del estrés en los niveles de la prostaglandina antiinflamatoria 15d-PGJ2 en

corteza (Fig. 211 y Tabla 1) y no se encontraron cambios significativos en los

niveles de PGE2 entre los distintos grupos a estudio. (Fig. 21J y Tabla 1).
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Fig.21- Expresion proteica de la subunidad p65 de NF-kB en extractos nucleares (A), IkBa en
extractos citosdlicos (B), COX-2 (C), iNOS (F) y COX-1 (H) en la corteza pre frontal de ratas
tratadas con la administracion de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en
condiciones de CONTROL vy estrés agudo de restriccién (ESTRES 6H), Expresion de ARNm de
IkBa (D), COX-2 (E) y mPGES-1 (G) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administracion
de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés
agudo por inmovilizacién (ESTRES 6H). Andlisis realizado a través de WB, los datos
densitométricos de las respectivas bandas de interés estan normalizados con respecto a la B-
actina, excepto por la subunidad (A) de p65 de NF-kB en la que se utilizé la proteina nuclear
GAPDH1 (banda inferior). Niveles de 15d-PGJz (I) y de PGE:z (J) en corteza frontal en los
diferentes grupos estudiado. Se recortaron las imagenes del Western Blot (lineas negras) para
mejorar la claridad y la concisién de la presentacion. Los datos representan la media muestral+
EEM de 3-5 animales por grupo. & p <0.05; &&& p <0.001 efecto del estrés en el analisis ANOVA
de dos vias entre grupos; W p <0,05; WW p <0,01 efecto del tratamiento CLO en el analisis
ANOVA de dos vias entre los grupos. En caso de interaccion, post test de Tukey: $ p <0,05 Vs
grupo CLO + CONTROL y #p <0,05 Vs grupo PBS + ESTRES 6H.

4.2.6 . Efecto de la deplecion de los PVM en los marcadores de estrés
oxidativo/nitrosativo y en sus mecanismos antioxidantes

reguladores en un modelo de estrés agudo por inmovilizacion

Teniendo en cuenta el potential previamente sugerido de los PVM en la
regulacion de los mecanismos antioxidantes enddgenos, intentamos explorar su
papel en nuestro modelo de restriccion de movimiento agudo, una condicion en
la que la sobreactivacion de las enzimas proinflamatorias produce estrés

oxidativo/nitrosativo.

Primero, verificamos los niveles del marcador de estrés
oxidativo/nitrosativo, 4-hidroxinonenal (4-HNE). El ANOVA de dos vias encontro
una interaccion entre factores (Fig. 22A y Tabla 1). El analisis de comparaciones

multiples complementarias mostré que los animales PBS+ESTRES 6H
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presentaban niveles significativamente mas altos de grupos 4-HNE que PBS +
CONTROL y CLO + ESTRES 6H, respectivamente (Fig. 22A y Tabla 1).

Posteriormente, se explord la expresion proteica del factor nuclear tipo 2
(derivado de eritroide 2) (Nrf2) de perfil antioxidante y la expresion de ARNm de
enzimas antioxidantes endogenas que dependen de su activacion. EIl ANOVA de
dos vias mostro efectos principales del estrés y el tratamiento con CLO para la
expresion de la proteina Nrf2 (figura 8B y tabla 1). El ANOVA de dos vias también
mostré un efecto principal del estrés en la expresion de los enzimas glutation
reductasa (GSR-1), desglicasa asociada al parkinsonismo (PARK?7) y superoxido
dismutasa 2 (SOD-2) (Figuras 22C-E y Tabla 1). Ademas, se encontré un efecto
del tratamiento CLO para GRS y una interaccién para PARKY7. El analisis
adicional de esta interaccion entre los grupos mostré que la expresion de ARNm
de PARK7 en animales CLO + ESTRES 6H fue mayor que el resto de los grupos
estudiados (Fig 22D y Tabla 1). No hubo diferencias significativas en la expresién

de mRNA de catalasa entre los grupos (datos no mostrados).
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Fig.22- Expresion proteica de 4-HNE (A) y Nrf2 en extractos nucleares (B) y expresion de ARNm
de GRS-1 (C), PARKY (D) y SOD-2 (E) en la corteza pre frontal de ratas tratadas con la
administracion central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de
CONTROL vy estrés agudo de restriccion (ESTRES 6H).En el analisis de transferencia western
para la expresion de proteinas, los datos densitométricos de la banda 4-HNE se normalizan con
respecto a la B-actina, y para la proteina nuclear Nrf2 (A) se utiliz6 GAPDH1 (banda inferior). Se
recortaron blots (lineas negras) para mejorar la claridad y la concisién de la presentacién. Las
barras representan la media + EEM de 3-5 animales por grupo. & p <0.05, && p <0.01, &&& p
<0.001 efecto principal del estrés en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos; ¥ p <0.05, YW
p <0.01 efecto principal del tratamiento CLO en analisis ANOVA de dos vias entre grupos; En
caso de interaccion, post test de Tukey: * p <0.05; ** p <0,01 Vs grupo PBS + CONTROL; $$ p
<0,01 Vs grupo CLO + CONTROL y #p <0,05 Vs grupo PBS + ESTRES 6H.
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ESTRES 6H
Parametros Estrés Tratamiento CLO Interacion
TNFa F(1,9)=3.61 p=0.089  F(1,9)=10.94 p=0.009  F(1,9)=1.74 p=0.22
WBIL-1R F(1,12)=28.54 p=0.0002 F(1,12)=3.04 p=0.10 F(1,12)=2.78 p=0.12
WBIL-6R F(1,12)=4.46 p=0.056  F(1,12)=13.91 p=0.003  F(1,12)=6.91 p=0.022
WBTNFR1  F(1,12)=0.27 p=0.6083 F(1,12)=0.75 p=0.401 F(1,12)=9.08 p=0.0108
WBTNFR2  F(1,12)=6.10 p=0.03 F(1,12)=7.63 p=0.017  F(1,12)=13.81 p=0.003
WBPpSTAT3  F(1,12)=05 p=0.5 F(1,12)=18.15 p=0.0011  F(1,12)=60.1 p=0.0001
WBSOCS3  F(1, 12)=0.0002 p=0.98 F(1,12)=11.73 p=0.005  F(1,12)=9.9 p=0.008
WB TLR-4 F(1,12)=12.88 p=0.003 F(1,12)=0.22 p=0.64 F(1,12)=2.43 p=0.14
WB CD14 F(1,12)=28.58 p=0.0002 F(1,12)=9.06 p=0.010  F(1,12)=0.038 p=0.85
WB MD-2 F(1,12)=0.45 p=0.5 F(1,12)=10.3 p=0.0075 F(1,12)=0.0017  p=0.96
WBMyD88  F(1,12)=4.22 p=0.06 F(1,12)=10 p=0.008  F(1,12)=10.12 p=0.008
WBHMGB-1  F(1,12)=0.16 p=0.7 F(1,12)=14.86 p=0.002  F(1,12)=0.22 p=0.64
WB p65 F(1,12)=0.006 p=0.93 F(1,12)=14.41 p=0.002  F(1,12)=2.51 p=0.14
WB IkBa F(1,12)=1.12 p=0.30 F(1,12)=7.17 p=0.02 F(1,12)=1.46 p=0.25
WBCOX-2  F(1,12)=0.26 p=0.61 F(1,12)=13.13 p=0.0033 F(1,12)=1.3 p=0.27
ARNm IkBa  F(1,12)=8.36 p=0.013  F(1,12)=0.068 p=0.79 F(1,12)=1.2 p=0.29
ARNm COX-2 F(1,12)=1.7 p=0.21 F(1,12)=1.05 p=0.32 F(1,12)=10.83 p=0.0065
WBiNOS F(1,12)=7.57 p=0.017  F(1,12)=1.44 p=0.25 F(1,12)=2.73 p=0.12
WBCOX-1  F(1,12)=28.86 p=0.0002 F(1,12)=9.4 p=0.0098  F(1,12)=0.007 p=0.93
15d-PGJ2 F(1,7) = 8,646 P=0,0217 F(1,7)=3,186 P=0,1174 F(1,7)=0,7064 P =0,4284
WB4-HNE  F(1,11)=4.07 p=0.06 F(1,11)=0.98 p=0.34 F(1,11)=14.31 p=0.003
WB Nrf2 F(1,12)=10.52 p=0.007  F(1,12)=8.01 p=0.015  F(1,12)=2.56 p=0.13
ARNm GSR  F(1,12)=11.6 p=0.005  F(1,12)=10.66 p=0.006  F(1,12)=15 p=0.25
ARNm PARK7 F(1,12)=21.4 p=0.0006 F(1,12)=3.12 p=0.10 F(1,12)=6.23 p=0.0028
ARNm SOD-2  F(1,12)=6.89 p=0.02 F(1,12)=0.94 p=0.35 F(1,12)=0.027 p=0.87

Tabla1. Analices ANOVA de dos viasanalyses (valores F y dfs).

4.3 . Estrés cronico (CMS) en ratas

Teniendo en cuenta todos los antecedentes y los resultados del estudio

anterior (estrés agudo por inmovilizaciéon), se ha realizado el siguiente
experimento en un modelo que pudiera tener una representacion mas
traslacional, como por ejemplo un modelo de estrés cronico o “CMS” durante 21

dias.

4.3.1 Niveles de corticosterona en plasma tras la exposicion al estrés
cronico durante 21 dias.
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Para estudiar el efecto de la deplecion de PVMs en la actividad del eje
HHA tras la exposicion a estrés cronico se midieron los niveles de corticosterona
en plasma en los distintos grupos a estudio, observandose un efecto
estimulatorio del estrés en los niveles plasmaticos de corticosterona (Fig. 23A 'y
Tabla 2).
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Fig.23- Niveles de corticosterona plasmatica en ratas tratadas con clodronato encapsulado en
liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones CONTROL y de CMS 21 DIAS. Los datos
representan la media muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. &&&&p <0.0001 efecto principal
del estrés en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos.

4.3.2 Efectos de la depleciéon de PVM en la expresion de citocinas
proinflamatorias clasicas y sus receptores en condiciones de
CMS durante 21 dias.

Las citocinas representan uno de los mediadores proinflamatorios,
implicados en muchos tipos de estrés, como principal activador de diversas
cascadas de senalizacion responsable de la neuroinflamacion (Garcia-Bueno
etal., 2008a). En el caso de los niveles de ARNm de IL-183, se observé un efecto
del tratamiento con CLO y una interaccion entre factores (estrés x tratamiento
con CLO) segun el ANOVA de dos vias. El post test de comparaciones multiples
mostré que los grupos, CLO+CONTROL, PBS+CMS 21 DIAS y CLO+CMS 21
DIAS presentaron niveles aumentados de manera significativa en comparacién
al grupo CONTROL (Fig. 24A y Tabla 2). Se ha detectado una disminucién en
los niveles de ARNm de IL-6, por el efecto del estrés crénico (Fig. 24B yTabla
2). No se ha observado diferencias significativas de los niveles de ARNm de

TNFa entre los grupos experimentales estudiados (Fig. 24C y Tabla 2).
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Fig.24-. Expresion génica de IL-13 (A), IL-6 (B) y TNFa(C), en la corteza frontal de ratas tratadas
con la administracion central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en
condiciones de CONTROL y estrés cronico (CMS 21 DIAS). Las barras representan la media +
EEM de 4-6 animales por grupo. & p <0.05, && p <0.01 efecto principal del estrés en el analisis
ANOVA de dos vias entre grupos; WYWW p <0.001 efecto principal del tratamiento CLO en analisis
ANOVA de dos vias entre grupos; En caso de interaccién, post test de Tukey: ** p <0,01 Vs grupo
PBS + CONTROL; *** p <0,001 Vs grupo PBS + CONTROL.

No se observé un efecto del estrés para los receptores de citocinas IL-1R,
IL-6R, TNFR1 y TNFR2 en sus niveles de proteina (Figuras 25A-D y Tabla 2).
En el caso del receptor de IL-13, IL-1R, se observé una interaccidn entre factores
(estrés x tratamiento con CLO) (Fig.25B y Tabla 2). Post-tests complementarios
de comparaciones multiples para la expresion de la proteina IL-1R mostraron
que el grupo PBS + CMS 21 DIAS presentd niveles aumentados de manera
significativa en comparacion con el grupo PBS+CONTROL y CLO+CONTROL,
y el grupo CLO+CMS 21 DIAS mostré diferencias significativas con respecto al
grupo PBS+CMS 21 DIAS (Fig. 25A y Tabla 2). Para el receptor de IL-6 IL-6R se
observo un efecto estimulatorio del tratamiento con CLO (Fig. 25B y Tabla 2).

Ningun efecto fue observado en los receptores de TNFa (Fig. 25C y D; Tabla 2).
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Fig.25-. Niveles de expresion proteica de los receptores IL-1R(A), IL-6R(B), TNFR1 (C) y TNFR2
(D) en corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de clodronato en liposomas (CLO)
o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL vy estrés cronico (CMS 21 DIAS), los datos
densitométricos de las respectivas bandas de interés estan normalizados con respecto a la B-
actina (banda inferior). Se recortaron las imagenes del Western Blot (lineas negras) para mejorar
la claridad y la concision de la presentacion. Los datos representan la media muestral + EEM de
4-6 animales por grupo W p <0,05 efecto principal del tratamiento CLO en analisis ANOVA de
dos vias entre grupos; En caso de interaccion, post test de Tukey: * p <0,05 Vs grupo PBS +
CONTROL; $ p <0.01 Vs grupo CLO + CONTROL; y # p <0.05 Vs PBS + CMS 21 DIAS.

4.3.3 Efectos de la deplecion de los PVM sobre la via de sefalizaciéon
del receptor de inmunidad innata Toll-like 4 (TLR-4) en

condiciones de CMS.

La activacién de la via de sefializacion de TLR-4 después de la exposicion
aguda al estrés por inmovilizacién (Garate et al., 2013) y también su regulacion
en un modelo de estrés cronico (Garate et al., 2011) se ha relacionado con la
secrecion de diferentes mediadores inflamatorios. Se exploro a distintos niveles
si la deplecion selectiva de PVM podria estar relacionada con los cambios en

esta importante via proinflamatoria.
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De igual manera que en el estrés agudo por inmovilizacion, estudiamos
los niveles de proteina de TLR-4, del receptor para la diferenciacién del cluster
dimero LPS/proteina de unién (LBP)/ (CD14), el co-receptor factor de
diferenciacion mieloide-2 (MD-2) y la proteina adaptadora de diferenciacion
mieloide respuesta primaria 88 (MyD88). EIl ANOVA de dos vias encontré una
interaccion entre los factores (estrés y tratamiento con CLO) en la expresion
proteica de TLR-4, CD14 y MD-2 (Fig.26 A, B, C y Tabla 2). El analisis adicional
mostro una disminucién de los niveles proteicos de TLR-4 en el grupo CLO+CMS
21 DIAS con respecto a PBS+ CMS 21 DIAS. Se vieron disminuidos también los
niveles proteicos de CD14 y MD-2 del grupo CLO+CMS 21 DIAS con respecto a
CONTROL, CLO y CLO+CMS 21 DIAS. En el caso de CD14, se encontraron
efectos del tratamiento con CLO (Fig. 26B y Tabla 2). Para MD-2 se detectd un
efecto del tratamiento con CLO y también un efecto del estrés en su expresion
proteica (Fig. 26C y Tabla 2) y finalmente, se observo efecto del tratamiento con

CLO con respecto a los niveles proteicos de MyD88 (Fig. 26D y Tabla 2).

