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ACC Arteria carétida comun

ADN Acido desoxirribonucleico

AIF Factor inductor de apoptosis
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CD200R Receptor para CD200
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ECV Enfermedad cerebrovascular
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EMSA Ensayo de movilidad electroforética retardada
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ICAM Molécula de adhesion intracelular

IFN-y Interferbn gamma
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IL-4 Interleuquina 4
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IL-13 Interleuquina 13
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iNOS Sintasa de 6xido nitrico inducible
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PPRE Elementos de respuesta a PPAR
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Introduccion

1.1 Enfermedad cerebrovascular

La Organizacion Mundial de la Salud (1989) define la Enfermedad
Cerebrovascular (ECV) como “el rapido desarrollo de signos focales o globales
de compromiso de la funcion cerebral, con sintomas de 24 horas o mas, o que
lleven a la muerte sin otra causa que el origen vascular’. La gravedad del
episodio varia desde la discapacidad grave y la muerte hasta la recuperacién

parcial a casi completa.

Actualmente, la ECV es la cuarta causa de muerte en los Estados
Unidos (después del infarto agudo de miocardio, el cancer y las enfermedades
respiratorias crénicas). Cada afio se presentan en este pais aproximadamente
795.000 nuevos casos de ictus, de los cuales 610.000 son primeros eventos y
185.000 recurrentes. Ademas, se estima que para el afo 2030, 4 millones de
estadounidenses sufriran un infarto cerebral, produciéndose un 24,9% de
incremento en la prevalencia de la ECV respecto a 2010 (Roger et al., 2012).
De hecho, actualmente, la ECV es la primera causa de incapacidad en el adulto
(Feigin, 2007). El coste directo e indirecto debido al ictus isquémico en la Unién
Europea en el ano 2003 se valoré en 34 billones de euros (Leal et al., 2006) y
para Estados Unidos este mismo calculo fue de 62,7 miles de millones de
dolares (Rosamond et al., 2007). Segun datos del Instituto Nacional de
Estadistica (2009), en nuestro pais, la enfermedad cerebrovascular es la
primera causa de muerte en mujeres y la segunda causa de muerte en
hombres, ocupando el segundo lugar como causa de mortalidad en la sociedad
espanola (Tabla 1.1) y consumiendo un 3-4% del gasto total sanitario. Ademas,
no debemos de olvidar que la carga provocada por las enfermedades
cerebrovasculares esta aumentando rapidamente debido al envejecimiento de

la poblacion espafiola.
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Tabla 1: Principales causas de defuncién en Espana en el aiio 2009*

Numero de defunciones segun las causas
- 1
de muerte mas frecuentes

Ano 2009 Total Hombres Mujeres
Total defunciones 384.933 199.095 185.838
Enfermedades isquémicas del corazédn 35.607 20.316 15.291
Enfermedades cerebrovasculares 31.143 13.210 17.933
Cancer de bronquios y pulmoén 20.401 17.279 3.122
Insuficiencia cardiaca 17.601 6.117 11.484
Enfermedades crénicas de las vias respiratorias

inferiores 15.940 11.912 4.028
Demencias 13.732 4.441 9.291
Enfermedad de Alzheimer 11.161 3.477 7.684
Cancer de colon 10.846 6.266 4.580
Diabetes mellitus 10.000 4.181 5819
Neumonia 8.603 4.360 4.243
Enfermedad hipertensiva 8.249 2.697 5.552
Insuficiencia renal 6.656 3.206 3.450
Cancer de mama 6.201 71 6.130
Cancer de estomago 5.696 3.533 2.163
Cancer de préstata 5.522 5.522 -

(1) Causas con peso relativo superior al 1,4%

*Instituto Nacional de Estadistica (http://www.ine.es/prensa/np664.pdf)

En los ultimos 15 anos se ha llevado a cabo un gran progreso en el
tratamiento en fase aguda del ictus isquémico. Se han implementado unidades
especializadas en el manejo del ictus con protocolos unificados de tratamiento
y con un riguroso control de las medidas generales (Hanger et al., 2007). Esto
ha ido acompafado de una gran inversion en investigacion en la busqueda de
un agente neuroprotector efectivo (Auriel and Bornstein, 2010). Sin embargo,
hasta la fecha, el unico tratamiento aprobado es la recanalizacion del vaso
ocluido por medio del rt-PA (Activador del Plasminégeno Tisular Recombinante
-Alteplasa-). Este procedimiento fibrinolitico es un tratamiento coste-efectivo: no
incrementa los costes del proceso y es eficiente. El factor principal para ello es
la disminucion de la incapacidad, lo que resulta en una mejor calidad de vida
del paciente y una reduccion de los costes sanitarios a largo plazo (Marsh and
Keyrouz, 2010). Adicionalmente, la principal limitacion de este tratamiento es la
corta ventana terapéutica -entre 3 y 4,5 horas post-ictus- y, debido a los
exigentes criterios de exclusion e inclusidon, son muy pocos pacientes los

beneficiados. Solo entre el 20 y el 25% de los pacientes llegan a tiempo a un
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centro hospitalario, y entre el 3 y 5% de ellos son candidatos a trombolisis, de

los cuales reperfunden aproximadamente un 50% (Hacke et al., 2008).

1.2 Fisiopatologia del ictus: La cascada isquémica

La lesion y la muerte celular que se producen tras la isquemia cerebral
estan directamente vinculadas a la caida de ATP que presentan las areas
cerebrales expuestas a la deplecion del flujo sanguineo. El establecimiento de
un déficit energético en el cerebro es una situacion de extrema gravedad, dado
que el ATP es imprescindible para multitud de procesos celulares. Este fallo
bioenergético desencadena el desarrollo de una serie de eventos conocidos

como cascada isquémica (Figura 1.1).

1.3 Inmunomodulacion e isquemia cerebral

La isquemia cerebral Illeva consigo una importante respuesta
inflamatoria. Dicha respuesta se ha asociado a un aumento del dano cerebral y
a un peor pronostico en pacientes que han sufrido un infarto isquémico. Sin
embargo, y dado que la inflamacién es imprescindible para iniciar el proceso de
neovascularizacion y regeneracién, una respuesta inflamatoria contenida puede
ser necesaria y beneficiosa. Los ultimos avances en el campo de la
inmunomodulacion, junto con los avances en el conocimiento del fenomeno de
tolerancia isquémica y el papel de la inmunidad innata en este fenbmeno, nos
van a permitir abrir una posibilidad para la aplicacibn de las terapias

inmunomoduladoras en esta enfermedad.
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Figura 1.1 La cascada isquémica: En la isquemia producida por la oclusién de la
arteria cerebral media, la causa mas comun de infarto, el dafio es mas rapido e
intenso en el centro del territorio isquémico (core isquémico), donde el flujo sanguineo
es minimo. En la periferia de la region isquémica, también llamada penumbra, el dafio
neuronal se desarrolla mas lento porque el flujo sanguineo procedente de los
territorios vasculares adyacentes (flujo colateral) mantiene la perfusion cerebral sobre
el umbral letal. En el core isquémico, el principal mecanismo de muerte celular es el
fallo energético. Sin oxigeno ni glucosa, las neuronas no pueden generar el ATP
necesario para mantener el gradiente idnico a través de las membranas neuronales,
principalmente mediante la ATP-asa Na'/K". Debido a esto, una acumulacién masiva
de Na' y Ca” en el citoplasma lleva a pérdida de turgencia y degeneracion de los
organelos, pérdida de la integridad de la membrana y la disolucién de la célula
(muerte por necrosis). En la penumbra isquémica, aunque en un primer momento la
reduccion del flujo no es suficiente para provocar un fallo energético y las neuronas
permanecen viables durante un periodo prolongado de tiempo después del dafo
isquémico, éstas estdn sometidas a estrés y son muy vulnerables a eventos
patogénicos que puedan romper su fragil equilibrio metabdlico. La excesiva
acumulacion de glutamato en el espacio extracelular es uno de los principales
factores que contribuye a la muerte de la penumbra isquémica. La resultante
sobreactivacion de los receptores NMDA lleva a la acumulacion de ca® que activara
a las enzimas dependientes de este cation, como proteasas (calpaina y caspasa) y
enzimas productoras de 6xido nitrico, especies oxidantes y metabolitos del acido
araquidonico. Estos eventos conducen a la necrosis o a la muerte celular programada
(dependiendo de la intensidad del estimulo y del estado metabdlico de la neurona).
Las células dafiadas y muertas ademas tienen un papel importante en la induccién de
la inflamacion postisquémica porque liberaran “senales de peligro” que activaran al
sistema inmune (ladecola and Anrather, 2011).
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1.3.1 Sistema nervioso central y sistema inmune: la difusa frontera

En el afio 1948, Peter Medawar observo un curioso fendmeno: cuando
se realizaba un trasplante de tejido heterélogo en el sistema nervioso central
(SNC) no se producia rechazo inmunoldgico (Medawar, 1948). Este hallazgo le
llevd a proponer al sistema nervioso y al inmune como dos sistemas aislados e
independientes. Dicho dogma ha persistido hasta épocas recientes; sin
embargo, actualmente, un gran numero de evidencias indican que el cerebro y
el sistema inmune estan estrechamente conectados en una comunicacion
continua que mantiene la homeostasis del tejido nervioso. De hecho, células
del sistema inmune, al igual que sus mediadores, se encuentran de forma

rutinaria en el SNC tanto en condiciones normales como patologicas.

La comunicacidon entre los sistemas inmune y nervioso se produce de
forma local y distante (Figura 1.2). Localmente, la respuesta inmune en el SNC
induce la activacion de las células gliales y los macrofagos residentes y la
infiltracion de las células inmunes circulantes. En localizaciones distantes,
existen muchas evidencias de comunicacion neuroinmunoldgica, por ejemplo,
en relacion con la inmunosupresion post-ictus. Este fenomeno parece proteger
al cerebro del dafo inflamatorio, pero tiene una importante contrapartida
derivada del incremento en la susceptibilidad a infecciones, hecho al que se

asocia un incremento considerable de la mortalidad (Meisel et al., 2005).

Muchas de las respuestas inducidas en esta comunicacién continua se
basan en las citoquinas secretadas por las células inmunes para comunicarse
entre si. Pero, curiosamente, estos mediadores tradicionalmente asociados a
una funciéon exclusivamente inmunitaria también se comunican con las
neuronas y la glia y tienen la capacidad de influir en la funcion sinaptica
(Stevens et al.,, 2007), la plasticidad neuronal (Huh et al., 2000) y la
neuroproteccion (Farina et al., 2007).Y, a la inversa, se ha descrito la expresion
de receptores de neurotransmisores en células del sistema inmune con

capacidad para influir en la funcion inmunologica (Rosas-Ballina et al., 2011;



Wong et al.,, 2011). Valga de ejemplo la implicacion de
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los receptores

nicotinicos para acetilcolina de los macréfagos esplénicos en la inhibicién de la

produccion de TNFa (Probert and Selmaj, 1997). Estas evidencias, y otras

tantas que indican que muchos de los elementos que se creian propios de uno

u otro sistema se comparten y complementan, involucran estrechamente al

sistema inmune en el destino del cerebro isquémico y en su supervivencia tras

una isquemia cerebral.

Citoquinas

S

Sistema Nervioso Central

Sinapsis con
moleculas inmunes

— <
7 ’)
N 3 7 Neurona |
7 !
v |
Microglia |
J I
- /‘
% / Neurotransmisores;
Sistema del

| Inervaci6n vagal...
complemento

Sistema Inmune /

Figura 1.2 Comunicacion entre el SNC y el sistema inmune: Las moléculas inmunes se
expresan en el cerebro durante su desarrollo normal. Se ha identificado un papel importante
para el complejo mayor de histocompatibilidad | (MHC-I), el sistema del complemento y las
citoquinas en el funcionamiento, modelado y plasticidad de las sinapsis. A su vez, diversos
neurotransmisores pueden influir directamente en la funcionalidad del sistema inmune.
(Adaptado de Garay and McAllister, 2010).
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1.3.2 La respuesta inflamatoria aguda en la isquemia cerebral

La respuesta inflamatoria ante la isquemia cerebral se caracteriza por el
establecimiento de una secuencia de eventos que implican al cerebro, su
vasculatura, la sangre circulante y los dérganos linfoides. La exquisita
sensibilidad de las neuronas al dafo isquémico coexiste con otros procesos
que se producen de manera muy rapida tras la isquemia. En la
microvasculatura cerebral, el estrés oxidativo y las especies reactivas de
oxigeno (EROs) inducen la activacion del sistema del complemento, las
plaquetas y las células endoteliales (ladecola and Anrather, 2011). El endotelio
activado perdera la permeabilidad selectiva de barrera produciéndose la
extravasacion de constituyentes del plasma al cerebro. Ademas, se inducira la
sobreexpresion de selectinas endoteliales que favoreceran la unidn de
leucocitos a los vasos. Todo esto, sumado a un incremento en la secrecion de
proteasas de origen leucocitario, junto con la regulacion a la baja de la
expresion de las proteinas endoteliales de union estrecha que sellan la unidad
neurovascular, favorecera la extravasacion paracelular de proteinas y
leucocitos circulantes al parénquima cerebral (del Zoppo, 2010). En definitiva,
el endotelio isquémico va a propiciar una interfaz de intercambio entre el SNC y

el sistema circulatorio durante el desarrollo de la respuesta inflamatoria.

Mientras la cascada isquémica progresa, la muerte celular, asociada
principalmente a la necrosis tisular que induce la isquemia, lleva a una nueva
fase de la respuesta inflamatoria. Las células muertas liberan “sefnales de
peligro” que activan el sistema inmune (Figura 1.3). Dicha activacion se lleva a
cabo mediante un ingenioso conjunto de receptores capaces de detectar
pequefios motivos moleculares que se encuentran en patdégenos o, en el caso
de la isquemia, en situaciones asociadas a dano tisular (Matzinger, 2002). Son
de especial importancia los receptores Toll-like (TLRs) y los receptores
scavenger, dado que se expresan de manera extensa en la microglia, los
macrofagos perivasculares y las células endoteliales. La activacion de estos

receptores induce la expresion de moléculas pro-inflamatorias en sus
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células diana. Todo este proceso de activacion inmunolégica, asociado a la
defensa del huésped y a la eliminacion de restos celulares, puede considerarse

como una parte integral de la inmunidad innata.

Proteasas e hidrolasas
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Figura 1.3 Muerte celular y activacion de receptores de la inmunidad innata: La
muerte isquémica conlleva la liberacién de patrones moleculares asociados a dano
(DAMPs), que activan los receptores TLR, especialmente TLR4 y TLR2. Los DAMPs
liberados por la isquemia incluyen a la proteina HGMB1 (una proteina intracelular de union
al ADN), la proteina HSP60 y la proteina B-amiloide (ApB), entre otras. También,
recientemente se ha descrito que la liberacion de peroxirredoxinas (Prx) tras la isquemia
es un importante mediador en la activacion de los receptores de la inmunidad innata
(Shichita et al., 2012). Los receptores TLRs activaran la expresion de genes pro-
inflamatorios mediante la activacion del factor nuclear NF-kB. Los DAMPs también se
derivan de la ruptura de la matriz extracelular por enzimas liticas liberadas desde las
células muertas y por la accion de las especies reactivas de oxigeno sobre los lipidos. La
produccion de citoquinas y la activacion del complemento derivada de estos eventos llevan
al incremento de la infiltracién de leucocitos que aumentan el dafio tisular y provocan la
produccion de mas DAMPs. (Adaptado de ladecola and Anrather, 2011).

Mas concretamente, y como un proceso especifico de activaciéon inmune
en el sistema nervioso central, la propia muerte neuronal es capaz de activar
la microglia cerebral. Este proceso se produce tras la pérdida de las
interacciones fisicas que existen entre la microglia y las neuronas y cuya

principal mision es mantener en estado quiescente la microglia. Entre estas
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interacciones fisicas, cabe destacar la expresion de CD200 y fractalquina
(CXCL1) en la superficie de las neuronas. Estas proteinas interactuan con su
receptores microgliales CD200R y CXCL1R manteniendo a la microglia en un
fenotipo de reposo. Por lo tanto, la ruptura de las interacciones neurona-
microglia producira la activacion microglial (Cardona et al., 2006; Matsumoto
et al., 2007). De forma paracrina, el incremento de las concentraciones de
glutamato extracelular derivado de la muerte neuronal va a activar a los
receptores metabotrdpicos de glutamato que se encuentran en la microglia,
conduciéndola a la expresién de un fenotipo pro-inflamatorio (Chapman et al.,
2000). Asi, la extension de la muerte neuronal desde el core isquémico a las

areas de penumbra es concomitante a una activacion microglial.

Teniendo en cuenta la alta densidad vascular existente en el cerebro, los
mediadores inflamatorios secretados por las células activadas del parénquima
son capaces de extenderse a lo largo de los compartimentos vasculares y
perivasculares, amplificando y reforzando la expresion de citoquinas,
quimioquinas y moléculas de adhesion que dirigen la infiltracion de las
células inmunes circulantes al cerebro isquémico (ladecola and Anrather,
2011). Se genera asi una respuesta inmunoldgica caracteristica de la isquemia
cerebral. Estos procesos de inflamacidén aguda tienen como principal problema
lo que se ha denominado dafo asociado a la inflamacién y, por tanto, la
modulacién de estos fendmenos neuroinmunoldgicos es actualmente un
importante objeto de estudio como diana terapéutica en el tratamiento de la

isquemia cerebral.

1.3.3 ¢ Como mata la inflamaciéon en el SNC?

Las especies reactivas de oxigeno, el oxido nitrico, el sistema del
complemento, los receptores de induccion de la apoptosis y la via de las
perforinas representan los efectores mas importantes de la muerte celular

inducida durante el proceso inflamatorio.
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-Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno:

En los procesos inflamatorios se producen aniones O, derivados de la
actividad de la enzima NADPH oxidasa. Esta proteina se expresa en todas las
células inflamatorias. Ademas de la produccién de EROs, se produce una gran
cantidad de 6xido nitrico (NO) derivada de la expresién de novo de la enzima
inducible de la sintesis de NO (iNOS). ElI NO reacciona preferentemente con
superoéxido formando peroxinitrito, especie altamente citotoxica (ladecola et al.,
1995). El H,O, se deriva de la dismutacion del O, y lleva asociado la aparicion
de radicales hidroxilo toxicos mediante la reaccion de Haber-Weiss, facilitada
ademas por el incremento de la disponibilidad de hierro libre en la isquemia
(Lipton, 1999). Todas estas moléculas alteran proteinas celulares, lipidos y
acidos nucleicos produciendo disfuncion celular o muerte y han sido implicadas
en el dano tisular producido durante la inflamacion post-ictus. De hecho, la
supresion de la actividad NADPH oxidasa o de la enzima iNOS es capaz de
proteger al cerebro durante las fases tardias de la isquemia cerebral (ladecola
and Anrather, 2011).

-El sistema del complemento:

El sistema del complemento es una cascada proteolitica compuesta por
varias subunidades (C1-C9) que conduce a la lisis celular a través de la
formacion de una estructura en forma de poro denominada “complejo de
ataque de membrana”. EI complemento también es capaz de incrementar la
fagocitosis (opsonizaciéon) o actuar como un estimulo de activacién de la
quimiotaxis para las células inflamatorias. Después de isquemia, el
complemento se activa y sus componentes se sobreexpresan en la glia y las
neuronas o entran al cerebro debido a la ruptura de la barrera
hematoencefalica. La implicacién del sistema del complemento en el dafio
isquémico se pone de manifiesto debido a que la eliminacién de sus inhibidores,
como es el caso de los ratones deficientes en CD95a, o la delecién de sus
subunidades, como C3a o Cba, incrementa el dafio cerebral (ladecola and
Anrather, 2011).
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-Receptores inductores de la apoptosis:

Fas (CD95) es un miembro de la superfamilia de los receptores para
TNF. Se expresa en las neuronas y en la glia después de isquemia. Mientras
tanto, su ligando FasL (CD95L) se encuentra en neuronas, microglia, células T
citotoxicas y células NK. La activacion de CD95 induce la formaciéon del
complejo de sefializacion de la muerte inducida y la subsecuente activacion de
la caspasa-8 y del factor proapoptotico Bid (Strasser et al., 2009). De forma
similar, el ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) se
expresa de novo después de isquemia en astrocitos y microglia e induce
apoptosis mediante la unidon a sus receptores en neuronas y glia (Cui et al.,
2010). Estas vias de senalizacion se implican en la muerte celular isquémica
puesto que la inhibicion de TRAIL o la mutacién de Fas reducen el dafio
isquémico (Martin-Villalba et al., 1999).

-Perforinas y granzimas:

Este mecanismo es usado por las células T citotoxicas y las células NK,
las cuales liberan perforina y granzima mediante el reconocimiento de
antigenos asociados al complejo mayor de histocompatibilidad | (MHC-I). La
degranulacién de la proteasa granzima y la perforina, que es analoga a la
subunidad C9 del complemento, forma un complejo que es internalizado por la
célula diana. Una vez en el interior de la célula, la granzima activa la apoptosis
via activacion de la caspasa-3 y Bid. La implicacién de esta via en el dafo
isquémico se sugiere por la observacion de que la delecidbn génica de

perforinas es protectora (Liesz et al., 2011).
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Figura 1.4 Implicacion del factor proapoptético Bid en los mecanismos de muerte
neuronal tras isquemia. La inflamacion juega un importante papel en la induccion de la
muerte de las neuronas tras el proceso isquémico. Las especies reactivas de oxigeno
derivadas de las NADPH oxidasas de las células inmunes producen dafio en el ADN. Como
respuesta a ese dano, se produce la activacion de p53 o la traslocacion de la nucleofosmina
a la mitocondria produciendo disfuncién mitocondrial. En el caso de la apoptosis inducida
por receptores, la activacion del receptor FAS neuronal por su ligando procedente de las
células inmunes desencadena una cascada de senalizaciéon via activacion de caspasas o
del factor inducible de apoptosis (AIF) que culmina en la muerte de la célula. Ambos
procesos, junto con la excitotoxicidad mediada por los receptores del glutamato AMPA,
NMDA y de los canales iénicos sensibles a acidos (ASIC) permiten la formacién de dimeros
entre los reguladores proapotéticos tbid y bax. Esta interaccion forma poros en la membrana
externa de la mitocondria produciendo la liberacién de citocromo ¢ (Cytc) y de AlF, que
respectivamente activan la apoptosis de la célula de una manera dependiente o
independiente de caspasas. La accién proapoptoética de thid también se induce por accién
de las granzimas o del receptor TRAIL. (Adaptado de Culmsee and Krieglstein, 2007).

APOPTOSIS

1.3.4 La dinamica de la inflamacion en el proceso isquémico

Como hemos comentado anteriormente, tras la activacion del endotelio y
las células residentes, se produce en el cerebro isquémico la infiltracion de
células inflamatorias circulantes, que incluyen granulocitos (neutrdéfilos), células
T, monocitos/macrofagos y otras células. Este proceso de infiltracion se ha
puesto de manifiesto tanto en modelos animales como en pacientes isquémicos
(Jin et al., 2010). En la fase aguda de la isquemia cerebral, que comprende de

minutos a horas, se promueve la adhesion y migracién transendotelial de los
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leucocitos circulantes al parénquima cerebral. En la fase subaguda (horas a
dias), estos infiltrados liberaran citoquinas y quimioquinas, produciran especies
reactivas de oxigeno e induciran la activacion de metaloproteinasas, lo que
exacerbara la respuesta inmune cerebral causando una mayor activacion de
las células residentes y dano (Amantea et al., 2009; Kriz, 2006). De todas
formas, hay que tener en cuenta que muchos de estos factores pro-
inflamatorios tienen un papel dual. Asi, por ejemplo, la contribucién de la MMP-
9 a la ruptura de la barrera hematoencefalica promovera posteriormente la
regeneracion cerebral y la neovascularizacion (Amantea et al., 2009). Esta
dualidad hace imprescindible el estudio de la dinamica de la inflamacion en el
ictus con el fin de poder aplicar las terapias inmunomoduladoras mas
beneficiosas para el paciente. Por lo tanto, podriamos afirmar que rara vez algo
es simplemente malo o bueno, de hecho, casi todos los procesos tienen tanto
aspectos beneficiosos como deletéreos y, probablemente, la mejor visién del
efecto de la inflamacion en el ictus sea en términos de coste versus beneficio.
Asi, muchos de los procesos secundarios y factores inhibidores de la
regeneracion persisten porque han debido ser adaptativos en términos

evolutivos.

Actualmente, los estudios que se han realizado sobre la dinamica de la
infiltracidon de células inflamatorias al cerebro isquémico se basan
principalmente en las técnicas de inmunohistoquimica y de citometria de flujo.
Estas técnicas presentan importantes limitaciones ya que, en el caso de la
citometria de flujo, el aislamiento celular usando procesos de digestion
enzimatica y su posterior procesamiento ex vivo pueden provocar cambios en
la expresion de antigenos en las células estudiadas. Ademas, en ambas
técnicas no existe la posibilidad de examinar alteraciones dinamicas en el
mismo animal, dado que el procedimiento requiere de su sacrificio (Jin et al.,
2010). Teniendo en cuenta estas limitaciones, diferentes autores han
presentado distintos modelos de infiltracidn tras isquemia (Figura 1.5). En esto
punto, focalizaré mi atencidon en dos estudios en particular. El estudio
presentado por el grupo de Stenzel-Poore evalud la infiltracion de las células

inflamatorias mediante el empleo de la citometria de flujo en un modelo de
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isquemia focal en raton (Stevens et al., 2002). En este estudio encontraron un
incremento de microglia/macréfagos activados a 18h tras MCAO, alcanzando
un pico de activacion a las 48h que duré hasta las 96h post-isquemia. Los
neutréfilos alcanzaron su pico de infiltracion a las 48h tras isquemia y
continuaron elevados hasta las 96h tras la oclusion. En el caso de los linfocitos
T, este incremento fue mas lento, alcanzando su pico a partir de las 72h tras
isquemia. En el estudio presentado por Gelderblom y colaboradores, donde se
llevaron a cabo las mismas condiciones experimentales (Gelderblom et al.,
2009), la acumulacién de la microglia y la infiltracion de macréfagos precedio a
la infiltracion de los neutrdfilos. Las diferencias encontradas a nivel de la
dinamica de la infiltracion de neutréfilos requiere de atencion, dado que la
infiltracién de los neutrdfilos en la isquemia es un proceso importante por su
contribucion al dafo cerebral y es preciso conocer si los mecanismos
principales que inducen su extravasacion se derivan del dafio isquémico o de la

senalizacion desencadenada por las células infiltradas.

0 MagnUS Neutréfilos

Microglia

Macréfagos
Cel.Dendriticas

Cels x10° hemisferio
isquemico

celulas T
| 0 1 2 3 4 o
; g «-Stenzel-Poore
' T macrofagos/
:. %— ‘é 75 Neutrofilos miCroggliia
= ®
0 & s-
g células T
) 25
> \/_
—_— o T T T T L
4 1 2 3 4

Dias tras MCAOQO

Figura 1.5 Dinamica del reclutamiento de células inflamatorias al cerebro isquémico
en ratén. Las graficas obtenidas a partir de los estudios de los grupos de Magnus y Stenzel-
Poore (Gelderblom et al., 2009; Stevens et al., 2002), muestran la infiltracion de las
principales células inflamatorias tras la isquemia (Adaptado de Jin et al., 2010). A su vez, se
muestra una imagen de inmunofluorescencia en cerebro de raton 24h tras el proceso
isquémico tomada en nuestro laboratorio (Ballesteros, observaciones no publicadas). En ella
se observan que las células inmunorreactivas para el marcador Iba1 (microglia/macréfagos)
presentan una morfologia ameboide a lo largo de las regiones peri-infarto y core situadas en
el hemisferio ipsilateral, lo que indica su activacion tras la isquemia
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En mi trabajo de investigacion nos focalizaremos en la inmunidad innata
y en la posibilidad de ejercer un efecto inmunomodulador en los
macréfagos/microglia residentes o monocitos infiltrados. En este caso, gracias
a técnicas de inmunofluorescencia empleadas rutinariamente en nuestro grupo
de investigaciéon y coincidiendo con los modelos descritos, sabemos que su
activacion se establece ya 24 horas tras isquemia, donde la aparicion de
células ameboides Iba1+ alrededor y, de forma menos frecuente, en el interior
del core isquémico evidencian dicho estado (Ballesteros, observaciones no

publicadas).

1.3.5 La modulacion inmune innata: Los beneficios de reducir el

dano

En el proceso isquémico agudo todo sucede muy rapido. Aqui, el
establecimiento de un core isquémico limitado a un area del cerebro donde no
hay riego sanguineo es un proceso fisico donde las alternativas que existen
para salvar al tejido son nulas hasta donde llega nuestro conocimiento. Sin
embargo, el estudio de los procesos inflamatorios que desencadenan la
extension del dafio isquémico indica que estos procesos son tedricamente
manipulables y que su correcta modulacién podria ser un gran avance en el
tratamiento y disminuciéon de las secuelas neuroldgicas que produce la
isquemia (Cuenca-Lopez et al., 2010). Mas importante todavia es la posibilidad
de que esta modulacién pueda propiciar una resolucion de la inflamacién mas
efectiva y enfocada a potenciar los posteriores eventos de neurorreparacion
que podrian reducir aun mas estas secuelas neuroldgicas. Aun asi, y mientras
la investigacion en neurogénesis no cambie esta situacion, nuestro cerebro
presenta un potencial neurogénico limitado, con lo que la pérdida de neuronas
post-mitéticas debido a la toxicidad mediada por el sistema inmune provoca un

grave impacto en el organismo.
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Tabla 2: Estrategias inmunomoduladoras empleadas para el tratamiento
de ictus

Intervencién Diana Caracteristicas Fase de desarrollo
Inhibicién de TLR, Eventos Empeoramiento de Preclinico

sistema de desencadenantes  infecciones después del

complemento o de la cascada infarto

receptores scavenger inflamatoria

Minociclina Multiples, Generalmente seguro, Clinico (fase I
incluyendo pero neurotéxico en comenzada)
eventos iniciales determinadas
del proceso situaciones
inflamatorio

Ligandos TCR Celulas T Mecanismo Preclinico

desconocido

Tolerizacion Promueve Sélo preventivo: Preclinico
respuesta Th2 respuesta humoral

deletérea

Precondicionamiento  Mudiltiple, Preventivo, pero puede  Clinico (Fase | en

Remoto incluyendo ser probado en hemorragia
inflamacion isquemia aguda subaracnoidea

completa)

Inhibicion de Adherencia y Potencial Cinico (Fase lll )

integrinas (anti- transmigracion de  inmunogénico. Poco

ICAM; anti-CD18) leucocitos efectivo en ocasiones

IL1-ra Inhibicion IL-1p Seguro, util Clinico (Fase Il

clinicamente en artritis completada)
*Datos adaptados de las revisiones de (del Zoppo, 2010; ladecola and Anrather,
2011)

En los ultimos 10 afos, varios estudios sobre la funcion de los
macrofagos en los tejidos periféricos, como el pulmén o el higado, han abierto
el camino hacia la comprension de la heterogeneidad y funcionalidad de estas
células efectoras de la inmunidad innata. Asi, se ha definido una fase “téxica”
inicial de la respuesta inmune caracterizada por la expresiéon de moléculas pro-
inflamatorias, como el TNF-a, la IL-12 o la IL-1B. Esta respuesta inicial, que
esta principalmente mediada por el IFN-y, se caracteriza por la apariciéon en el
macrofago de un fenotipo denominado clasico o M1. Este fenotipo es
claramente beneficioso para la defensa del huésped ante patdégenos o dafo.
Pero, como hemos comentado anteriormente, presenta un importante

componente deletéreo en la isquemia cerebral (Colton, 2009).

Asi, de manera fisiolégica, el organismo es capaz de reducir esta fase

toxica inicial, resolver la infeccion o el dafio y restaurar la homeostasis tisular.
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Por lo tanto, la respuesta inmune innata al dafio evoluciona hacia un estado
donde se requiere el reemplazamiento de las células perdidas o dafiadas y la
reparacion de la matriz extracelular. Estos mecanismos, que reducen la fase de
defensa inicial y promueven la resolucion de la inflamacién, son integrantes
intrinsecos de la respuesta inmune innata. Asi, la activacién clasica del
macrofago es reducida mediante bucles de retroalimentacion que regulan

etapas especificas del proceso de sefalizacion de la inflamacion.

Tabla 3: Mecanismos que promueven la resolucion de una respuesta
inmune innata al dafho

Reduccion de la carga patégena/endégena (PAMPs; DAMPs)
Catabolismo de mediadores pro-inflamatorios
Eliminacién de las células inmunes activadas

Apoptosis de macrofagos

Liberacion via drenaje linfatico o vasculatura
Retroalimentacion negativa de las vias de activacion

Pérdida de TLRs/otros receptores

Ubiquitinacion y degradacion

Disminucion de la expresion
Activacion de proteinas reguladoras negativas de la activacion
Proteinas de la familia tirosina fosfatasa (CD45, PTEN, SHIP)
Supresion inducible de la sefalizacion de citoquinas (SOCS)
Inhibidores de la via NF-kB (A20, fosforilacion de IKK)
Receptores solubles /ligandos sefuelo (IL1ra, sTNFR1)
Micro-ARNs
Funcién neuronal (Acetilcolina, NPY, noradrenalina)
Regulacién del fenotipo funcional del macréfago

Activacion alternativa

Desactivaciéon adquirida

*Adaptado de (Colton, 2009)

Una interesante forma de detener la fase dafina de la activacion clasica
del macrofago y de restaurar la homeostasis tisular después del dafo es
cambiar el estado de activacion del macréfago desde un fenotipo pro-
inflamatorio o M1 hacia un fenotipo que promueva la reparacién y la
reconstruccion tisular. Este estado del macréfago se ha venido a denominar

activacion alternativa o M2.
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1.3.6 La activacion alternativa del macréfago

El termino activacion alternativa (M2) se adapto tras asociar este estado
de activacion del macréfago con la respuesta inmune adaptativa Th2, y de aqui
que el término M2 también haya sido usado para describir este estado de
activacion (Mantovani et al., 2005; Mosser and Edwards, 2008). Asi, las
citoquinas IL-4 e IL-13, comunmente asociadas a las respuestas Th2, son sus
inductores prototipicos, aunque otras citoquinas anti-inflamatorias, como la IL-
10 o el TGF-3, también son capaces de producir en el macréfago cambios
sustanciales que lo diferenciarian de su fenotipo clasico M1. Esta nomenclatura
dicotdmica M1/M2 nos es util para el estudio de la modulacion inmune en el
proceso isquémico, ya que la idea de base es poder modular la inflamacién
hacia un fenotipo alejado del potencial danino que presenta la activacion
clasica M1. Aun asi, esta clasificacién estd muy alejada del verdadero espectro
de estados de activacion que pueden presentar los macréfagos. De hecho,
dentro de la activacion alternativa M2 hay una gran heterogeneidad, por lo que
se han introducido nuevas subclasificaciones fenotipicas capaces de
diferenciar distintos tipos de activacion alternativa (Figura 1.6). Dentro de estos
cambios, el mas importante es el que propuso Gordon en 2003, al introducir un
nuevo estado de macrofagos denominado “desactivacion adquirida”, cuyos
inductores serian principalmente la IL-10 y el TGF-f (Mosser, 2003). Asi,
siendo estrictos, una activaciéon alternativa seria la inducida por las
interleuquinas IL-4 e IL-13, cuya principal funciéon inmunolégica esta
encaminada a la eliminacidén de parasitos, mientras que una activacion clasica
o M1 tiene una funcion citotdxica, destinada a la eliminacion de patégenos
intracelulares. Pero ademas, las actividades metabdlicas y secretoras de los
macrofagos activados alternativamente favorecen funciones tréficas mas que
liticas, la eliminacion de cuerpos apoptéticos mas que la induccion de necrosis
y la induccién de tolerancia mas que de autoinmunidad (Gordon and Martinez,
2010).
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Figura 1.6 Activacion del macrofago: La activacion clasica esta mediada por la
sefalizacion desencadenada por el IFN v , donde se ha implicado directamente a la
sefalizacion via STAT1 y 4. Su principal funcidon es la defensa tisular ante patégenos
intracelulares. Se caracteriza por la alta expresion de citoquinas pro-inflamatorias, MHC-II y
una alta tasa respiratoria oxidativa. La activacion alternativa mediada por la sefalizacion de
IL-4/13 via STAT6 se relaciona con la reparacion tisular y la reconstruccion de la matriz,
aunque inmunologicamente esta encaminada a la lucha contra parasitos. La desactivacion
adquirida, mediada por TGF-B e IL-10, via STAT3 o SMAD se caracteriza por su capacidad
de suprimir la inflamacion y de fagocitar restos celulares. (Adaptado de Mosser, 2003)

Para comprender qué es la activacion alternativa de un macréfago, hay
que tener en cuenta que su activacion hacia un estado plenamente funcional
esta influenciada por diferentes estimulos que van a determinar el destino de
dicha célula (Figura 1.7). Asi, aun de forma artificial, podemos diferenciar
distintos procesos de activaciéon del macrofago. Inicialmente, existe una fase
primera de diferenciacion, donde el monocito reclutado por el tejido madura a
macrofago. En esta fase inicial, diferentes estudios in vitro indican que el
balance de M-CSF, GM-CSF, acido retinoico y lipoproteinas determinan
diferencias sustanciales en el fenotipo del macrofago maduro. Durante el

reclutamiento continuo de monocitos, estas células se encuentras expuestas a
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concentraciones variables de mediadores que van a inducir una segunda fase
de cebado (priming) por citoquinas. El termino anglosajon priming deriva del
hecho de que estos estimulos no son muy potentes per se, pero influencian el
potencial inflamatorio del macréfago y su respuesta a otros estimulos. En esta
fase de la activacion es donde podemos diferenciar entre un priming mediado
por TNF-a (activacion clasica) o por IL-4/IL-13 (activacion alternativa). En la
tercera fase de activacion, que podriamos denominar respuesta a estimulo, el
macréfago adquiere un fenotipo funcionalmente maduro. Este estado se
produce en respuesta a estimulos microbianos, opsénicos o de dafio tisular y
esta mediado por receptores TLR o analogos. En el caso de un macréfago
activado alternativamente, la activacion se produciria en un entorno Th2 como,
por ejemplo, en el contexto de una infeccidn cronica de un parasito seguida de
un segundo estimulo microbiano (Gordon and Martinez, 2010). Una vez se ha
establecido la activacion de un macréfago, algunas propiedades de la
activacion alternativa pueden revertirse (plasticidad), mientras que otras son
irreversibles (Stout et al., 2005).

Si el macrofago es capaz de sobrevivir a su tarea inflamatoria se deberia
producir una fase final comunmente definida como desactivacion. Este proceso
de desactivacion, en el que se ha implicado directamente a las citoquinas IL-10,
TGF-B y a una multitud de mediadores anti-inflamatorios como nucleétidos,
lipoxinas y glucocorticoides, contribuira, como hemos descrito anteriormente, a
la resolucién de la inflamacién, desactivando el potencial pro-inflamatorio del
macréfago y produciendo cambios que le permitan eliminar los restos celulares
y expresar funciones asociadas a la reparacién. La desactivacion adquirida del
macrofago incluye por tanto una subpoblacion con un fenotipo mixto con
capacidad inmunosupresora asociada con la fagocitosis de células apoptaticas.
Este tipo de activacién se diferencia de la activacién alternativa tanto por el
agente inductor como por los cambios en la funcionalidad de la célula (Gordon
and Martinez, 2010).

Mientras que mucho se conoce sobre la fuente de citoquinas anti-

inflamatorias que inician la resolucién y la reparacién en los tejidos periféricos,

este proceso es menos conocido en el SNC. Las células reguladoras de una
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respuesta Th2 en el cerebro pueden no provenir de las mismas fuentes que en
la periferia. Asi, IL-4, IL-13, IL-10 y TGF-B se producen en el SNC por la
microglia, los astrocitos y en algunos casos por las neuronas (Finch et al.,
1993; Ledeboer et al., 2000; Morgan et al., 1993; Suzuki et al., 2005;
Szczepanik et al., 2001). Se piensa que las sefales que inducen su sintesis se
deben a la existencia de patdogenos o de factores secundarios secretados en
respuesta a una actividad paracrina o autocrina. Aun asi, en el caso particular
de la IL-4 y la IL-13, sus niveles de ARN y proteina son muy variables y solo se
encuentran en determinados tipos de induccién (Ponomarev et al., 2007). Estos
niveles de expresidon pueden variar también dependiendo de la regidn cerebral.
Por ejemplo, la microglia perivascular se encuentra expuesta a mayores niveles
de IL-4 e IL-10 debido a su encuentro con células T activadas o T reguladoras
que atraviesan la barrera hematoencefalica para entrar al parénquima (Perry et
al., 2007; Tiemessen et al., 2007).

Resolucion
IL-10, TGFB, Lipoxinas

Activacion
Estimulo TLR

Priming
IFNy <-> IL-4

Diferenciacion
M-CSF <-> GM-CSF

Figura 1.7 Paradigma de activacion del macréfago: La activacion plenamente funcional de
macroéfago le conduce a desarrollar diferentes papeles durante el proceso inflamatorio. Su fenotipo se
establece por un complejo sistema de sefalizacion en donde encontramos una gran multitud de
citoquinas, metabolitos, proteinas plasmaticas, PAMPs y DAMPs. En este dibujo adaptado de Gordon
y Martinez (2010) se resume de forma esquematica las fases mas importantes del proceso de
activacion. Los procesos se esquematizan de forma jerarquica, donde una primera fase de
diferenciacion mediada principalmente por M-CSF y GM-CSF va a determinar diferencias sustanciales
en el fenotipo de un macréfago maduro una vez se haya activado. La fase de cebado esta influenciada
por el contexto extracelular de citoquinas que aparecen en una determinada situacién inmunoldgica.
Asi, en el contexto de una infeccion por parasitos, los elevados niveles de IL-4 propiciaran una
activacion alternativa. La activaciéon plena del macréfago se produce por un estimulo inmunogénico y
esta mediada por los receptores de la inmunidad innata, como los TLRs o scavenger. Una vez se ha
activado el macrofago, el perfil de citoquinas y su funcionalidad vendran determinadas por los
procesos anteriores de cebado y diferenciacion. Cuando el proceso inflamatorio avanza, determinadas
citoquinas, como el TGF-B o la IL-10 induciran la desactivacion del macréfago, permitiendo asi la
resolucion de la inflamacion y la vuelta a la homeostasis tisular. (Adaptado de Gordon and Martinez,
2010).
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1.3.7 Los marcadores del fenotipo inmune en el macréfago

La base molecular de la heterogeneidad fenotipica y funcional del
macrofago ha empezado a desvelarse mediante el analisis de los perfiles de
expresion geénica y de las funciones efectoras en diversas situaciones
patolégicas. Se han llevado a cabo un gran numero de estudios para identificar
marcadores fenotipicos claros capaces de distinguir una activacién alternativa
de una activacion clasica. Al mismo tiempo, estos analisis han revelado
diferencias muy significativas entre los perfiles de expresion de los macréfagos
murinos y humanos. Este hecho genera una importante controversia, dado que
existe la necesidad de validar marcadores alternativos en ambas especies y la
extrapolacion de resultados obtenida en modelos animales y humanos debe
tomarse con cautela. Tal es el caso de la arginasa | o la quitinasa Ym1, los
cuales no pueden considerarse un buen marcador de fenotipo alternativo en
humano, pero si en el raton (Raes et al., 2005). Al mismo tiempo, existen
marcadores especificos de activacion alternativa en humanos que no se
encuentran en el genoma murino, como es el caso de DC-SIGN (Puig-Kroger et
al., 2004).

1.3.8 El papel de los neutréfilos en la isquemia cerebral

Como he comentado anteriormente, el dafio isquémico se incrementa
tras la respuesta inflamatoria, lo que implica una reaccion local y un influjo de
células sanguineas reclutadas por citoquinas, moléculas de adhesién vy
quemoquinas (Jin et al., 2010). Entre estas células, los neutrdéfilos se movilizan
desde la médula 6sea permitiendo la respuesta efectiva de la inmunidad innata.
A pesar de que como he comentado se han descrito diferentes patrones de
infiltracidn para los neutréfilos, en general, se piensa que estas células se
infiltran rapidamente al cerebro isquémico, a partir de las primeras horas tras la
isquemia, alcanzando sus niveles de infiltracion maxima entre los dias 1 y 3
tras el establecimiento del infarto y disminuyendo su numero con el paso del
tiempo (Jin et al., 2010; Kriz, 2006).
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Tabla 4: Marcadores empleados para la caracterizacion de las diferentes
subpoblaciones de macréfagos

Marcador Funcion Expresion
Macrofagos M1
IL-12 Induce el desarrollo de la respuesta Th1 Inducido por IFNy
iNOS Produce NO para matar microorganismos Depende de IFNy
CCL15 Atrae monocitos, linfocitos y eosinéfilos Sobreexpresion por IFNy
CCL20 Atrae células dendriticas y células T Sobreexpresion por IFNy
CXCL9 Implicado en el trafico de las células T Inducido por IFNy
CXCL10 Atrae células NK y células T a través de CXCR3 Inducido por IFNy
CXCL11 Atrae células NK y células T a través de CXCR3 Inducido por IFNy
Macrofagos M2
CCL18 Atrae linfocitos, dendriticas inmaduras y monocitos Inducido por IL-4
YM1 Unién a la matriz extracelular Fuertemente inducido por IL-4
RELMa Promueve deposicién de la matriz extracelular Fuertemente inducido por IL-4
| CCL17  Atraecéluas Tymacréfages ~ Inducido por IL-4y suprimidopor IFNy
Arginasa | Contrarresta la actividad de la INOS Inducido por IL-4, también por LPS
IL-27Ra Inhibe la produccion de citoquinas pro-inflamatorias Sobreexpresion por IL-4
ST | e sy speniensnte L goperlid
CCL22 Atrae células TH2 y otras células CCR4+ Inducido por IL-4
DCIR Lectina tipo C que contiene un motivo ITIM Inducido por IL-4
Estabilina 1 Receptor endocitico implicado en el sorting lisosomal Inducido por IL-4

CD206 Unién de carbohidratos y fagocitosis Inducido por IL-4

Macrofagos de desactivacion adquirida ( M2C)

IL-10 Potente citoquina antiinflamatoria Inducido por TLRs junto a otros estimulos
SPHK1 Cataliza la fosforilacién de la esfingosina Inducido por TLRs y complejos inmunes
LIGHT Promueve sefales coestimuladoras en células T Inducido por TLRs y complejos inmunes
CCL1 Atrae eosindfilos y células TH2 Inducido por TLRs junto a otros estimulos

Antigenos compartidos entre macréfagos M2 y de desactivacion adquirida

CD36 Receptor scavenger, fagocitosis Inducido por IL-4 y LDL oxidado
CD163 Limpieza de la hemoglobina/haptohemoglobina Inducido por IL10, glucocorticoides o junto IL-4
IL1ra Inhibe la funcién de la IL-1 Inducido por IL-4 e IL-10

Sdlo empleados como marcadores en humanos;
*Adaptado de (Colton, 2009; Mantovani et al., 2005; Mosser and Edwards, 2008)

La infiltracion de los neutroéfilos al cerebro isquémico se ha asociado con
un incremento del dafo tisular debido a varios mecanismos inflamatorios, como
adhesion al endotelio, generacion de EROs o secrecion de proteasas (Segel et

al., 2011). Aun asi, la contribucion exacta de estas células al dafio isquémico
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continua siendo objeto de debate. Un creciente numero de estudios han
comenzado a indicar que los neutrofilos presentan una funcionalidad
heterogénea in vivo y una capacidad para cambiar su fenotipo in vitro tras su
exposicidon a citoquinas (Mantovani et al., 2011). Estas evidencias indican que
los neutréfilos son capaces de responder a estimulos extracelulares
dependiendo del contexto en el que se encuentren (al-Essa et al.,, 1995;
Chakravarti et al., 2009; Puellmann et al., 2006), por lo tanto, al igual que
ocurre en macrofagos, determinados estimulos son capaces de inducir en los
neutréfilos la expresion de distintos fenotipos. En este contexto, ya se ha
descrito la existencia de neutrofilos asociados a tumores, con capacidad pro-
tumorigénica, inducidos por TGF-B y con una expresion de citoquinas y
marcadores especificos (Fridlender et al., 2009). En el campo de la isquemia
cerebral, la contribucion de los distintos fenotipos de neutrdfilos al dano

isquémico no se ha estudiado.

4 El Receptor Activado por Proliferadores de Peroxisomas
Gamma: PPARy

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs,
peroxisome proliferator-activated receptors) pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares. Sus funciones biolégicas son muchas y variadas;
abarcan desde el metabolismo de lipidos e hidratos de carbono o la
proliferacion y diferenciacion celular, hasta la implantacion y maduracion del
feto en mamiferos. Su localizacion tisular varia en funcién de la isoforma.
PPARa se localiza principalmente en higado, corazon, musculo estriado, rifidon
y endotelio, mientras que PPARP/d se considera ubicuo, expresandose
mayoritariamente en intestino, rindbn y corazén. En cuanto a PPARy, existe
constancia de que se expresa practicamente en todas partes: cerebro, epitelio
intestinal (Lambe and Tugwood, 1996), los distintos componentes del sistema

inmunitario, la retina, musculo esquelético e higado entre otros, aunque se
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localiza principalmente en tejido adiposo, donde lleva a cabo uno de sus

papeles mas relevantes, el control del metabolismo lipidico (Dreyer et al., 1992).

Se ha descrito un gran numero de ligandos de PPARYy. Entre los ligandos
endégenos destacan los prostanoides, en concreto, 15dPGJ2 (15-deoxi-
A12,14-prostaglandina J2) (Forman et al., 1995). Otros ligandos son las formas
oxidadas de lipoproteinas de baja densidad (Nagy et al., 1998) y de esteroles
(Gottlicher et al., 1992). También se han encontrado agonistas PPARYy entre los
metabolitos de lipoxigenacion de acidos grasos insaturados como linoleico,
linolénico y araquidonico (Forman et al., 1997). Es importante destacar que
otros mediadores lipidicos ejercen un agonismo indirecto al ser fuentes de
produccion de ligandos endégenos, como el acido araquiddnico, del que deriva
15dPGJ2, o el acido linoleico. Ambos acidos grasos se liberan de las
membranas por accion de la fosfolipasa A2 (PLA2) ante diversos estimulos

como la isquemia.

Ademas de los ligandos enddgenos, se han sintetizado numerosos
compuestos que actuan como agonistas PPARy. Destacan las tiazolidindionas
(TZDs) o glitazonas, que son los primeros farmacos agonistas PPARYy
desarrollados y que se han usado para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo Il por su accién sensibilizadora a la glucemia en tejidos periféricos y por
aumentar la expresibn en membrana del transportador Glut-4 de glucosa
(Hauner, 2002). Los principales representantes de las TZDs son rosiglitazona,
pioglitazona y ciglitazona (Tugwood et al., 1996). Ademas de las glitazonas,
existen otros agonistas sintéticos que derivan del acido fenilacético: L-796,449;
L-783,483 y L-165,461. Su naturaleza quimica es radicalmente distinta de la de
otros agonistas PPARy como rosiglitazona y 15dPGJ2, y son capaces de
activar el receptor en el rango de concentracion nanomolar; de ellos, el mas
potente es L-796,449.

No se conocen ligandos antagonistas enddégenos de PPARy, aunque su
actividad transcripcional esta inhibida por la unién de moléculas correpresoras.
Sin embargo, existen antagonistas sintéticos. Algunos de ellos no son

especificos para PPARYy, y otros poseen cierta actividad agonista parcial. Los
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mas potentes y selectivos hoy en dia son T0O070907 (Lee et al., 2002) y
GW9662 (Gupta et al., 2001), aunque este ultimo, a altas concentraciones,
también inhibe la actividad de PPARa y PPARB.

Los receptores nucleares, y en concreto PPARy, se encuentran en el
nucleo de manera constitutiva e inactiva, formando un complejo con moléculas
correpresoras con actividad deacetilasa de histonas (HDAC). Las moléculas
correpresoras impiden la activacion de PPARy, mientras que las HDACs
mantienen la cromatina circundante condensada, inhibiendo la transcripcion
génica (McKenna and O'Malley, 2002). PPARy induce la transcripcién de sus
genes diana cuando el ligando agonista se une al receptor. Una vez activado,
los correpresores se disocian del complejo y se acoplan moléculas
coactivadoras. Todo ello se acopla al sistema natural de transcripcion iniciando
la transcripcion génica a partir de los elementos de respuesta a PPAR, o

PPREs. Para que PPARYy sea activo como factor de transcripcion debe, no sélo

acoplar un ligando agonista a su estructura, sino también formar un dimero con
el receptor del acido retinoico (RXR) (Figura 1.8) (Kodera et al., 2000).