Con respecto a los DAMPs, responsables por la activacion del TLR-4, no
se obervaron diferencias en los niveles proteicos de HMGB-1 (Fig. 26E y Tabla
2), pero se encontré un efecto del estrés, que resulta en la disminucion de los
niveles proteicos de HSP60 (Fig. 26F y Tabla 2).
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Fig.26- Niveles de expresion proteica de TLR-4 (A), CD14 (B), MD-2 (C), MyD88 (D), HMGB-
1(E) y HSP60 (F) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de clodronato en
liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de Control (CONTROL) y estrés agudo por
inmovilizacion (CMS 21 DIAS). Los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés
estan normalizados con respecto a la p-actina (banda inferior). Se recortaron las imagenes del
Western Blot (lineas negras) para mejorar la claridad y la concision de la presentacion. Los datos
representan la media muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. & p <0.05, && p <0.01 efecto
principal del estrés en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos; W p <0.05, YWY p <0.001
efecto principal del tratamiento CLO en analisis ANOVA de dos vias entre grupos; En caso de
interaccioén, post test de Tukey: * p <0,05 Vs grupo PBS + CONTROL; ** p <0,01 Vs grupo PBS
+ CONTROL; ### p <0.001 Vs grupo PBS + CMS 21 DIAS, $ p <0,05 Vs grupo CLO, $$ p <0,01
Vs grupo CLO.
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4.3.4 Efectos de la deplecion de PVM en la via de senalizacion del
factor nuclear kappa b (NF-KB) en condiciones de estrés

cronico o CMS durante 21 dias.

De igual manera que en el estrés agudo por inmovilizacidn, evaluamos la
existencia de alteraciones en la via proinflamatoria dependiente de TLR-4/Myd88
también presentes a nivel de NF-kB en el modelo de estrés cronico de 21 dias.
Por lo tanto, también se evalud la expresion proteica de la subunidad p65 de NF-
KB, de su proteina inhibidora IkBa (también su expresion génica) y los niveles de

las enzimas proinflamatorias dependientes de NF-kB, COX-2 e iNOS.

EI ANOVA de dos vias mostrd un efecto principal del tratamiento con CLO
en los niveles de proteina de NF-kB y un efecto del estrés en la expresion
proteica de su proteina inhibidora IkBa (Figuras 27A, B, y Tabla 2). Se ha
observado una interaccion de los factores (estrés y tratamiento con CLO) en la
expresion proteica de COX-1, donde en el analisis complementario de
comparaciones multiples encontré un aumento en el grupo CLO+CMS 21 DIAS
con respecto al grupo CLO (Fig. 27H y Tabla 2). No se han detectado cambios
en los demas mediadores evaluados: COX-2 (Fig. 27C y E y Tabla 2), expresion
génica de IkB (Fig. 27D y Tabla 2), iNOS (Fig. 27F y Tabla 2), y mPGES-1 (Fig.
27G y Tabla 2). Tampoco se han observado diferencias entre los grupos, con
respecto a los niveles de las prostaglandinas 15d-PGJ2 (clasicamente anti-
inflamatoria) (Fig. 271y Tabla 2) y PGE:2 (proinflamatoria) en muestras de corteza
frontal (Fig.27J y Tabla 2).
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Fig.27- Expresion proteica de la subunidad p65 de NF-kB en extractos nucleares (A), IkBa en
extractos citosdlicos (B), COX-2 (C), iNOS (F) y COX-1 (H) en la corteza pre frontal de ratas
tratadas con la administracion de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en
condiciones de CONTROL y estrés cronico (CMS 21 DIAS), Expresion de ARNm de IkBa (D),
COX-2 (E) y mPGES-1 (G) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de
clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés agudo
por inmovilizacion (CMS 21 DIAS). Analisis realizado a través de WB, los datos densitométricos
de las respectivas bandas de interés estan normalizados con respecto a la 3-actina, excepto por
la subunidad (A) de p65 de NF-kB en la que se ultilizo la proteina nuclear GAPDH (banda inferior).
Niveles de 15d-PGJ: (I) y de PGE: (J) en corteza frontal en los diferentes grupos estudiado. Se
recortaron las imagenes del Western Blot (lineas negras) para mejorar la claridad y la concisién
de la presentacion. Los datos representan la media muestral+ EEM de 4-6 animales por grupo.
& p <0.05 efecto del estrés; W p <0,05 efecto del tratamiento con CLO en el analisis ANOVA de
dos vias entre los grupos. En caso de interaccion, post test de Tukey: $ p <0,05 Vs grupo CLO +
CONTROL.

4.3.5 Efecto de la deplecion de los PVM en los marcadores de estrés
oxidativo/nitrosativo y en sus mecanismos antioxidantes

reguladores en un modelo de 21 dias de CMS.

Considerando los resultados previos del papel de los PVM en la regulacién
de los mecanismos antioxidantes enddgenos en el modelo agudo por restriccion
de movimiento presentados anteriormente, decidimos explorar su papel en un
modelo de estrés crénico de 21 dias (CMS), en el que se ha descrito la

implicacién de mecanismo antioxidantes (Martin-Hernandez et al., 2016).

Se verificd los niveles del marcador de estrés oxidativo/nitrosativo, 4-
hidroxinonenal (4-HNE) de la misma manera que en el modelo agudo. EIANOVA
de dos vias encontré un efecto para el estrés disminuyendo su expresion proteica
(Fig. 28A y Tabla 2). Posteriormente, se exploro la expresion proteica del factor
nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) con un marcado potencial

antioxidante y la expresion de ARNm de enzimas antioxidantes endégenas que
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dependen de su activacion. No se han observado efectos del estrés o el
tratamiento con CLO para la expresion de la proteina Nrf2 (figura 14B y Tabla 2).
Solo se detectd un efecto del estrés estimulatorio sobre la expresién de la enzima
antioxidante GRS1 (Fig. 28C y Tabla 2). No hubo diferencias significativas en la
expresion de ARNm de PARKY (Fig. 28D), SOD-2 (Fig. 28D) ni de catalasa entre

los grupos o sobre Keap-1, proteina inhibitoria de Nrf2 (datos no mostrados).
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Fig.28.- Expresion proteica de 4-HNE (A) y Nrf2 en extractos nucleares (B) y expresion de ARNm
de GRS1 (C), PARK7 (D) y SOD-2 (E) en la corteza frontal de ratas tratadas con la
administracion central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de
CONTROL y estrés agudo de restriccion (CMS 21 DIAS).En el analisis de transferencia western
para la expresion de proteinas, los datos densitométricos de la banda 4-HNE se normalizan con
respecto a la B-actina, y para la proteina nuclear Nr-f2 (A) se utiliz6 GAPDH (banda inferior). Se
recortaron blots (lineas negras) para mejorar la claridad y la concision de la presentacion. Las
barras representan la media + EEM. & p <0.05, && p <0.01 efecto principal del estrés en el
analisis ANOVA de dos vias entre grupos.
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CMS 21 DIAS

Parametros Estrés Tratamiento CLO Interaccion
Corticosterona |F(1,23)=50,39 P =0,0001 [F(1,23)=1,759 |P=0,1978 |F(1,23)=1,836 |P=0,1885
ARNm IL-18  [F(1,21)=10,17 P=0,0044 [F(1,21)=1498 [P =0,0009 |F(1,21)=5,465 |P=0,0294
ARNm IL-6  |F(1,21)=5,475 P=0,0292 [F(1,21)=0,2105 |P=06511 [F(1,21)=1,114 |P=0,3032
WBIL-1R F(1,22)=3199 [P=0,0875 |F(1,22)=10,97 |P=0,0032 |F(1,22)=4,376 |P=0,0482
WBIL-6R F(1,21)=0,1065 |P=0,7474 |F(1,21)=7,294 |P=0,0134 |F(1,21)=3,243 |P=0,0861
WBTNFR2 [F(1,22)=0,9840 |P=0,3320 [F(1,22)=0,1198 |[P=0,7325 |F(1,22)=4,935 |P=0,0369
WB TLR-4 F(1,22)=3,194 |P=0,0877 |F(1,22)=0,6163 |P=0,4408 |F(1,22)=6,811 |P=0,0160
WB CD14 F(1,22)=1,762 |[P=0,1979 |F(1,22)=10,67 |P=0,0035 |F(1,22)=20,26 |P=0,0002
WB MD-2 F(1,22)=4,780 P=0,0397 [F(1,22)=15,74 |P=0,0007 [F(1,22)=12,12 |P=0,0021
WBMyD88 |F(1,22)=0,8257 |P=0,3734 |F(1,22)=5,464 |P=0,0289 |F(1,22)=1,307 |P=0,2653
WB p65 F(1,22)=0,2281 |P=06377 |F(1,22)=6,741 |P=0,0165 |F(1,22)=2,723 |P=0,1131
WB IkBa F(1,22)=5,790 P =0,0250 |F(1,22)=0,04460 [P =0,8347 |F(1,22)=0,04575|P =0,8326
WBCOX-1 [F(1,22)=2,649 |P=0,1178 |F(1,22)=0,002784P =0,9584 |F(1,22)=6,088 |P=0,0219
15d-PGJ2 F(1,13) = 4,683 P =0,0497 |F(1,13)=0,000384P =0,9847 |F(1,13)=0,03276|P =0,8592
WB4-HNE  |F(1,21)=12,56 P=0,0019 [F(1,21)=1,297 |P=0,2677 |F(1,21)=0,6489 |P=0,4295
ARNm GSR-1  [F(1,21) =8,317 P=0,0089 [F(1,21)=0,7998 [P=0,3813 |F(1,21)=1,553 |P=0,2264
MCP-16H  [F(1,12)=18,44 P=0,0010 [F(1,12)=0,1675 |P=0,6896 |F(1,12)=1,118 [P=0,3112
MCP-1 CMS 21 [F(1,18) = 6,236 P=0,0224 [F(1,18)=4,561 |P=0,0467 [F(1,18)=5488 |P=0,0308

Tabla 2. Analices ANOVA de dos vias (valores F y dfs)

4.4 Estrés cronico “CMS” curso temporal: 7 y 14 dias

Teniendo en cuenta los resultados tras el estrés crénico de 21 dias, se optd
por la realizacién de un curso temporal y obtencion de muestras alos 7 y 14 dias
del inicio del estrés, con la intencidn de estudiar la evolucion de los distintos
mediadores a estudio implicados en la respuesta inmune inflamatoria, estrés

oxidativo/nitrosativo y sus mecanismos antioxidantes reguladores en SNC.

4.4.1 “Chronic mild stress” (CMS) 7 dias

4.41.1 Niveles de corticoesterona en plasma tras la exposicion a estrés

cronico por 7 dias

Se evaluaron los niveles de corticosterona en plasma tras 7 dias de estrés

cronico. Se observé un efecto del estrés en los niveles plasmaticos de
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corticosterona, asi como un efecto del tratamiento con CLO, el ANOVA de dos
vias detectd una interaccion entre los factores (estrés y tratamiento CLO) (Fig.
29A y Tabla 3). EI post test de Tukey permiti6 observar una diferencia
significativa del grupo CLO+CMS 7 DIAS, con respecto a los grupos,
PBS+CONTROL, CLO+CONTROL y PBS+CMS 7 DIAS.
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Fig.29.- Niveles de corticosterona plasmatica, evaluados 7 dias de estrés crénico de ratas
tratadas con clodronato encapsulado en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en CONTROL y
condiciones de estrés agudo por inmovilizacién (CMS 7 DIAS), Las barras representan la media
muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. && p <0.01 efecto principal del estrés y YW p< 0.01
efecto principal del tratamiento con CLO en el anélisis ANOVA de dos vias entre grupos; En caso
de interaccion, post test de Tukey: *** p <0,0=1 Vs grupo PBS + CONTROL; ### p <0,001 Vs
grupo PBS + CMS 7 DIAS, $$$ p< vs CLO+CONTROL.
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4.4.1.2 Efectos de la deplecion de PVM en la expresion de citocinas
proinflamatorias y sus receptores en condiciones de estrés crénico
de 7 dias

Tras la regulacion de las citocinas en los modelos estudiados hemos
decidido verificar sus niveles a diferentes tiempos en un curso temporal
empezando por 7 dias de estrés cronico (1 ciclo). En los niveles de ARNm de IL-
1B, se observd una interaccion entre factores (estrés x tratamiento con CLO,
segun el ANOVA de dos vias), el post test de comparaciones multiples mostré
que los grupos, CLO+CONTROL y PBS+CMS 7 DIAS presentaron niveles
aumentados de manera significativa en comparacion al grupo PBS+CONTROL
(Fig. 30A y Tabla 3). Se ha detectado un efecto principal para el estrés de 7 dias
en los niveles de ARNm de IL-6 (Fig. 30B y Tabla 3). No se han observado
diferencias significativas de los niveles ARNm de TNFa entre los grupos

experimentales estudiados (Fig. 30C).
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Fig.30.-Expresion génica de IL-18 (A), IL-6 (B) y TNFa(C), en la corteza frontal de ratas tratadas
con la administracién central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en
condiciones de CONTROL vy estrés cronico (CMS 7 DIAS). Las barras representan la media +
EEM de 4-6 animales por grupo. &&& p <0.001 efecto principal del estrés en el analisis ANOVA
de dos vias entre grupos; En caso de interaccion, post test de Tukey: ** p <0,01 Vs grupo PBS +
CONTROL; *** p <0,001 Vs grupo PBS + CONTROL.
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Con respecto a los receptores de citocinas (IL-1R), se observé un efecto
principal del tratamiento con CLO, disminuyendo sus niveles proteicos en los
grupos tratados con CLO tanto en situaciones control como estrés (Fig. 31A y
Tabla 3). En el caso del receptor TNFR2 se encontr6 un efecto principal del
estrés y un efecto del tratamiento con CLO e interaccion entre los factores (estrés
x tratamiento con CLO) (Fig. 31D y Tabla 3). Los post-test complementarios de
comparaciones multiples mostraron una disminucién en el grupo CLO+CMS 7
dias con respecto, al grupo PBS+CONTROL. No se han observado diferencias
de los niveles proteicos para el receptor de IL-6 (Fig.31B) o de TNFR1(Fig.31C)
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Fig.31- Niveles de expresion proteica de los receptores IL-1R(A), IL-6R(B), TNFR1 (C) y TNFR2
(D) en corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de clodronato en liposomas (CLO)
o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL y estrés crénico durante 7 dias (CMS 7 DIAS),
los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés estan normalizados con respecto
a la B-actina (banda inferior). Se recortaron las imagenes del Western Blot (lineas negras) para
mejorar la claridad y la concision de la presentacion. Los datos representan la media muestral +
EEM. & p <0.05, efecto del estrés en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos; ¥ y p <0,05
efecto principal del tratamiento CLO; En caso de interaccion, post test de Tukey: ** p <0,01 Vs
grupo PBS + CONTROL.
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4.4.1.3 Efectos de la deplecién de los PVM sobre la via de senalizacion del
receptor de inmunidad innata toll-like 4 (TLR-4) en condiciones de

estrés cronico durante 7 dias

En condiciones de estrés crénico durante 7 dias se ha podido observar un
efecto del tratamiento con CLO en los niveles proteicos del receptor CD14 (Fig.
32B y Tabla 3). En los niveles del co-receptor MD-2 un efecto principal del estrés
fue observado, viéndose disminuida su expresién. En el caso de la proteina
adaptadora MyD88, se ha podido observar un efecto del tratamiento con CLO
asi como un efecto del estrés disminuyendo su expresion (Fig. 32D y tabla 3). o
se han observado diferencias significativas en la expresion del receptor TLR-4
(Fig. 32A), ni de los DAMPs HMGB-1 o HSP60 (Fig.32E y F).se han observado
diferencias significativas en la expresion del receptor TLR-4 (Fig. 32A), ni de los
DAMPs HMGB-1 o HSP60 (Fig.32E y F).
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Fig.32- Niveles de expresion de TLR-4 (A), CD14 (B), MD2 (C), MyD88 (D), HMGB-1 (E) y HSP60
(F) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de clodronato en liposomas (CLO)
o su vehiculo (PBS) en condiciones de Control (CONTROL) y estrés agudo por inmovilizacién
(CMS 7 DIAS). Los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés estan
normalizados con respecto a la -actina (banda inferior). Se recortaron las imagenes del Western
Blot (lineas negras) para mejorar la claridad y la concisiéon de la presentacion. Los datos
representan la media muestral + EEM. &&& p <0.001 efecto principal del estrés en el analisis
ANOVA de dos vias entre grupos y W p <0.05, efecto principal del tratamiento CLO.
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4.4.1.4 Efectos de la deplecion de PVM en la via de senalizacién del factor
nuclear kappa b (NF-kB) en condiciones de estrés cronico durante
7 dias