Figura 1.8 Estructura cristalografica del complejo PPARy-RXR: En esta vista ortogonal
se muestra al complejo PPARY-RXR transcripcionalmente activo. Aqui, los ligandos
rosiglitazona y acido cis-retinoico (en verde) estan unidos a sus receptores. El complejo lleva
asociado una serie de coactivadores y su union al DNA se produce en los elementos de
respuesta para PPARy (PPRE). (Adaptado de Chandra et al., 2008).
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1.4.1 PPARYy y la modulaciéon inmune

La expresion de PPARy en macrofagos humanos y murinos fue descrita
por primera vez en 1998 por tres grupos de investigacion diferentes (Jiang et al.,
1998; Ricote et al., 1998; Tontonoz et al., 1998). Este hecho condujo a una
intensa investigacion sobre el papel de este receptor en la regulacion de la
activacién y el metabolismo del macrofago. Los estudios iniciales llevados a
cabo por los laboratorios de Glass y Seed indicaban que la activacion
farmacolégica de PPARy atenuaba la expresién de moléculas pro-inflamatorias
como IL-1B, TNF-a e IL-6 en estas células. Un estudio mas exhaustivo de este
mecanismo mostré que PPARYy tiene un efecto represor sobre diversos factores
de transcripcion, como NF-«kB (por interaccién con p50 y p65) (Chung et al.,
2000), AP-1 (al interaccionar con c-Jun) (Subbaramaiah et al., 2001; Wang et
al., 2002) y STAT1 (Daynes and Jones, 2002). Al activarse, PPARYy “secuestra”
los coactivadores presentes en el nucleo, de tal manera que estos no estan
disponibles para otros factores de transcripcion. Este método de inhibicién se
conoce como trans-represion transcripcional (Figura 1.9). Ademas puede
interaccionar fisicamente con otros factores de transcripcion (por ejemplo con
la subunidad RelA/p65 de NFkB) impidiendo su funcionamiento: este fenbmeno
se conoce como acoplamiento cruzado. Asi, la activacion de PPARYy tiene la
capacidad de inhibir la actividad de factores de transcripcién implicados en la
inflamacion, disminuyendo la expresidn de sus genes diana que comprenden

citoquinas y sus receptores, moléculas de adhesion y enzimas inducibles.

Ademas de atenuar la activacion M1 del macréfago, las propiedades
inmunomoduladoras del receptor PPARYy tienen un papel en la polarizacion M2
(Figura 1.9). Fue también el grupo de Glass quien observé que PPARy se
inducia fuertemente por la IL-4 (Huang et al., 1999). Tras este descubrimiento,
la familia de receptores PPAR ha sido objeto de estudio importante en el
campo de la polarizacion del macréfago (Chawla, 2010). Ahora sabemos que la
unién de IL-4 o IL-13 a sus receptores IL-4Ra/IL-2Ryc o IL-13Ra1/IL-4Raq,
respectivamente, inicia una cascada de sefalizacion citoplasmatica que

culmina en la fosforilacion del factor de transcripcion STAT6 (Signal transducer
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and activator of transcription 6) (Martinez et al., 2009). Como consecuencia,
STAT6 dimeriza y se transloca al nucleo donde induce la expresion de sus
genes diana, incluyendo los marcadores alternativos arginasa |, CD206, Ym1 y
Fizz1 y reguladores de la activacion alternativa como PPARy, PPARG o PGC-
1B. De manera sinérgica, la activacion de PPARy inducira en el macréfago la
expresion de marcadores M2, tales como arginasa |, CD36 o CD206
(Odegaard et al., 2007).

Agonista PPARy

PPARy Agonista PPAR 7

\ Acido Retinoico
‘A

PPARy
AP1 STAT1/3

NF-«xB
DD

J RXR
> Genes diana Q > Genes diana
CAAANAAAAAAA LNAA POARGIRARA AN AA
Elementos Respuesta

Activacion M1 Activacion M2

PPRE

Figura 1.9 Implicacion del receptor PPARy en la modulaciéon inmune del macréfago: La
habilidad de PPARy para inhibir la expresién de genes pro-inflamatorios derivada de su
efecto transrepresor sobre diferentes factores de transcripcion (NFkB, AP-1, STAT1/3) se
combina con su capacidad para activar la expresion de marcadores M2, como CD36, CD206
y arginasa |.

La habilidad de las células inmunes para llevar a cabo sus funciones
efectoras esta estrechamente unida y controlada por su estado metabdlico. Asi,
hace ya un siglo, se observé que la glucolisis anaerobia es necesaria para
mantener el programa microbicida de los macréfagos M1 (Levene, 1912), el
cual esta regulado transcripcionalmente por el Factor Inducible por Hipoxia 1a
(HIF-1a) (Cramer et al., 2003). Estas observaciones sugerian que el
metabolismo aerobio podria estar implicado en el mantenimiento de la
activaciéon alternativa del macréfago. Asi, una serie de estudios demostraron
que la estimulacién del macréfago con IL-4 era capaz de inducir la captacién y

oxigenacion de los acidos grasos y la biogénesis mitocondrial (Odegaard et al.,
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2007; Vats et al., 2006). Estos procesos estan transcripcionalmente controlados
por PPARY y su proteina coactivadora PGC-1p en el macréfago. De este modo,
el control de la cascada metabdlica y de los reguladores del metabolismo
oxidativo por IL-4 y STAT6 convierte a este metabolismo en un componente
importante de la activacion alternativa. Por lo tanto, la adquisiciéon y el
mantenimiento de un fenotipo M2 requiere de la regulacion metabdlica de
PPARy. Este hecho se pone de manifiesto en el estudio con macrofagos
PPARy"', donde la imposibilidad de mantener un correcto metabolismo

oxidativo comprometia la expresion de un fenotipo M2 (Chawla, 2010).

Ademas de la activacion alternativa, estudios recientes han demostrado
la implicacion de los receptores nucleares PPARS y LXR (Liver X Receptor) en
el proceso de desactivacion adquirida tras la fagocitosis de células apoptoticas
(Gonzalez et al., 2009; Mukundan et al., 2009). De hecho, se considera que la
funcién de estos receptores es actuar como un sensor de células apoptéticas,
coordinando la limpieza de estas células y suprimiendo la autorreactividad de la
respuesta inmunoldgica. La adquisicion mediada por PPARy de este fenotipo
en el macrofago esta aun poco explorada, pero muchas evidencias indican que
su activacién tiene un efecto importante en la fagocitosis. De hecho, PPARYy es
necesario para una eliminacion efectiva de los neutrdéfilos y su activaciéon se ha
visto asociada a un incremento de la fagocitosis (Fernandez-Boyanapalli et al.,
2009; Zhao et al., 2009a).

Por otra parte, la contribucidon del receptor PPARy a la polarizacion de
los neutréfilos nunca ha sido estudiada, pero la expresidon constitutiva de este

receptor en los neutrofilos y su induccion tras la exposicidon a citoquinas en

estas células sugiere un papel de PPARYy en la polarizacién de estas células.

1.4.2 PPARYy en la isquemia cerebral

Aunque el estudio del control de la inflamacion modulado por estos

receptores ha sido bastante intenso, las aplicaciones terapéuticas de los
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agonistas PPAR en la regulacidon inmune continua siendo una asignatura
pendiente para la clinica. Los tejidos periféricos se han considerado
inicialmente como el lugar de accién de PPARy, si bien hoy en dia existen
evidencias de que ejercen una actividad no despreciable en el cerebro. En este
sentido, la mayor parte del trabajo se ha centrado en el aspecto anti-

inflamatorio de PPARy (Daynes and Jones, 2002).

Los ligandos PPARy se presentan como importantes reguladores de la
fisiologia cerebral, constituyendo dianas en potencia para enfocar estrategias
terapéuticas. Han demostrado efectos beneficiosos en modelos experimentales
de enfermedades que cursan con neuroinflamacion, como los de enfermedad
de Alzheimer (Heneka et al., 1999), neuropatias autoinmunes (Diab et al.,
2002; Feinstein et al., 2002) y enfermedad de Parkinson (Breidert et al., 2002).

En el campo de la isquemia cerebral, los agonistas PPARy han mostrado
ejercer un efecto neuroprotector. Diferentes estudios, entre los que se
encuentran trabajos de nuestro grupo de investigacion, indican que diferentes
agonistas de PPARy, a diferentes dosis y empleando diferentes ventanas
terapéuticas, son capaces de reducir el volumen de infarto en modelos de

isquemia cerebral en roedores (Tabla 1.5).

Muchos de estos estudios han concluido que las acciones anti-
inflamatorias del receptor PPARy son las responsables de su efecto
neuroprotector. Asi, la inhibicion de la expresion de mediadores pro-
inflamatorios, de moléculas de adhesion y de la infiltracién de células inmunes
circulantes seria capaz de reducir el dafio secundario derivado del proceso
inflamatorio que se produce en la isquemia cerebral. De todos estos estudios
podemos concluir que la activacion de PPARy es una manera eficaz de atenuar
la fase M1 inicial del proceso inflamatorio. En cualquier caso, si tenemos en
cuenta lo expuesto anteriormente, la modulacion del proceso inflamatorio y la
polarizacion del macréfago hacia un fenotipo menos dafino y pro-resolutivo
requeriria un enfoque mas holistico de las acciones neuroprotectoras que
ejerce este receptor tras la isquemia cerebral. Este enfoque, aun poco

abordado, comprende el objeto de estudio de la presente tesis doctoral.
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Tabla 5: Estudios de neuroproteccion de agonistas PPARy en modelos

animales de isquemia

Autor

(Sundararaja
n et al., 2005)

(Shimazu et
al., 2005)

(Zhao et al.,
2006)

(Pereira et
al., 2005)

(Allahtavakoli

et al., 2006)
(Collino et al.,
2006)
(Chu et al,
2006)
(Lin et al,
2006)
(Luo et al.,
2006)
(Ou et al.,
2006)

(Pereira et
al., 2006)

(Victor et al.,
2006)

(Tureyen et
al., 2007)

(Nakamura et
al., 2007)

(Lee et al,
2008)

Modelo

2h tMCAO en
ratas Wistar

90 min
tMCAO en
ratas S.D.

90 min
tMCAO en
ratas

pMCAO en
ratas Fischer

Embolico
MCAO en
ratas

30 min CCAO
en ratas
Wistar

90 min
tMCAO ratas
S.D.

30-50 min
tMCAO en
ratas L.E.
90 min
tMCAO en
ratones
C57/B6
180 min
tMCAO en
ratas L.E.

pMCAO en
ratas Fischer

90 min
tMCAO en
ratones
C57/B6
tMCAO en
ratones
normales,
hipertensos y
diabéticos

Ratas Stroke-
prone

20 min
isquemia
global en

ratones

C57Bl/6

Agonista

PPARy
Troglitazona
(10-70mg/kg),

pioglitazona (1

mg/kg) ip
Pioglitazona
oral

Pioglitazona
i.c.v.

L-796,449
(1-3 mg/kg) i.p.

Rosiglitazona
i.p. (0.3-3
mg/kg)

Rosi &
pioglitazona
(1-6 mg/kg i.v.)

Rosiglitazona
oral

15dPGJ2 i.c.v.

Rosiglitazona
3-12mg/kg i.p.

15dPGJ2i.c.v.

Rosiglitazona
(1-3 mg/kg),
15dPGJ2 (1-3
mg/kg)
Rosiglitazona
(3-12 mh/kg)
i.p.

Rosiglitazona,
pioglitazona,
15dPGJ2

Pioglitazona
(oral 1mg/kg
dia)

Pioglitazona
oral (40
mg/kg/day)

Protocolo de
Administracion
-24 yO0hantes
de MCAO
-1 h después
MCAO
- varias
administraciones
comienza 72h
antes de MCAO
- Comenzando 5
dias antes y hasta
2 dias después de
MCAO
- 10 minutos
después de MCAO

1h antes o 1h
antesy 0 0 4h
después MCAO

30 min antes de
MCAO

7d antes hasta 3d
después de
MCAO

-24 h antes de
MCAO

1hanteso2h
después MCAO

15 min antes
MCAO o 15 min
después de
reperfusion
10 min o 2h
después de MCAO

1-2h después
MCAO

4h antes hasta 6h
después de MCAO

4 semanas

3 dias antes hasta
3 dias después

Efecto
Neuroprotector
Jvolumen infarto
24hy 22d
T funcién
neurolégica
Jivolumen de
infarto 24h

Jvolumen infarto,
edema
Tuncion
neurologica
dvolumen infarto
a2, 7d
Tuncién
neurolégica
Jvolumen infarto
a 48h
T funcion
neurolégica

Jvolumen de
infarto 24h
Trecuperacién
funcional
Jvolumen infarto

dvolumen de
infarto a 48h
TMuncion
neurolégica
Jvolumen de
infarto a 24h

Jvolumen de
infarto a 48h
TMuncion
neurolégica
Jvolumen de
infarto at48h
Tuncién
neurolégica
Jvolumen de
infarto a 3d
Tfuncién
neurolégica

Jsignos de
comienzo de
infarto y muerte

ddario neuronal
CA1, CA2,
TUNEL

Mecanismo

dmicroglia/
macroéfago

JIL-1B, COX2, INOS

TCu,Zn-SOD

dmicroglia/
macrofago

J iINOS, MMP9, via

NfkB , THO-1

{ actividad caspasa3

lestrés oxidativo,
COX2, activacion de
MAPKs yNF«B

Tangiogénesis
linfiltracién,
apoptosis

lactividad caspasa 3
Tniveles dePPARy

{ infiltracién
neutrofilos,
citoquinas y

quemoquinas

Tunién PPARy-DNA

L iNOS, MMP9, via

NF«B Tniveles de

PPARYy. Diferentes
perfiles de expresion
Tunién PPARy-DNA

JICAM1,

extravasacion de
leucocitos, IL1p, IL6,

MIP1a,, MCP1,

COX2, iINOS, EGRT,

CEBP

Tcatalasa, CuzZnSOD
Jdisfuncién vascular,

infiltracion

macroéfagos, MCP1,

TNFa
JMMP9

MCAO: Oclusién de la arteria cerebral media; tMCAO: Oclusién transitoria de la cerebral media; pMCAO: Oclusién
permanente de la cerebral media; CCAA: Oclusion de la arteria carétida comun; S.D.:Sprague-Dawley; L.E.: Long
Evans; i.p.: intraperitoneal; i.c.v.: intracerebroventricular; i.v.: intravenoso; COX-2: ciclooxigenasa 2; iNOS: sintasa
inducible de oxido nitrico; HO-1: Hemoxigenasa 1; SOD: Superéxido dismutasa.
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1.5 Las lipoxigenasas

Las lipoxigenasas, junto con las ciclooxigenasas y las epoxigenasas,
constituyen el principal sistema enzimatico celular en el metabolismo del acido
araquidénico (AA). Son una familia de enzimas que catalizan reacciones de
oxigenacion de acidos grasos insaturados. En funcion de la posicion del
carbono del acido graso sobre el que actuan, se distinguen tres tipos de
lipoxigenasas en mamiferos, 5, 12 y 15-lipoxigenasa, siendo la mas importante
la 5-lipoxigenasa (5-LO). Los metabolitos del sistema enzimatico de las LOs
son muchos y de caracteristicas variadas. El metabolismo de 5-LO sobre el AA
da lugar a un hidroperéxido inestable, el acido 5-HPETE (5-
hidroperoxieicosatetraenoico) que, por medio de 5-LO o de manera espontanea,
da lugar a 5-HETE (acido 5-hidroxieicosatetraenoico). Utilizando como sustrato
5-HETE, la 5-LO es capaz de sintetizar un producto intermedio inestable (un
epoxido) que se denomina leucotrieno A4 (LTA4). A partir de este compuesto,
se generan 3 tipos de productos que daran lugar a tres tipos de respuestas
celulares distintas: el leucotrieno B4 (LTB,), los cisteinil-leucotrienos (cys-LTs) y
las lipoxinas A4 y B4 (LXA4, LXB4) (Serhan and Levy, 2003).

LTBs es un conocido compuesto inflamatorio contra el que se han
dirigido numerosas estrategias terapéuticas. Sus caracteristicas principales son
la capacidad de promover la quimiotaxis, la degranulacién de leucocitos y la
generacion de superoxido en leucocitos polimorfonucleares actuando a través
de receptores especificos de membrana. Por si mismo, el LTB4 es capaz de
iniciar la respuesta inflamatoria y producir edema. Los cys-LTs, por su parte,
forman en conjunto la sustancia de reaccion lenta de la anafilaxia; son
mediadores lentos de la inflamacién al inducir una respuesta mas fuerte y

persistente.

En cuanto a las lipoxinas, estos mediadores ejercen un efecto contrario
al LTB4, contrarrestando los efectos de mediadores pro-inflamatorios donde se
incluyen citoquinas. Tienen gran importancia en la resolucién de la inflamacion
(Fierro and Serhan, 2001) y promueven la reparacion en tejidos dafiados. Al

contrario que LTBy4, inhiben el reclutamiento de neutrdfilos y facilitan la
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resoluciéon de la inflamacion bloqueando la formacién de anién superdxido y

modulando la expresién de moléculas de adhesion (Chiang et al., 2000). Se ha

visto que, en leucocitos humanos,

las lipoxinas inhiben la formacion de

peroxinitrito, la actividad de los factores nucleares NF-xB y AP-1 y la expresion

del gen que codifica para IL-8 (Jozsef et al.,

2002). Ademas de las lipoxinas, el

metabolismo de 5-LO y otras LOs sobre acidos grasos distintos del AA dan

lugar a multiples compuestos con una

gran capacidad de resolver la

inflamacioén, por lo que a algunos de ellos se les denominé resolvinas (Figura

1.10)
Acido araquidénico Acido eicosapentanoico
1510 5-0 COX-2 acetilada
5-L0
510 :
Hidrolasa N
‘//,HO \ 510
Lipoxina A4 Leucotrieno B4 Resolvina E1
Crostalk con GPCRs
Crosstalk
con GFRs
=¥ PDGFR
00 ALX or CTGFR ;
sy U T BLT 23
Foye /ﬂ%\’ Y| LT /ﬂu \ /
N —
XX L) o o 40«
0/ & : D 7
Neutrofilos Monocitos HUVEC Céls. Mesangiales Célula dendntlca
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Figura 1.10 Implicacion de las lipoxigenasas en la sintesis de LXA4 y Resolvina E1: Existen dos
principales mecanismos clasicos para la geneneracion de lipoxinas mediados por lipoxigenasa. El
primero es la via 5-LO-12-LO de neutrdfilos y plaquetas en la vasculatura. El otro es la via 15-LO-5-LO
mediado por células epiteliales y neutrofilos en la superfice de las mucosas. La accion de la lipoxina in
vivo se debe a sus interacciones con receptores acoplados a proteinas G (GPRCs) y receptores de
factores de crecimiento. La activacion directa del receptor de lipoxinas (ALX) por la lipoxina A4 es una
sefal especifica del tipo celular donde se induce. Asi, en neutrdfilos, inhibe su migracion mientras que
estimula la activacion de monocitos y macréfagos. La inhibicién indirecta, via intercomunicaciéon con
receptores GPCR (por ejemplo, el receptor de leucotrieno B4 o BLT1) o receptores de factores de
crecimiento (VEGFR; PDGFR; CTGFR) mediada por LXA4 reduce la angiogénesis en células HUVEC
y la proliferacién y fibrosis de las células mesangiales. Para la generacion de resolvina E1, la COX-2
del endotelio vascular acetilada por aspirina genera 18-HPEPE, que es convertido en el leucocito en
resolvina E1 por la accién de la 5-LO. La resolvina interacciona de manera directa con al menos dos
GPCRs. La resolvina E1 activa ChemR23, que se expresa en monocitos y células dendriticas e inhibe
la expresion de BLT1. (Adaptado de Serhan et al., 2008).
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1.5.1 Implicacién de 5-lipoxigenasa en la neuroproteccion mediada

por PPARYy en isquemia cerebral

Recientemente, el grupo de investigacion en el que trabajo ha publicado
un estudio en el que describimos que las acciones neuroprotectoras derivadas
de RSG son concomitantes a una induccion de 5-LO en el cerebro isquémico
de ratas (Pereira et al., 2006). Tras este hallazgo, se conformé una linea de
investigacion destinada a caracterizar la implicacion de 5-LO en los efectos que
media PPARYy en neuroproteccion. Algunos de los resultados previos obtenidos
comprenden los antecedentes que constituyen el punto de partida del trabajo
experimental que he desarrollado en esta tesis doctoral. Estos antecedentes
experimentales indican que la actividad 5-LO esta implicada en la
neuroproteccion mediada por RSG en ratas (Figura 1.11). Asi, la inhibicion de
la actividad 5-LO empleando su inhibidor especifico BWA4C elimina el efecto
neuroprotector que induce RSG en isquemia experimental en rata (Sobrado et
al., 2009). Esta accién implica a los productos de 5-LO en la neuroproteccion

mediada por el agonista PPARYy.

RSG
PPARy Neuroproteccion E o
RSG + BWA4C % : ﬂ ﬂ H
5\-5
PPARy @ Neuroproteccion T T

Figura 1.11 Efecto de 5-LO en la neuroproteccion por RSG. En este esquema se
muestra que la disminucién en el volumen de infarto que induce RSG depende de la
actividad 5-LO. El grafico muestra los volumenes de infarto en mm? obtenidos en ratas
Wistar sometidas a MCAO vy tratadas con vehiculo, RSG, BWA4C (BW1: 1mg/kg; BWS5:
5mg/kg) o una combinacion de RSG y BWA4C. (Adaptado de Sobrado et al., 2009)
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Ademas de la dependencia de la actividad 5-LO en la neuroproteccion
mediada por RSG, los antecedentes experimentales obtenidos por mi grupo de
investigacion mostraron que RSG induce un cambio en la actividad metabolica
de 5-LO destinado a la produccién preferencial de LXA4 (Figura 1.12). De este
modo, el andlisis de los principales productos metabdlicos de 5-LO, LTBs y
LXA4, indica que la isquemia induce un incremento de los niveles de LTB4 en el
cerebro y que el tratamiento con RSG disminuye estos niveles a la vez que
induce un incremento en los niveles de LXA4 por un mecanismo mediado por 5-
LO (Sobrado et al., 2009).

~__MCAO Isquemia
o] E | |
0.18 © '
= e '
2 el [ 5-L0
Leucotrieno B4 g o] | " B
LTB 2 o | 9 o
(LTE s d bk
§ RSG
g i ! i
fl | o
1 : . 5-LO
Lipoxina A4 § v 2 . o |
(LXA,) g o= i ¥ o -4 / \
om i e
om0 : j LTB, LXA,

Figura 1.12 RSG modifica la actividad metabdlica de 5-LO incrementando la produccion de
LXA,. El agonista de PPARy RSG produce un cambio en la actividad 5-LO destinado a la produccién
preferencial de LXA4 y a la disminucion de la sintesis de LTB4. Los graficos muestran los niveles de
LTB4 y LXA4 encontrados en el cerebro de ratas sham o isquémicas tratadas con vehiculo, RSG, o
una combinacion de RSG y BWA4C. (Adaptado de Sobrado et al., 2009)

Finalmente, resultados obtenidos en nucleos aislados de la corteza
cerebral de rata sugieren que LXA4 actua como agonista PPARYy, ya que este
producto de 5-LO es capaz de incrementar la actividad transcripcional del
receptor al igual que lo hace RSG (Figura 1.13) (Sobrado et al., 2009). Estos
resultados nos llevaron a establecer un modelo en el que sugerimos que la
neuroproteccién que media la activacion de PPARy por RSG depende de la

sintesis de LXA4 por 5-LO. Los resultados de este trabajo sugieren que RSG
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podria ejercer un agonismo indirecto sobre PPARY, y que los metabolitos de 5-
LO podrian mediar una activacion sostenida de este receptor conduciendo a la

neuroproteccion.

. RSG 5-LO
130 * *

Cw PPARy  LXA,

T

60

h “r’b \l\"l 5(’ \Q(N
=L

%

Actividad transcripcional
de PPARY (% de control)

oo

Figura 1.13 Modelo de activacién de PPARy mediada por 5-LO. LXA; actia como un agonista de
PPARYy incrementando su actividad transcripcional. Su produccion se induce por la accién de RSG
sobre 5-LO, conformando a RSG como un inductor de la produccion de agonistas enddégenos de
PPARy. La grafica muestra el incremento de la actividad transcripcional de PPARy en nucleos aislados
de cerebros de rata tratados con RSG y LXA4.

En el contexto de la neuroproteccion por agonistas PPARy en isquemia
cerebral, todos los trabajos realizados apuntan a los efectos anti-inflamatorios
mediados por la activacion del receptor como los responsables de la
neuroproteccion (Ver tabla 1.5). De hecho, la profunda implicacion de PPARYy
en la modulacién del fenotipo del macréfago indica que su activacién en un
contexto pro-inflamatorio, como es el caso de la isquemia cerebral, podria
mediar la resolucion de la inflamacién y la vuelta a la homeostasis tisular
(Chawla, 2010). Asi, la implicacion de 5-LO en las acciones neuroprotectoras
de los agonistas PPARYy requiere del estudio y caracterizacion de la influencia
de esta enzima en la modulacion inmune mediada por PPARYy. Estas
propiedades comprenden tanto la transrepresion de mediadores pro-
inflamatorios, como la inhibicién de la infiltracion o la eliminacién de restos
celulares. En este punto, el papel clave que juega PPARy en la polarizacion
M2 de macrofagos (Chawla, 2010) sugiere que RSG, por activaciéon de PPARY,
puede inducir una polarizacibn M2 en isquemia. En este contexto, se

desconoce si 5-LO pudiera estar implicada en los efectos descritos.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis
El efecto neuroprotector e inmunomodulador de PPARy en isquemia
cerebral experimental es dependiente de la enzima 5-LO, cuya actividad

metabdlica es necesaria tanto para la polarizacién M2 de las células inmunes

como para la resolucion de la inflamacion.

2.2 Objetivos

Los objetivos planteados para demostrar la hipétesis son:

A) Estudio de la implicacion de 5-LO en los efectos antiinflamatorios de PPARy

en la isquemia cerebral: inhibicién de la activacion clasica o M1

1- Caracterizacion de RSG como agonista PPARYy

2- Estudio del papel de 5-LO en la inhibicion de la activaciéon M1 inducida

por RSG en isquemia cerebral en rata
3- Estudio del efecto del agonista de PPARy RSG sobre la expresion de
la 5-LO tras isquemia cerebral en rata

B) Estudio de la activacion alternativa o M2 en la isquemia cerebral

experimental y del papel de la via PPARYy-5-LO en este proceso

1- Estudio del papel de 5-LO en la neuroproteccion inducida por RSG en

la isquemia cerebral experimental en raton

2- Analisis de la expresion celular de 5-LO en isquemia cerebral

experimental en raton. Efecto de PPARYy
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3- Estudio del papel de 5-LO en la expresion y sefializacion de PPARy

en isquemia cerebral experimental en raton

4- Estudio de los niveles del producto de 5-LO LXA; en isquemia

cerebral experimental en raton. Efecto de PPARy

5- Estudio de la activacion alternativa o M2 en el cerebro de ratdn: efecto

de la isquemia y de la via PPARYy-5-LO

6- Analisis de la localizacion celular de marcadores M2 en el cerebro

isquémico en raton

7- Caracterizacion de la fagocitosis de neutréfilos por microglia

/macréfagos en isquemia cerebral en raton. Efecto de la via PPARy-5-LO

C) Efecto del producto de 5-LO LXA4 en neuroproteccion y activacion M2

1-Estudio del efecto neuroprotector de LXA, en isquemia cerebral

experimental en rata

2-Caracterizacion de la produccion de LXA, in vitro

3- Estudio in vitro del efecto de LXA4 en la activacion M2 y en la funcién

fagocitica de macréfagos
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Materiales y métodos

3.1 Materiales

Para nuestro estudio empleamos los siguientes compuestos: como
agonista especifico de PPARy utilizamos maleato de rosiglitazona (RSG)
(Alexis); como metabolito de la 5-LO, LXA4 (Acido 5S,6R,15S-trihidroxi-7,9,13-
trans- 11-cis-eicosatetraenoico; Calbiochem); como inhibidor especifico de la 5-
LO, BWA4C (Sigma); como antagonista especifico de PPARy, T0070907
(Cayman Chemical); LPS (Sigma) y M-SCF (Gibco).

3.2 Diseiio del protocolo experimental

3.2.1 Estudios in vivo

-Animales

Se utilizaron ratones macho adultos C57BL/6 de 8 a 10 semanas de
edad. Adicionalmente se utilizé un grupo de ratones deficientes para la enzima
5-lipoxigenasa (B6;129S2-Alox5™'"/J: 5-LO7) junto con sus correspondientes
controles salvajes obtenidos de los laboratorios Jackson (Bar Harbor, Maine,
USA).

Para estudios sobre la expresidén de 5-LO, su implicacion en la inhibicion
de marcadores pro-inflamatorios mediada por RSG y la neuroproteccion
inducida por LXA4, se utilizaron ratas Wistar macho adultas de un peso

aproximado de 250 gramos (Harlan Ibérica).

Todos los protocolos experimentales se rigieron bajo las guias de

experimentacion animal del Comité de la Universidad Complutense de Madrid
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(directivas de la UE 86/609/CEE y 2003/65/CE). Los animales se estabularon
en jaulas individuales y se mantuvieron en condiciones estandar de
temperatura y humedad, libre acceso a comida y agua, y ciclo de luz/oscuridad

de doce horas (comenzando el periodo de luz a las 08:00 horas).

-Modelo de isquemia experimental por Oclusion Permanente de la Arteria
Cerebral Media (pMCAOQO)

Los animales se introdujeron en una camara de induccion de anestesia
con una mezcla de oxigeno/aire comprimido (0,2/0,8 L/min) e isofluorano al 1,5-
2% por 5min. Durante la cirugia, la anestesia se mantuvo al 1,5-2% de
isofluorano y con igual mezcla de oxigeno/aire comprimido. La temperatura
corporal se controlé6 con una sonda de temperatura rectal, y se mantuvo a
36,51£0,5°C usando una plataforma emisora de calor sobre la cual se coloca al

animal.

El procedimiento quirdrgico es una variante del modelo descrito por
Chen y colaboradores (Chen et al., 1986). La ligadura de la arteria carétida
comun izquierda (ACC) se hizo mediante una incisidn en la linea media
cervical, para proceder después a la diseccion y ligadura con una seda 6/0 de
dicha arteria. Posteriormente, se realizd una incisién desde el canto lateral del
ojo izquierdo y el canal auditivo externo para exponer y retraer el musculo
temporal. Tras una pequefia craneotomia (2mm) a nivel del tronco de la ACM
izquierda y sobre la fisura rinal, se expuso dicha arteria, que se ligé de forma
permanente a nivel del tronco —justo antes de su bifurcacion en las ramas
frontal y parietal- con una sutura monofilamento de 9/0 (Nylon, S&T). La
interrupcién del flujo sanguineo se confirmd bajo el microscopio quirurgico
(WILD M650). Después de la cirugia, los animales fueron devueltos a sus

jaulas con libre acceso a comida y agua.
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-Grupos experimentales

1) Sham: animales sometidos a la exposicion de la arteria cerebral media sin

ligadura y administracion i.p. de vehiculo (salino/ DMSO al 10% en salino).

2) Sham + RSG: animales sometidos a la exposicion de la arteria cerebral
media sin ligadura y administracion i.p. de RSG (3mg/kg). Esta dosis se

escogié en base a la experiencia del laboratorio

3) Sham + RSG + BWA4C: animales sometidos a la exposicion de la arteria
cerebral media sin ligadura y administracion i.p. de RSG (3mg/kg) y BWA4C
(5mg/kg).

4) MCAOQO: animales sometidos a MCAO a los que se le administra vehiculo i.p.
(salino/ DMSO al 10% en salino).

5) MCAO + RSG: animales sometidos a MCAO tratados i.p. con RSG 3mg/Kg

10 minutos después de la cirugia.
6) MCAO + RSG + BWA4C: animales sometidos a MCAO tratados i.p. con

RSG 3mg/Kg 10 minutos después de la cirugia y con BWA4C 5mg/Kg, 10

minutos después de la cirugia.

Extraccion de

Administracion |.P. de muestras para
férmgcos: VEH homogenados de
(Salino + 10% » corteza, aislamiento Extaccion de muestras
DMSO0), RSG Extraccion de de nucleos, citometria para histologia
(3mg/kg), BWA4C muestras para ARN e histologia
MCAO
10min 5h 24h 48h

Figura 3.1 Protocolo de administracion de farmacos y de extraccién de muestras realizado
en los estudios in vivo de inmunomodulacién y resolucion de la inflamacion en raton. Este
protocolo se realizé también en ratas Wistar para demostrar la implicacion de la 5-LO en la
disminucién de los mediadores pro-inflamatorios inducida por RSG y estudiar su regulacion
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-Administracion intracerebroventricular (i.c.v)

Para estudiar el efecto neuroprotector de LXA, sobre ratas Wistar, se
llevd a cabo un protocolo de administracion intracerebroventricular (i.c.v) de
LXA4 (5ul de una solucién 0,2mM), del antagonista especifico de PPARYy
T0070907 (5ul de una solucién 2mM) o de vehiculo (5 ul de DMSO al 20% en
tampdén fosfato) previo a la isquemia experimental. Asi, las ratas se
anestesiaron con una mezcla de oxigeno/aire comprimido (0,2/0,8 L/min) e
isofluorano al 1,5-2% por 5 minutos procediéndose a la colocacion de una
canula de administracion i.c.v. de calibre 28 (Alzet) en el ventriculo lateral
izquierdo empleando un aparato estereotaxico (David Kopf instruments). Las
coordenadas empleadas fueron las siguientes: anteroposterior 0,8mm; lateral
1.0mm; dorsoventral 3,6mm desde el bregma. La barra incisiva se coloco a 3,3
mm bajo el plano interaural. Las canulas se fijaron al craneo empleando gel de
cianocrilato (Loctite 454, Alzet) y la administracion de los farmacos se realizé

inmediatamente después de la MCAO.

MCAO 48
Extraccion de muestras para volumen de
infarto por TTC

Administracion i.c.v. de farmacos:
LXA4; TO070907; vehiculo

Figura 3.2 Protocolo de administracion i.c.v. de farmacos para el estudio del volumen de
infarto por TTC

3.2.2 Estudios in vitro

-Cultivo de macrofagos RAW 264.7

Los macréfagos murinos RAW 264.7 fueron cedidos por el Profesor
Lisardo Bosca (IIB, CSIC). Las células RAW 264.7 son una linea celular de
macrofagos obtenidas a partir de la infeccion de ratones Balb/c por el virus

causante de la leucemia Abelson (Raschke et al., 1978). Esta linea se
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mantiene por pases sucesivos en medio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado
con 10% SFB (Gibco) y 1% P/E (Gibco). Las células se sembraron a una
densidad de 1.10° células/ml en placas petri de 90mm de diametro (Falcon).
Los tratamientos correspondientes se realizaron una vez se alcanzé la
confluencia. El cultivo se mantuvo en un incubador (INCO 2/246, Memmert,
Schwabach, Alemania) con un ambiente saturado de humedad y con 95% aire/

5% CO. y a una temperatura constante de 37°C.
Grupos experimentales

-RAW + VEH: Macréfagos RAW tratados con VEH (EtOH) durante 5 horas.
-RAW + LXA4: Macréfagos RAW tratados con LXA4; 100nM disuelta en EtOH

durante 5 horas.
El porcentaje final de etanol en el medio fue de 0,01% en ambos casos
-Cultivo de macréfagos de médula 6sea (B.M.)

Para la obtencién de macréfagos de medula 6sea se sacrificaron ratones
C57BL/6 de 6 a 8 semanas por dislocacidn cervical. Se extrajeron los fémures
y el estroma 6seo se lavé con medio de cultivo compuesto por RFLC (RPMI
1640 (Gibco); 10% SFB (Gibco); 1% P/E (Gibco); 2mM glutamina (Gibco); M-
CSF 5000U/ml (Gibco) (1ml/fémur). Las células se sembraron en botellas de
175cm3 (Falcon). Al tercer dia se recolectaron las células no adherentes en
tubos falcon de 50ml y se centrifugaron a 1600rpm durante 7 minutos a 4°C. El
pellet celular se resuspendié en RFLC y las células se sembraron en placas
petri iwaki® de 90mm de diametro a una densidad de 10° células por placa. Los
tratamientos correspondientes se realizaron cuando el cultivo celular alcanzo la
confluencia. El cultivo se mantuvo en un ambiente saturado de humedad con

95% aire/5% CO; y a una temperatura constante de 37°C.
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Grupos experimentales

-BM + VEH: Macrofagos de médula 6sea tratados con vehiculo (10% DMSO en
RFLC); 18h después del tratamiento se procedié al aislamiento de nucleos
celulares.

-BM + RSG: Macrofagos de médula ésea tratados con 1uM de RSG; 18h
después del tratamiento se procedio al aislamiento de nucleos celulares.

-BM + VEH + LPS: Macrofagos de médula 6sea tratados con vehiculo (10%

DMSO en RFLC); 18h después del tratamiento se afiadié al medio 0,1ug/ml de
LPS y 6h después se extrajo el RNA celular.
-BM + RSG + LPS: Macréfagos de médula ésea tratados con 1uM de RSG; 18h

después del tratamiento se afadié al medio 0,1ug/ml de LPS y 6h después se

extrajo el RNA celular.

-BM + RSG + TO: Macréfagos de médula 6sea tratados con una combinacion
de 1uM de RSG y 1uM de T0070907; 18h después del tratamiento se afadio al
medio 0,1ug/ml de LPS y 6h después se extrajo el ARN celular.

El porcentaje final de DMSO en el medio fue de 0,01% en todos los casos.

Macréfagos RAW 264.7

-0 @ 5

o = Vehiculo; LXA; 300nM =)  Extraccion de ARNm
8 g

-9 @

Macréfagos de médula 6sea

fotiaen fatioe 18h 24h
: . : . Vehiculo; RSG 1 1
oy P 1uM; TO070907 v .
$ 3 T 4 oy 2uM . :
Lo . e Ay . LPS (0,1ug/ml) o Recogida de células
- ) = - . % vehiculo (RPMI) para extraccién de
o A . -y * . ARNmM o nucleos

Figura 3.3 Protocolo de tratamiento de cultivos de macrofagos RAW 264.7 y de médula
Osea para la extraccion de muestras para analisis por RT-PCR o para aislamiento nuclear
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-Cultivos primarios de astrocitos

Estas células se obtuvieron a partir de la corteza cerebral de ratas Wistar
recién nacidas (dia postnatal 0, P0O), segun un método descrito anteriormente
(McCarthy and de Vellis, 1980). Las cortezas se disociaron mecanicamente en
un medio de incubacion compuesto basicamente por MEM suplementado con
glucosa (16,5 mM), glutamina (2,6 mM), penicilina (25 U.l./ml) y estreptomicina
(25 U.l./ml) y suero bovino fetal (SFB, 10%) (medio de cultivo de astrocitos).
Una vez llevada a cabo la disociacioén, las células se sembraron en botellas de
plastico a una densidad de 6,5 x 10° células/cmz, y se mantuvieron en un
incubador a 37°C, con una atmdésfera humeda compuesta por 95% aire/5%CO..
Los astrocitos se mantuvieron asi alrededor de dos semanas, hasta que

llegaron a confluencia.

Grupos experimentales

-Astrocitos + VEH: Astrocitos tratados con vehiculo (DMSO); 8h después del

tratamiento se procedié al aislamiento de ARNm. Ademas, 24h después del
tratamiento se recogieron los sobrenadantes de los cultivos para medir la
concentracion de LXA,.

-Astrocitos + RSG: Astrocitos tratados con 1uM de RSG; 8h después del

tratamiento se procedié al aislamiento de ARNm. Ademas, 24h después del
tratamiento se recogieron los sobrenadantes de los cultivos para medir la

concentracion de LXA,.

-Cultivos primarios de neuronas corticales de rata

Para estos cultivos, se utilizaron cerebros de fetos de rata Wistar en el
dia embrionario 16 (E16) a los que se les extrajeron las cortezas, que se
disociaron mecanicamente en un medio de incubacion basico (MEM, Eagle’s
Minimum Essential Medium) suplementado con glucosa (33 mM), glutamina (2
mM), gentamicina (16 mg/l), suero de caballo (HS, 10%) y suero bovino fetal

(SFB, 10%) (medio de cultivo). Una vez disociadas, las células se sembraron a
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una densidad de 3x10° células/cm® en placas de 6 6 de 12 pocillos previamente
tratadas con poli-L-lisina (Sigma) para facilitar su adhesion. Las placas se
mantuvieron a 37°C, en atmosfera humeda compuesta por 95% de aire y 5%
de CO2. En el dia 4 de cultivo se cambid el medio por medio de crecimiento
que tiene la misma composicion que tiene el medio de cultivo que acabamos de
describir, pero sin suero fetal. Los experimentos se llevaron a cabo entre los

dias in vitro 9 y 10.

Grupos experimentales

-Neuronas + VEH: Neuronas tratadas con vehiculo (DMSO); 8h después del

tratamiento se procedioé al aislamiento de ARNm. Ademas, 24h después del
tratamiento se recogieron los sobrenadantes de los cultivos para medir la
concentracion de LXA, y se fijaron las células con paraformaldehido al 4% para
inmunofluorescencia.

-Neuronas + RSG: Neuronas tratadas con RSG (0,1-1uM); 8h después del

tratamiento se procedié al aislamiento de ARNm. Ademas, 24h después del
tratamiento se recogieron los sobrenadantes de los cultivos para medir la
concentracion de LXA4 y se fijaron las células con paraformaldehido al 4% para
inmunofluorescencia.

-Neuronas + RSG + T009007: Neuronas tratadas con T009007 (2uM) y RSG

(1uM); 24h después del tratamiento se fijaron las células con paraformaldehido

al 4% para inmunofluorescencia.

3.3- Procesamiento de muestras

En el caso de los estudios in vivo, el material de partida para la
extraccion de ARN, homogenados totales de corteza, citometria de flujo y
aislamiento de nucleos y citoplasmas, se obtuvo a partir de la diseccion de la
corteza cerebral infartada y contralateral sana. Para este procedimiento, el
animal se sacrifica por dislocacion cervical, el cerebro se extrae rapidamente y

se coloca en una matriz cerebral (Brain Matriz, WPI, UK) donde se hacen
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cortes coronales de 2mm. En los estudios in vitro, el aislamiento de las células

se realizd segun lo especificado y teniendo en cuenta el tipo de ensayo.

3.3.1 Extraccion de ARN

En los estudios in vitro, el ARNm de los macréfagos, astrocitos y
neuronas se extrajo a partir del cultivo celular empleando el RNeasy Mini kit
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad de ARN se
determiné espectrofotométricamente (Nanodrop ND-1000 Spectophotometer) y
Su pureza se expresd como el cociente entre los valores de absorbancia a
260nm y 280nm (1,8-2,0). Las muestras de ARN fueron almacenadas a -80°C

hasta su utilizacion.

En el caso de las muestras de corteza cerebral, la extraccion del ARN se
realiz6 siguiendo el protocolo en un paso, basado en la separaciéon de
componentes celulares por su solubilidad en soluciones acuosas u organicas
(Chomczynski and Sacchi, 1987). En este procedimiento, el tejido se
homogeniza mecanicamente utilizando Trizol® Reagent (Invitrogen). Una vez
homogenizado, se afiadid cloroformo a partes iguales y tras mezclar por
agitacion, se centrifugaron las muestras obteniéndose dos fases: una acuosa
donde esta el ARN y otra organica donde estan la mayoria de los componentes
celulares. Se descart6 la fase organica y el ARN se precipitdé con isopropanol
durante10 minutos a temperatura ambiente. Una vez precipitado se lavd con
etanol al 75% y se resuspendid en agua libre de RNasa (Invitrogen). La
cantidad de ARN se determin6 espectrofotométricamente (Nanodrop ND-1000
Spectophotometer) y la pureza se evalué como el cociente entre los valores de
absorbancia a 260nm y 280nm (1,8-2,0). Las muestras de ARN fueron

almacenadas a -80°C hasta su utilizacion.
3.3.2 Homogenado de corteza total
Para obtener una muestra del homogenado total de corteza cerebral se

homogeniz6 un trozo de tejido de no mas de 3 gramos mediante ultrasonidos
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en un volumen de 400ul de una solucion de homogenizacion a 4°C. La solucién
de homogenizacion es una solucion tamponada de la siguiente composicion:
sacarosa (320 mM), DL-ditiotreitol (1mM), leupeptina (10 ug/ml), inhibidor de
tripsina de soja (10 yg/ml), aprotinina (2 pg/ml), Nonidet (0.2%) (Roche), y Tris
(50 mM), pH 7,0). Tras la homogenizacion se midié la concentracion de
proteina de cada muestra mediante el ensayo de Bradford (Bradford, 1976).
Estas muestras se emplearon para la determinacion de lipoxinas
intracerebrales, para la determinacion de citoquinas por un array de citometria,

cytometric bead array, (CBA) y para la técnica de Western blot.

3.3.3 Extraccion de nucleos y citosoles

Las muestras destinadas a la obtencion de las fracciones citosolica y
nuclear se procesaron inmediatamente tras sacrificar a los animales o tras
recoger las células de los cultivos. En un primer paso se procediéo a la
disociacion mecanica del tejido en una solucién hipoténica (tampon HEPES
10mM a pH 7.9, EDTA 1mM, EGTA 1mM, KCI 10mM, NaF 50uM, NaVO4 50uM
y NazMoOs4 0,1mM). Tras dejar reposar en frio se afnadid detergente (0.5%;
Nonidet P-40, Roche) y se agité para facilitar la rotura de las membranas
plasmaticas. Se centrifugd durante 1 minuto a 4°C y 13000rpm y se recogio el
sobrenadante que constituye el extracto citosélico. En un segundo paso, se
afiadié una solucién hiperténica (tampén HEPES 20 mM a pH 8.0, EDTA 1mM,
EGTA 1mM, NaCl 10mM, NaF 50uM, NaVOs 50uM y Na2MoOas 0,1mM) al
precipitado y se agitd suavemente a 4°C durante 30 minutos. Tras este tiempo,
la muestra se centrifugd 5 minutos a 13000rpm en frio, se recogid el
sobrenadante correspondiente al extracto nuclear y se almacen6 a -80°C hasta

su utilizacién.
3.3.4 Preparacion de cerebros para inmunofluorescencia
Los roedores se sacrificaron mediante una dosis letal de pentobarbital

sodico y se perfundieron con una solucion de lavado a través del ventriculo

izquierdo (tampon fosfato 0,2 M), seguido de una solucion fijadora de
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paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 0,2 M. Se extrajo el cerebro y se
prosiguid su fijacion durante 12 horas a 4°C en la misma solucion.
Posteriormente, el tejido se mantuvo durante 72 horas en una solucion de
sacarosa al 30% en tampon fosfato 0,1 M a 4°C para proteger su integridad al
congelarlo. Finalmente, se congel6 a -80°C. Para llevar a cabo la histologia por
inmunofluorescencia, se cortaron secciones coronales de cerebro de 30um de

grosor con la ayuda de un microtomo (Leica).

3.3.5 Preparacion de suspensiones de células de la corteza cerebral

para citometria de flujo

24 horas tras el procedimiento quirurgico, se aislaron los cerebros de
ratén y se procedio a la diseccion del tejido isquémico mediante un escalpelo.
El tejido diseccionado se coloco en un tubo falcon de 15ml que contenia PBS
frio y se disgregd hasta obtener una suspensién celular usando un disociador
gentleMACS™ (Miltenyi) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
suspension de células se filtré mediante una malla de nylon de 50um de
diametro (BD Biosciences) tras lo cual se centrifugd a 300g durante 10 minutos.
El precipitado se resuspendié en 3ml de Percoll® al 50% (Sigma) y se cubrid
cuidadosamente con otra solucion de Percoll al 30%. Este gradiente se
centrifugd a 500g durante 20 minutos a temperatura ambiente y sin freno. El
halo celular localizado en la interfase 30-50% del Percoll se recogié empleando
una pipeta Pasteur de plastico. Las células se lavaron en PBS frio y se

resuspendieron dando lugar a una suspension pare el analisis por citometria.

3.4- Técnicas experimentales

3.4.1 RT-PCR

A partir de las muestras de ARN se llevé a cabo la sintesis del ADN

complementario (ADNc) por transcripcidn reversa empleando la enzima

56



Materiales y métodos

Superscript Il Reverse transcriptase (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del
fabricante. EI ADNc se almacend6 a -20°C. El estudio de la expresiéon de ARNm
se realizd por triplicado en un termociclador Bio-Rad iQ5. Dicha expresion se
normalizé de acuerdo a la expresion génica de la actina, y todos los genes se
sometieron a una desnaturalizacion a 95°C por 5 min seguida de 45 ciclos de
95°C por 10 s, 60°C por 30 s, y 72°C por 40 s. Se incluyé un analisis de la
curva de fusion con el fin de confirmar la formacion de un unico producto de
PCR. Las secuencias de los cebadores (primers) usados se tomaron usando la
biblioteca PUBMED:

Tabla 6: Secuencias de primers empleadas para los
estudios de PCR atiempo real

-

: 5-GACCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3’
:5-TGCTACGACGTGGGCTACG-3"
:5"-GTGCCCTGGAACTCACACAAC-3’

: 5°"CCAGAAGTATTTGTCATGGCAGAA-3’
:5-GCATTCTTTGCCCAGCACTTCACT-3"
:5-TTTAA GTCCACTCCATGGCCCAGT-3"
: 5"-~AACCCAAGGTCTACGTTCAAG-3’

: 5'-AAAGTGGTAGCCACATCCCG-3’
:5-GTGTCTGAGGTGTTCGGTA-3"
:5-AGTGTTGATGGCAATGGT-3"

: 5"-CCGGAGACTCCAAGTACGC-3*

:5°- CGTAGCAGCTTCCCGAGAG-3’
:5°-GGGCCACTGCAGTTCGTGA-3"

: 5-CGGCCTCTGCGCTCATC-3’

: 5-TGAGCGCAAGTACTCTGTGTGGAT-3"
: 5'-TAGAAGCATTTGCGGT-GCACGATG-3"
:5-TTTCCTCTGACATTTGCAGGTCTA-3"

: 5-AAAGGCATTGGCTGGAAGAA-3’
:5-CTCGTGGATCTCCGTGACAC-3’

: 5'-GCAAATGGAGCCGTCTGTGC-3°

: 5'-GGAAGACAGCAGAGGAGGTG-3"
:5-TATGGTTACCCTCCCGTTGA-3’
:5-TTCCGAATTCACTGGAGCCTCGAA-3’
: 5'-TGCACCTCAGGGAAGAATCTGGAA-3’
: 5-ACAATTTAGGAGGTGCCGTG-3"

: 5-CCAGCTGGTACAGCAGACAA-3’

: 5-TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAA-3”
:5-TGTGGTGCCAGATCTTCTCCATGT-3"

TNFa (Rattus norvegicus)
MMP9 (Rattus norvegicus)
COX-2 (Rattus norvegicus)
iNOS (Rattus norvegicus)
5-LO (Rattus norvegicus)
15-LO (Rattus norvegicus)
12-LO (Rattus norvegicus)
Actina (Rattus norvegicus)
CD36 (Mus musculus)
CD206 (Mus musculus)
Arginasa | (Mus musculus)
TNFa (Mus musculus)
Ym1 (Mus musculus)

Actina (Mus musculus)

ATAOATOTMAOTAOTAOT OTAOTOTAOTAOT OO

3.4.2 Western blot

Para determinar los niveles proteicos corticales de arginasa |, CD36,
Ym1, PPARy, iINOS, COX-2, TNFa y MMP9 se emplearon homogenados
cerebrales de ratas y ratones sacrificados 24h después de la cirugia. La
concentracion proteica se determind con el ensayo de Bradford (Bradford,

1976) y asi, se transfirio igual cantidad de proteina (25ug9) de cada muestra a
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membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciences). Las membranas se
bloquearon con leche desnatada al 5% en TBS-T (0.05% Tween 20 en TBS) y

se incubaron con sus anticuerpos primarios correspondientes:

Tabla 7: Anticuerpos empleados para inmunodeteccién por la técnica de
Western blot

Anticuerpo Primario Dilucion Casa Comercial
Anti INOS (Rattus norvegicus) (1:100) Santa Cruz
Anti COX-2 (Rattus norvegicus) (1:200) Santa Cruz

Anti TNFa (Rattus norvegicus) (1:250)  Peprotech

Anti MMP9 (Rattus norvegicus) (1:2000) Millipore

Anti CD36 (Mus musculus) (1:500) R&D systems

Anti Arginasa | (Mus musculus) (1:100) BD Biosciences

Anti Ym1 (Mus musculus) (1:1000) StemCell Technologies Inc.
Anti CD206 (Mus musculus) (1:500)  Antibodies on line

Anti PPARy (Mus musculus) (1:1000) Santa Cruz

Anti Beta Actina (1:10000) Sigma

Posteriormente, las membranas se incubaron con los correspondientes
anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano conjugada a IgG
(Santa Cruz Biotechnology) con posterior exposicion a reactivos de deteccion
quimioluminiscentes (PerkinElmer Life and Analytical Sciences). Las bandas
inmunorreactivas se visualizaron utilizando el software GeneSnap Image
Adquisition (SynGene; Version 7.08). Las bandas especificas se cuantificaron
usando el software GeneTools Gel Analysis (SynGene version 4.01). Los
niveles de actina se emplearon como control de carga para la normalizacién de

los valores obtenidos.