En la via de sefalizacion del factor nuclear NF-kB no se han observado
diferencias significativas en la expresion proteica o génica de los mediadores
implicados esta via de sefalizacion entre los grupos estudiados: NF-kB (p65)
(Fig. 33A), su proteina inhibidora IkB, (Fig. 33B, D), enzimas dependientes de
NF-kB, COX-2 e iINOS (Fig. 33C, E, F), mPGES-1 (Fig.33G), asi como las
prostaglandinas 15d-PGJ2 (clasicamente anti-inflamatoria) (Fig. 331) o PGE2
(pro-inflamatoria) en corteza (Fig. 33J). Solo se ha podido observar un efecto
principal del tratamiento con CLO en la expresiéon de COX-1 (Fig. 33H y Tabla
3).
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Fig. 33.- Expresion de la subunidad p65 de NF-kB en extractos nucleares (A), IkBa en extractos
citosdlicos (B), COX-2 (C), INOS (F) y COX-1 (H) en la corteza pre frontal de ratas tratadas con
la administracion de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de
CONTROL vy estrés crénico (CMS 7 DIAS), Expresion de ARNm de IkBa (D), COX-2 (E) y
mPGES-1 (G) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de clodronato en
liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés crénico (CMS 7
DIAS). Andlisis realizado a través de WB, los datos densitométricos de las respectivas bandas
de interés estan normalizados con respecto a la -actina, excepto por la subunidad (A) de p65
de NF-kB en la que se utilizé la proteina nuclear GAPDH (banda inferior). Se recortaron las
imagenes del Western Blot (lineas negras) para mejorar la claridad y la concisién de la
presentacion. Niveles de 15d-PGJ:z (I) y de PGE:2 (J) en corteza frontal en los diferentes grupos
estudiado. Los datos representan la media muestral+ EEM de 4-6 animales por grupo. W p <0,05
efecto del tratamiento con CLO en el analisis ANOVA de dos vias entre los grupos

4.4.1.5 Efecto de la deplecion de los PVM en los marcadores de estrés
oxidativo/nitrosativo y en sus mecanismos antioxidantes

reguladores en condiciones de estrés cronico durante 7 dias

Con respecto a los marcadores de estrés oxidativo/nitrosativo y sus
mecanismos de regulacion, se ha podido observar un efecto principal del
tratamiento con CLO en los niveles de 4-HNE, viéndose reducida su expresion
(Fig. 34A y Tabla 3). Con respecto al factor de trascripcion Nrf2 (Fig. 34B y Tabla
3), se encontré un efecto principal del estrés, donde sus niveles proteicos en
nucleo se vieron aumentados tras el estrés de 7 dias. No se han observado
diferencias significativas en los mediadores antioxidantes relacionadas con el
mecanismo de balance ante el estrés oxidativo/nitrosativo GRS (Fig. 34C),
PARK?7 (Fig. 34D), y SOD-2 (Fig. 34E).
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Fig. 34.- Expresién proteica de 4-HNE (A) y Nrf2 en extractos nucleares (B) y expresién de ARNm
de GRS (C), PARKY7 (D) y SOD-2 (E) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administracion
central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL y
estrés agudo de restriccion (CMS 7 DIAS).En el andlisis de transferencia western para la
expresion de proteinas, los datos densitométricos de la banda 4-HNE se normalizan con respecto
a la B-actina, y para la proteina nuclear Nrf2 (A) se utilizé GAPDH (banda inferior). Se recortaron
blots (lineas negras) para mejorar la claridad y la concisiéon de la presentacion. Las barras
representan la media + EEM. &&& p <0.001 efecto principal del estrés y W p <0,05 efecto del
tratamiento con CLO en el andlisis ANOVA de dos vias entre grupos.
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CMS 7 DIAS
Parametros Estrés Tratamiento CLO Interaccion
Corticosterona |F(1,22)=9,698 P=0,0051 |[F(1,22)=10,43 [P=0,0039 |F(1,22)=10,57 |P=0,0037
IL-1B F(1,22)=2323 |P=0,1417 |F(1,22)=3,787 |P=0,0645 |F(1,22)=15,66 |P=0,0007
IL-6 F(1,22)=15,30 P =0,0007 |F(1,22)=1,737 [P=0,2011 |F(1,22)=0,7566 |P=0,3938

WBIL-IR  |F(1,22)=4,118 [P=0,0547 [F(1,22)=9,357 |P=0,0058 |F(1,22)=0,00156{P =0,9688
WBIL-6R  |F(1,22)=04225 |P=05224 |F(1,22)=06628 |P=04243 |F(1,22)=4,927 |P=0,0371
WBTNFR2 [F(1,23)=6,626 |P=0,0170 [F(1,23)=6,652 |P=0,0168 |F(1,23)=0,01344|P=0,9087
WBCD14  |F(1,23)=0,3641 |P=05521 [F(1,23)=4,900 |[P=0,0371 [F(1,23)=3437 |P=0,0766
WBMD-2  [F(1,21)=2055 |P=0,0002 [F(1,21)=0,2191 |P=0,6446 |F(1,21)=0,00026{P =0,9872
WBMyD88 [F(1,22)=1893 |P=0,0003 |F(1,22)=14,68 |P=0,0009 [F(1,22)=0,01079(P=0,9182
WB p65 F(1,21)=8611 |P=0,0079 |F(1,21)=0,2091 [P=06522 [F(1,22)=1666 |P=02102

F(

F(

F(

WB COX-1 F(1,23)=0,03764 |P=0,8479 |F(1,23)=6,311 P =0,0195 1,23)=2,161 |P=0,1551
WB 4-HNE F(1,20)=1,026 P=0,3232 |F(1,20)=4,761 P =0,0412 1,20)=0,07942|P =0,7810
WB Nrf2 F(1,22)=16,51 P =0,0005 |F(1,22)=2,558 [P =0,1240 1,22)=2,674 |P=0,1162

Tabla 3. Analisis ANOVA de dos vias (valores F y dfs)

4.4.2 “Chonic mild stress” curso temporal 14 dias

4.4.21 Niveles de corticosterona en plasma en condiciones de estrés
cronico durante 14 dias

Se evaluaron los niveles de corticosterona en plasma tras 14 dias de
estrés cronico leve. Se observo un efecto principal del estrés en los niveles de
corticosterona, viéndose aumentados en ambos grupos estresados con respecto

a sus grupos control (Fig. 35A y Tabla 4).
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Fig.35.- Niveles de corticosterona plasmatica, evaluados tras 14 dias de estrés cronico de ratas
tratadas con clodronato encapsulado en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en CONTROL y
condiciones de estrés agudo por inmovilizacion (CMS 14 DIAS), Las barras representan la media
muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. && p <0.01 efecto principal del estrés en el analisis
ANOVA de dos vias entre grupos.

4.4.2.2 Efectos de la deplecién de PVM en la expresion de citocinas
pro-inflamatoria y sus receptores en condiciones de estrés

cronico de 14 dias

Tras el estrés cronico de 14 dias se ha evaluado los niveles de expresion
geénica o proteica de citocinas proinflamatorias y de sus receptores. En caso de
IL-18, se han encontrado efectos principales del estrés y del tratamiento con CLO
en su expresion génica. Se ha visto también un efecto principal del tratamiento
con CLO elevando sus niveles de expresion génica (Fig. 36A y Tabla 4). No se
ha visto efectos significativos con respecto a los niveles de expresidén génica de

las las citocinas IL-6 y TNF-a (Fig. 36B y C respectivamente Tabla 4).
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Fig. 36.- Expresion génica de IL-1B (A), IL-6 (B) y TNFa(C), en la corteza frontal de ratas tratadas
con la administracion central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en
condiciones de CONTROL y estrés cronico (CMS 14 DIAS). Las barras representan la media +
EEM de 4-6 animales por grupo. & p <0.05, efecto principal del estrés y efecto principal del
tratamiento CLO WW p <0.01, en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos.
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Con respecto a la expresion proteica los receptores de citocinas no se han
observado efectos significativos para IL-1R, IL-6R, TNFR1 y TNFR2 (Fig. 37A,
B, CyD).
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Fig.37- Niveles de expresién proteica de los receptores IL-1R(A), IL-6R(B), TNFR1 (C) y TNFR2
(D) en corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de clodronato en liposomas (CLO)
o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL y estrés cronico durante 14 dias (CMS 14
DIAS), los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés estan normalizados con
respecto a la B-actina (banda inferior). Se recortaron las imagenes del Western Blot (lineas
negras) para mejorar la claridad y la concision de la presentacion. Los datos representan la media
muestral.

4.4.2.3 Efectos de la deplecion de los PVM sobre la via de seializacion del
receptor de inmunidad innata toll-like 4 (TLR-4) en condiciones de

estrés cronico durante 14 dias

En la via de sefRalizacién de los receptores de inmunidad innata se ha
podido observar un efecto principal del estrés en la expresion proteica de MyD88

(Fig. 38D y tabla 4). No se han observado diferencias significativas en los demas
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mediadores implicados en la via de senalizacion relacionadas con la inmunidad
innata: TLR-4, CD14, MD-2, HMGB-1, HSP60 (Fig. 38A, B, C, E, F

respectivamente y Tabla 4).
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Fig. 38.-Niveles de expresion de TLR-4 (A), CD14 (B), MD-2 (C), MyD88 (D), HMGB-1 (E) y
HSP60 (F) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de clodronato en
liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de Control (CONTROL) y estrés agudo por
inmovilizacién (CMS 14 DIAS). Los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés
estan normalizados con respecto a la p-actina (banda inferior). Se recortaron las imagenes del
Western Blot (lineas negras) para mejorar la claridad y la concision de la presentacion. Los datos
representan la media muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. &&& p <0.001 efecto principal
del estrés en el ANOVA de dos vias entre grupos.
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4.4.2.4 Efectos de la deplecion de PVM en la via de seializacién del factor
NF-KB en condiciones de CMS durante 14 dias

En la via sefalizacion del factor nuclear NF-kB, se ha podido observar un
efecto principal del estrés disminuyendo los niveles proteicos en nucleo de la
subunidad del NF-kB, el p65 (Fig. 39A y Tabla 4). También se ha observado un
efecto del estrés, viendose disminuidos los niveles proteicos de la enzima
inducible 6xido nitrico sintasa (iNOS) (Fig. 39F y Tabla 4). Se ha observado un
efecto del tratamiento con CLO, en la expresion génica de mPGES-1, la enzima
responsable del ultimo paso en la produccion de la prostaglandina E2 (Fig. 39G
y Tabla 4). No se han observado diferencias significativas en la expresion de su
proteina inhibitoria IkB (Fig, 39B y D), COX-2 (Fig. 39C y E) y COX-1 (Fig. 39F).
Asi como no se observo diferencias significativas en la expresion de
prostaglandinas 15d-PGJz (clasicamente antiinflamatoria) o (Fig. 391) PGE:2

(proinflamatoria) en muestras de corteza frontal (Fig. 39J).
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Fig.39- Expresion proteica de la subunidad p65 de NF-kB en extractos nucleares (A), IkBa en
extractos citosélicos (B), COX-2 (C), iNOS (F) y COX-1 (H) en la corteza pre frontal de ratas
tratadas con la administracion de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en
condiciones de CONTROL vy estrés cronico (CMS 14 DIAS), Expresién de ARNm de IkBa (D),
COX-2 (E) y mPGES-1 (G) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administracion de
clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés
cronico (CMS 14 DIAS). Andlisis realizado a través de WB, los datos densitométricos de las
respectivas bandas de interés estan normalizados con respecto a la B-actina, excepto por la
subunidad (A) de p65 de NF-kB en la que se utilizo la proteina nuclear GAPDH (banda inferior).
Se recortaron las imagenes del Western Blot (lineas negras) para mejorar la claridad y la
concision de la presentacion. Niveles de 15d-PGJ:z (I) y de PGEz (J) en corteza frontal en los
diferentes grupos estudiado. Los datos representan la media muestral+ EEM de 4-6 animales
por grupo. & p< 0.05 efecto del estrés (CMS 14 DIAS) y W p <0,05 efecto del tratamiento con
CLO en el analisis ANOVA de dos vias entre los grupos.

4.4.2.5 Efecto de la deplecion de los PVM en los marcadores de estrés
oxidativo/nitrosativo y en sus mecanismos antioxidantes

reguladores en condiciones de estrés crénico durante 14 dias

No se han observado diferencias significativas en el indice de estrés
oxidativo/nitrosativo 4-HNE (Fig. 40A), o en las enzimas antioxidantes GRS,
SOD-2, y PARKY (Fig. 40C, E, D). Sin embargo, se ha podido observar un efecto
principal del estrés en los niveles proteicos en nucleo del factor de transcripcion
Nrf2 (Fig. 40B y tabla 4).
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Fig. 40.-Expresion proteica de 4-HNE (A) y Nrf2 en extractos nucleares (B) y expresion de ARNm
de GRS-1 (C), PARK7 (D) y SOD-2 (E) en la corteza frontal de ratas tratadas con la
administracion central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de
CONTROL y estrés agudo de restriccion (CMS 14 DIAS).En el analisis de transferencia western
para la expresion de proteinas, los datos densitométricos de la banda 4-HNE se normalizan con
respecto a la B-actina, y para la proteina nuclear Nrf2 (A) se utilizé6 GAPDH (banda inferior). Se
recortaron blots (lineas negras) para mejorar la claridad y la concision de la presentacion. Las
barras representan la media + SEM de 4-6 animales por grupo. & p <0.05 efecto principal del en
el analisis ANOVA de dos vias entre grupos.
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CMS 14 DIAS

Parametros Estrés Tratamiento CLO Interaccion
Corticosterona |F(1,21)=9,161 P =0,0064 |F(1,21)=0,8257 |P=0,3738 |F(1,21)=0,8939 |P=0,3552
mARNIL-1B  [F(1,21)=6,829 P=0,0162 |[F(1,21)=11,69 |P=0,0026 |F(1,21)=1,772 |P=0,1974
WB TLR-4 F(1,21)=0,8466 |P=0,3680 |F(1,21)=2,054 |P=0,1665 |F(1,21)=8,241 |P=0,0091
WBMyD88 |F(1,20)=15,41 P =0,0008 |F(1,20)=2,376 [P=0,1389 |F(1,20)=19,86 |P=0,0002
WB p65 F(1,21)=5,679 P =0,0267 |[F(1,21)=0,1217 |P=0,7307 |F(1,21)=2,768 |[P=0,1110
WBCOX-2 |F(1,21)=1,230 |P=0,2800 |F(1,21)=0,4857 [P=0,4935 |F(1,21)=4,798 |P=0,0399
mRNA mPGES-1 [F (1,21)=0,7446 |P=0,3980 [F(1,21)=5,094 |[P=0,0348 |F(1,21)=0,2041 |P=0,6560
WB Nrf2 F(1,22)=16,51 P =0,0005 |F(1,22)=2558 |P=0,1240 |F(1,22)=2,674 |P=0,1162

Tabla 4. Analices ANOVA de dos vias (valores F y dfs).

4.4.2.6 Niveles de quimioquinas en estrés agudo por inmovilizacién y

estrés cronico

Se han evaluado también la expresion de otros mediadores implicados en
la respuesta neuroinflamatoria, como es la quimioquina MCP-1/CCL2, un
marcador temprano del trafico de células inmune tanto en estrés agudo por
inmovilizacion (ESTRES 6H) como en el estrés cronico durante 21 dias (CMS 21
DIAS). El estudio de este trafico es muy relevante ya que se ha relacionado con
una amplificacién de una respuesta inmune en SNC, directamente relacionado
con alteraciones comportamentales en modelos de LPS y estrés (Weber et al.,
2017). EI ANOVA de dos vias evidencié un efecto principal del estrés en el
aumento de los niveles de expresion génica tras el estrés agudo por
inmovilizacion (Fig. 41A 'y Tabla 2). En lo que se refiere al estrés cronico, se han
observado efectos principales del estrés, del tratamiento con CLO e interaccién
entre los factores (tratamiento CLO x CMS 21 DIAS) en los niveles de expresién
génica de MCP-1 (Fig. 41B y Tabla 2) El post test de Tukey revel6 diferencias
significativas entre el grupo CLO+CMS 21 DIAS con respecto a los grupos
CLO+CONTROL y PBS+ CMS 21 DIAS.
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Fig.41.- Expresion génica de MCP-1 en estrés agudo por inmovilizacion (A), en estrés cronico
durante 21 dias (CMS 21 DIAS) (B) en corteza frontal de tejido cerebral de ratas tratados con la
administracion central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de
CONTROL, estrés agudo (ESTRES 6H) y cronico (CMS 21 DIAS). Las barras representan la
media + SEM de 3-6 animales por grupo. && p <0.01 y & p <0.05 un efecto principal del estrés,
W p<0.05 efecto principal del tratamiento con CLO en el analisis ANOVA de dos vias entre
grupos; En caso de interaccion, post test de Tukey: $p <0.05 Vs grupo CLO + CONTROL,; ## p

<0.05 Vs grupo PBS + CMS 21 DIAS.

4.5 Papel de los PVM en el trafico de células inmunes

Los ultimos resultados recogidos en el apartado anterior, nos llevaron a
plantear si el aumento observado de la MCP-1 nos podria indicar un efecto
regulador de los PVM en el trafico de células inmunes en modelos de
neuroinflamacion relacionados con el estrés. La estancia corta financiada por el
MINECO permitié la posibilidad de contactar con un laboratorio experto en el
trafico de células inmunes, en Columbus, OHIO, USA. (Dr. Jonathan Godbout),
pudiendo de esta manera verificar el papel de los PVM a través del aprendizaje

de técnicas como la citometria de flujo.

4.5.1 Trafico de células inmunes en un modelo agudo de

administracion de LPS y estrés social o “repeat social defeat”

LPS 24 HORAS

El primer experimento fue realizado en un modelo agudo de LPS (sacrificio

y toma de muestras a las 24 horas de su administracion intraperitoneal). En este
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modelo no se observaron diferencias significativas con respecto al trafico de
células inmunes entre los distintos grupos a estudio con respecto a los niveles
de granulocitos (Fig. 42A), monocitos (Fig. 42B) o células T (Fig. 42C), a través

de citometria de flujo.

Fueron evaluados también los niveles de expresion génica de citocinas
proinflamatorias relacionadas con el trafico inmune como IL-1B, IL-6 y TNF-a. No
se obervaron tampopco diferencias significativas, pero existe una tendencia al

aumento en el grupo PBS+LPS 24 H con respecto al grupo PBS + CONTROL en
los niveles de IL-1B y (Fig. 42A) y TNF-a (Fig. 42B).
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Fig.42.- Trafico de células inmune: granulocitos (A), monocitos (B), células T (C) en tejido
cerebral (B), a través de citometria de flujo. Niveles de expresion génica de citoquinas IL-18 (D),
IL-6(E) y TNF-a(C), en ratones tratados con la administracion central de clodronato en liposomas
(CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 24 H). Las barras
representan la media + SEM de 3-4 animales por grupo.
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ESTRES SOCIAL “REPEAT SOCIAL DEFEAT” (RSD):

El siguiente experimento planteado fue la verificacién del papel de los
PVM en un modelo de estrés social o “Repeat social defeat” (RSD), un modelo
optimizado en el centro receptor de la estancia predoctoral y en el que se habia
establecido previamente la relacion entre el trafico de células inmune y la

ansiedad y comportamiento tipo depresivo (Weber et al., 2017).

Con respecto al trafico de células inmunes en el modelo de estrés social
(RSD) se observoé un efecto inhibitorio del tratamiento con clodronato (CLO) en
el trafico de granulocitos (Ly6G+) (Fig. 43A y Tabla 5). Se ha observado también
un efecto positivo del estrés aumentando el numero de monocitos con perfil
proinflamatorio (Ly6CH') en cerebro (Fig. 43B y Tabla 5) y, en contraposicion, un
efecto del estrés disminuyendo los niveles de monocitos (Ly6C'°%) (Fig. 43D y
Tabla 5), células que han sido descritas por algunos autores con un perfil
reparador o de “vigilancia” (Shi & Pamer, 2011). Por ultimo, se observo que el
tratamiento con CLO tenia un efecto principal, aumentando el niumero de
linfocitos T en cerebro (Fig. 43C y Tabla 5), una regulacion previamente descrita

en otros modelos de patologias en el SNC (Faraco et al., 2017).

Dada la relacion directa en el trafico de células inmune en SNC y la
periferia, se ha evaluado la proporcién de células inmunes en sangre. Se
encontré un efecto del estrés (RSD) aumentando el numero de granulocitos
(Ly6G+) (Fig. 43E y Tabla 5) y de monocitos (Ly6C") (Fig. 43F y Tabla 5) en
sangre (Weber et al., 2017). No se han observado efectos con respecto a los

niveles de monocitos (Ly6C'o").
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Fig. 43.- Trafico de células inmune de origen mieloide en tejido cerebral: granulocitos (Ly6G+)
(A), monocitos (Ly6C") (B), linfocitos T (CD11b-/CD03+) (C), monocitos (Ly6C'*") (D). Trafico de
células inmune en sangre: granulocitos (Ly6G+) (E), monocitos (Ly6C"), monocitos (Ly6C'"), en
ratones tratados con la administracion central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo
(PBS) en condiciones de CONTROL y estrés (RSD). Las barras representan la media + EEM de
6 animales por grupo. && p <0.01 efecto principal de RSD, & p <0.05 efecto principal de RSD, W
p<0.05 efecto principal del tratamiento CLO, en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos.
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RSD
Parametros Estrés Tratamiento CLO Interacion
RSDLy6G+ |F(1,16)=0,1140 |P=0,7400 |F(1,16)=7,381 [P =0,0152 |F(1,16)=0,03393|P =0,8562
RSDLy6CHI [F(1,16)=15,21 P=0,0013 [F(1,16)=1,149 |P=0,2996 ,16)=1,418 |P=0,2511
RSDCD03+ ([F(1,16)=0,3171 |P=0,5812 |F(1,16)=5,225 |P=0,0362 |F(1,16)=0,1319 [P=0,7212
RSD Ly6C low [F(1,16) =20,60 P=0,0003 [F(1,16)=0,7114 |P=0,4114 |F(1,16)=0,7202 [P =0,4086

-

RSD Ly6G+ sangre [F (1,19) = 5,963 P =0,0246 |F(1,19)=4,993e-0|P =0,9982 |F(1,19)=0,2730 |P=0,6074
RSD Ly6Chi
sangre F(1,19)=9,351 P=0,0065 |F(1,19)=0,9125 |P=0,3515 |F(1,19)=1,368 |P=0,2567

Tabla 5. Analisis ANOVA de dos vias (valores F y dfs).

4.5.1.1 Papel de los PVM en el trafico de células inmunes en un modelo
subcrénico de neuroinflamacién inducido por LPS.

Teniendo en cuenta estudios previos en los que se ha podido observar un
papel regulador para los PVM en el paso de mediadores y en algunos casos
hasta de tipos celulares al SNC en diversos modelos animales de
neuropatologias como la esclerosis multiple y el Alzheimer (Faraco et al., 2017),
se decidié verificar su papel regulador en un modelo de neuroinflamacion por
LPS. Este modelo de neuroinflamacion es muy conocido y estudiado por su
relacion con alteraciones comportamentales como la ansiedad y “sickness
behaviour”. El modelo particular elegido para ello, fue un modelo administracion
de dosis progresivas de LPS durante 3 dias, donde se pueden observar
alteraciones comportamentales y se evita una posible tolerancia por la
administracion de LPS (Wickens et al., 2017).

4.5.1.2 Activacion inmune en un modelo subcroéonico de LPS

Como marcador de activacion inmune se pesaron los bazos de los
animales sometidos a la administracion subcrénica de LPS (Engler et al., 2004).
Se ha observado un efecto principal del estrés tras la administracién subcrénica
de LPS (Fig. 44A y Tabla 6).
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Fig. 44.-Peso de bazo tras la administracion de LPS en ratones tratados con la administracion
central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL y
LPS (LPS 3 DIAS). Las barras representan la media + EEM. &&&& p <0.0001 efecto principal de
LPS en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos.

4.5.1.3 Trafico de células inmunes en un modelo subcronico de LPS tras la

deplecion de los PVM.

La funcion de los monocitos incluye mediar en la defensa de un
organismo frente a un estimulo microbiano (Serbina et al., 2008), y lo hacen
infiltrandose en el sitio de dafio o inflamacién y diferenciandose. La capacidad
de los monocitos para movilizarse y realizar el trafico es un proceso critico y
aparentemente complejo, necesario para promover la defensa inmune. El
aumento de células mieloides cerebrales ha sido previamente descrito tras una
administracion periférica de LPS y modelos de estrés (Wohleb et al., 2012).
Hemos decidido verificar el papel de los PVM en este evento, ademas de
identificar el perfil inflamatorio (LyC6M) de los monocitos resultantes de este

trafico células en nuestro modelo.

Cerebro:

Se ha observado un efecto principal del LPS y un efecto del tratamiento
con CLO en el trafico de células mieloides en tejido cerebral, detectado por el
ANOVA de dos vias. También aparecié una interacciéon entre los factores
(tratamiento con CLO y LPS), y el post test detecté una diferencia significativa
del grupo PBS+LPS 3 DIAS con respecto al grupo PBS+CONTROL. Se observé

también una diferencia significativa del grupo CLO+LPS 3 DIAS con respecto al
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grupo PBS+LPS 3 DIAS y de la misma manera con respecto al grupo
CLO+CONTROL (Fig. 45A y Tabla 6).

Con respecto al trafico de monocitos con perfil inflamatorio (Ly6C") se
ha observado un efecto principal del estrés en el aumento al trafico relacionado
con este tipo celular, y también un efecto principal del tratamiento con CLO y una
interaccion entre los factores (tratamiento con CLO x LPS). El post test de Tukey
evidencié una diferencia significativa entre el grupo PBS+LPS 3 DIAS con
respeto al grupo PBS+CONTROL, también se han podido detectar diferencias
significativas entre el grupo CLO+LPS 3 DIAS con respecto a los grupos
PBS+LPS 3 DIAS y CLO+CONTROL. No se observaron diferencias con respecto
a linfocitos T (FIG. 45C).
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Fig.45- Trafico de células inmune de origen mieloide (CD45hiCD11b+) en tejido cerebral (A),
region “M” en imagen de citometria de flujo. Trafico celular de monocitos Ly6C" en tejido cerebral
(B), regién “m”, en imagen de citometria de flujo en tejido cerebral. Microglia region “MGL”, en
imagen de citometria de flujo y Linfocitos T (C), de ratones tratados con la administracion central
de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS
3 DIAS). Las barras representan la media + EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001
efecto principal de LPS, W p<0.05 efecto principal del tratamiento CLO, WYWW p<0.001 efecto
principal del tratamiento CLO en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos; En caso de
interaccion, post test de Tukey: **** p <0,0001 Vs grupo PBS + CONTROL; $$ p <0,01 Vs grupo

CLO + CONTROL, ### p < 0,001 Vs grupo PBS+LPS 3 DIAS.

Sangre:

Se ha analizado los niveles del trafico de células inmune en el torrente
sanguineo ya que mantienen una relacion directa con el aumento de células de
origen mieloide (CD11b+) desde la médula ésea en modelos de estrés y de
administracién de LPS (Weber et al., 2017). Se ha apreciado una tendencia al
aumento en la presencia de células CD11b+ positivas en sangre, pero sin
diferencias estadisticamente significativas (Fig. 46A). Se observdé un efecto
principal inhibitorio del LPS en la presencia de células CD11b+/SSC low/Ly6C"
(monocitos circundantes) (Fig. 46B y Tabla 6). Por contrario, se ha observado
también un efecto positivo de la administracion de LPS en el numero de

granulocitos (Fig. 46C y Tabla 6).
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Fig. 46- Trafico de células inmune de origen mieloide en sangre (A), regién “A” en imagen de
citometria de flujo. Trafico celular de monocitos Ly6Chi en sangre (B), regiéon “B”, en imagen de
citometria de flujo en tejido cerebral, de ratones tratados con la administracién central de
clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3
DIAS). Las barras representan la media + EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001
efecto principal de LPS, && p <0.01 efecto principal de LPS, en el analisis ANOVA de dos vias

entre grupos.
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4.5.1.4 Efecto de la deplecién de los pmv en la expresién de citocinas en

un modelo de administracion subcréonica de LPS

Como ha sido comentado anteriormente, la administracion sistémica de
LPS es responsable de activar y amplificar mecanismos de senalizacion
proinflamatorios en el SNC, como la sintesis y liberacion de citocinas (Garcia-
Bueno et al., 2008a). Las citocinas ademas estan implicadas en la regulacion del
trafico de células inmunes en diferentes modelos de neuroinflamacion (Weber et
al., 2017). Se evaluaron los niveles de expresion génica de IL-1B3, IL-6 y TNFa,

en un corte coronal de tejido cerebral.

Se observo un efecto principal del LPS en los niveles de expresion génica
de IL-1B, asi como una interaccion entre los factores (tratamiento CLO y LPS).
Los analisis post-test desvelaron diferencias significativas en el grupo PBS + LPS
3 DIAS con respecto al grupo CONTROL+PBS y una disminucion en la expresion
génica en el grupo CLO+LPS 3 DIAS, con respecto al grupo PBS+LPS 3 DIAS
(Fig. 47 Ay Tabla 6). No se ha observado cambios significativos en la expresion
de IL-6 (Fig. 47B) o TNF-a (Fig. 47C).
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Fig.47.- Expresion génica de IL-1B (A), IL-6 (B) y TNFa(C), en corte coronal de tejido cerebral
de ratones tratados con la administracidn central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo
(PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3 DIAS). Las barras representan la media +
EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001 efecto principal de LPS en el analisis ANOVA
de dos vias entre grupos; En caso de interaccion, post test de Tukey: **** p <0,0001 Vs grupo
PBS + CONTROL; # p <0,5 Vs grupo PBS + LPS 3 DIAS
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4.5.1.5 Efecto de la depleciéon de los PMV en la expresidon de quimioquinas
y sus receptores en un modelo de administracion subcrénica de
LPS.

Ademas de las citocinas, hay otros mediadores mas particularmente
implicados en el proceso, como por ejemplo las quimioquinas MCP-1/CCL2, y
fractalquina /C3XCL1, que regulan el trafico de células inmunes al sitio de dano
como por ejemplo en el caso de los monocitos circundantes (Weber et al., 2017).
EI ANOVA de dos vias reveld una interaccion entre los dos factores (tratamiento
CLO x LPS), donde el post test de Tukey revelé una diferencia significativa en
los niveles de expresion génica de MCP-1 en el grupo CLO+CONTROL vy
CLO+LPS 3 DIAS con respecto al grupo PBS+CONTROL (Fig. 48A y Tabla 6).
También se observé un efecto principal del LPS en el aumento de la expresiéon
génica en el receptor de MCP-1 (CCR2), y una interaccién entre los factores
(tratamiento CLO x LPS), revelando una diferencia significativa en el aumento de
la expresiéon génica del grupo PBS+LPS 3 DIAS con respecto al grupo
PBS+CONTROL, y una disminucion en el grupo CLO+LPS 3 DIAS con respecto
a CLO+CONTROL (Fig. 48B y Tabla 6).