3.4.3 Caracterizacién celular por citometria de flujo

Para determinar la expresion de marcadores M2 en el cerebro isquémico
se disefd un experimento de citometria de flujo para medir niveles de CD36 y
arginasa | en suspensiones celulares de tejido infartado 24 horas tras el
procedimiento quirurgico. El analisis se realiz6 en los siguientes grupos
experimentales: Sham + VEH; MCAO + VEH; MCAO + RSG; MCAO + RSG +
BWA4C. Tras la obtencion de las suspensiones celulares, las muestras se
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distribuyeron en tubos de citometria (BD Pharmigen) a los que se afiadioé 200ul
de PBS-BSA 5% junto con 2ul de solucion de bloqueo (CD16/CD32 mouse BD
Fc Block -BD Pharmigen-). Posteriormente, se procedié a su incubacién con
anticuerpos directos para citometria anti-CD45 conjugado a PE (Miltenyi Biotec)
y anti-CD11b (Miltenyi Biotec) conjugado a FITC durante 1 hora a 4°C. En el
caso particular de la deteccion de CD36, al tratarse de un receptor de
membrana, se llevd a cabo su incubaciéon con un anticuerpo anti-CD36
conjugado a PerCP (Santa Cruz). Las muestras destinadas a la deteccion de
este antigeno se lavaron con PBS y se resuspendieron en 150ul de FACS

FLOW (BD Pharmigen) para proceder a su analisis por citometria.

Las muestras destinadas a la deteccion del antigeno intracelular
arginasa | se lavaron con PBS frio, se fijaron con PFA al 4% y se
permeabilizaron con PBS-Tween20 0,1%. Las células permeabilizadas se
incubaron con rabbit anti mouse arginasa | (GeneTex) en PBS-BSA 5% durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron con PBS y se incubaron con
un anticuerpo secundario IgG anti rabbit conjugado a PerCP (Miltenyi Biotec)
que permite la deteccion del anticuerpo primario. Finalmente, se realizé un
ultimo lavado con PBS frio (1ml), se centrifugaron las muestras (1500rpm; a
4°C; 5 minutos), se descarté el sobrenadante por inversion y las muestras se
resuspendieron en 300ul de FACS-Flow (BD Bioscience) para proceder a su
anadlisis. La intensidad de fluorescencia considerada como positiva se definid

respecto a sus respectivos controles isotipicos.
La adquisicion de datos se realizé6 empleando un citdmetro de flujo

FACSCalibur® (Becton Dickinson S.A.) y el programa BD Cellquest™ PRO. Su

posterior analisis se llevo a cabo empleando el software FlowJO (Tree star inc.).

3.4.4 Ensayo de actividad transcripcional de PPARy

El receptor nuclear PPARYy se activa por unién de un ligando tras lo cual
se acopla a secuencias PPRE actuando como factor de transcripcién. Para
cuantificar la activacion de PPARy se utilizé el kit TransAMTM (Active Motif).
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Estos ensayos resultan mas sencillos y rapidos que un EMSA y permiten
utilizar cantidades de muestra mucho menores (basta con 1ug). En un primer
paso, las muestras de extractos nucleares, bien de la corteza cerebral o bien
de macréfagos de médula 6sea, se incuban en una placa de 96 pocillos en la
que estan anclados oligonucledtidos que contienen secuencias PPRE (5'-
AACTAGGAAAGGTCA-3') de tal manera que el PPAR activado se une a estas
secuencias PPRE, y el resto de proteinas se eliminan tras un lavado. Las tres
isoformas de PPAR se unen a las mismas secuencias PPRE, por lo que se
hace necesario un segundo paso consistente en un ELISA indirecto para
confirmar la presencia de la isoforma y. La uniéon del anticuerpo primario
especifico anti-PPARy se revela con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP; horseradish peroxidase). Al afiadir el sustrato de
la peroxidasa se genera un producto coloreado cuantificable por

espectrofotometria.

3.4.5 Determinaciéon de los niveles de LXA,

LXA; es un metabolito del acido araquidénico que se sintetiza por
lipoxigenacion en gran diversidad de tejidos y frente a diversos estimulos. Se
aislé por primera vez en leucocitos humanos (Serhan et al., 1986). Actualmente
existen kits comerciales que permiten su deteccion mediante técnicas de
ELISA. Nosotros hemos utilizado el EA 35 Lipoxin A4 EIA kit (Oxford
Biomedical Research). Las muestras de tejido cerebral necesitan pasar un
proceso de extraccion previo al ensayo de ELISA para evitar falsos positivos:
Tras homogenizar el tejido en etanol, el homogenado se centrifuga para
obtener el sobrenadante, que se diluye con agua y se acidifica con HCI 1N
hasta un pH de 3,5 para precipitar proteinas. A continuacion, se realiza una
cromatografia en fase solida reversa para extraer LXA4 en minicolumnas C18
octadecyl (AmprepTM Mini-Columns), que se equilibran utilizando etanol
absoluto seguido de agua. Para ello se afiaden a las columnas las muestras
seguidas de hexano, que arrastra las particulas mas hidrofobicas. Finalmente
se eluye la LXA4 con acetato de etilo. Las muestras en acetato de etilo se

congelan a -80°C hasta realizar el ELISA. En el caso de los sobrenadantes
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celulares, la extraccion previa de lipoxinas no es necesaria. Para realizar el
ensayo de ELISA las muestras deben estar disueltas en una solucion de
extraccién tamponada, por lo que se evaporé el acetato de etilo en corriente de
nitrégeno y el residuo seco se disolvié en el tampon de extraccion del kit de

ELISA. El kit de ELISA se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.6 Determinacién del volumen de infarto

Tincién con TTC (cloruro de 2,3,5-trifenil-tetrazolio)

Para evaluar el efecto neuroprotector de LXA; en ratas Wistar, se
extrajeron los cerebros a las 24 horas después de la pMCAOQO y se cortaron en
rodajas de 2mm usando una matriz cerebral (Brain Matriz, WPI, UK) tras lo cual
se tifieron en 2% de TTC (Merck) en una solucién de tampon fosfato 0,1 mol/L.
Cada rodaja fue fotografiada con una camara digital (Nikon Coolpix 990, Nikon
Corporation) y cada imagen se analizé contando el numero de pixeles de cada
rodaja expresado en milimetros cuadrados, usando el software Imaged 1,33u
(NIH). Se realizaron medidas del hemisferio sano (Hc) y lesionado (Hi)
excluyendo la lesién para de esta manera hacer una correccién del edema.
Posteriormente, se sumaron todas las medidas para obtener un volumen
hemisférico (milimetros cubicos), y se determind el volumen de hemisferio

infartado en mm?® usando la siguiente férmula: VHI= (Hc-Hi)/Hc.
Resonancia magnética (RM)

Para algunos estudios de neuroproteccion se realizé un analisis del
volumen del infarto por RM 24h después de la MCAO. Para dicho analisis, nos
servimos del equipo Biospec BMT 47/40 con un campo de 4,7 Teslas, que
permite la obtencion de imagenes de resonancia magnética in vivo y que, junto
con el software de imagen ParaVision, permiten la adquisicidén y reconstruccién
de imagenes y el procesado de los datos obtenidos. Una vez adquiridas las

imagenes, nos servimos del software ImageJ 1,33u (NIH), y mediante su
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aplicacién MRI analysis calculator determinamos los volumenes de hemisferio

infartado en los distintos grupos mediante la férmula:

Vol. Infarto (mm®) = ((Hemisferio Contralateral — Hemisferio Ipsilateral no

lesionado) / Hemisferio Contralateral)

Para dichas medidas empleamos 17 cortes separados 450 micras entre
si desde bregma 1.78mm a bregma -3.64mm. La conversion de las medidas
obtenidas con el MRI analysis calculator a unidades de volumen (mm?) para su
introduccién en la férmula de %Vol. Infarto se consiguié aplicando las

siguientes formulas:

Resolucion en el Plano = Vol MRI analysis calculator x 0,098 x 0,098
Resolucién en Volumen = Resolucion Plano x 0,391

Volumen Infarto = Suma de volimenes

3.4.7 Inmunofluorescencia

La deteccién de proteinas por inmunofluorescencia se realizé a partir de
secciones de cerebro de 30um de grosor previamente fijadas en
paraformaldehido. Tras la fijacién, se procedié a la permeabilizacion y al
bloqueo de uniones inespecificas mediante la incubacion de las secciones
(agitacion, 2h, temperatura ambiente) en T-KPBS, al que se le afiadié un 5%
del suero correspondiente (Jackson Immuno Research). El tipo de suero
seleccionado dependié en todos los casos del animal empleado para la
produccion del anticuerpo secundario. Seguidamente, se procedi6 a la
incubacién del anticuerpo primario en la misma solucion de bloqueo
(incubacién en agitacion, por toda la noche, 4°C). Tras 3 lavados con T-KPBS,
las secciones se incubaron con su correspondiente anticuerpo secundario
acoplado a fluorescencia (agitacion, 2h, temperatura ambiente) o, en el caso de
requerir una amplificacion de la sefal, se utilizd el sistema biotina-avidina. En
algunos casos, previo al montaje, se procedi6 a la tincion de nucleos

empleando TOPRO (Invitrogen). En la siguiente tabla se resumen las
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de

inmunofluorescencia:

combinaciones anticuerpos empleadas para los estudios de

INMUNOFLUORESCENCIA EN RATON:
Colocalizacion Anticuerpo primario
Ymi Rabbit anti Ym1
(Stem Cell Tech. Inc.)
En combinacion con:

NIMPR14

Anticuerpo Secundario
Goat anti Rabbit Biotin
(Vector Lab.)

Anticuerpo Secundario
Streptoavidina Alexa 488
(Invitrogen)

Rat anti NIMPR14 Donkey anti Rat Cy3

(ABCAM) (Vector Lab.)
GFAP (%) Mouse anti GFAP Donkey anti Mouse Cy3 -—-
(BD Biosc.) (Vector Lab.)
NeuN (* Mouse anti NeuN Donkey anti Mouse Cy3 -
euN () (Chemicon) (Vector Lab.)
cD11b Rat anti CD11b Donkey anti Rat Cy3 -
(Serotec) (Vector Lab.)
Ibat (#) Rabbit anti Iba1 Goat anti Rabbit Alexa -
(Wako) 647 (Invitrogen)
CD206 Rabbit anti CD206 Goat anti Rabbit Biotin Streptoavidina Alexa 488
(Santa Cruz) (Vector Lab.) (Invitrogen)
En combinacién con:
Rat anti NIMPR14 Donkey anti Rat Cy3 -
NIMPR14 (ABCAM) (Vector Lab.)
" Mouse anti GFAP Donkey anti Mouse Cy3 -
GFAP () (BD Biosc.) (Vector Lab.)
NeuN (*) Mouse anti NeuN Donkey anti Mouse Cy3 -
(Chemicon) (Vector Lab.)
Ibat (#) Rabbit antiIba1 (Wako) Goat anti Rabbit Alexa -
647 (Invitrogen)
5-L0 Rabbit anti 5-LO Goat anti Rabbit Biotin Streptoavidina Alexa 488
(Calbiochem) (Vector Lab.) (Invitrogen)
En combinacién con:
NeuN (*) Mouse anti NeuN Donkey anti Mouse Cy3 -

(Chemicon) (Vector Lab.)

INMUNOFLUORESCENCIA EN RATAS:

Anticuerpo primario Anticuerpo Secundario Anticuerpo
Secundario

Streptoavidina Alexa

Colocalizacion

Rabbit anti 5-LO Goat anti Rabbit Biotin

5-LO

(Calbiochem) (Vector Lab.) 488 (Invitrogen
En combinacién con:

GFAP Mouse ar!ti GFAP Donkey anti Mouse Cy3 -—-

(BD Biosc.) (Vector Lab.)
NeuN Mouse anti NeuN Donkey anti Mouse Cy3 -

(Chemicon) (Vector Lab.)
Mouse anti OX-42 Donkey anti Mouse Cy3 -—-

CD11b (OX42) (Serotec) (\)//ector Lab.) Y

Tabla 8 Combinaciones de anticuerpos empleados para Inmunofluorescencia. (*) indica que se
ampled el kit Mouse on Mouse (M.O.M) (Vector) para impedir interacciones de anticuerpos producidos
an ratén con el propio tejido. El empleo del kit M.O.M. se realizd siguiendo las instrucciones del
‘abricante. (#) Indica que se realizé6 una inmunofluorescencia seriada, dado que los dos anticuerpos
ampleados son de la misma especie. Inicialmente se procedié a la deteccidon del primer antigeno.
Sosteriormente se procedié a la fijacion con formalina (20 minutos a temperatura ambiente) y se
sontinud con la deteccion del segundo antigeno. Todas las inmunofluorescencias fueron realizadas junto
con sus correspondientes controles negativos que se emplearon para establecer la especificidad del
marcaje del anticuerpo primario
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Para la inmunofluorescencia en cultivos neuronales, las células
adheridas a cubreobjetos de vidrio tratados con polilisina se lavaron con PBS y
se fijaron con PFA al 4% disuelto en PBS durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se procedio a la permeabilizacién (PBS-Triton 0,2%)
y bloqueo de las uniones inespecificas con PBS-BSA 5% y a la incubacion con
los anticuerpos primarios NeuN (Chemicon) y 5-LO (Calbiochem). Finalmente,
las células se incubaron con los respectivos anticuerpos secundarios tras lo
que se procedio a colocar los cubreobjetos de vidrio en portaobjetos embebidos

con medio de montaje para inmunofluorescencia.

La visualizacion y la toma de microfotografias de los muestras para
inmunofluorescencia se llevé a cabo empleando el microscopio confocal Zeiss
y el software ZEN 2009 (Carl Zeiss Microimaging GmbH).

3.4.8 Cuantificacion celular por estereologia

Para la cuantificacién del nimero de células Ym1*/NIMPR14"* o células
Ym1'/NIMPR14" infiltradas en el tejido isquémico se usd el método del
fraccionador 6ptico, que permite realizar una estimacion del numero total de
células presentes en una estructura determinada (Gundersen et al., 1988).
Para esto, se obtuvieron cortes seriados de 30um de grosor tomando una de
cada 10 secciones consecutivas y quedando las secciones separadas 300um
entre si. Se utilizé un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 80i Nikon
Corporation) y el software Stereolnvestigator 6 (MicroBrightfield Inc.). La
delimitacion del area se realizdé sobre la zona infartada. Como criterios de
medicion, se tomaron 7 cortes por cada cerebro y se establecid un area de
disector dptico de 100um® y un coeficiente de error medio de la estimacién de
0.1. Para establecer la densidad de células Ym1”/NIMPR14" o
Ym1*/NIMPR14" infiltradas, el nimero total de células cuantificadas se dividié
por el volumen del area muestreada obtenido por Cavalieri y los resultados se

representaron como niimero de células positivas por mm?.

64



Materiales y métodos

3.4.9 Ensayo TR-FRET

Para determinar la habilidad de RSG para actuar como ligando de
PPARy, llevamos a cabo un ensayo in vitro de TR-FRET (Time-Resolved
Fluorescence Resonance Energy Transfer) empleando el kit LanthaScreen™
TR-FRET Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma Coactivator
Assay (Invitrogen). El procedimiento se llevé a cabo como indica el protocolo
del fabricante. Las medidas se realizaron en un espectrofotometro VICTOR3V
Multilabel Counter (WALLAC 1420; PerkinElmer Life and Analytical Sciences)

empleando la calibracion descrita en las instrucciones del fabricante.

Asi, en este ensayo in vitro nos servimos del dominio de union a PPARy
conjugado a terbio y de un péptido coactivador de PPARYy unido a fluoresceina.
Este procedimiento se basa en que al excitar el terbio a 340nm éste emite
fluorescencia a una longitud de onda capaz de excitar a la fluoresceina, que a
su vez emitira fluorescencia medible a una longitud de onda de 520nm. En esta
situacion, la transferencia de energia del terbio a la fluoresceina sélo es posible
si existe en el medio un agonista de PPARy capaz de inducir un cambio
conformacional en su dominio de unién que permita el acoplamiento del péptido
coactivador. Asi, la adicion de un agonista PPARy incrementara la emision a
520nm de la fluoresceina de manera concentracidn-dependiente. La
representacion del cociente de emisién de la fluoresceina (520nm) sobre el
terbio (490nm) respecto al logaritmo de la concentracién del agonista permitira
representar estos valores ajustados a una curva sigmoidal concentracidn-

respuesta.

340 nm T . 1I|.'u21} i

Theanti=5G5T Ab -~
al

= Agonist Fl-peptide

—>

Figura 2.4 Esquema de la transferencia de energia tras activacion de PPARy en el ensayo
TR-FRET
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3.4.10 Determinacion de citoquinas por citometria

Para determinar el nivel de expresidon proteica de las
citoquinas/quimioquinas pro-inflamatorias TNF-a y MCP-1 se utilizé un kit de
citometria [BD™ Cytometric Bead Array (CBA)]. Este ensayo permite la
discriminacion de diferentes proteinas en funcion del tamano y la fluorescencia
emitida. Los anticuerpos correspondientes a cada proteina se acoplaron a
microesferas (beads) segun las instrucciones de la casa comercial (BD
Bioscience). Cada muestra o estandar se anadié a tubos de citdmetro que
contenian 50ul de la mezcla de microesferas y se dej6 en incubacién por 1 hora
a temperatura ambiente. Posteriormente, se afadi6 a cada muestra
(homogenados cerebrales de ratén o estandar) 50ul de la mezcla del reactivo
de deteccion de ficoeritrina (PE), seguido de una hora de incubacion a
temperatura ambiente. Después de la incubacién, las muestras y la curva
estandar se lavaron con solucion de lavado y centrifugaron por 5 minutos a
200g. Finalmente, se descartd el sobrenadante y se anadieron otros 300ul de
solucion de lavado a cada tubo. Por medio de un citdmetro de flujo Facscalibur
(BD Biosciences), se realizo un analisis de dos colores. Los datos se
adquirieron con el programa BD Cellquest™ PRO y se analizaron utilizando el
programa FCAP Array™. Para excluir las particulas diferentes a las
microesferas de poliestireno de 7,5um se definié una ventana de adquisicion de
FSC vs. SSC. La concentracion de cada citoquina/quimioquina se determiné de
acuerdo a su curva estandar y se procedié a su normalizacién en funcion de los
miligramos de proteina (método Bradford) existentes en cada muestra. Cuando
una muestra tenia un valor menor al valor limite del ensayo se le asigno una

concentracion de Opg/ml.

3.4.11 Andlisis de la fagocitosis de neutrofilos

Para el analisis de la fagocitosis de neutréfilos en secciones de cerebro
de ratdn se procediod a la cuantificacién del porcentaje de co-localizacion entre
el marcador microglial Iba1 y el marcador de neutréfilos NIMPR14 en distintos

cortes histologicos. Asi, tras realizar la inmunofluorescencia de estos
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marcadores, se realizaron dos micrografias del core isquémico de 7 secciones
coronales de cada animal empleando el objetivo de magnificacion 20x de un
microscopio confocal (Zeiss LSM710). La cuantificacion del porcentaje de
colocalizacion Iba1/NIMPR14 se llevd a cabo sobre las proyecciones
ortogonales de los stacks en z' de las micrografias obtenidas mediante el
software Zenlite 2011 (Zeiss). Es importante decir que, para este analisis, la
morfologia de las células lbal® se examind cuidadosamente con el fin de
excluir falsos positivos resultado de la fagocitosis de la microglia necrética por
los neutrdfilos. Asi, para establecer este porcentaje de co-localizacién, sélo

tuvimos en cuenta a las células Iba1* con una morfologia no dafiada.

3.4.12 Andlisis de la funcion fagocitica de macréfagos en cultivo

El estudio de la fagocitosis in vitro se realiz6 en cultivos de macréfagos
de médula 6sea diferenciados con M-CSF en placas falcon de 6 pocillos de
9,6cm? de area. El medio de los cultivos fue reemplazado por un medio fresco
RFLC sin M-CSF al que se le afiadié LXA4 o vehiculo (EtOH). Tres horas tras la
incubacion con el nuevo medio, se afadio a los pocillos 3ul de una solucién de
bolas de latex conjugadas a fluoresceina (Sigma) y se incubd el cultivo durante
15 minutos a 37°C en agitacidon para permitir la fagocitosis del latex. La
reaccion se detuvo afiadiendo PBS frio. Los macrofagos se despegaron de las
placas de cultivo empleando puntas de pipeta, se centrifugaron, se
resuspendieron y se incubaron durante 1 hora a 4°C con una solucion de PBS
que contenia 2mg/ml de ioduro de propidio (Santa Cruz) para determinar las
células muertas. Finalmente, las células se lavaron y se resuspendieron en
FacsFlow (BD Pharmigen) para proceder a la deteccion de las células que
fagocitaron latex o fluoresceina® por citometria de flujo. La adquisicion se
realiz6 mediante un citometro Facscalibur (BD Biosciences) y los resultados se
analizaron empleando el software FlowJo (Tree star inc.). Los datos se
expresaron como indice de fagocitosis, que se obtiene de multiplicar el numero
de células positivas para la fluoresceina (FL1") por la intensidad de

fluorescencia para esta longitud de onda.
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3.4.13 Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el programa PRISM 4.0 (GraphPad
Software Inc.). Se realiz6 una t de Student para comparar dos grupos y un
ANOVA de una sola via seguido de una prueba post-hoc de Neuman-Keuls
para comparar mas de dos grupos. Para los estudios de correlacion se empled
un andalisis de regresion lineal. Los datos se expresaron como media * error
estandar de la media (ESM) y una p<0.05 se asumié como estadisticamente

significativa.

68






IV Resultados






Resultados

4.1 Estudio de la implicacion de 5-LO en los efectos anti-
inflamatorios de PPARy en la isquemia cerebral: inhibicién de

la activacion clasica o M1.

4.1.1 Caracterizacion de RSG como agonista PPARy

La unién de un agonista al dominio de union a ligando (LBD) del receptor
PPARy produce un cambio conformacional en la proteina que le permite el
reclutamiento de moléculas co-activadoras necesarias para la activacion de sus
genes diana. Al mismo tiempo, este PPARy activado se situara en sus
elementos de respuesta situados en regiones promotoras del ADN (Kodera et
al., 2000). En el contexto de la inflamacién, el receptor PPARy es capaz de
inhibir la produccion de moléculas pro-inflamatorias mediante un mecanismo de
transrepresion transcripcional (Jiang et al., 1998). Con este marco teodrico,
decidimos validar si en nuestras condiciones, el compuesto maleato de
rosiglitazona (RSG) mostraba las acciones descritas de union al receptor,
activacién transcripcional y funciones transrepresoras esperables de un

agonista bona fide de PPARYy y podia ser, por tanto, empleado como tal.

El estudio TR-FRET, cuyo procedimiento se describe en la seccion
correspondiente, mostr6 que RSG induce un cambio conformacional en el
dominio de union de ligando (LBD) de PPARy de manera concentraciéon
dependiente, lo que indica su capacidad de unirse al LBD del receptor PPARYy
como agonista. La cinética de la transferencia de energia detectada entre el
péptido coactivador y el LBD se ajustaba a una curva sigmoidal concentracion-
respuesta que indicaba que la concentracién media (ECsy) de RSG sobre el
LBD de PPARy era de 18nM (Figura 4.1 A). Ademas, estudiamos la accioén de
RSG en cultivos de macrofagos de médula 6sea de ratén diferenciados con M-

CSF. En estos cultivos pudimos establecer que un pretratamiento con RSG
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durante 12 horas era capaz de incrementar la actividad transcripcional de
PPARYy alrededor de un 25% sobre los macréfagos tratados con DMSO (Figura
4.1 B).

El efecto transrepresor de PPARy se estudié en estos macréfagos. En
este caso, el pretratamiento con RSG fue precedido de un tratamiento con
lipopolisacarido (LPS) a una concentracién de 0,1ug/ml durante 6 horas. El
efecto del LPS sobre el cultivo de macréfagos causoé un incremento de mas de
100 veces en la produccion de ARNm de TNFa respecto a los macrofagos
control (datos no mostrados). En estas condiciones prototipicas de una
activacion clasica o M1, el pretratamiento con RSG disminuyé la produccion de
TNFa de forma significativa. Dicho efecto resulté ser especifico de PPARYy,
puesto que el antagonista de PPARy, TO070907, revertié la inhibicion por RSG
de la produccion de TNFa inducida por LPS (Figura 4.1 C).
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Figura 4.1 Estudio de la activacion de PPARy por rosiglitazona. A. Ensag/o TR-FRET de unién a
ligando en el que se emplearon concentraciones crecientes de RSG (1.10™-1.10° nM) ajustandose el ratio
de emisién 520:490 a una curva concentracion-respuesta sigmoidal con una ECso de 18nM. B. Ensayo de
actividad transcripcional de PPARy con macréfagos de médula ésea diferenciados con M-CSF y tratados
con RSG (1uM) o vehiculo (DMSO 0,001%). La induccién de la actividad transcripcional se representa
como el porcentaje de activacion respecto al grupo control DMSO (n=4; *p<0,05 vs DMSO). C. Niveles de
ARNm de TNFa determinados por RT-PCR en macréfagos de médula ésea diferenciados con M-CSF tras
el tratamiento con LPS. Las células se sometieron a un pretratamiento previo con vehiculo (DMSO
0,001%), RSG (1pM) o RSG + T0070907 (2uM). La induccion de ARNm se representa sobre el grupo
control DMSO (n=3; *p<0,05 vs DMSO; # p<0,05 vs RSG).
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4.1.2 Estudio del papel de 5-LO en la inhibicién de la activacién M1

inducida por RSG en isquemia cerebral en rata

Las acciones neuroprotectoras inducidas por PPARy en la isquemia
cerebral se atribuyen a su efecto transrepresor sobre diferentes factores de
transcripcion implicados en la inflamacion (ver Tabla 1.4). Puesto que
antecedentes previos de nuestro grupo han demostrado que la actividad 5-LO
es necesaria para la neuroproteccion inducida por RSG, decidimos estudiar si
la actividad 5-LO estaba implicada en el efecto anti-inflamatorio mediado por
PPARy en isquemia. Para este propodsito, se evalud la expresion de ARNm y
proteina de las moléculas pro-inflamatorias TNFa, iNOS, COX-2 y MMP9 en
tejido isquémico de ratas tratadas con salino, RSG o con una combinacién de
RSG junto con el inhibidor especifico de la actividad 5-LO, BWA4C. Ademas,
para estudiar la expresion de dichos mediadores en ausencia de isquemia, se
emplearon animales sham. Los resultados obtenidos indican que, 5 horas tras
el inicio del proceso isquémico, se produce un incremento en la transcripciéon
de ARNm de TNFa, iINOS, COX-2 y MMP9 en los animales isquémicos cuando
se compararon con el grupo sham (Figura 4.2A). De acuerdo con datos previos
en la literatura (Pereira et al., 2006; Zhao et al., 2006), el tratamiento con RSG
produjo una reduccion significativa de los niveles de TNFa, iNOS, COX-2 y
MMP9, en comparacion con el grupo MCAO+VEH. El tratamiento combinado
de RSG junto con el inhibidor especifico de 5-LO abolié el efecto de RSG e
incluso incrementd la transcripcion de TNFa, INOS y MMP9 a niveles
superiores a los encontrados en el grupo MCAO+VEH. En el caso de COX-2,
se produjo un incremento significativo de ARNm en el grupo isquémico con
RSG+BWA4C al compararse con los animales isquémicos que solo recibieron
RSG.