Se han evaluado también los niveles de expresion génica de la
fractalquina y de su receptor, que como ha sido comentado con anterioridad, esta
implicada en la regulacién en el trafico de células inmunes en SNC, ademas de
ser un importante sefalizador neuronal, que al ver reducidos sus niveles por un
dafio o por estimulos estresantes induce la expresidon de mediadores
inflamatorios como citocinas proinflamatorias a través de la microglia (Weber et
al., 2017). No se han observado diferencias significativas tras la administracion
del LPS o tratamiento con CLO en la expresion génica de la fractalquina (Fig.
48C). Sin embargo, el ANOVA de dos vias detectd un efecto del LPS viendodse
aumentada la expresion génica del receptor de fractalquina (CX3CR1), y una
interaccion entre los factores (tratamiento con CLO x LPS). Los analisis post-test
desvelaron diferencias significativas en el aumento su la expresion génica en el
grupo PBS+LPS 3 DIAS con respecto a PBS+CONTROL, y una disminucion en
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la expresion génica en el grupo tratado con CLO (CLO+LPS 3 DIAS) con
respecto al grupo PBS+LPS 3 DIAS (Fig. 48D y Tabla 6).
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Fig.48.- Expresion génica de MCP-1 (A), CCR2 (B), CX3CL1(C) CX3CR3 (D) en corte coronal
de tejido cerebral de ratones tratados con la administracion central de clodronato en liposomas
(CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3 DIAS). Las barras
representan la media + EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001 efecto principal de LPS
en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos; En caso de interaccion, post test de Tukey: ****
p <0,0001 Vs grupo PBS + CONTROL; ## p <0,01 Vs grupo PBS + LPS 3 DIAS, ### p <0,001
Vs grupo PBS + LPS 3 DIAS, $$ p <0,01 Vs grupo CLO + CONTROL.

4.5.1.6 Efecto de la deplecion de los PMV en la expresion de moléculas de
adhesion y metaloproteinasas de matriz en un modelo de

administracion subcronica de LPS.

A continuacion, el siguiente paso relacionado con el trafico de células
inmune hacia el SNC se centra en las moléculas de adhesion (CAMs). En
particular, la molécula de adhesion intercelular (ICAM) y la molécula de adhesion
vascular (VCAM) detienen a los leucocitos en la superficie de la célula endotelial.

Una vez que el leucocito se ha detenido en la superficie endotelial, puede
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polarizarse y migrar a través de eventos regulados por las moléculas de adhesién
VCAM/ICAM e integrinas para acceder al espacio perivascular (Greenwood et
al., 2011). Se encontré un efecto principal del LPS, reflejado en el aumento de
los niveles de la expresion génica de ICAM (Fig. 49A y Tabla 6) tras el ANOVA
de dos vias. Ademas, se observo un efecto principal del LPS en los niveles de
VCAM y una interaccion entre los factores (tratamiento con CLO y LPS), y el post
test de Tukey revel6 una diferencia significativa entre el grupo PBS+LPS 3 DIAS
con respecto, al grupo PBS+CONTROL (Fig. 49B y Tabla 6).

Una vez que algunas células de origen mieloide (como macréfagos)
entran en la vasculatura, el pie astrocitico comprende una barrera adicional que
evita que los monocitos entren en el parénquima. Los macrofagos expresan
enzimas metaloproteinasas de matriz (MMP) que degradan la barrera astrocitica,
exacerbando la infiltracion al parénquima cerebral (Bechmann et al., 2007). En
este estudio se ha podido observar un efecto principal del LPS en los niveles de
expresion génica de MMP-9 tras el ANOVA de dos vias, ademas, se ha podido
observar una interaccion entre los factores (tratamiento con CLO y LPS). El post
test de Tukey mostré una diferencia significativa de los grupos PBS+LPS 3 DIAS
y CLO+LPS 3 DIAS con respecto al grupo CONTROL, y una diferencia
significativa entre el grupo CLO+LPS 3 DIAS con respecto al grupo PBS+LPS 3
DIAS (Fig. 49C y Tabla 6).
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Fig.49.- Expresion génica de ICAM (A), VCAM (B), MMP-9 (C), en corte coronal de tejido cerebral
de ratones tratados con la administracién central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo
(PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3 DIAS). Las barras representan la media +
EEM de 6-7 animales por grupo. && p <0.01 efecto principal de LPS y &&&& p <0.0001 efecto
principal de LPS en el anélisis ANOVA de dos vias entre grupos; En caso de interaccion, post
test de Tukey: **** p <0,0001 Vs grupo PBS + CONTROL; $ p <0,05 Vs grupo CLO + CONTROL,
## p <0,01 Vs grupo PBS + LPS 3 DIAS.

LPS 3 DIAS
Parametros Estrés Tratamiento CLO Interacion
LPS 3 DIAS bazo [F (1, 21) = 63,09 P <0,0001 [F(1,21)=0,1269 |P=0,7252 |F(1,21)=0,4124 |P=0,5277
LPS 3 DIAS
CD11b+CD45HI  |F (1, 20) = 58,44 P <0,0001 [F(1,20)=4,539 |P=0,0457 |F(1,20)=4,822 |P=0,0401
LPS 3 DIAS
Ly6Chi F(1,23)=78,83 P <0,0001 [F(1,23)=14,21 [P=0,0010 [F(1,23)=7,582 |P=0,0113
LPS 3 DIAS
Ly6G+ sangre |F(1,30)=12,71 P=0,0012 |F(1,30)=0,4343 |P=0,5149 |F(1,30)=1,064 |[P=0,3106
LPS 3 DIAS
Ly6Chi F(1,28) = 66,27 P <0,0001 |F(1,28)=0,01872 P =0,8922 |F(1,28)=0,02760|P =0,8693
LPS 3 DIAS IL1p |F(1, 23) = 39,46 P <0,0001 |F(1,23)=2,874 |[P=0,1035 [F(1,23)=12,53 |P=0,0017
LPS 3 DIAS MCP-1 |F (1,23)=0,4141 |P=0,5263 |F(1,23)=1,122 [P=0,3005 |F(1,23)=11,90 |P =0,0022
LPS 3 DIAS CCR2 |F(1,23) =102,7 P <0,0001 [F(1,23)=6,616 |P=0,0170 |F(1,23)=21,44 |P=0,0001
LPS 3 DIAS
CX3CR1 F(1,23)=61,79 P <0,0001 [F(1,23)=2,211 |P=0,1507 [F(1,23)=29,88 |P <0,0001
LPS 3 DIASICAM |F(1,23)=8,714 P=0,0072 [F(1,23)=1,235 |P=0,2780 |F(1,23)=1,245 |P=0,2760
LPS 3 DIAS VCAM |F (1, 23) = 40,53 P <0,0001 |F(1,23)=0,8922 |P=0,3547 [F(1,23)=6,611 |P=0,0171
LPS 3 DIAS MMP-9|F (1, 22) = 64,11 P <0,0001 [F(1,22)=3,795 |[P=0,0643 [F(1,22)=12,90 |P=0,0016

Tabla 6. ANOVA de dos vias (valores F y dfs)

4.5.1.7 Efecto de la depleciéon de los PVM en la ansiedad y “sickness

behavior” en un modelo subcrénico de LPS.

La presencia de células mieloides circundantes en el SNC se ha
relacionado directamente con la aparicién de un comportamiento tipo depresivo
o “sickness behaviour” y de ansiedad en diversos modelos de neuroinflamacién
realacionados con la exposicion a estrés (Weber et al.,, 2017). Ademas, hay
estudios que sefialan a los PVM como reguladores del paso de macromoléculas
y células inmunes al parénquima cerebral en diferentes modelos de
neuropatologias (Faraco et al.,, 2017). Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en esta Tesis Doctoral con respecto a la regulacion del paso de células
inmunes al SNC decidimos verificar la posible relacion de este evento con las
alteraciones comportamentales. El “sickness behaviour” se ha evaluado a través

del test de interaccion social. Tras el ANOVA de dos vias, se ha observado un
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efecto principal del estrés en los diferentes parametros evaluados en la
interaccion social, como por ejemplo en numero de contacto realizados por el
individuo visitante (Fig. 50A), el tiempo de contacto (Fig. 50B) y la latencia de
contacto (Fig. 50C).

También se realizé el test “open field” o campo abierto, utilizado para
evaluar tanto locomocion como ansiedad. Se ha observado un efecto principal
de la administracion del LPS, en parametros como, distancia recogida (Fig. 50D
y Tabla 7), tiempo gasto en el centro (Fig. 50E y Tabla 7), y tiempo gasto en las
esquinas (Fig. 50F y Tabla 7).
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Fig. 50-Test de comportamiento realizado en ratones tratados con la administracién central de
clodronato en liposomas (CLO) o su vehiculo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3
DIAS). Interaccién social (Fig. A, B, C) Open field (Fig. D, E, F) Las barras representan la media
+ EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001 efecto principal de LPS 3 DIAS, & p <0.05
efecto principal de LPS 3 DIAS, en el analisis ANOVA de dos vias entre grupos.
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LPS 3 DIAS COMPORTAMIENTO
Parametros Estrés Tratamiento CLO Interacion
IS N. CONTACTO F(1,30)=89,16 P<0,0001 F(1,30)=0,4405 P=05119 F(1,30)=1,513 P=0,2282

IS T. CONTACTO F(1,30)=28,19 P <0,0001 F(1,30)=0,3723 P=0,5463 F(1,30)=0,3750 P =0,5449
IS LATENCIA

CONT. F(1,30)=20,96 P <0,0001 F(1,30)=1,068 P=0,3097 F(1,30)=1,193 P =0,2833
OP DISTANCIA
REC. F(1,30)=71,35 P <0,0001 F(1,30)=0,06978 P=0,7935 F(1,30)=0,1863 P =0,6691
OP TIEMPO

CENTRO F(1,30)=4,345 P=0,0457 F(1,30)=0,3301 P=0,5699 F(1,30)=0,2651 P=0,6104
OP TIEMPO
ESQUINA  F(1,29)=4497 P=0,0426 F(1,29)=0,07984 P=0,7795 F(1,29)=1,713 P =0,2009

Tabla 7. Analisis ANOVA de dos vias (valores F y dfs)

4.6 Papel de los PVM en la activacion de la via antiinflamatoria
L-PGDS/15d-PGJ2en un modelo agudo de neuroinflamacién

inducido por LPS.

Los PVMs parecen presentar un papel antiinflamatorio en la regulacién de
respuestas de fase aguda dependientes de la sintesis a nivel vascular de la
prostaglandina E:z (sintesis de glucocorticoides o fiebre) frente a determinados
estimulos inmunes como la administracion aguda y sistémica de LPS (Serrats et
al., 2010).

En este estudio, se administr6 una dosis sub-séptica de LPS por via
sistémica en ratas. Este modelo es uno de los mas utilizados para producir
neuroinflamacién, activaciéon de la respuesta a estrés y para estudiar los posibles
mecanismos moleculares y celulares implicados. Ademas, el LPS sistémico
produce una serie de alteraciones comportamentales conocidas como
“depressive-like behaviour” que le hace especialmente util para el estudio de

patologias como la depresion.

La via del receptor nuclear PPARy, de su ligando endogeno 15d-
Prostaglandina J2 (15d-PGJz2) y de su enzima de sintesis Prostaglandina D2
sintasa lipocalina (L-PGDS) podria ser responsable del perfil antiinflamatorio
descrito para los PVM. Estas moléculas se expresan en macréfagos y microglia
del parénquima cerebral y su activacion es neuroprotectora en diversos modelos

experimentales de neuropatologias.

161



RESULTADOS

La via multienzimatica por la que es producida la PGE2 es regulada
negativamente por la produccion de la prostaglandina antiinflamatoria 15d-PGJz,
resultante de la accion catalitica de la enzima L-PGDS. Este efecto se da a través
de la activacion del factor de transcripcion antiinflamatorio PPARy y ha sido
descrito en distintos modelos de activacion inmune/inflamacién (Garcia-Bueno et
al., 2008a). Considerando esta regulacién reciproca entre prostaglandinas y el
papel antiinflamatorio de los PVMs tras la administracion aguda y sistémica de
LPS, decidimos verificar si la via antiinflamatoria de la prostaglandina 15d-PGJ2
podria estar expresada por los PVM, constituyendo un posible mecanismo

regulador de la produccion de PGE:z a nivel vascular.

Primero se demostr6 que los mediadores implicados en la via
antiinflamatoria L-PGDS/15d-PGJ2/PPARy se expresa en PVM por doble

inmunofluorescencia.

Fig.51-.: Proteinas antiinflamatorias en verde L-PGDS, 15d-PGJ., PPARy y marcador de PVM
CD163 en rojo, por inmunofluorescencia.
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4.6.1 Niveles de prostaglandinas en la medula ventrolateral.

Posteriormente se realizaron cursos temporales tras la administracion de
LPS para comprobar alteraciones en los niveles de 15d-PGJ2 y de la
prostaglandina proinflamatoria PGE2 en la médula ventrolateral (zona clave en
la transduccion de sefiales desde la periferia al SNC y en la activacion del eje
del HHA del estrés) de animales con PVMs intactos (Fig. 52A) o en animales en
los que habian sido eliminados centralmente con clodronato encapsulado en
liposomas (Fig. 52B). EI ANOVA de una via permitio observar tras la
administracion de LPS una bajada en los niveles de 15d-PGJz a los 30 minutos,
1, 3,5, 8, 12y 24 horas de la administracion de LPS con respecto al CONTROL
(tiempo 0) (Fig. 52A). Por el contrario, los niveles de PGE2 aumentaron a las 3,
5,8y 12 horas tras LPS (Fig. 52A) con respecto a su CONTROL (tiempo 0). Tras
la deplecion de los PVM (Fig. 52B) los niveles iniciales o basales de 15d-PGJ2
fueron mas bajos, y se mantienen asi a los 30 minutos, 1, 3, 5, 8, 12 y 24 horas
con respecto a su control (tiempo 0), Por el contrario, los niveles de PGE:2
presentarom un notable aumento a la 1, 3, 5 y 8 horas con respecto a su

CONTROL (tiempo 0), coincidente con los bajos niveles de 15d-PGJ2 (Fig. 52B).

Curso Temporal Prostaglandinas tras LPS Curso Temporal Prostaglandinas tras LPS

30+ 40+
- PBS+LPS PGE, -+ CLO+LPS PGE,
ssas

- PBS+LPSPGJ, sass -~ CLO+LPS PGJ,

w
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i
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-
=3
1
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Fig. 52.-Niveles de prostaglandinas PGE2 y15d-PGJ2 en médula ventrolateral, en un curso
temporal de 24 horas, en ratas tratadas con la administracion central de clodronato en liposomas
(CLO) (Fig. B) o su vehiculo (PBS) (Fig. A) tras la administracién de LPS. La curva representa
representan la media + EEM. &&&& p <0.0001 vs CONTROL (tiempo0) PGEz, &&& p <0.001 vs
CONTROL (tiempo 0) PGE2, && p <0.01 vs CONTROL (tiempo0O) PGE2, *** p <0.001 vs
CONTROL (tiempo 0) 15d- PGJz, ** p <0.01 vs CONTROL (tiempo0) 15d-PGJ2. ANOVA de una
via, post test de Tukey.
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4.7 Efectos de Ila administracion de oligonucleétidos
modificado antisentido silenciador de ARNm (GapmeR)

sobre genes antiinflamatorios

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los distintos modelos
incluidos en esta Tesis Doctoral y en especial los descritos en este ultimo bloque
que sugieren un papel antiinflamatorio de los PVM en un modelo agudo de
administracioén sistémica de LPS, nos planteamos la posibilidad de poner a punto
una metodologia para inhibir un gen de interés en los PVM, yendo un paso mas
alla de su deplecion con clodronato encapsulando en liposomas, que es a dia
de hoy la unica forma que nos permite conocer el papel de estas células en

distintas condiciones fisiopatoldgicas.

Para ello, se administré por via icv una solucién de Oligonucleétido
modificado antisentido silenciador de ARNm y ARNInc tipo GapmeR, que llevaba
secuencias de inhibicion del enzima sintasa responsable de la produccion de la
prostaglandina 15d-PGJ2, la PGD: sintasa lipocalina (L-PGDS), permitiendo asi
su silenciamiento selectivo en los PVM. Las principales desventajas de las
herramientas de inhibicion génica comunmente utilizadas son su baja afinidad
hacia las moléculas de ARNm diana y sus efectos secundarios toxicos. Algunos
de estos problemas se han resuelto en nucledtidos de "segunda generacién" con
modificaciones de alquilo en la posicién 2 'de la ribosa. En los ultimos afos, se
ha logrado un progreso valioso mediante el desarrollo de nuevos nucledétidos
quimicamente modificados con propiedades mejoradas tales como una mayor
estabilidad del suero, una mayor afinidad y una baja toxicidad. Ademas una
ventaja mas de los GapmeR es su potencial inhibidor, que ocurre no solo en
citoplasma sino también a nivel nuclear, lo que se traduce en una inhibicion mas
estable y prolongada (Kurreck, 2003). Pocos son los estudios en SNC, asi como
en otros contextos, con la utilizacion de los GapmeR, pero los que existen han
obtenido resultados muy prometedores en modelos de isquemia cerebral y de
Alzheimer (Barrett et al., 2016; Zhang et al., 2017).
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Por otro lado, la construccion del vehiculo (liposoma), fue el punto crucial
para la consecucion del objetivo planteado. La presencia de la manosa en la
vesicula idealizada y su funcionalizacion fue uno de los puntos de mayor
relevancia en lo que se refiere al direccionamiento de la vesicula hacia los PVM
(una colaboracion realizada con el grupo Mecanica de Microsistemas Bioldgicos,
Dres. Francisco Monroy y Lara Moleiro, del Departamento de Quimica fisica |,
Universidad Complutense de Madrid). Ademas de la eleccion de los lipidos, que
presentaban afinidad al inhibidor génico, y poca toxicidad, asi hemos podido

llegar a los resultados preliminares presentados en este apartado.

Estos estudios preliminares nos permitieron realizar una validacion de la
metodologia. Los GapmeR fueron marcados con fluoresceina (emitiendo a
488mm), los PVM con CD206, en rojo (emitiendo a 555mm). En la figura abajo
se puede apreciar la localizacién entre el PVM (rojo) y el GapmeR (verde), cual
parece ubicarse tanto citoplasma como en nucleo, que puede ser apreciado a

través de la tincion de DAPI (azul) en nucleo (Fig. 53) en corteza.

Fig.53.- Presencia de GapmeR en verde, co-localizando con PVM (CD206) en rojo, por
inmunofluorecencia, tras la administracion central de liposomas encapsulando GapmeR, en
corteza frontal en rata.
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En segundo lugar, quisimos validar si la administracion de GapmeR habia
producido la inhibicién del gen de interés (L-PGDS). Esta comprobacién se
realizé mediante la técnica de hibridacion “in situ” (colaboracién realizada con el
grupo Neurofarmacologia de Sistemas en el Instituto de investigaciones
biomédicas de Barcelona (CSIC) (Dres. Francesc Artigas y Analia Botolozzi) en
cortes de cerebro de distintas areas cerebrales de animales CONTROL en los
que se administré la emulsion de liposomas que encapsularon GapmeR o su
vehiculo (Figs. 54A-B). En los cortes de corteza frontal de rata control se ha
podido observar el marcaje de la sonda de la secuencia de ARNm de L-PDGS
en meninges y en la vasculatura del parénquima cerebral. Esta sefal de la
sonda de ARNm de la secuencia de L-PDGS marcada se ve reducida en los
animales que recibieron la administracién central de la emulsién de liposoma
conteniendo GapmeR encapsulado (Figs.54B y C). Cabe destacar que el efecto

es menos pronunciado a niveld de las meninges (Fig. 54C-D).
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Fig. 54.-Hibridacion “in situ” (ISH) en corteza frontal en ratones tratados con la administracion
central de Liposomas encapsulando PBS (A) (CONTROL) o (GAPMER) (B). Administracion
central de Liposomas encapsulando PBS (C) (CONTROL) o (GAPMER) (D) en meninges.
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5.1 Discusién: papel de los PVM en un modelo de estrés agudo

por inmovilizacién.

Nuestro primer estudio sugiere que los PVM pueden ser considerados
como elementos reguladores relevantes de la respuesta inflamatoria y del estrés
oxidativo / nitrosativo inducidos por el estrés agudo en la corteza frontal de ratas.
Especificamente, la deplecion selectiva de PVM esta relacionada con: 1)
descenso en los nveles de la citocina proinflamatoria TNFa y en la via
relacionada con la senalizacién aguda por citocinas JAK / STAT; 2) Aumento en
la expresion de receptores de IL-1B y 6 en condiciones de estrés; 3) descenso
en la expresion de los elementos de la via de sefializaciéon de TLR-4 (Myd88
especialmente); 4) disminucion en la expresion de NF-kB, IkBa y COXs, y
finalmente, 5) descenso en los niveles del marcador de estrés oxidativo 4-HNE
paralelo a un aumento en la expresion de la via antioxidante Nrf2 y de sus

enzimas dependientes GRS-1 y PARKY bajo condiciones de exposicion a estrés.

Los resultados apoyan la existencia de una relacidn compleja entre los
PVM vy la sefializacién de citocinas proinflamatorias. En este sentido, un estudio
reciente que examina el transcriptoma inflamatorio de células relacionadas con
la vasculatura del cerebro anterior mediante la seleccion de células activadas por
fluorescencia en ratones control e inmunocomprometidos sefiala que los PVM
son la principal fuente de citocinas proinflamatorias en condiciones de control y
tras la administracion intraperitoneal de LPS (Vasilache et al.,, 2015). En
nuestras condiciones experimentales, los niveles de IL-1B permanecieron
inalterados después de 6 h de estrés. Sin embargo, en animales con ausencia
de PVM, el TNFa apareci6 marcadamente reducido tanto en animales control
como en animales sometidos a estrés sin PVM, siendo la expresion de IL-6
también menor, pero sin alcanzar significacion estadistica. Estos resultados
sugieren un papel predominante para TNF-a en comparacion con otras citocinas
proinflamatorias en nuestras condiciones experimentales particulares de estrés
de restriccion aguda, como se ha demostrado previamente en este modelo
(Madrigal et al., 2002a).
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También se ha podido observar un marcado aumento de IL-6R en
animales CLO+ESTRES 6H, que podria considerarse una respuesta del
endotelio a los niveles reducidos, aunque no significativos, de IL-6. Se necesitan
mas estudios inmunohistoquimicos o de “sorting” celular para dilucidar las
fuentes de citocinas y las interacciones existentes entre distintos tipos celulares

que expresan sus receptores en la exposicion al estrés agudo por inmovilizacién.

Los resultados obtenidos en los elementos de la via de sefalizacion JAK
| STAT dirigida a citocinas también podrian corroborar los resultados obtenidos.
STAT3 y su inhibidor SOCS3 se expresan en PVM en gran medida (Vasilache et
al., 2015), y la activacion especifica de STAT3 se ha relacionado recientemente
con la ruta de TNFa / IL-6 / IL-6R en un modelo in vitro de muerte celular
microglial inducida por metanfetamina (Coelho-Santos et al., 2012). De hecho, la
via de sefalizacion JAK / STAT estda emergiendo como regulador de la
supervivencia neuronal y glial, la plasticidad sinaptica y las vias de sefializacion
intracelular afectadas en condiciones fisiolégicas y patologicas del SNC
relacionadas con el estrés, mas tipicamente estimulos agudos y puede
considerarse un nuevo objetivo terapéutico atractivo a explorar (Nicolas et al.,
2013).

Con respecto a la via de senalizacion de TLR-4, la disminucién de la
expresion de la proteina MyD88 en animales estresados sin PVM es
especialmente notable. MyD88 se expresa en células endoteliales y en PVM, y
esta regulado al alza en respuesta a LPS en ambos tipos celulares (Vasilache et
al., 2015). Otros autores sugieren un papel esencial para el MyD88 endotelial
(pero no en PVM) en la activacion neuronal y la liberacion de glucocorticoides
tras la administracion intraperitoneal de IL-1B8 (Gosselin & Rivest, 2008). Se
necesitan mas estudios para evaluar si la deplecién de los PVM es suficiente
para explicar el bloqueo total de la expresion de MyD88 en las condiciones de
estrés aqui mostradas o si hay otros tipos celulares que expresan MyD88, como
la microglia o las neuronas implicadas. Ademas, la regulacién a la baja HMGB1
aqui reportada también podria estar implicada, ya que la expresién de Myd88
esta directamente regulada por HMGB-1 en las neuronas corticales primarias de
ratén (Li et al., 2013).
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Nuestros resultados muestran una regulaciéon a la baja de COXs y
mPGES-1 (que no se corresponde con diferencias en los niveles totales de
PGE2) en animales estresados sin PVM, resultados que coinciden con un estudio
previo que utiliza como modelo la exposicion a 30 min de estrés por
inmovilizacion (Serrats et al., 2017). Nuestros resultados también permiten
observar un aumento de la produccién de 15d-PGJz en los animales sin PVM,
mecanismo de regulacion antiinflamatorio ya descrito anteriormente en un
modelo de estrés por inmovilizacion y que podria estar relacionado con los
resultados observados en la inhibicion de los niveles de citocinas, TLR-4, NF-kB

y la potenciacion de los sistemas antioxidantes (Garcia-Bueno et al., 2005).

En lo que se refiere a las respuestas de fase aguda dependientes de la
produccion de PGE:2 a nivel vascular, vale la pena mencionar que la deplecion
de PVM produce resultados diferenciales en funcién del estimulo inmune
aplicado: en el caso del LPS sistémico, la falta de PVM exacerba las respuestas
de fase aguda como la sintesis de glucocorticoides o la fiebre, y por el contrario,
después de un dosis intravenosa baja a moderada de IL-1B estas respuestas
estan bloqueadas (Serrats et al., 2010). Esta ultima situacion experimental
parece ser mas similar a la exposicidon al estrés agudo por inmovilizacion aqui
utilizado. Las causas de estos aparentes papeles divergentes para PVM aun se
desconocen, pero las diferencias entre LPS y estrés agudo por inmovilizacion en
la regulacion de TLR-4 y los receptores de citocinas en las células endoteliales
que conforman la unidad neurovascular, asi como en el grado y la eficiencia de

la sintesis de las citocinas proinflamatorias deben ser exploradas (Roth, 2015).

Los PMV se han relacionado previamente con la regulacion de las vias de
estrés oxidativo/nitrosativo en diferentes condiciones experimentales. En
particular, los PVM se han relacionado con la disfuncién endotelial producida por
un aumento del estrés oxidativo/nitrosativo vascular producido por la NADPH
oxidasa que contiene NOX2 en un modelo de Alzheimer basado en la
acumulacion de péptidos AB (Park et al., 2017), y en ratones hipertensos (Faraco
et al., 2017). Nuestros resultados también respaldan el papel de los PVM como
inductores  directos/indirectos de estrés oxidativo/nitrosativo (niveles
aumentados del indice de peroxidacion lipidica 4-HNE), no solo a nivel

neurovascular sino en todo el parénquima cecrebral de la corteza frontal de las
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ratas sometidas a la inmovilizacion aguda. Aqui, también mostramos una
relacion no descrita previamente entre los PVM y el sistema antioxidante
endogeno dependiente de la activacion de Nrf2. Estos resultados son notables
teniendo en cuenta el papel neuroprotector emergente de la via Nrf2 en las
enfermedades neuropsiquiatricas/neurodegenerativas y relacionadas con el
estrés (Johnson et al., 2008; Roth, 2015; Martin-Hernandez et al., 2016).

Los resultados observados para PARK7 probablemente estén
relacionados con la regulacion de Nrf2 encontrada en nuestras condiciones
experimentales, ya que se ha propuesto a PARK7 como un activador de la ruta
Nrf2 induciendo genes antioxidantes (Milani et al., 2013). Las interacciones
mecanisticas son complejas, pero en particular, PARK7 estabiliza Nrf2 al
interferir con su degradacion y facilita la translocacion nuclear de Nrf2 al evitar la
union con su proteina inhibidora Keap1 en ratones (Clements et al., 2006a). Se
ha podido observar también un efecto del estrés con respecto al aumento de los
niveles de la prostaglandina 15d-PGJ2, un importante mediador responsable por
la activacion de la respuesta antioxidante a través de Nrf2, coincidente con otros
estudios en el SNC (Haskew-Layton et al., 2013).

Con respecto a los niveles de corticosterona, cabe destacar que el grupo
de animales estresados con PVM intactos presenta solo una tendencia al
aumento con respecto al grupo control, tendencia que desaparece por completo
en los animales sin PVM. Este efecto del estrés es menor del esperado en
relacion con estudios previos utilizando este protocolo de estrés agudo, (Garcia-
Bueno et al., 2005) lo que podria estar relacionado con la técnica de icv sufrida
una semana antes, lo que ha podido producir una desensibilizacidén del eje del
estrés frente al estimulo por inmovilizacién posterior. Nuestros resultados en los
animales tratatados con CLO coinciden con un estudio previo, en el que se puede
observar como la exposicion a estrés por inmovilizacién no produce un aumento
de corticosterona en los animales sin PVM (Serrats et al., 2017). Estudios futuros
deben profundizar en el papel de los PVMs en la regulaciéon del eje HHA del
estrés en modelos de activacion inmune de diferente duracion y naturaleza, asi
como la cuantificacion de otros parametros a distintos tiempos, como los niveles
plasmaticos de ACTH o los niveles de ARNm de CRF en el nucleo

paraventricular del hipotalamo.
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Por lo tanto, en lo que se refiere al modelo agudo por inmovilizacion,
podriamos concluir que los PVM presentan un perfil proinflamatorio / oxidante en

nuestras condiciones experimentales.

5.2 Discusion: papel de los PVM en un modelo de estrés crénico
“CMS”.

Nuestro segundo bloque de experimentos tenia como objetivo extender el
posible perfil traslacional de los resultados obtenidos en el modelo de estrés
agudo por inmovilizacion, estudiando el papel de los PVM en un modelo
ampliamente utilizado y validado de depresidbn en humanos como es la

exposicion cronica a estrés moderado o CMS (del inglés Chronic Mild Stress).

Para ello determinamos Ila expresion de los mediadores
pro/antiinflamatorios y oxidantes previamente evaluados en un curso temporal,

en el que se sacrificd a los animales a la 1%, 22 y 32 semana de CMS.

Tras 21 dias de estrés, el unico resultado resefiable derivado de la
deplecion de PVM fue que la expresion de la mayoria de los marcadores
analizados de la via de TLR-4 mostraron una tendencia a la disminucién. En el
caso de los niveles de TLR-4, a los 7 y 14 dias de exposicion al CMS no se
encontraron cambios significativos hasta los 21 dias, que se observo una
disminucién en el grupo CLO+CMS 21 DIAS. Esta alteracion puede sugerir que
este receptor es regulado en gran parte por los PVM ante estimulos de estrés en
condiciones cronicas. Una tendencia similar se ha podido ver en el receptor
CD14 al receptor TLR-4, a diferencia que en el CMS de 7 dias se observo una
disminucién de los niveles en el grupo CLO+CONTROL, a los 14 dias no hubo
cambios, mientras que a los 21 dias del tratamiento se encontré una disminucién
en el grupo con CLO+ CMS 21 DIAS. La proteina MD-2, mostré efectos por parte
de la exposicion al CMS a los 7 dias, observandose una disminucion. Sin
embargo, a los 14 dias no se observaron diferencias entre tratamientos, mientras
que en el grupo CMS 21 DIAS, similar a TLR-4 y CD14, tuvo una disminucién en
sus niveles. Los niveles de la proteina MyD88 resultaron mas alterados que el
resto de los marcadores analizados, observandose que tanto la exposicion al

estrés como el efecto de la deplecion de PVM tiene efectos sobre esta proteina.
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A los 7 dias se observd una disminucion de los niveles en los grupos de
CLO+CONTROL y PBS+CMS 7 DIAS. Notablemente fue el unico marcador en
el que se observé un cambio en la exposicidon al CMS a los 14 dias, aumento sus
niveles en el grupo CLO + CMS 21 DIAS, y en la etapa de los 21 dias se observo
la misma tendencia de disminucién de MyD88 en el tratamiento de CLO control
y CMS similar al resto de proteinas analizadas de la via de TLR-4. El estudio de
las proteinas HMGB-1 y HSP60 fue la manera de relacionar su papel como
DAMPs en la activacién de la via de TLR-4. La proteina HMGB-1 no mostré
cambios en ninguna de las etapas de exposicién al CMS, mientras que HSP60
mostro una disminucidn por efecto en el grupo PBS+CMS 21 DIAS, sin diferencia
tras la la deplecion de los PVM. En resumen, se puede decir que los PVM estan
implicados en la regulacién de la via de inmunidad innata TLR-4 y que su
ausencia induce una baja de la respuesta inflamatoria a media que aumenta el

tiempo de exposicion al estrés.