En cuanto a los niveles proteicos de estos mediadores 24 horas tras la
isquemia, el efecto observado fue similar al encontrado en el ARNm (Figura
4.2B). Asi, la isquemia indujo la expresion de TNFa, iNOS, MMP9 y COX-2 y
ésta se redujo tras el tratamiento con RSG. En el caso concreto del TNFa, su
forma activa fue la unica que disminuyé tras el tratamiento con RSG. El
inhibidor especifico de 5-LO BWAA4C inhibi6é el efecto transrepresor de RSG
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sobre INOS, COX-2 y la forma activa de TNFa. En el caso de la expresion
proteica de MMP9, el inhibidor de 5-LO no produjo variaciones significativas ni
de su forma activa ni de su pro-forma cuando se comparé con el grupo
MCAO+RSG.
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Figura 4.2 Implicacion de 5-LO en las acciones anti-inflamatorias de RSG en isquemia cerebral
experimental en cerebro de rata. A Niveles normalizados de ARNm de los mediadores pro-inflamatorios
COX-2, iNOS, MMP-9 y TNFa por RT-PCR 5 horas tras el procedimiento quirdrgico. (n=3; *p<0,05 vs.
MCAOQ; #p<0,05 vs. MCAO + RSG). B. Niveles proteicos normalizados de COX-2, iNOS, y de las formas
activas y pro-formas de MMP-9 y TNFa en cerebros de ratas Wistar 24h tras el procedimiento quirirgico
(n=3; *p<0,05 vs. MCAO,; #p<0,05 vs. MCAO + RSG).
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4.1.3 Estudio del efecto del agonista de PPARy RSG sobre la

expresion de 5-LO tras isquemia cerebral en rata

Puesto que la actividad 5-LO esta implicada en los efectos anti-
inflamatorios y neuroprotectores de PPARYy en isquemia, quisimos determinar el
efecto de la activacion de PPARy en la expresion de 5-LO. Asi, llevamos a
cabo tres series de experimentos en cerebros de ratas Wistar. La primera
aproximacion se realizé6 mediante RT-PCR, donde se analizaron los niveles de
ARNmM de las tres isoformas de lipoxigenasa mas importantes en mamiferos
(Figura 4.3 A). EIl ARNm se estudio 5 horas tras el procedimiento quirurgico en
cortezas cerebrales de ratas sham e isquémicas tratadas con RSG o
vehiculo10 minutos tras la operacion. Los resultados muestran que los niveles
de expresion de 12 y 15 lipoxigenasa no sufren ningun cambio ni por el efecto
de la isquemia ni por la accion de RSG. Sin embargo, los niveles de 5-LO se
incrementaron significativamente tras el tratamiento con RSG en los animales

isquémicos.

A nivel de proteina, estudiamos la expresion de 5-LO mediante western
blot en homogenados de corteza cerebral 24 horas tras MCAO (Figura 4.3 B).
Para comprobar si la induccién de 5-LO dependia de la actividad PPARYy,
realizamos un tratamiento combinado de RSG junto con el antagonista
especifico de PPARy, T0O070907. Los resultados indican que el infarto no
produce variaciones en la expresion de 5-LO cerebral al comparar la expresion
de la enzima entre animales sham e isquémicos. Sin embargo, los animales
isquémicos que fueron tratados con RSG presentaron un incremento de los
niveles de 5-LO en la corteza cerebral si los comparabamos con los animales
sham o isquémicos no tratados. Dicha induccion desaparecia tras el
tratamiento conjunto de RSG con T0070907, demostrando que el incremento
en los niveles proteicos de 5-LO que se observaba tras el tratamiento con RSG

depende especificamente de la actividad PPARY.
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Figura 4.3 Efecto de RSG sobre la expresiéon de 5-LO en isquemia cerebral experimental. A. Niveles
de ARNm por RT-PCR de 15, 12 y 5 lipoxigenasa en cerebro de ratas Wistar 5 horas tras isquemia. Los
datos se representan a partir de los niveles normalizados de ARNm por la actina sobre el grupo sham
(n=3; *p<0,05 vs MCAO). B. Western blot de 5-LO en homogenados de cerebros de ratas Wistar 24 horas
tras isquemia. Los niveles de la proteina estan normalizados respecto a la actina (n=3; *p<0,05 vs.
MCAOQ; #p<0,05 vs. MCAO + RSG)

Por ultimo, y con el objeto de localizar en qué tipo de células se expresa
5-LO, llevamos a cabo estudios de inmunofluorescencia de doble marcaje de 5-
LO junto con marcadores de fenotipo celular en el tejido cerebral 24 horas tras
MCAO (Figura 4.4). Asi, los anticuerpos frente a NeuN (neuronas), GFAP
(astrocitos) y CD11b (clon OX-42, células mieloides) se detectaron con sus
anticuerpos secundarios correspondientes conjugados a Cy3 (rojo). 5-LO se
detectd con un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 488 (verde) en
animales sham e isquémicos tratados con RSG o vehiculo 10 minutos tras la
operacion. A su vez, empleamos el marcador TOPRO (azul) para detectar los
nucleos celulares. El andlisis de las imagenes de microscopia confocal
obtenidas tras la inmunofluorescencia muestra que la localizacion de 5-LO en
las regiones corticales, definidas como areas peri-infarto en animales
isquémicos, se producia fundamentalmente en el citoplasma de las neuronas.
Ademas, en concordancia con los resultados obtenidos por western blot, la
intensidad de fluorescencia para la 5-LO neuronal se incrementaba en los
animales isquémicos tratados con RSG. Por otro lado, no se detectd expresion
de 5-LO en astrocitos ni en células mieloides en las distintas condiciones

experimentales estudiadas.
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Figura 4.4 Caracterizacion de la expresion celular de 5-LO por inmunofluorescencia; Expresion de
5-LO en neuronas (NeuN) de animales sham (A,B) o isquémicos (C,D) 24 horas tras el procedimiento
quirargico tratados con vehiculo o RSG en las areas peri-infarto de cerebros de ratas Wistar. Localizacion
de 5-LO con el marcador de astrocitos GFAP en cerebros isquémicos tratados con vehiculo (E) o RSG
(F). Localizacién de 5-LO con el marcador de células mieloides OX-42 en animales isquémicos tratados
con vehiculo (G) o RSG (H). Las inmunofluorescencias se combinaron con el marcador nuclear TOPRO

(azul).
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4.2 Estudio de la activacion alternativa o M2 en la isquemia
cerebral experimental y del papel de la via PPARy-5-LO en este

proceso

4.2.1 Estudio del papel de 5-LO en la neuroproteccion inducida por

RSG en la isquemia cerebral experimental en raton

Con el objeto de demostrar la implicacion de 5-LO en la neuroproteccion
ejercida por la activacion de PPARy en ratdon, analizamos el volumen de infarto
en ratones silvestres y deficientes para 5-LO tratados con RSG. Los resultados
indican que el tratamiento con RSG produce una disminucién del area infartada
del 45% en animales salvajes (wild type, WT) 24 horas tras isquemia (Figura
4.5), efecto que no se observé en los ratones deficientes para la enzima 5-LO.
Este efecto confirma que 5-LO esta implicada en la neuroproteccion inducida
por RSG. Ademas, los animales 5-LO-/- presentaron un volumen de infarto

menor que los animales WT no tratados con RSG.
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S 201 T
T
.“g 191 —_I—
S 10-
% 5- -
S
0
RSG " * - *

Wild Type 5-LO -/-

Figura 4.5 Efecto de la deleciéon génica de 5-LO en la neuroproteccion inducida por RSG. Volumen
del infarto por resonancia magnética potenciada en T2 24 horas tras la operacion en animales silvestres
(Wild type; WT) o deficientes para 5-LO (5-LO -/-) tratados con RSG o vehiculo (DMSO) (n=6; p<0,05 en
WT+VEH vs. WT+RSG determinado por ANOVA de 1 via seguido por analisis post-hoc Newman Keuls).
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4.2.2 Analisis de la expresion celular de 5-LO en isquemia cerebral

experimental en ratén. Efecto de PPARy

Como estudio paralelo al realizado en rata, exploramos la localizacién
celular de la expresion de 5-LO inducida por RSG. Asi, llevamos a cabo un
analisis de la co-localizacion de la enzima (verde) con el marcador neuronal
NeuN (rojo) en cerebros de ratones WT con el mismo fondo genético que los
ratones deficientes para 5-LO. Las micrografias obtenidas de la
inmunodeteccion de 5-LO indican que, de manera semejante a lo observado en
cerebros de rata, la enzima incrementa su expresiéon en el cerebro de los
ratones isquémicos tratados con RSG al compararlos con los del vehiculo
(Figura 4.6). Ademas, los datos muestran que existe una co-localizacion de 5-
LO con el marcador neuronal NeuN. La especificidad del marcaje se evalud en
animales deficientes para la enzima, en los que la ausencia de marcaje para 5-

LO valido la especificidad de la técnica empleada.

4.2.3 Estudio del papel de 5-LO en la expresion y senalizacion de

PPARYy en isquemia cerebral experimental en ratén

El establecimiento de nuestra hipotesis experimental, en la que
apuntamos a la implicacion de 5-LO en las acciones mediada por PPARYy,
requeria establecer cuales eran las diferencias en la sefializacion de PPARy en
animales deficientes y salvajes para esta enzima. Con este fin, caracterizamos
la expresion de PPARy en este sistema y analizamos su actividad

transcripcional.

Los resultados muestran un incremento en la expresion de PPARy
inducido por la isquemia que no variaba significativamente tras el tratamiento
con RSG. Los niveles de expresion de PPARy encontrados en los animales
sham en las distintas condiciones experimentales estudiadas no mostraron
diferencias. Curiosamente, los ratones isquémicos 5-LO-/- presentaron niveles

proteicos de PPARYy superiores a los de los animales WT (Figura 4.7A).
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5-LO NeuN MERGE

Figura 4.6 Expresion de 5-LO en cerebro isquémico de ratéon. Micrografias representativas de la co-
localizaciéon de 5-LO (verde) con la proteina neuronal NeuN (rojo) en las areas peri-infarto (p.i) y core del
hemisferio ipsilateral del cerebro de ratones tratados con vehiculo (MCAO+VEH), rosiglitazona
(MCAO+RSG) o en ratones deficientes para 5-LO (5-LO-/-). Las muestras se tomaron 24 horas tras
isquemia. Barra de escala 25uM

Por otra parte, los resultados de actividad transcripcional indican que
RSG incrementa la actividad transcripcional de PPARy en animales WT
isquémicos como era de esperar. Sin embargo esto no sucede en animales 5-

LO-/- (Figura 4.7B) a pesar de la mayor expresion encontrada.

Por ultimo, el gen diana de PPARy, CD36, aumenta su expresion tras
isquemia, aumento que fue mucho mas notable tras el tratamiento con RSG en
los animales WT (Figura 4.7C). Sin embargo, este incremento no se produjo en
los animales 5-LO-/-. Respecto a las acciones transrepresoras de PPARYy, la

isquemia indujo la expresiéon de marcadores M1 (TNFa y MCP-1) en el cerebro,
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de acuerdo con datos previos (del Zoppo, 2010), efecto que disminuia tras el
tratamiento con RSG en los animales WT (Figura 4.7 D y E). Por el contrario,

RSG no afectod los niveles de estos mediadores en los animales 5-LO-/-.

Todos estos datos apuntan a que 5-LO es un mediador fundamental de

las acciones de PPARYy.
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Figura 4.7 Expresion y actividad de PPARy en ratones salvajes y 5-LO deficientes. A. Expresion
proteica de PPARy medida por western blot (n=4; *p<0,05 vs. MCAO WT); B. Actividad transcripcional del
PPARy en ratones salvajes y deficientes para 5-LO 24 horas tras isquemia. Los datos de los distintos
grupos se representan normalizados respecto a la densidad 6ptica media (D.O.) obtenida en el kit ELISA
del grupo sham wild type (n=6; *p<0,05 vs. MCAO WT); C. Expresion proteica del gen diana de PPARy
CD36 en ratones salvajes y deficientes para 5-LO (n=4; $p<0,05 vs. sham WT; *p<0,05 vs. MCAO WT;
#p<0,05 vs. MCAO+RSG WT). D y E Niveles de las citoquinas TNFa (D) y MCP-1 (E) normalizados por
mg de proteina medidas por CBA (n=4; *p<0,05 vs. MCAO WT: #p<0,05 vs. MCAO+RSG WT).
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4.2.4 Estudio de los niveles del producto de 5-LO LXA, en isquemia

cerebral experimental en ratén. Efecto de PPARYy

Puesto que las acciones de 5-LO en nuestro modelo podrian deberse a
un incremento en la produccion de LXA,;, decidimos evaluar los niveles
corticales de esta lipoxina en ratones silvestres y 5-LO deficientes tras
isquemia. Los resultados muestran que RSG induce la expresion de LXA4 en el
cerebro isquémico de ratones WT pero no en 5-LO-/- (Figura 4.8). Este estudio
corrobora los resultados previos obtenidos por mi grupo de investigacién en
rata (Sobrado et al., 2009) e indican que el incremento en LXA,4 derivado del

tratamiento con RSG depende fundamentalmente de la actividad 5-LO.

VEH RSG VEH RSG
Wild type 5-LO -/-

Figura 4.8 Niveles de LXA4 en corteza cerebral de animales sometidos a MCAO. Niveles de LXA4 en
homogenados cerebrales de la corteza isquémica de animales salvajes y deficientes para 5-LO. Los
valores estan normalizados por mg de proteina (n=3; *p<0,05 vs. MCAO WT)

4.2.5 Estudio de la activacion alternativa o M2 en el cerebro de

raton: efecto de la isquemia y de la via PPARy-5-LO

Con el fin de caracterizar la implicacién de PPARy y de la enzima 5-LO
en la polarizacion alternativa tras isquemia cerebral, procedimos en primer

lugar al estudio de los niveles de expresién de los marcadores M2 en el cerebro
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isquémico. Asi, empleamos la técnica de western blot para evaluar los niveles
de expresion proteica de los marcadores M2 arginasa |, CD206 e Ym1. Los
resultados muestran que el proceso isquémico es capaz, por si mismo, de
inducir el incremento de expresion de estos marcadores M2 en el cerebro 24
horas tras la isquemia cuando se comparan con los niveles de expresion de los
animales sham. Ademas, el tratamiento con el agonista PPARy, RSG,
incrementd la expresidn de arginasa | en el cerebro isquémico en los animales
WT. Este efecto de RSG no se observé en los animales deficientes para 5-LO.
En el caso de CD206 e Ym1 no se observaron cambios significativos entre las
distintas condiciones experimentales estudiadas dentro de los grupos sham y
MCAO (Figura 4.9 A).

Puesto que la isquemia per se modifica la expresion de marcadores
alternativos, realizamos un analisis de sus niveles, incluyendo a CD36, en el
tejido isquémico teniendo en cuenta el volumen del infarto obtenido en los
diferentes grupos. Asi, podriamos evaluar la contribucion del farmaco en la
polarizacion M2 eliminando el sesgo que inducia el tamafio de la lesion. Los
datos muestran (Figura 4.9 B) que la expresién de algunos marcadores como
Ym1 aumentan al aumentar el volumen del infarto, mientras que otros se
comportan al contrario (CD36 y Argl). Por ello, decidimos normalizar la
expresion por el volumen de la lesién. Normalizando en cada uno la expresiéon
por el volumen del infarto encontramos que la induccién en la expresion del
marcador CD206 aumentaba en la isquemia por la accion de RSG soélo en
animales WT y no en animales 5-LO-/-. La normalizacion por el volumen del
infarto, como era de esperar, no varié el comportamiento en expresion de
arginasa | y CD36, dado que su induccién por RSG en las mediciones no
normalizadas indicaban ya una induccion por RSG dependiente de 5-LO.
Cuando se normalizé la expresion de Ym1 por volumen de infarto, los
resultados indicaron que este marcador se induce en el cerebro isquémico por

accion de RSG tanto en animales WT como deficientes para 5-LO.
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Figura 4.9 Expresion cortical de marcadores M2. A. Western blots de los marcadores M2
Ym1, CD206 y arginasa | 24 horas tras isquemia (n=5; *p<0,05 vs. MCAO WT; #p<0,05 vs. MCAO WT +
RSG). B. Normalizacion de la expresion proteica respecto al volumen del infarto. Regresiones lineales de
los marcadores estudiados, incluyendo a CD36, y representacion del valor normalizado por el tamafio de
la lesion. (n=3; *p<0,05 vs. MCAO WT; #p <0,05 vs. MCAO WT + RSG)

4.2.6 Analisis de la localizacion celular de marcadores M2 en el

cerebro isquémico en ratén

Para determinar el tipo celular responsable de la expresion de los
marcadores M2 en la isquemia, nos servimos en primer lugar de la técnica de
citometria de flujo para el estudio de células que expresan CD36 y arginasa |.
De esta forma, mediante disociacién mecanica del tejido isquémico, obtuvimos
una suspension celular que se incubd junto con los marcadores de linaje CD45
(leucocitos) y CD11b (células mieloides). Esta técnica experimental, descrita en
el apartado correspondiente, es un método optimizado para el aislamiento y

caracterizacion de leucocitos en el cerebro, incluida la microglia (Campanella et
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al., 2002). Dado que la citometria de flujo permite una cuantificacién rapida del
numero de células positivas para estos marcadores, decidimos incluir tres
grupos experimentales en el estudio con el fin de corroborar los resultados
obtenidos por la técnica de western blot. De tal modo, los animales empleados
fueron tratados con vehiculo, RSG o RSG + el inhibidor especifico de 5-L0O,
BWAA4C, todos ellos administrados, como siempre, 10 minutos tras la isquemia.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

-Poblaciones celulares obtenidas tras la disgregacion de cerebros sham
e isquémicos: En primer lugar observamos que el numero de células que se
obtiene en los animales isquémicos es muy superior al de los animales sham
(Figura 4.10 A). Este hecho, que discutiré posteriormente, no permitio
determinar diferencias en los tipos celulares obtenidos entre los animales sham
e isquémicos por el bajo rendimiento en la obtenciéon de células en el grupo
sham. Sin embargo, en el caso de los animales isquémicos, encontramos dos
fenotipos claros de células que expresan el marcador mieloide CD11b. La
primera subpoblacién y mas numerosa eran células CD45°% que han sido
caracterizadas como microglia activada de la regién isquémica (Campanella et
al., 2002). La segunda subpoblacion mieloide encontrada expresaba mayores
niveles de CD45, lo que se ha definido como células de infiltracion,
principalmente monocitos y neutréfilos (Campanella et al., 2002). La positividad
de marcaje para estos antigenos se determind en base a la intensidad de

fluorescencia de los controles isotdpicos que empleamos en el experimento.

- Localizacion de la expresion de CD36: Estudios de co-localizacion
utilizando un anticuerpo que reconocia CD36 junto con los marcadores de
linaje CD45 y CD11b en la suspension celular obtenida del tejido isquémico
mostraron que la expresion de CD36 tras isquemia se detectaba en células
mieloides CD45°" CD11b*, caracteristico de la microglia (Campanella et al.,
2002) (Figura 4.10 B). La cuantificacion de estas células CD36" en los
diferentes grupos experimentales mostré que RSG incrementaba el porcentaje
y el numero de células microglia residente que expresan CD36 en comparacion
con el grupo isquémico tratado con vehiculo. El tratamiento combinado de RSG

junto con el inhibidor especifico de 5-LO, BWA4C, disminuyé significativamente
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el porcentaje y numero de células que expresaban este marcador cuando se
comparé con los animales isquémicos tratados con RSG. Estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos por western blot, confirmando que la
inducciéon de CD36 tras el tratamiento con RSG depende de 5-LO.
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Figura 4.10 Localizacion de los marcadores M2 CD36 y arginasa | por citometria de flujo. A Diagramas de
puntos representativos de la disgregacioén celular en animales sham e isquémicos, junto con su control isotipico.
Los diagramas superiores muestran la disposicion de las células en funcion de su tamafo y complejidad. Los
diagramas inferiores representan a las células en funcién de la expresiéon de los antigenos CD45 y CD11b,
donde se observa que los animales isquémicos presentan dos subpoblaciones CD11b" que expresan distintos
niveles de CD45. B Diagramas de puntos representativos de la expresion de CD36 de la subpoblacion mieloide
en base a la expresion de CD45 en los distintos grupos experimentales. La positividad para CD36 se establecio
en base a su control isotipico. En la parte superior de los diagramas se muestra el porcentaje medio de células
que expresan CD36 en cada tratamiento. La grafica indica, en niUmero normalizado por el total de eventos
celulares obtenidos, el total de células CD36" (n=3; *p<0,05 vs. MCAO VEH; #p<0,05 vs. MCAO RSG). C
Representacion de la expresion de arginasa |. Las representaciones se realizaron de igual manera que para
CD36 (n=3; *p<0,05 vs. MCAO VEH; #p<0,05 vs. MCAO RSG).
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-Localizacion de la expresion de arginasa I: Su expresion resultdé ser mas
heterogénea y la positividad para el marcaje menos intensa que la encontrada
para CD36 (Figura 4.10 C). Aun asi, en base al control isotipico, conseguimos
determinar la poblacion celular positiva para arginasa |. Esta poblacion, al igual
que con CD36, era mayoritariamente microglia, caracterizada como CD45""
CD11b", aunque también existian células que expresaban la proteina que
presentaban un fenotipo CD45"" CD11b*, que corresponde a las células
mieloides infiltradas (Campanella et al., 2002). El tratamiento con RSG
incrementd el porcentaje de células que expresaban el marcador arginasa |.
Ademas, el inhibidor especifico de 5-LO, BWA4C, disminuyé el porcentaje de
células que expresaban arginasa | cuando se comparé con el grupo de
animales isquémicos tratados con RSG. Estos resultados, aunque con
diferencias cuantitativas menores, estan de acuerdo con los obtenidos por
western blot, confirmando también que la induccion de arginasa | tras el

tratamiento con RSG depende de 5-LO.

Adicionalmente, utilizamos la técnica de inmunofluorescencia para
localizar el tipo celular responsable de |la expresion de CD206 e Ym1. Con este
fin, se evalud la co-localizacion de estos marcadores (verde) con los
marcadores celulares (rojo) NeuN (neuronas), GFAP (astrocitos), Iba1
(microglia) y NIMPR14 (neutrdfilos). Los resultados muestran que las células
CD206" co-localizan principalmente con el marcador para neutrofilos NIMPR14
(Figura 4.15 A y D). Su expresién no se detectd ni en neuronas, ni en
astrocitos, ni en la microglia cerebral (Figura 4.11 D). Este hecho indica que, al
contrario de los resultados obtenidos para CD36 y arginasa |, el componente
celular mayoritario que expresa CD206 tras la isquemia son los neutrofilos
infiltrados en el area lesionada. La expresion de Ym1 por inmunofluorescencia
mostré que, al igual que CD206, las células NIMPR14" expresaban Ym1 tras la
isquemia (Figura 4.11 A y D). Tampoco se detecté expresion de Ym1 ni en
neuronas, ni en astrocitos, ni en microglia (Figura 4.11 C). Estos datos estan de
acuerdo con los obtenidos por western blot que muestran su dependencia del

tamano del infarto, zona en la que se localizan principalmente los neutrofilos.
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Ym1  Marcador de Merge CD206 Marcadorde Merge
linaje linaje

Figura 4.11 Localizacion de los marcadores M2 Ym1 y CD206 por inmunofluorescencia en el
cerebro isquémico. A. Micrografias representativas de la co-localizacion de Ym1 y CD206 (verde) con el
marcador de neutréfilos NIMPR14 (rojo). La barra de escala indica 25um; B. Proyeccién ortogonal de la
co-localizacion de CD206 e Ym1 (verde) con NIMPR14 (rojo). La flecha blanca indica la célula
seleccionada para el analisis de co-localizacion, donde se observa una expresion en membrana de
CD206 (panel izquierdo) y una expresion citoplasmatica para Ym1 (panel derecho); C y D. Co-localizacion
de Ym1 (C) y CD206 (D) con los marcadores de linaje celular (rojo) NeuN (neuronas), GFAP (astrocitos) e
Iba1 (microglia); la barra de escala indica 25um. Todas las micrografias representadas han sido obtenidas
de animales isquémicos tratados con RSG vy sacrificados 48h tras la isquemia, en el core de la lesion
isquémica. Las co-localizaciones no mostraron diferencias en la expresién de estos marcadores entre los
distintos grupos experimentales estudiados (WT, 5-LO-/-). Asi, el grupo MCAO WT+RSG seleccionado en
las imagenes es representativo de la co-localizacion de estos marcadores para el resto de los grupos
experimentales estudiados

Ademas de la co-localizacién de Ym1 con NIMPR14, encontramos un
numero importante de células que expresaban Ym1 pero que eran negativas
para todos los marcadores de linaje empleados, incluido NIMPR14 (Figura
4.12). Al estudiar la co-localizacion de Ym1 con el marcador de células

mieloides CD11b, encontramos que todas las células Ym1 eran CD11b". A la
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vista de estos resultados, definimos una subpoblacion de células Ym1 como
CD11b" Iba1” NIMPR14", definida en la bibliografia como monocitos (Ajami et
al., 2011). Puesto que nuestro objetivo es el estudio de los marcadores M2, nos
centramos en esta poblacién, en la que exploramos la dependencia de 5-LO
tras el tratamiento con RSG. Con este propdsito, llevamos a cabo un estudio
estereologico, mediante el método del fraccionador optico, de las células
Ym1*NIMPR14" en animales WT y 5-LO-/- tratados con RSG o vehiculo y
sacrificados 24 y 48 horas tras la isquemia. Los resultado muestran que la
subpoblacién infiltrada de monocitos Ym1® incrementaba en el cerebro 48
horas tras la isquemia por accion de RSG y que este efecto era dependiente de
5-LO, ya que en los animales 5-LO-/- tratados con RSG el numero de células
Ym1'NIMPR14" fue menor (Figura 4.12). Las cuantificaciones obtenidas a 24
horas tras isquemia no mostraron diferencias significativas entre los distintos

grupos analizados.
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Figura 4.12 Analisis por estereologia de la subpoblacion CD11b"'Ym1*NIMPR14".
Micrografias de la subpoblacion celular definida como monocitos Ym1®. Gréficas de la densidad
de monocitos encontrada en el area infartada 24 y 48h tras la isquemia. Los datos se
representan como el niumero de células cuantificadas por el método del disector o6ptico y
normalizadas por el volumen de tejido muestreado cuantificado por Cavalieri. En todos los
casos, el area de muestreo se limité al tejido isquémico dafiado, Unico lugar donde se
localizaban estas células. (n=4; *p<0,05 vs. MCAO WT). Las barras de escala indican 25um.
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En relacién a la poblacion de neutréfilos NIMPR14", los resultados
obtenidos por el método del fraccionador 6ptico indican que, tanto a 24 como a
48 horas tras la isquemia, la poblacion de neutrofilos Ym1~ es la mayoritaria en
los animales WT tratados con vehiculo. En cambio, el tratamiento con RSG en
estos animales indujo un aumento del nimero de neutrofilos Ym1® presentes
en la lesion isquémica. Este numero superd al de los neutréfilos Ym1™ 48 horas

tras la isquemia (Figura 4.13).
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Figura 4.13 Analisis por estereologia de las subpoblacion de neutrofilos encontrados en
la lesién isquémica. Micrografias de la subpoblacion celular definida como neutréfilos Ym1™.
Gréaficas de la cuantificacion de la densidad de neutréfilos Ym17/Ym1™ encontrada en el area
infartada 24h y 48h tras la isquemia. Los datos se representan como el niumero de células
cuantificadas por el método del disector éptico normalizadas por el volumen de tejido
muestreado cuantificado por Cavalieri. En todos los casos, el area de muestreo se limitd al
tejido isquémico danado, unico lugar donde se localizaban estas células. (n=4; *p<0,05 vs.
MCAO WT; #p<0,05 vs. MCAO + RSG WT; $p<0,05 vs. Indicado (t-test)). Las barras de escala
indican 25um.

En el caso de los animales 5-LO-/-, nuestros resultados indican la
presencia de un mayor nimero de neutrofilos Ym1* en la lesién isquémica,
tanto a 24h como a 48h tras la isquemia, al compararse con los animales WT
tratados con vehiculo. El tratamiento con RSG en estos animales no indujo un
aumento en el nimero de neutrofilos Ym1*, indicando que la actividad 5-LO es

importante para la expresion de Ym1 por los neutrodfilos (Figura 4.13).
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4.2.7 Caracterizacion de la fagocitosis de neutréfilos por
microglia/macrofagos en isquemia cerebral en raton. Efecto de la via
PPARy-5-LO

Como uno de los mecanismos implicados en la resolucién de la
inflamacion es la fagocitosis de los neutrofilos infiltrados por los
macréfagos/microglia activados del area lesionada, decidimos estudiar este
proceso 48 horas tras la isquemia. Para ello, evaluamos el nimero de eventos
de co-localizacion entre el marcador microglial Iba1 (verde) y el marcador de
neutrofilos NIMPR14 (rojo) en distintas secciones representativas del eje rostro-
caudal de la lesion isquémica en animales salvajes y deficientes para 5-LO

tratados con RSG o vehiculo.

Las micrografias obtenidas muestran la existencia de co-localizacion
entre neutréfilos y microglia, tanto en las zonas perinfarto como en el core,
indicando la existencia de un proceso de fagocitosis de los neutréfilos
infiltrados (Figura 4.14). En estas regiones cuantificamos el porcentaje de co-
localizacion Iba1/NIMPR14. Nuestros resultados indican que, a 48 horas tras la
isquemia, un 12,9+4,8% de microglia activada del area lesionada co-localiza
con el marcador de neutréfilos. En el caso de los animales tratados con RSG,
este porcentaje se incrementa hasta alcanzar el 27,7£10,2% (Figura 4.14). Por
el contrario, RSG no afecté el porcentaje de co-localizaciéon en los animales 5-
LO-/-.
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Figura 4.14 Fagocitosis de neutroéfilos por la microglia cerebral 48 horas tras MCAO en ratones WT y 5-LO-/-.
Efecto de RSG. El panel izquierdo muestra los campos representativos, tomados con el objetivo de magnificacion 20x,
de la co-localizacion de NIMPR14 (rojo) con Iba1 (verde) en animales WT y 5-LO-/-. Las flechas indican los eventos
cuantificados. La barra de escala indica 50um. En la grafica se representa el porcentaje de células que co-localizan por
campo en relacién a la microglia total (células Iba1*) existente en dicho campo (n=4; *p<0,05 vs. MCAO WT). El panel
superior derecho muestra una micrografia ampliada de un evento de fagocitosis, en el que se observa la co-localizacion
entre un neutréfilo (rojo) con la microglia (verde). La barra de escala indica 10um.
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4.3 Efecto del producto de 5-LO LXA, en neuroproteccion y

activacion M2

4.3.1 Estudio del efecto neuroprotector de LXA; en isquemia

cerebral experimental en rata

Como hemos mostrado anteriormente, los niveles de LXA4 derivado de
la actividad 5-LO, aumentan en el cerebro isquémico de los animales WT
tratados con RSG, lo que sugiere que este producto puede mediar los efectos
de 5-LO. Para estudiar sus acciones, decidimos evaluar si la administracion de
esta lipoxina tras el proceso isquémico era capaz de inducir neuroproteccion.
Los resultados obtenidos muestran que la inyeccion intracerebroventricular
(i.c.v) de 1 nmol de LXA4 tras MCAO disminuye significativamente el volumen
del infarto en ratas Wistar si lo comparamos con los volumenes de infarto
obtenidos en el grupo control (Figura 4.14). Puesto que nuestros experimentos
sobre la senalizacion PPARy mostraban que la actividad transcripcional de este
receptor estaba ausente en animales 5-LO-/- (Figura 4.7 B), utilizamos un
antagonista PPARYy para estudiar si las acciones de LXA4 eran dependientes de
este receptor. En efecto, TO070907 revirtio el efecto neuroprotector de LXAy,
sugiriendo que la neuroproteccion que producia este metabolito de 5-LO se
debe, al menos en parte, a la activacion del receptor PPARYy. El tratamiento con

T0O070907 no afectd el volumen del infarto.

4.3.2 Caracterizacion de la producciéon de LXA, in vitro

Puesto que 5-LO es la principal enzima responsable de la producciéon de
LXAs y su expresion se localiza en el citoplasma de las neuronas tratadas con
RSG, decidimos analizar la produccion endégena de LXA4 por neuronas in
vitro. En primer lugar, se trataron cultivos de neuronas corticales de rata con
RSG en ausencia o presencia de T0070907 para estudiar si existia una
induccion de 5-LO dependiente de PPARY, tal y como habiamos observado en

los estudios in vivo. 18h tras el tratamiento, se procedid al estudio por
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inmunofluorescencia de la co-localizaciéon del marcador neuronal NeuN (rojo) y
5-LO (verde) (Figura 4.15). Los resultados obtenidos muestran que, en el caso
de las neuronas tratadas con RSG, existe un incremento en la
inmunorreactividad para 5-LO respecto a las neuronas control y que dicha
intensidad se reducia tras el tratamiento conjunto de RSG y T0070907. Estos
resultados indican que RSG induce 5-LO en cultivos neuronales y que este
efecto es dependiente de PPARYy. La induccion de 5-LO por RSG en neuronas
se demostré también a nivel de ARNm por RT-PCR 8 horas tras el tratamiento
(Figura 4.16A). Este experimento se llevé a cabo en paralelo en cultivos de
astrocitos de rata, tipo celular en el que no conseguimos detectar una induccién

de 5-LO tras el tratamiento con RSG, aunque si detectamos niveles basales de
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Figura 4.14 Estudio del efecto neuroprotector de LXA, en isquemia cerebral experimental
en rata. Volumenes de infarto determinados por TTC en los distintos grupos experimentales 48
horas después de isquemia. (n=6; *p<0,05 vs. MCAO+vehiculo; #p<0,05 vs. MCAO+LXAy).

Con la intencion de correlacionar los niveles de 5-LO celulares con los
niveles de LXA4, determinamos la cantidad de LXA; presente en los
sobrenadantes de cultivos de neuronas y astrocitos tratados con RSG. Los

resultados obtenidos indican que RSG induce la produccién de LXA, en
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neuronas (Figura 4.16B). Al contrario de los resultados obtenidos en las
neuronas, no conseguimos detectar LXA4 en los sobrenadantes de los cultivos

de astrocitos.

RSEG +TO

Figura 4.15 Induccion de 5-LO en cultivos neuronales. Micrografias representativas de la expresion de
5-LO (verde) en neuronas (rojo) de corticales de ratas Wistar tratadas durante 18 horas con vehiculo
(VEH), 1uM de rosiglitazona (RSG) o con una combinacion de 1uM de RSG con 2uM de T0070907 (RSG
+TO). La barra de escala representa 100um. El panel inferior muestra una ampliacion de la expresion de
5-LO en las neuronas tratadas con RSG. La micrografia muestra también la co-localizaciéon con el
marcador nuclear TOPRO (azul). Barra de escala 15um.
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Figura 4.16 Efecto de RSG en la expresion de 5-LO y en la produccién de LXA, in vitro. A Niveles de ARNm de 5-
LO medidos por RT-PCR y normalizados por actina en neuronas y astrocitos tratados con vehiculo (VEH) o
rosiglitazona 1uM (RSG) (n=3; *p<0,05 vs. vehiculo). B. Niveles de LXA, de sobrenadantes de cultivos de neuronas o
astrocitos. Los datos se representan como el porcentaje de induccion respecto al vehiculo (100%) (n=3; *p<0,05 vs.
vehiculo).

4.3.3 Estudio in vitro del efecto de LXA; en la activacion M2 y en la

funcién fagocitica de macréfagos

Finalmente, decidimos explorar el efecto directo de LXA4 sobre cultivos
de macroéfagos. En concreto, quisimos determinar si LXA4 inducia la expresion
de marcadores M2 en cultivos de macréfagos murinos de la linea celular RAW
264.7. Los resultados indican un aumento de la transcripcion de ARNm de los
marcadores M2 CD36, CD206, Ym1 y arginasa | 5 horas tras la incubacién con
LXA4 respecto a los macrofagos control (Figura 4.17), lo que indica que este
compuesto es capaz de producir la polarizacion del macrofago hacia un

fenotipo M2.

Ademas de la polarizacion M2 que inducia LXA4, quisimos estudiar si
este producto de 5-LO era capaz de inducir cambios en la funcion fagocitica de
los macréfagos. Para este propdsito, llevamos a cabo un ensayo de fagocitosis

in vitro utilizando macréfagos de la médula ésea diferenciados con M-CSF y
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bolas de latex conjugadas a fluoresceina. El analisis de la intensidad de
fluoresceina (FL1) presente en las suspensiones celulares de macrofagos
indica que un pretratamiento previo de 3 horas con LXA; incrementa el indice
de fagocitosis de los macréfagos M-CSF cuando se compara con macréfagos
control (Figura 4.18). La incubacion de las células con ioduro de propidio (PI)
muestra que LXA4 no produce cambios a nivel de muerte celular al compararse
con los macrofagos control a los tiempos estudiados. Asi, de manera
concomitante con una polarizacion M2, LXA; aumenta la funcion fagocitica en

el macrofago.
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Figura 4.17 Efecto de LXA4 en la expresion de marcadores M2 en macrofagos. Niveles de ARNm de
los marcadores M2 CD36, CD206, arginasa | e Ym1 medidos por RT-PCR y normalizados por actina en
cultivos de macréfagos RAW 264.7 tratados con 300nM de LXA4 o vehiculo. Los datos se representan
como induccion respecto a control (n=3; *p<0,05 vs. vehiculo)
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Figura 4.18 Efecto de LXA4 en la funcion fagocitica de macrofagos de médula dsea. Diagramas de
puntos representativos del ensayo de fagocitosis in vitro donde se muestra la intensidad de fluorescencia
para el ioduro de propidio (P.l.) y para la fluoresceina (FL1). Los resultados se expresan como el
incremento del indice de fagocitosis (intensidad de fluorescencia para FL1 x niumero de células FL1+)
respecto al vehiculo (100x); (n=4; *p<0,05 vs. vehiculo)
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5.1 PPARy y neuroproteccioéon: Papel de 5-LO

De acuerdo con resultados previos obtenidos en rata en mi laboratorio,
nuestros datos confirman que la administracion aguda de RSG es
neuroprotectora en un modelo de isquemia experimental en ratén. Esto se
demuestra por una disminucién del area infartada del 45% respecto a los
animales tratados con vehiculo. Dicho resultado esta de acuerdo con varios
trabajos en la literatura que demuestran que la administracion de agonistas
PPARYy durante la fase aguda disminuye el volumen del infarto en diferentes
modelos animales de isquemia (ver tabla 1.5). Estos efectos se han asociado
con las propiedades anti-inflamatorias derivadas de la activacion de PPARYy
(Nakamura et al., 2007; Pereira et al., 2006; Sundararajan et al., 2005), asi
como con efectos anti-oxidantes (Pereira et al., 2005; Shimazu et al., 2005;
Tureyen et al., 2007).

Nuestros estudios de neuroproteccion por RSG llevados a cabo en
ratones 5-LO-/- muestran que RSG sélo inducia neuroproteccién en los
animales salvajes. Estos datos apoyan la teoria de que los metabolitos
derivados de la actividad 5-LO juegan un papel clave en la neuroproteccion
mediada por la activacion de PPARy y corroboran estudios previos realizados
en rata que muestran un aumento muy temprano en el ARNm de 5-LO en el
cerebro isquémico de ratas tratadas con rosiglitazona (Pereira et al., 2006) y
que implican a la actividad 5-LO en la neuroproteccion mediada por RSG
(Sobrado et al., 2009). Un fendmeno interesante que se observa en este
estudio es la disminucion del tamafio del infarto de los animales 5-LO-/-
respecto a sus controles salvajes. El hecho de que la ausencia de 5-LO pueda
conferir neuroproteccion en isquemia no es sorprendente, dado que 5-LO es
una enzima clave para la produccidn de leucotrienos, los cuales presentan
propiedades pro-inflamatorias tales como la capacidad de activar al endotelio,
inducir la produccion de EROs, incrementar la infiltracion de neutréfilos o
activar al factor nuclear NF-xB (Henderson, 1994). De hecho, la inhibiciéon
farmacoldgica de la actividad 5-LO es neuroprotectora en modelos isquémicos

animales (Jatana et al., 2006; Tu et al., 2009). Estos datos sugieren por tanto
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que 5-LO cataliza la produccion de metabolitos distintos de los leucotrienos en
animales tratados con RSG y que serian los responsables del paraddjico efecto

neuroprotector, como veremos mas adelante.

5.2 PPARy y activacion M1: Papel de 5-LO

Nuestros resultados muestran un incremento en los niveles de las
moléculas pro-inflamatorias TNFa, INOS, COX-2, MMP9 o MCP-1 en el cerebro
de ratas y ratones como resultado de la isquemia. Estos hechos son
congruentes con los fendmenos descritos en la bibliografia, donde moléculas
relacionadas con la fase aguda de la inflamacion tales como TNFa, IL-1B,
moléculas de adhesion o enzimas inducibles como la COX-2 o la iNOS sufren
una induccion como respuesta a la cascada de acontecimientos que se
producen tras la isquemia cerebral (ladecola and Anrather, 2011). Estas
moléculas se encuadran dentro del contexto de activacion M1 del macréfago,
dado que su produccion por parte de los macrofagos, o la activacion que
inducen las citoquinas descritas sobre ellos, indican que han experimentado
una polarizacién hacia un fenotipo pro-inflamatorio (Colton, 2009; Mantovani et
al., 2005; Mosser and Edwards, 2008).

Un gran numero de evidencias experimentales han mostrado que el
proceso inflamatorio agudo presenta un papel deletéreo en isquemia (del
Zoppo et al., 2000; ladecola and Anrather, 2011; Lucas et al., 2006; Wang et
al., 2007). Estas evidencias se han demostrado también a nivel clinico, donde
cantidades elevadas de interleuquinas pro-inflamatorias tales como IL-1p, TNF-
a, IL-6 o de moléculas de adhesion como ICAM-1 en sangre y liquido
cefalorraquideo de pacientes con ictus se han correlacionado positivamente
con el tamafio del infarto, el deterioro neurolégico y el mal prondstico
(Castellanos et al., 2002; Tarkowski et al., 1995; Vila et al., 2000).

En este contexto, nuestros resultados indican que el tratamiento con

RSG disminuye los niveles de las moléculas pro-inflamatorias TNFa, iNOS,

COX-2, MMP9 y MCP-1 inducidas por la isquemia experimental en el cerebro
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de ratas y ratones. Estos efectos, ampliamente descritos en la bibliografia
(Collino et al., 2006; Nakamura et al., 2007; Pereira et al., 2005; Pereira et al.,
2006; Sundararajan et al., 2005; Tureyen et al., 2007), se han asociado con las

propiedades anti-inflamatorias derivadas de la activacién de PPARY.

En relacién con estos resultados, se ha demostrado que los efectos
transrepresores derivados de la activacion PPARy son responsables de la
supresion de la actividad de factores de transcripcion relacionados con la
inflamacion (Daynes and Jones, 2002). En los ultimos afos se ha realizado una
caracterizacion molecular de muchos de los fenomenos asociados a estos
efectos. Se han encontrado interacciones directas de PPARy con NF-xB, AP-1,
C/EBP, STAT y NF-AT, que previenen su unién a sus elementos de respuesta
del ADN, interaccion con co-reguladores de la actividad de NF-xB y AP-1, o
procesos de sumoilacion (Ricote and Glass, 2007). Estos ultimos han sido
propuestos como un mecanismo general de transrepresion que comparten
otros receptores nucleares como LXR. En este modelo, la activaciéon de PPARy
por su ligando implica la sumoilacion del receptor y su asociacion a complejos
co-represores de promotores de genes pro-inflamatorios impidiendo su

degradacion e inhibiendo su transcripcion (Pascual et al., 2005).

Dentro del contexto de neuroproteccion mediado por la activacion de
PPARYy, nuestro estudio ha sido el primero en demostrar que la inhibicion de la
actividad 5-LO inhibe la accion transrepresora de RSG sobre TNFa, iINOS vy
COX-2, y a nivel de ARNm, inhibe la transrepresion de MMP-9 en las primeras
horas de la isquemia. Los resultados obtenidos sobre los niveles de TNFa y
MCP-1 en el cerebro isquémico de ratones 5-LO deficientes confirman estos
datos previos observados en rata e implican directamente a la 5-LO en la
modulacién de la transrepresidon mediada por RSG. Este es un hallazgo de
gran importancia y pone de manifiesto cuan necesaria es 5-LO en la

sefalizacion transrepresora de PPARYy.

102



Discusion

5.3 PPARy y activacion M2: Papel de 5-LO

Al contrario de lo que podriamos pensar, evidencias presentadas por mi
grupo de investigacion indican que la fase aguda de la isquemia cerebral es
capaz de incrementar no solo los marcadores M1 sino también los marcadores
M2 en el cerebro (Zarruk et al., 2012). Asi, los resultados que se presentan en
esta Tesis Doctoral confirman y amplian este hallazgo, al demostrar un
incremento en la expresion de marcadores M2 tales como arginasa |, CD206,
Ym1 y CD36, tras MCAO. Este hecho posiblemente esté relacionado con una
respuesta fisiolégica a la isquemia encaminada a la resolucion de la

inflamacion y a la neurorreparacion.

De forma paralela a una regulacion a la baja de los marcadores M1, el
tratamiento con RSG incrementdé la expresion de los marcadores M2 CD36 y
arginasa | en el cerebro isquémico en nuestro estudio. Esta induccién es
congruente con la polarizacion M2 mediada por la activacién de PPARy que se
ha descrito en macrofagos (Bouhlel et al., 2007; Chawla, 2010; Huang et al.,
1999; Odegaard et al., 2007). De hecho, se ha visto que la polarizacion M2 en
macrofagos que presentan una delecion de PPARy esta fuertemente
comprometida (Odegaard et al., 2007). De nuevo, nuestro estudio pone de
manifiesto la enorme relevancia de 5-LO en las acciones de PPARy, ya que
demuestran por primera vez que la induccién de estos marcadores M2 tras la

activacién de PPARYy no se produce en ausencia de 5-LO.

El estudio de los marcadores M2 Ym1 y CD206 no mostré diferencias
entre el grupo vehiculo y el tratado con RSG. Puesto que la isquemia induce la
expresion de marcadores M2, el tamafio de la lesidn se convierte en un sesgo
para determinar el efecto polarizador de RSG. De hecho, hemos encontrado
una correlacion clara entre el tamafo de la lesion y la cantidad de Ym1
cerebral. Este hecho nos llevé a normalizar los valores de expresion de los
marcadores M2 por el tamafio de la lesidbn con el fin de eliminar esta
correlacion. Una vez normalizados, vimos que tanto la expresion de Ym1 como

de CD206 también se incrementaban por efecto de RSG. Y, de nuevo, la
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normalizacion de la expresion de CD206 por el volumen del infarto indico que la

induccion de este marcador M2 por RSG es también dependiente de 5-LO.

A continuaciéon procedimos al estudio de la localizacion celular de estos
marcadores M2 en el cerebro isquémico. El uso de la técnica de
inmunofluorescencia para la localizacion de arginasa | y CD36 no dio buenos
resultados, los marcajes obtenidos en los cortes coronales de cerebro de
ratones isquémico eran difusos y con un fondo de marcaje elevado que
dificultaba la caracterizacién de la sefal especifica respecto a sus controles
negativos (datos no mostrados). Por el contrario, los marcajes de CD206 e
Ym1 eran intensos y especificos al compararlos con sus controles negativos.
Esta situacion nos llevd a usar la citometria de flujo para la deteccion en
cerebro de CD36 y arginasa |, mientras que la técnica de inmunofluorescencia

se empled para detectar CD206 e Ym1.

Antes de nada, hemos de tener en cuenta las consideraciones técnicas
de la disgregacion celular del tejido isquémico y su caracterizacion por
citometria de flujo. Por un lado, nuestros resultados han conseguido reproducir
los fenotipos encontrados en otros estudios (Campanella et al., 2002). De esta
manera, pudimos observar que el hemisferio isquémico presentaba dos
subpoblaciones celulares que se diferencian en la expresién de CD45 (Figura
5.1). Las células con baja expresion de CD45 se consideran residentes del
SNC, es decir, microglia, mientras que las células con alta expresion de CD45
se consideran infiltradas sanguineas (Carson et al., 1998). Ademas, en el
aislamiento celular, la poblacion predominante que obtuvimos fue la CD45"".
Este hecho esta de acuerdo con el modelo de isquemia experimental
empleado, un modelo permanente donde la infiltracidon de células procedentes
de la sangre (CD45"9") es menor que la que se podria encontrar en un modelo
de isquemia transitorio (Gelderblom et al., 2009; Perego et al.,, 2011). De
acuerdo con estos datos, encontramos que la mayor parte de estas células
expresaban el marcador mieloide CD11b, a excepcién de una pequefa
poblacion CD45"9" que se corresponderia con los linfocitos (Campanella et al.,
2002).
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Figura 5.1 Aislamiento celular de leucocitos en cerebro sham y MCAO para analisis por
citometria de flujo. La disgregacion celular de la corteza sana o isquémica del ratén fue precedida de
un filtrado y una separacion en gradiente de Percoll. EI nimero de eventos celulares obtenido en los
animales sham fue escaso. La representacion de la suspensién celular de los animales isquémicos
respecto a la expresiéon de CD45 y CD11b muestra dos poblaciones CD11b"* con distinta expresién de
CD45. Las células CD45°" son la microglia residente. Mientras que las células CD45™" son los
infiltrados sanguineos. Una pequefia poblacion CD45"" CD11b™ comprende a los linfocitos infiltrados.
El andlisis de estas poblaciones en los animales sham muestra una caracterizacion pobre de estos
marcadores, con unas poblaciones difusas debido al escaso numero de eventos celulares obtenidos.

El rendimiento celular obtenido en animales sham fue bajo (Figura 5.1).
Este hallazgo podria atribuirse a varias razones. Posiblemente, la intensa
proliferacion microglial inducida por la isquemia, principalmente localizada en
las areas peri-infarto (Denes et al., 2007), implicaria la obtencion de un mayor
nimero de células CD11b* CD45" en los animales isquémicos. Por lo tanto,
en ausencia de una proliferacién microglial, el aislamiento de leucocitos de la
corteza sana en los animales sham parece tener un bajo rendimiento con la
técnica empleada. Otra posibilidad podria estar relacionada con la morfologia
microglial, la cual es ramificada en el cerebro normal, mientras que es
ameboide cuando se activa (Gehrmann et al., 1995). Estos cambios
morfolégicos podrian favorecer el filtrado de células no ramificadas a través de
las mallas de 50um que empleamos en la técnica experimental, mientras que la
alta complejidad de la microglia no activada podria dificultar este filtrado.
Respecto a la poblacion infiltrada, es légico que en los animales sham no
aparezca, dado que en un cerebro sano la infiltracion es baja (Gelderblom et
al., 2009).
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Una vez comentado este punto, pasamos a discutir los resultados
obtenidos. En primer lugar, los resultados de localizacién celular de los
marcadores M2, CD36 y arginasa | por citometria de flujo muestran que su
expresion se localiza en las células mieloides, de acuerdo con lo descrito por
otros autores (Gordon and Martinez, 2010; Mantovani et al., 2005; Martinez et
al., 2008; Martinez et al., 2009; Mosser, 2003; Mosser and Edwards, 2008).
Mas concretamente, en nuestro modelo de isquemia, nuestros resultados
indican que CD36 se expresa en las células CD45°" CD11b* correspondientes
a la microglia cerebral de la lesién isquémica, mientras que arginasa | se
expresa tanto en microglia como en células mieloides infiltradas CD45"9"
CD11b*(Campanella et al., 2002; Carson et al., 1998).

En este contexto, la localizacién de CD36 en la microglia cerebral tras
isquemia ya se ha documentado en otros estudios (Cho et al., 2005), aunque
en este caso su expresion se ha asociado con el dafio isquémico. Su
contribucién a la inflamacion mediada por TLRs, o a la formacion de células
espumosas explicaria las acciones perniciosas de esta molécula (Cho and Kim,
2009). Por el contrario, otros trabajos relacionan la induccion de CD36 mediada
por RSG con un efecto beneficioso en el infarto hemorragico por su implicacion
en la fagocitosis de restos celulares (Zhao et al., 2009a), o también por su
capacidad para la eliminaciéon de la proteina p-amiloide en la enfermedad de
Alzheimer (Escribano et al., 2010). Por tanto, en el contexto de una activacion
de PPARYy, estas evidencias indican que el papel de CD36 no es deletéreo sino

que, por el contrario, tendria acciones pro-resolutivas.