En el caso de las citocinas, no se pudo corroborar los efectos observados
a nivel agudo sobre TNFa tras la deplecién de PVM y solo hubo cambios en los
niveles proteicos de los receptores IL-1R (descenso) e IL-6R (aumento). Estos
cambios podrian reflejar la complejidad en la sefalizacidn de citocinas
proinflamatorias en modelos crénicos, asi como popsibles mecanismos de
adaptacion de otros tipos celulares frente a la depleciéon de PVM, pero no nos
permiten extraer ninguna conclusién. Lo que parece claro es que en el caso de
la expresidén TNFa, la deplecién de los PVM ni la exposicién al CMS en el curso
temporal ha permitido observar cambios, lo que sugiere que esta molécula no
esta regulada por PVM en el estrés cronico, lo contrario de lo que se sucede en

la exposicidn a estrés agudo.

En cuanto al resto de mediadores inflamatorios y de estrés oxidativo, la
deplecién de PVM solo afectd tras 21 dias de estrés a los niveles de la subunidad
proinflammatoria p65 de NF-Kb, produciendo un aumento en sus niveles. Los
niveles de su inhibidor IkB se mantuvieron bajos. Sin embargo, este aumento no
se vio correlacionado con un aumento de los mediadores proinflamatorios, estrés
oxidativo y mecanismos antioxidantes de respuesta. Este desacoplamiento

merece estudios futuros.
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Por ultimo, se evaluaron los niveles de corticosterona, y se observd un
efecto muy distinto del producido por la deplecion de PVM en el modelo agudo,
observandose un aumento muy pronunciado tras la deplecion de los PVM tras la
exposicién al CMS a los 7 dias, y que se mantiene, aunque de manera menos
acusada a los 14 y 21 dias de estrés. Una vez mas se observa como el tipo y la
duracion de estrés puede hacer que los PVM tengan efectos contrapuestos en
la regulacion de la respuesta inflamatoria, lo que hace dificil extraer conclusiones
del modelo de estrés cronico utilizado. Es posible que las alteraciones a nivel
vascular en el modelo de CMS sean menos acusadas o tengan menor
importancia que en modelos agudos de LPS o estrés y todo ello explique la
pérdida de efectos producidos por la deplecion de PVM. Otra explicacién podria
ser la activacion de vias homeostaticas por parte de otros tipos celulares

relacionados con la respuesta inmune.

5.3 Discusion: papel de los PVM en el trafico de células inmune

y en el comportamiento

En este apartado de la presente Tesis Doctoral se pretendié verificar el
papel de los PVM en la regulaciéon del trafico de células inmunes a través de

citometria de flujo en los diferentes modelos propuestos.

En el primer experimento realizado, en el centro receptor de la OSU (Ohio
State University) utiizando un modelo de LPS de 24h, no se pudo observar
diferencias significativas, posiblemente por tratarse de un estudio piloto con un
numero de animales reducido. No obstante, se pudieron observar tendencias
muy interesantes para el desarrollo de los futuros experimentos, como el
aumento de granulocitos y monocitos (Ly6C") y de las citocinas proinflamatorias
IL-1B, IL-6 y TNF-a, sugiriéendose una posible regulacién de los PVM en este

proceso.

Ya en el segundo experimento realizado, en un modelo de estrés social o
RSD, fue posible observar datos mas consistentes con respecto al papel de los
PVM en el trafico de células inmunes. Se observo un efecto del tratamiento con

CLO en el trafico de granulocitos (Ly6G+, posiblemente neutréfilos), que coincide
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con datos de un reciente estudio realizados en un modelo de dafio isquémico
tras la deplecion de los PVM (Pedragosa et al., 2018). Se pudo observar también
un aumento en el porcentaje de monocitos (Ly6C") con un perfil clasicamente
proinflamatorio, previamente descrito en muchos estudios realizados por el
centro en el que se desarroll6 la estancia predoctoral, tanto en modelos de estrés
como en modelos de administracion periférica de LPS (Weber et al., 2017).
Aunque no se haya observado una diferencia significantiva en el trafico de estos
monocitos (Ly6CM") tras la administracion de CLO, se ha observado una
tendencia a la baja. Con respecto a los linfocitos T, los resultados sugieren un
efecto de la deplecion de los PVM, que se traduce en el aumento de linfocitos T,
coincidiendo con datos publicados en un modelo de esclerosis multiple (Faraco
et al., 2017). Aunque no fuera uno de los objetivos principales de este estudio,
también hemos evaluado los niveles de los monocitos Ly6C'*%, un perfil de
monocitos descrito por algunos autores como centinelas del sistema inmune o
reparador, y se pudo constatar que en el grupo control su numero permanece
mas elevado que en el grupo de animales sometidos a estrés, coincidiendo con

previos estudios de estrés y también LPS (Weber et al., 2017).

Tanto en el estudio realizado en estrés social (RDS) como en el modelo
subcronico de LPS 3 DIAS, se ha podido observar un efecto del modelo en el
trafico de células inmune en periferia, tanto en sangre como en lo que se refiere
al aumento del peso del bazo, uno de los principales indicadores de una
activacién inmune en relacion al trafico de células, ya que es el dérgano
responsable del acumulo de leucocitos (granulocitos y monocitos) (Avitsur et al.,
2002). Estas células tienen un fenotipo unico ya que no solo son insensibles a
GC cuando se trata de modelo de estrés social, sino que también poseen un
fenotipo activado, es decir, tienen niveles elevados de receptores Toll-like (TLR),
moléculas de adhesion y receptores coestimuladores en su superficie (Reader
et al., 2015). Cuando se estimulan, estas células producen altos niveles de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, promoviendo asi un entorno nocivo en
la periferia. En cualquier caso, no se ha podido observar un efecto del tratamiento
CLO, lo que podria sugerir que el papel regulador de los PVM no se extiende a
la periferia. Esta respuesta en bazo, ha sido atribuida a otros factores como por

ejemplo alteraciones endocrinas, como se ha descrito en algunos modelos de
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estrés en un efecto dependiente de la accidn de las catecolaminas. Los factores
estresantes breves o agudos activan la sefalizacion simpatica que aumenta la
noradrenalina (NA) para movilizar leucocitos "alojados" en la circulacion de
reservorios que incluyen bazo, BM y ganglios linfaticos (Dhabhar et al., 2012).
Teniendo en cuenta que los PVM han sido descritos como reguladores del eje
HHA (Serrats et al., 2010) (Serrats et al., 2017), seria interesante explorar la
regulacion catecolaminérgica sobre estas células. Asi como un estudio,
buscando explorar las células con perfiles mas especializados, en bazo, médula

y ganglios linfaticos.

Tras la administracion de LPS, se ha podido observar un aumento en los
niveles de mediadores implicados en una respuesta inflamatoria en el SNC como
por ejemplo citocinas, especialmente IL-13, una respuesta ampliamente descrita
en modelos de administracion de LPS o estrés (Weber et al.,, 2017) y una
disminucién de la expresidén génica de estas citocinas resultante de la deplecion
de los PVM, sugiriendo que uno de los mecanismos de la respuesta inmune
regulada por los PVM puede ser dependiente de esta citocina en el modelo de
LPS, pero no tanto en modelos de estrés por inmovilizacion, en los que es el

TNFa el que parece estar mas implicado.

El eje quimiotactico CCL2-CCR2 esta implicado en la mediacion de la
infiltracién de leucocitos en el SNC bajo una variedad de afecciones que incluyen
encefalitis por VIH (Eugenin et al., 2006), isquemia (Dimitrijevic et al., 2006),
enfermedad pridnica (Gomez-Nicola et al., 2014) y estrés (Wohleb et al., 2013).
En nuestro estudio la disminucion de los receptores de MCP-1 (CCR2), en
ausencia de los PVM, coinciden consistentemente con la inhibicion en el trafico
de las células mieloides cerebrales, lo que puede indicar que la MCP-1, uno de
los mediadores responsables directos por el trafico de células inmune en

cerebro, pueden estar siendo regulado por los PVM.

Aunque la microglia exprese CX3CR1 en el SNC este receptor también es
expresado por células en circulacion como monocitos, células dendriticas (DC)
y células T y células “natural killer” en circulacién y por la microglia en el SNC
(Harrison et al., 1998). Los resultados obtenidos coinciden con los datos del

trafico de células mieloides una vez que estas expresan este receptor, lo que
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podria explicar su aumento tras la administraciéon de LPS y disminucion en
consecuencia del tratamiento con CLO. Algunos estudios en modelos de estrés
sugieren una relacion entre la actividad neuronal y la activacion microglial. Esta
interpretacion esta respaldada por el hecho de que la activacién neuronal
precede temporalmente a la activacion microglial y a la produccién de citocinas
(Wohleb et al., 2011; Wohleb et al., 2013). Es posible que estos dos eventos
actuen de forma independiente, o que podria explicar la ausencia de diferencias
en la expresidn génica de la fractalquina tras la administracion de LPS durante 3
dias. Son necesarios estudios mas detallados para caracterizar la sefalizaciéon

a través de este receptor y las células involucradas en ella.

En modelos de neuroinflamacién se ha podido observar el aumento de la
expresion de moléculas de adhesién como ICAM / VCAM en células endoteliales
de la BHE. Tanto ICAM como VCAM se correlacionaron con el trafico periférico
de monocitos (Sawicki et al., 2015), coincidiendo con los resultados observados
en nuestro estudio. Aunque no se ha podido apreciar un efecto de la deplecién
de los PVM, sugiriendo que al menos en nuestro modelo el efecto de PVM en el
trafico celular no esta muy relacionado con estas moleculas, al menos en el

momento del sacrificio.

Ciertas condiciones patolégicas en el SNC con un componente inflamatorio
resultan en el aumento de la expresion de enzimas de degradacion como las
metaloproteinasas de matriz (MMP), MMP-9 en particular (Weber et al., 2017).
Teniendo en cuenta que los macréfagos la expresan y rompen la barrera
astrocitica que exacerba la infiltracion de la vasculatura en el parénquima
(Bechmann et al, 2007), decidimos verificar sus niveles en nuestro modelo y
hemos podido observar que hay un aumento en la expresion de la MMP9 por la
administracién de LPS como en otras condiciones patolégicas como isquemia,
trastornos neurodegenerativos como esclerosis multiple, enfermedad de
Alzheimer, Parkinson, que resulta en un aumento resultante del trafico de células
inmune en estas patologias (Weber et al., 2017). Ademas de manera notable se
ha podido observar una disminucion en su expresion génica tras la deplecion de
los PVM, lo que evidencia una regulacion local de estas células en la expresion
de la MMP-9. Mientras se redactaba esta Tesis Doctoral, se ha publicado un

interesante estudio que relaciona a los PVM con una disfuncion de la BHE
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dependiente de los efectos del factor de crecimiento endodelial vascular (VEGF)
(Pedragosa et al., 2018), Curiosamente, los PVM estan involucrados en el
mantenimiento de la funcién de barrera vascular en la periferia en condiciones
fisiologicas (Gupta et al., 2016; He et al., 2016). Por lo que merece la pena
explorar sus efectos a nivel del mantenimiento de la BHE y en particular, un

posible mecanismo dependiente de VEG en el SNC.

En lo que se refiere al trafico de células inmunes en el modelo de LPS 3
DIAS, estudiado a través de citometria de flujo en una metodologia puesta a
punto en el laboratorio donde se desarroll6 esta Tesis Doctoral, se ha podido
observar que tras la administracion de LPS produce un aumento en el trafico de
las células mieloides cerebrales totales (CD45"cd11b+), coincidiendo con la
literatura previa relacionada, siendo un evento ampliamente descrito en modelos
periféricos tanto de LPS como modelos de estrés (Weber et al., 2017). Se ha
podido observar que tras la administracion de LPS, la aparicion de una
subpoblacién de células mieloides cerebrales (CD45"CD11b+) que se sitla
entre la microglia y la poblacion de CD45"CD11b+, y aparentemente
representando un porcentaje total aumentado. Este escenario coincide con
estudios en modelos de isquemia cerebral (Pedragosa et al., 2018), en donde se
han identificado mayoritariamente como granulocitos. La presencia de esta
subpoblacién no es algo muy habitual en modelos de LPS. Ademas, los
experimentos piloto realizados en nuestro laboratorio, en fase de optimizacion
de la citometria de flujo, siempre han sido realizados bajo la administracion de
LPS en una concentracion de 0,83mg/kg durante los tres dias, en los que no se
apreciaba la presencia de dicha subpoblacién (datos no mostrados). Esto nos
permite discutir la posibilidad de que la administraciéon de LPS 3 DIAS en dosis
progresivas (0.208/0.415/0.83 mg/kg), actue activando una respuesta inmune y
previniendo la tolerancia al LPS, no solo en mediadores bioquimicos o en
aspectos comportamentales descritos previamente (Wickens et al., 2017), pero
también en el trafico de células inmunes, una vez que todos estos eventos estan
estrechamente relacionados (Weber et al., 2017). Un estudio comparativo entre
ambas dosis permitiria elucidar el efecto de la tolerancia de LPS, en lo que se
refiere al trafico de células inmunes y demas parametros implicados, como

consecuencia de una respuesta inmune inducida por LPS.
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Ademas del aumento en el porcentaje de células mieloides cerebrales
(CD45"CD11b+) en consecuencia de la activacion de una respuesta inmune, se
ha podido observar un efecto del tratamiento con CLO, ya que este aumento se
previene en ausencia de los PVM. Un efecto muy similar se encontro en el trafico
de monocitos (Ly6C") con un fenotipo proinflamatorio, que de igual manera se
ha visto reducido tras la administracion del CLO. Otra evidencia que enfatiza el
aumento del trafico de células inmunes en el SNC se refiere una alteracion en la
relacion microglia/células mieloides. Si en una situacién basal (CONTROL) esta
ratio es es 1 célula mieloide cerebral por cada 4 células de microglia, esta
relacion se ve regulada en los grupos que reciben la administracion de LPS, lo
que explica la variacién a la baja observada en el porcentaje de microglia. Cabe
resefiar que no se observa variacion con respecto a la poblacion de microglia
total, un dato constatado también por nuestros datos de inmunofluorescencia.
Estos resultados sugieren un papel regulador en el trafico de células mieloides

totales, asi como monocitos (Ly6C").

En lo que se refiere a los linfocitos T se ha podido observar en el modelo
de estrés social (RSD) un efecto de la deplecion de los PVM, regulando el trafico
de estas células en SNC, en el grupo CLO con respecto al grupo PBS. Datos
que coinciden con estudios en un modelo de esclerosis multiple (Polfliet et al.,
2001). Se ha podido observar también el mismo efecto en el grupo PBS+ RSD
con respecto al grupo CLO+ RSD, aunque notablemente no se haya apreciado
un efecto del estrés social (RSD), con respecto al porcentaje de linfocitos.
Algunos autores atribuyen la ausencia de efectos en el numero de linfocitos en
algunos modelos de neuroinflamacion a una alteracion en la hematopoyesis,
direccionando la respuesta inmune a la produccion de células mieloides
(fundamentalmente priorizando una respuesta inmune innata) (Engler et al.,
2004) (McKim et al., 2016). Estos resultados, podrian atribuir a los PVM un papel
regulador en el trafico de linfocitos T en una situacion fisiolégica y no excluyen
que los PVM, puedan regular el trafico de linfocitos en distithos modelos de
neuroinflamacion. Un estudio en modelo crénico podria elucidar el papel de los
PVM sobre el trafico celular de los linfocitos de forma mas traslacional. La baja
diferencia en el trafico de linfocitos T entre los grupos en el experimento

subcronico de administracion de LPS 3 DIAS puede deberse a la perfusién con
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PBS realizadas en los animales para ralizar este experimento, eliminando los

linfocitos T circulantes en la vasculatura cerebral.

Los experimentos comportamentales realizados en el modelo de
administracién subcréonica de LPS 3 DIAS han producido efectos muy
pronunciados. Se ha podido comprobar que los animales que recibieron la
administracién de LPS 3 DIAS, respondieron con un déficit en la interaccién
social, traduciéndose en “sickness behaviour”, lo que concuerda con muchos
otros estudios relacionados con la administracion de LPS y modelos de estrés
(Wohleb et al., 2012). Sin embargo, no se ha podido observar un efecto de la
deplecién de los PVM, aunque uno de los parametros evaluados: la latencia al
primer contacto entre los animales, ha presentado una tendencia a verse

disminuida en los animales sin PVM.

El “open field” ha sido ampliamente descrito como un test validado para la
evaluacion de la ansiedad (Carola et al., 2002; Seibenhener & Wooten, 2015).
Muchos son los estudios donde se ha podido observar el efecto de la
administracién de LPS, hasta 72 horas después de su administracién, en lo que
se refiere a la ansiedad (Wohleb et al., 2012; Wickens et al., 2017), coincidiendo

con nuestro estudio. No se ha observado un efecto de la deplecién de los PVM.

Ambos test realizados no presentaron suficiente sensibilidad para evaluar
el efecto de la deplecion de los PVM, probablemente como consecuencia de un
efecto muy marcado del modelo de 3 dias de LPS en las variables estudiadas,
que enmascara el efecto de la deplecion de PVM. Son necesarios mas estudios
en este sentido, como por ejemplo la realizacion del test de comportamiento tras
la administracién de cada dosis de LPS, lo que nos permitiria realizar un
seguimiento temporal de las alteraciones comportamentales, con o sin la

presencia de PVM.

La administracién de LPS 3 DIAS, asi como estrés social provoca un cambio
evidente, en el perfil inflamatorio de las células mieloides y su distribucién,
ademas de afectar a muchos mediadores responsables por una respuesta
inmune en neuroinflamacion y al trafico de células inmunes. Se ha podido
observar que en algunos parametros bioquimicos los PVM, regulan directamente

este efecto, asi como en el trafico de algunos fenotipos de células mieloides o
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linfoides, mas estudios son necesarios, para evaluar el mecanismo dependiente
de los PVM, el efecto a nivel de comportamiento, asi como su potencial
traslacionalidad en un modelo crénico de activacion a inmune por exposicion a

distintos tipos de estrés.

5.4 Discusién: papel regulador de los PVM en la sintesis de

prostaglandinas e inhibicién génica selectiva en los PVM.

Como describen estudios previos, se ha podido atribuir un papel regulador
de los PVM en la produccién de la prostaglandina PGE2 vascular tras la
administracién a distintos estimulos inmunes, montando una serie de respuestas
de fase aguda (Serrats et al., 2010; Serrats et al., 2017). La sintesis de PGE:2
esta regulada por la prostaglandina 15d-PGJ2, con potencial antiinflamatorio a
través del receptor PPARy, como ha sido demostrado en modelos de
enfermedades neuropsiquiatricas, (Garcia-Bueno et al., 2010). Debido a esta
relacion, hemos decido verificar si la relacion entre estas prostaglandinas de
distinto perfil puede estar regulada por los PVM. Primero demostramos que la
via antiinflamatoria L-PGDS/15d-PGJ2/PPARy estda expresada en PVM.
Posteriormente, realizamos un curso temporal en la expresion de ambas tras la
administracion de LPS y se pudo apreciar una disminuciéon pronunciada de la
15d-PGJz, a diferentes tiempos, hasta un maximo de 24 horas con respecto a su
control (tiempo 0) que coincide con un aumento de la sintesis de PGE2 con pico
tras 3 horas de la administracion de LPS. Por otro lado, al deplecionar los PVM,
la sintesis de la 15d-PGJ2, los niveles a tiempo O son muy reducidos, y esto
coincide con el aumento de la PGE:2 a niveles mas altos que en los animales con
PVM. Estos resultados podrian sugerir el potencial de la 15d-PGJ2 expresada en
PVM como reguladora de la produccion de PGE:2 a nivel vascular y por lo tanto
en la activacion de las respuestas de fase aguda dependientes, como la
activacion del eje HHA del estrés o la fiebre que merece ser explorado en el

futuro.

En esta linea, y considerando los resultados de estos experimentos

decidimos trabajar en la validacidon de una herramienta que nos pudiera
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proporcionar un estudio mas especifico de este mecanismo anterior y de manera

exclusivamente dirigida a los PVM.

Una colaboracion realizada con el grupo “Biofisica para la Biotecnologia y
la Biomedicina” (Dres. Francisco Monroy y Lara Moleiro), en la Facultad de C.C.
Quimicas de la Universidad Complutense de Madrid, nos permitio la construccién
de un liposoma que pudiera encapsular un silenciador génico a un tiempo mas

prolongado conocido como GapmeR®.

Los experimentos preliminares realizados nos han permitido poner a punto
y constatar la incorporacion de una molécula con perfil silenciador génico hacia
el gen de interés que codifica para la L-PGDS, enzima responsable por la sintesis
de la prostaglandina 15d-PGJ2, en una emulsion de liposomas vectorizados
frente a PVM. Esta metodologia fue validada a través de la técnica de hibridacion
“in situ”, al observarse la inhibicién del gen de interés a nivel vascular. Cabe
indicar que esta metodologia podria ser aplicada a diferentes modelos de
enfermedades relacionadas al SNC, en las que los PVM puedan tener algun
papel fisiopatoldégico. Es necesario comprobar en nuestras condiciones
experimentales el resultado de la inhibicion de esta enzima, comprobando el
perfil inflamatorio resultante y sus efectos sobre la neuroinflamacion, trafico de
células inmunes y comportamiento caracteristicos de los modelos agudos
utilizados en esta Tesis Doctoral, como la administracion sistémica de LPS y
extender los resultados a modelos mas traslacionales de patologias psiquiatricas
relacionandas con la exposicion a estrés, como el CMS o la activacion inmune

materna.

5.5 Discusion global. Limitaciones del estudio. Ideas de futuro.

Los distintos estudios relacionados con el papel de los PVM presentados
en esta Tesis Doctoral sugieren que su papel regulador es dependiente de la
naturaleza y tiempo de exposicion a los estimulos aplicados. Esta diversidad en
el papel de los PVM se podido observar en muchos otros tipos de modelos,

incluyendo modelos de infeccion virica o bacteriana (Faraco et al., 2017).
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Se ha podido ver como estas células pueden presentar un perfil
proinflamatorio/oxidante, en un modelo agudo por restriccién de movimiento, sin
embargo, este mecanismo no parece tan claro en el modelo de estrés crénico.
Una posible explicacion a las diferencias observadas podria ser que en
condiciones de estrés agudo la citocina TNF-a podria tener un papel
predominante en comparacion a las demas, como ya se observo previamente
para este modelo en el laboratorio donde se desarrolla esta Tesis Doctoral
(Madrigal et al., 2002b). Sin embargo, en modelo crénico el TNFa no parece
tener un papel tan notable en la respuesta inmune y lo mismo ocurre en el modelo
subcronico de LPS, en el que la IL-1B y no TNF-a, parece tener un papel mas

predominante.

TNFR1 no mostré cambios por efectos de la deplecién de PVM ni del CMS,
sin embargo, TNFR2 tuvo una tendencia a disminuir sus niveles ante la deplecion
de PVM y a la exposicion del CMS a los 7 dias, distinto de los observado a los
14 y 21 dias donde no se observarén cambios significativos. Este evento, igual
que IL1R, coincide con los resultados obtenidos de la expresion de TNFa, donde
no se observaron alteraciones en los niveles. Se podria resumir que,
principalmente, la IL-1, de igual manera que su receptor jugan un papel
importante en la respuesta inmune mediada por citocinas proinflamatorias en el

estrés cronico.

La mayoria de los marcadores analizados de la via de TLR-4 mostraron
una tendencia a la disminucion de niveles de sintesis proteica a los 21 dias, En
el caso de los niveles de TLR-4, en las etapas de 7 y 14 dias de exposicion al
CMS no se encontraron cambios significativos hasta los 21 dias de tratamiento,
momento en el que se observo una disminucion de los niveles en el grupo tratado
CLO+CMS. Esta alteracion demuestra que este receptor es regulado en gran
parte por los PVM ante estimulos de estrés en condiciones cronicas, incluso la
posibilidad de un efecto de tolerancia con respecto a esta via de sefalizacion,
mas estudios serian necesarios para elucidar este efecto que ha sido observado

en estudios que abordan cambios comportamentales (Wickens et al., 2017).

Con respecto al trafico de células inmunes, hemos podido observar que los

PVM parecen tener una participacion fundamental, tanto en estrés social, como
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en en un modelo de administracién subcronica de LPS, sobre todo en lo que se
refiere al trafico de monocitos (Ly6Chi) con un perfil inflamatorio por excelencia,
que se ha visto implicado en cambios comportamentales como los que
caracterizan al “sickness behaviour en modelos de estrés o LPS. También se ha
podido observar un papel con respecto al trafico de linfocitos T, y la sintesis de
MMP-9, que representa uno de los posibles mecanismos responsables de los
efectos observados en el trafico de las células inmune. Mas estudios son
necesarios para investigar si hay alteraciones comportamentales estrechamente
relacionadas con el trafico de las células inmunes, y en concreto con el trafico de
linfocitos, como por ejemplo en un modelo con una respuesta inflamatoria mas

sutil que el propuesto en este estudio.

Cabe puntuar que se ha encontrado un numero mayor de PVM en las
muestras cerebrales postmortem de pacientes deprimidos que se suicidaron
(Schnieder et al., 2014; Torres-Platas et al., 2014), y las cepas de ratones con
ansiedad alta (ratones 129S2 / Sv) también presentaron un mayor numero de
PVM activadas (MHCII +) en condiciones de control y LPS (Li et al., 2014). PVM
se han implicado recientemente en la regulacion de procesos relacionados con
la fisiopatologia de la depresidén, como la neurogénesis adulta del hipocampo, la
depresion conductual durante la enfermedad y los déficits cognitivos
relacionados con la depresion (Konsman et al., 2008; Griffin et al., 2013; de
Miranda et al., 2017), por lo que merece la pena estudios complementarios que
permitan dilucidar de la implicacion de los PVM desde un punto de vista

comportamental.

Una posible explicacion para la pluralidad de los efectos ocasionados por
estas células podria estar relacionada con los cambios ocasionados en el
ambiente tras la deplecion, y al intento del sistema en restablecer la homeostasis,
lo que implicaria montar una respuesta inmune equivalente a partir de otros tipos
celulares implicados. Estas hipétesis deberan ser comprobadas mediante la
realilzacion de un experimento tipo “Cellular Sorting”, que podria demostrar el
papel de los diferentes fenotipos celulares en la respuesta inmune en los

diferentes modelos a estudio con y sin PVM.
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Estos estudios podrian combinarse con la metodologia desarrollada en
esta Tesis Doctoral basada en la administracion central de liposomas
encapsulando un inhibidor génico especifico tipo GapmeR® sobre un gen de
interés, proporcionando resultados mecanisticos mas especificos relacionados
con los PVM.

En la discusion de la presente Tesis Doctoral deben considerarse algunas
limitaciones: 1) Los liposomas que contienen CLO pueden deplecionar
indistintamente los macrofagos PVM y meningeos. Ambos son residentes del
parénquima cerebral pero su localizazcién es distitnta. Los meningeos son
células mieloides situadas en las meninges subdurales y poseen multiples
funciones, y aunque parecen tener el mismo fenotipo y origen que los PVM al
actuar como centinelas para infecciones y dafio tisular (Herz et al., 2017) no se
puede descartar que tengan funciones difrenciales. Por lo tanto, es probable que
se activen en respuesta a la exposicion al estrés, pero se necesitan estudios mas
detallados para distinguir entre los roles de ambos tipos celulares; 2) aunque ni
nosotros ni otros autores hemos detectado por técnicas de inmunohistoquimica
alteraciones mayores en la cantidad de células microgliales que expresan iba1
después de la administracion de CLO (Polfliet et al., 2001; Faraco et al., 2017),
no podemos afirmar inequivocamente que la metodologia liposémica no altera
las funciones de microglia y la reactividad, como se informo en el cerebro de rata
neonatal (Fernandez-Lopez et al., 2016; Nelson & Lenz, 2017). Queda por
dilucidar en futuros estudios si estas discrepancias estan relacionadas con
diferentes enfoques metodoldgicos (es decir, el diametro de las vesiculas de la
emulsién liposdmica), o con una capacidad fagocitica basal diferencial de la
microglia entre el tejido cerebral in vivo neonatal y adulto; 3) se necesitan
estudios mas detallados de inmunohistoquimica, citometria de flujo vy
clasificacion celular para caracterizar con precision los tipos celulares que
conforman la unidad neurovascular y que se ven afectados de manera directa /
indirecta por la deplecion selectiva de los PVM. Estos estudios ayudaran a
evaluar las interacciones celulares que regulan la estructura y la funcion de la
BHE en condiciones de estrés; y 4) la deplecion selectiva de macrofagos no es
un proceso irreversible, de hecho existe una tasa de reposicidén constante de los

mismos que podria verse afectada por la exposicion a estrés y otros estimulos
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inmunes, con lo que en nuestro modelo de CMS podria estar teniendo lugar la
reposicion de la poblacion de PVM en cerebro con un perfil inflamatorio diferente
o incluso de otros tipos celulares inmunes. Este hecho podria estar relacionado
con la variabilidad de los resultados observados en nuestro curso temporal de

CMS que nos impide sacar claras conclusiones de este apartado.
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CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

6.1 Conclusiones

1. En un un modelo de estrés agudo por inmovilizacion en rata, los PVM:

- regulan la sintesis de TNF-a en corteza frontal

- presentan un papel regulador en la via de senalizacion de JAK/STAT

- presentan un papel regulador en la via proinflamatoria TLR-4/NF-kB/COX
- estan implicados en el estrés oxidativo y sus mecanismos antioxidantes

de control dependientes del factor nuclear Nrf2

2. En un modelo de neuroinflamacion inducido por estrés crénico moderado
tras 21 dias de exposicidon, los PVM presentan un papel regulador en la

via de sefalizacion proinflamatoria del TLR-4.

3. En un modelo de administracion repetida de LPS, los PVM:

- podrian estar implicados en el trafico de células inmunes al SNC.

También en un modelo de estrés social.
- regulan la sintesis de IL-1B en corteza frontal.

- estan implicados en la sintesis de mediadores implicados en el trafico de
células inmunes, como: quimiocinas y sus receptores, moléculas de

adhesion y metaloproteasas de matriz

4. La manipulacion genética de los PVM con oligonucleétidos silenciadores
de ARNm especificos encapsulados en liposomas podria representar una
interesante herramienta para el estudio del papel de los PVM en distintas

condiciones fisiopatoldgicas.
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6.2 Conclusions

1. In an acute model of restraint stress in rats, PVMs:

- regulate the synthesis of TNF-a in frontal cortex

- showed a regulatory role in the signaling pathway of JAK / STAT

- showed a regulatory role in the pro-inflammatory pathway TLR-4 / NF-kB / COX

- and are involved in oxidative stress and its antioxidant mechanisms of control

dependent on the nuclear factor Nrf2

2. In a chronic mild stress-induced neuroinflammation model after 21 days of
exposure, PVMs present a regulatory role in the proinflammatory signaling
pathway of TLR-4.

3. In a repeated administration LPS model, PVMs:

- could be involved in the traffic of immune cells to the CNS. Also in a social stress

model.
- regulate the synthesis of IL-1 in frontal cortex.

- are involved in the synthesis of mediators involved in the trafficking of immune
cells, such as: chemokines and their receptors, adhesion molecules and matrix

metalloproteases

4. The genetic manipulation of PVMs with oligonucleotides silencing specific
mMRNAs encapsulated in liposomes could represent an interesting tool for the

study of the role of PVM in different physiopathological conditions.
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