Por otra parte, la localizacion de arginasa | en microglia se ha asociado
in vitro a la polarizacién M2 (Michelucci et al., 2009). Esta enzima, junto con la
NOS, esta implicada en el metabolismo de la arginina. La preponderancia de la
actividad arginasa en esta via facilita la formacion de poliaminas, esperminas o
prolinas asociadas con la inhibicion de la inflamacion, la proliferacién celular o

la sintesis de matriz extracelular (Colton, 2009).

La co-localizacion de los marcadores Ym1 y CD206 por

inmunofluorescencia mostré que su expresion se producia en los neutréfilos,
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aunque también caracterizamos una subpoblacion de monocitos Ym17, tal y
como indica su fenotipo CD11b*Iba1 NIMPR14 (Ajami et al., 2011).

La expresion de CD206 en neutrofilos esta poco descrita, pero su
relacion con la fagocitosis y el reconocimiento de patrones bacterianos
asociados a dominios tipo lectinas (Taylor et al., 2005) sugieren su expresion
en los fagocitos de la inmunidad innata. A pesar de encontrar co-localizacion
exclusiva de CD206 con el marcador de neutréfilos NIMPR14, no podemos
descartar que este antigeno se exprese en otros lugares del cerebro, dado que
la expresidn que encontramos en los western blot de animales sham indica que
CD206 se expresa ya en el cerebro no isquémico, aumentando su expresion
tras la isquemia. De este modo, CD206 se ha asociado a los macrofagos

perivasculares del parénquima cerebral (Perry and Gordon, 1988).

Evidencias experimentales han encontrado expresion de Ym1 en
neutrofilos (Harbord et al., 2002). Este marcador, ademas de ser caracteristico
de una polarizacion M2, presenta propiedades interesantes asociadas con la
neuroproteccion, como la regulacion del trafico leucocitario, (Chang and Karin,
2001) o la reorganizacion de la matriz extracelular (Mantovani et al., 2005). Por
lo tanto, es importante tener en cuenta que Ym1 es capaz de llevar a cabo
funciones beneficiosas en la isquemia independientemente de donde se

exprese.

Ademas de encontrar expresion de Ym1 en los neutréfilos, nuestro
estudio indica la existencia de una subpoblacion de monocitos Ym1* infiltrados
en la lesion isquémica. La infiltracion de estos monocitos en el cerebro
isquémico ya se ha descrito por otros autores (Perego et al.,, 2011).
Centrandonos en el estudio de esta poblacion especifica de monocitos Ym1*,
nuestros resultados de cuantificacibn por estereologia muestran que el
tratamiento con RSG incrementé aun mas la infiltracion de estos monocitos M2
inducida tras la isquemia. El tratamiento con RSG no produjo un incremento en
el nimero de monocitos Ym1™ infiltrados en el cerebro de los animales 5-LO-/-,
indicando que la actividad 5-LO esta implicada en la infiltracion de estas

células. Estos resultados confirman otros previos que implican a PPARy en el
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incremento de la infiltracion de monocitos M2 (Stienstra et al., 2008) y son
congruentes con la acciones de PPARYy en la induccién de la polarizacion M2
en monocitos humanos, los cuales presentan propiedades anti-inflamatorias
(Bouhlel et al., 2007). Ademas, los resultados obtenidos son los primeros en
implicar a 5-LO en el incremento de la infiltracion de monocitos M2 que media

la activacion de PPARY.

Curiosamente, el efecto de RSG en la expresion de Ym1 por los
neutrofilos infiltrados es similar al efecto encontrado en monocitos. Este
resultado sugiere que el swifch hacia unos u otros productos de 5-LO podria
estar jugando un papel clave en la resolucién de la inflamacion a nivel de la
biologia del neutréfilo. De hecho, tal y como he comentado en la introduccién
de esta Tesis Doctoral, tanto LXA4 como LTB4 tienen efectos importantes en el
neutrofilo (Serhan et al., 2007; Serhan et al., 2008).

5.4 PPARy y fagocitosis de neutroéfilos: Papel de 5-LO

La fagocitosis de los neutrdfilos es una fase clave en la resolucion de la
inflamacion. La ingestion de estas células desencadena una respuesta en el
macrofago encaminada a su desactivacion y a la vuelta a la homeostasis tisular
(Colton, 2009; Mosser, 2003). Con el fin de caracterizar la fagocitosis de
neutréfilos por los macrofagos/microglia del tejido isquémico, llevamos a cabo
experimentos de doble marcaje utiizando un  marcador de
macrofagos/microglia (Iba1) con un marcador de neutréfilos (NIMPR14). Los
eventos definidos como fagocitosis de neutrdéfilos se determinaron tras detectar
la existencia de particulas NIMPR14" en el interior de un macrofago/microglia
de morfologia ameboide (activado) e integra. Definir de este modo la
morfologia microglial es importante, puesto que es posible que los neutréfilos
fagociten restos de macrofagos apoptoéticos, o que podria ser motivo de
confusidn en nuestro estudio si solo prestamos atencion al hecho de que exista
una co-localizacién entre los dos marcadores estudiados. Este tipo de
caracterizaciones de eventos fagociticos ya se han descrito en la bibliografia en

el contexto de la isquemia (Denes et al., 2007).
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Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con RSG
incrementa la fagocitosis de neutréfilos en la lesién isquémica en los ratones
WT. De acuerdo con estos resultados, la activacion del receptor PPARy con
RSG causa un incremento de la capacidad fagocitica de los macréfagos/
microglia (Escribano et al., 2010; Zhao et al.,, 2009a). Este efecto podria
asociarse al incremento en la expresion de CD36 en los macrofagos/microglia
que induce RSG, ya que este receptor esta implicado en la fagocitosis de
neutrofilos por su capacidad de reconocer la fosfatidilserina oxidada presente

en los neutrofilos apoptoticos (Greenberg et al., 2006).

Respecto al papel de 5-LO en la fagocitosis de neutréfilos mediada por
PPARy, nuestros resultados indican que la actividad 5-LO es de nuevo
necesaria para que RSG incremente la fagocitosis de los neutrdfilos, puesto
que el tratamiento con este agonista PPARy no incremento la fagocitosis en los
animales 5-LO-/- al compararse con sus controles no tratados. Aun asi, la
funcién fagocitica en los animales 5-LO-/- no es diferente al de los animales
WT tratados con RSG y, ademas, es mayor que el de los animales WT tratados
con vehiculo. Este hecho sugiere que en el caso de los ratones 5-LO-/-, donde
los niveles de expresion de CD36 son bajos, un incremento en el aclaramiento
de neutrdfilos implica la existencia de otras vias alternativas, no relacionadas
con el reconocimiento de la fosfatidilserina oxidada por CD36, que se potencian
cuando la actividad 5-LO es defectiva. En este contexto, la presencia de un
mayor numero de neutrofilos Ym1™ infiltrados en el cerebro isquémico de los
ratones 5-LO-/- podria relacionarse con su fagocitosis, aunque se requieren

nuevos estudios que exploren esta posibilidad.
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5.5 Intermodulacién de la actividad 5-LO y de la expresién de
PPARYy

5.5.1 Expresion y actividad transcripcional de PPARy en isquemia:

Implicacién de 5-LO

Los resultados de expresion y actividad transcripcional de PPARy
encontrados en el cerebro isquémico indican que la MCAO incrementa la
expresion del receptor, si bien mantienen unos niveles de actividad
transcripcional similares a los de los animales sham. Este hecho confirma la
creencia general de que PPARy es un receptor regulado principalmente por
unién del agonista, no por sus niveles de expresion. De acuerdo con esto, el
tratamiento con RSG no produjo un incremento de la expresion del receptor,
pero si de su actividad transcripcional, como es de esperar de las acciones de
un farmaco agonista. De acuerdo con estos resultados, estudios en la literatura
indican que la expresién de PPARy aumenta en las neuronas del hemisferio
ipsilateral tras la induccion de la MCAO en rata, pero que este incremento de
expresion no se refleja en un incremento de su actividad transcripcional. En
este estudio, al igual que en nuestro caso, el tratamiento con RSG si
incrementd la actividad transcripcional de PPARy (Victor et al., 2006). El
incremento en la expresion de PPARy en neuronas del cerebro isquémico
podria estar relacionado con un mecanismo de defensa ante el dafio
isquémico. Asi, se ha demostrado que la deficiencia de PPARYy incrementa la
susceptibilidad de las neuronas a la isquemia. Este hecho se ha asociado con
los efectos anti-oxidantes del receptor en la neurona mediados por la activacion
de genes como la superdxido dismutasa 2, la catalasa o la glutation transferasa
(Zhao et al., 2009b).

Curiosamente, nuestros resultados muestran la existencia de una sobre-
expresion de PPARy en el cerebro isquémico de los ratones 5-LO-/- y, aun
existiendo mayores niveles de expresion del receptor, el tratamiento con RSG
no incremento la actividad transcripcional de PPARy en estos ratones. Por lo

tanto, nuestros resultados apoyan la idea de que la actividad enzimatica de 5-
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LO es necesaria para el mantenimiento de la actividad transcripcional de
PPARY, hasta el punto de que la falta de esta enzima, al truncar su correcta
sefalizacion, induciria un aumento de la expresion de PPARy en un intento
contrarrestarlo, aunque sin éxito. Es interesante destacar que muchos de los
ligandos enddgenos de PPARy mejor descritos proceden del metabolismo del
acido araquidodnico. Asi, se han descrito metabolitos de lipoxigenasas (por
ejemplo, 15-HODE, 15-HETE) y ciclooxigenasas (como, PGJ2, o 15d-PGJ2)
como mediadores importantes de su activacion enddégena (Nosjean and Boutin,
2002). En relacion con estas evidencias, la expresion de CD36, gen diana
tipico de PPARy en el macrofago (Chawla et al., 2001; Moore et al., 2001;
Tontonoz et al., 1998), tampoco se indujo tras el tratamiento con RSG en los
ratones 5-LO-/-, confirmando la importancia de 5-LO en la actividad

transcripcional de PPARYy.

A la vista de estos resultados, sugerimos que diferentes polimorfismos o
alteraciones de otro tipo que varien la actividad 5-LO podrian alterar la
sefalizacion PPARy. Este hecho podria tener distintas repercusiones en
diferentes procesos fisioldgicos y patologicos. Asi, por ejemplo, el tratamiento
de la diabetes mellitus con pioglitazona podria también depender de 5-LO,
cuya actividad permitiria una correcta activacion de PPARy, aumentando por
tanto la sensibilidad a la glucosa. Polimorfismos de 5-LO en estos pacientes

podrian, por tanto, alterar la respuesta al tratamiento.

5.5.2 PPARy y la induccién de la expresion de 5-LO

El estudio de la expresiéon de 5-LO tras isquemia indica que el
tratamiento con RSG induce su expresiéon in vivo en las neuronas del area
lesionada e, in vitro, en cultivos de neuronas corticales. Ademas, en ambos
casos, este incremento de expresion depende especificamente de la activacién
PPARY, ya que el tratamiento conjunto de RSG con el antagonista especifico
de PPARy, T0O070907, inhibe esta induccion. Estos datos corroboran estudios
previos de microarrays de ARNm en los que se encontré un incremento de la

expresion de 5-LO en el cerebro de ratas tratadas con RSG (Pereira et al.,
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2006). De acuerdo con estos resultados, datos no publicados de mi equipo de
investigacion obtenidos mediante un analisis bioinformatico de la secuencia del
promotor de 5-LO, mostraron en éste la existencia de 5 posibles lugares de
union de PPARs, apoyando la idea de que 5-LO es un gen diana de PPARY.
Por otra parte, nuestros estudios in vitro sobre cultivos puros de astrocitos
muestran que el tratamiento con RSG no produce la induccién de 5-LO en
estas células, por lo que la induccion de 5-LO por RSG parece ser dependiente

del tipo celular.

5.6 LXA, como mediador de las acciones de la via PPARy-5-LO

5.6.1 Implicacion de RSG en la sintesis de LXA,

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con RSG incrementa
los niveles de LXA4 en el cerebro isquémico, y que este incremento no se
produce en los ratones 5-LO-/- tratados con el agonista PPARy. Estos
resultados son coherentes con los estudios llevados a cabo en ratas (Sobrado
et al., 2009) y apuntan por un lado, a que la actividad 5-LO es la responsable
de la produccion de LXA4 intracerebral inducida por activacion del receptor
PPARy por RSG, y por otro, a que LXA; es un posible mediador de la via
PPARYy-5-LO descrita en esta Tesis Doctoral. Asi, dado que la actividad 5-LO
es necesaria para la produccion de LXA; (Serhan and Levy, 2003), el
incremento de la expresion neuronal de 5-LO tras el tratamiento con RSG

parece ser el responsable de este efecto.

En relacién con estos datos, nuestros resultados obtenidos en cultivos
de neuronas indican que su tratamiento con el agonista PPARy RSG
incrementa los niveles de LXA4 en los sobrenadantes de estos cultivos. El
hecho de que seamos capaces de detectar niveles basales de LXA, en cultivos
puros de neuronas es novedoso. Las rutas clasicas de biosintesis de este
compuesto se han atribuido a procesos transcelulares, donde mas de un tipo

celular esta implicado en su produccion, y donde es necesaria la accion
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combinada de diferentes lipoxigenasas (Serhan and Levy, 2003). La existencia
de distintas lipoxigenasas neuronales haria posible una producciéon endoégena
de LXA4. La expresion de 5-LO en neuronas se ha documentado en varias
ocasiones (Zhang et al., 2006; Zhou et al., 2006). Ademas de 5-LO, 12-LO es
la lipoxigenasa mas abundante en cerebro, y su expresion se ha identificado en
neuronas del SNC y en cultivos primarios de neuronas (Lebeau et al., 2004; Li
et al., 1997). Nosotros encontramos que la inducciéon de 5-LO en neuronas
corticales tratadas con RSG se asocia a un incremento en la produccién de
LXA4. La revision de las rutas de biosintesis de este compuesto sugiere que la
accion combinada entre la 5-LO y la 12-LO neuronal podrian estar implicadas
en su produccion, al igual que se ha descrito para la interaccion de la 5-LO de
neutrofilos con la 12-LO epitelial (Serhan and Levy, 2003).

En una situacion in vivo, como la isquemia cerebral, elucidar de donde
proviene la biosintesis de LXA, es extremadamente dificil. A las lipoxigenasas
neuronales habria que afadirles la accion de la 12-LO epitelial o la 15-LO de
macréfagos. En nuestro marco experimental no hemos observado induccion de
estas lipoxigenasas por efecto de la isquemia, aunque es cierto que la
caracterizacidon que hemos realizado se limita al analisis de niveles de ARNm 5
horas tras la MCAO y que su cooperacion en la sintesis de LXAs; es
perfectamente posible. Aun asi, el hecho de que la induccién de 5-LO por RSG
sea una factor determinante para el incremento de la produccion de LXA4
intracerebral sugiere una ruta de biosintesis donde la 5-LO neuronal juega un

papel clave y regulador del proceso.

En este contexto, es destacable que RSG induce un cambio en la
actividad metabdlica de 5-LO en isquemia hacia una sintesis preferencial de
LXA4 en detrimento de la produccion de LTB4, que existe en ausencia del
agonista PPARYy (Sobrado et al., 2009). Este hecho indica que 5-LO inducida
de novo por la activaciéon PPARy presenta una actividad metabdlica diferente a
la de la 5-LO implicada en la inflamacion, la cual esta principalmente destinada
a la produccién de LTB4 (Sharma and Mohammed, 2006). Muchos trabajos
relacionados con la regulacion de esta enzima indican que su actividad

enzimatica es dependiente de su localizacion celular. Asi, la biosintesis de
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leucotrienos implica la asociacion de 5-LO a la membrana nuclear (Peters-
Golden and Brock, 2003). La fosforilacion (Werz et al., 2002), la presencia de
Ca?* (Hammarberg et al., 2000), su localizacién subcelular (Hanaka et al., 2002;
Mandal et al., 2008) o la existencia de distintas isoformas de la enzima
(Boudreau et al., 2011) son factores determinantes para la actividad enzimatica
de 5-LO. Estas evidencias, junto con nuestros estudios sobre el metabolismo
de 5-LO, sugieren que RSG, ademas de incrementar la expresion de 5-LO,
modula la actividad de la enzima favoreciendo la sintesis de LXA4. Asi, ya se
ha descrito que la fosforilacion de 5-LO en la serina 253 mediada por agonistas
PPARYy previene su asociacion a la membrana perinuclear favoreciendo la
sintesis de epi-lipoxinas (Ye et al.,, 2008). En relacion con este estudio,
nuestros resultados indican que la localizacion de 5-LO en las neuronas del

cerebro isquémico es fundamentalmente citoplasmatica.

5.6.2 Neuroproteccién mediada por LXA,

Las lipoxinas son derivados del acido araquiddnico con propiedades anti-
inflamatorias (Serhan et al., 2008). Al igual que ocurre con los leucotrienos, su
sintesis depende de la actividad 5-LO pero, al contrario de aquéllos, sus
acciones como moléculas de resolucion de la inflamacion las conforman como
candidatas plausibles que pueden explicar la implicacion de la 5-LO neuronal
en la neuroproteccién por RSG. Asi, y de acuerdo con otros estudios similares
(Wu et al., 2010), nuestros resultados demuestran que el tratamiento con LXA4
disminuye el volumen del infarto. Se ha descrito que las acciones de LXA4 son
mediadas principalmente a través de su union al receptor de LXA4 o FPLR1, un
receptor 7TM acoplado a proteinas G. Su activacion tiene varios efectos en el
contexto de la respuesta inflamatoria, como la inhibicién de la quimiotaxis de
neutrofilos, la disminuciéon de la produccion de EROs o el incremento de la
infiltracién de monocitos (Chiang et al., 2000). Ademas, se ha descrito que
LXA4 es un agonista del receptor para hidrocarburos de arilo o AhR (Schaldach
et al., 1999). Tanto la activacion de AhR, como de FPLR1 por LXA4 es capaz
de incrementar la expresiéon de SOCS2 (Suppressor of cytokines 2), importante

mediador de las acciones anti-inflamatorias de LXA4 (Machado et al., 2006). En
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este contexto, mi equipo de investigacion ha comenzado una nueva linea de
estudios destinados a caracterizar la implicacion de AhR en la isquemia
cerebral. Pero ademas, puesto que nuestros resultados indican que la accién
neuroprotectora de LXA; se inhibe cuando se lleva a cabo el tratamiento
combinado de LXA4 con el antagonista de PPARy, TO070907, es muy posible
que LXA; presente algun tipo de agonismo directo o indirecto o sinergia con
PPARYy que explique que sus acciones neuroprotectoras sean dependientes de

la activacion de este receptor nuclear.

5.6.3 Implicacion de LXA, en la polarizacién M2

Al explorar in vitro la accion de LXA4; hemos demostrado por primera vez
que esta molécula es capaz de modular el fenotipo de macréfagos RAW
incrementando en ellos la expresiéon de marcadores M2 tales como CD36,
CD206, arginasa | e Ym1. En este contexto, las lipoxinas no habian sido
directamente implicadas en la polarizacion M2 de los macréfagos, si bien
muchas evidencias que las involucran en las fases de la resolucion del proceso
inflamatorio sugieren un papel de estos compuestos en la modulacién del
macrofago hacia un fenotipo pro-resolutivo (Gordon and Martinez, 2010;
Serhan et al., 2007). Ademas, varios estudios in vitro han mostrado que LXA4
es capaz de reducir la actividad pro-inflamatoria del macrofago. Asi, se ha
demostrado que LXA4 es capaz de inhibir la activacion de NF-kB, la produccién
de EROs o de incrementar la fagocitosis de los neutrofilos apoptéticos (Kure et
al., 2010; Mitchell et al., 2007; Zhou et al., 2007).

En relacion a la polarizacion M2 que media LXA4, es interesante
destacar los trabajos del grupo del profesor Aliberti, donde se demuestra que
determinados patdégenos intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis o
Toxoplasma gondii, son capaces de incrementar la produccién de LXA,. Este
hecho se ha asociado a una estrategia del patdégeno para escapar a la
respuesta Th1 citotoxica del sistema inmunitario (Aliberti, 2005). Por lo tanto,
LXAs modula la inmunidad favoreciendo una respuesta Th2 humoral deficitaria

para la eliminacion de estos parasitos intracelulares.

115



Discusion

Nuestros estudios de fagocitosis in vitro con bolas de latex indican que el
tratamiento con LXA4 estimula la fagocitosis de los macrofagos. Este hecho
esta en relacién con las propiedades de LXA; comentadas anteriormente. En
este contexto, la disminucién de la inflamacién asociada a una mayor
fagocitosis y a la sobreexpresion de marcadores M2 que induce LXA4 nos lleva
a proponer que este compuesto es capaz de ejercer una polarizacion directa
M2 en el macrofago. Asi, los efectos en neuroproteccion que observamos tras
el tratamiento con LXA4 sugieren que, al igual que RSG, una atenuacion en la
fase M1 del proceso inflamatorio asociada a una polarizacion M2 de los
macréfagos/microglia en el cerebro isquémico son responsables de la

reduccion del area infartada.

En resumen, todos estos datos apuntan a que los efectos pro-resolutivos
de LXA; descritos principalmente por el grupo de Serhan (Serhan et al., 2008)
se deben a su papel en la polarizacién M2.

5.7 Sumario: La via PPARy-5-LO en la isquemia cerebral

Nuestros resultados indican que la pérdida de la actividad PPARy
encontrada en el cerebro isquémico de los animales 5-LO-/- tratados con RSG
impide tanto las acciones transrepresoras del receptor como la induccion de
marcadores de fenotipo alternativo. Volviendo al modelo de sumoilacion, donde
la activacion de PPARy es necesaria para impedir la ubiquitinacion de co-
represores de genes pro-inflamatorios (Pascual et al., 2005), es muy posible
que la activaciéon PPARy con RSG induzca, a través de 5-LO, la sintesis de
nuevos ligandos enddgenos de este receptor y que, por tanto, la deficiencia de
estos ligandos impida su activacion sostenida y, por ende, su sumoilacién.
Dado que la actividad PPARy es necesaria para la correcta expresion de un
fenotipo M2 en el macréfago (Chawla, 2010), las acciones metabdlicas de 5-LO

parecen también estar implicadas en el mantenimiento de la actividad
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transcripcional de PPARYy y, por tanto, tal y como muestran nuestros resultados,

influencian directamente la polarizacion M2 que induce RSG tras la isquemia.

De acuerdo con estos efectos, la dependencia de 5-LO que muestran las
acciones neuroprotectoras de PPARYy sugiere que una incorrecta polarizacion
M2 en los ratones 5-LO-/- es la responsable, en parte, de que el tratamiento
con RSG no induzca neuroproteccion en estos animales. Asi, pensamos que
en ausencia de 5-LO, la transrepresion de los mediadores pro-inflamatorios o
M1 y la induccién de los marcadores M2 esta impedida, contribuyendo ambos a
la pérdida de la neuroproteccion inducida por la activacion de PPARy. En
resumen, estos datos indican que la polarizacion M2 en el proceso isquémico
agudo que media RSG es dependiente de la actividad 5-LO y apoyan que la
polarizacion M2 es una estrategia para contrarrestar los efectos deletéreos de

la inflamacion aguda en la isquemia cerebral.

Ademas, nuestros resultados indican que, al igual que ocurre con los
macrofagos, RSG promueve la entrada de neutrofilos Ym1™ a la lesion en un
proceso dependiente de la actividad 5-LO. Este hecho implicaria que los
efectos de la actividad PPARy no solo se restringen al macréfago, sino que
también actuan en neutréfilos. De todas formas, se requieren nuevos estudios
para caracterizar las funciones de los neutréfilos inducidos por la activacion de

PPARY, no sélo ya en el campo de la isquemia sino en el contexto inflamatorio.

Tal y como he comentado, RSG produce un cambio en la actividad
enzimatica de 5-LO destinada a la produccion preferencial de LXA;, En este
contexto, las acciones neuroprotectoras de LXAs y su dependencia de la
actividad PPARY, la induccion de su sintesis en el cerebro tras el tratamiento
con RSG y sus acciones en la polarizacién M2 de macrofagos, sugieren que
LXA4 es un mediador clave de los efectos descritos para la via PPARy-5-LO en

la isquemia cerebral.
Asi, como conclusién general de esta Tesis Doctoral, planteo el siguiente

modelo en el que la induccién de 5-LO neuronal mediada por RSG produce un

incremento en la sintesis de LXA, intracerebral que, de manera sinérgica con la
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activacién exogena de PPARy promovera una polarizacién M2. Dado que la
activacion de PPARy en los animales 5-LO-/- es defectiva, tanto LXA4 como
otros metabolitos derivados de la via 5-LO podrian ser candidatos a ejercer de
agonistas enddgenos manteniendo una activacion sostenida del receptor y
conduciendo asi a la neuroproteccion ejercida mediante la polarizacién de las

células mieloides tras la isquemia.
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Figura 5.2 La polarizacion M2 mediada por RSG en isquemia cerebral: La via PPARy-5-LO. La
isquemia induce la expresion de marcadores M1 y M2 en el cerebro y la infiliracion de los neutrofilos al
area lesionada. La activacion de PPARy por RSG promueve tanto la polarizacion M2 de las células
mieloides (macrofagos, monocitos y neutréfilos) como la induccion de la expresion de 5-LO neuronal.
Los productos derivados de la actividad 5-LO juegan un papel clave en promover una activacion
sostenida de PPARY, perpetuando el efecto de RSG, lo que convierte a esta enzima en un mediador
importante en las acciones neuroprotectoras de PPARy en la isquemia cerebral. Dentro de los
productos derivados de 5-LO, la LXA4 podria tener un papel importante como mediador de estas
acciones, ya que sus efectos en neuroproteccion son dependientes de la actividad PPARy y sus
acciones directas sobre los macréfagos indican un papel de este compuesto en la polarizacion M2 de
los macréfagos
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Conclusiones

1- El agonista PPARY rosiglitazona induce la expresion de la 5-lipoxigenasa

neuronal en el cerebro isquémico de forma dependiente de PPARYy

2- La neuroproteccion mediada por el agonista PPARy rosiglitazona en
isquemia experimental en ratén es dependiente de la actividad 5-

lipoxigenasa

3- La actividad transcripcional y el efecto transrepresor inducido por la
activacion de PPARy en isquemia experimental en roedores esta

mediado por 5-lipoxigenasa.

4- La activacion de PPARy con rosiglitazona incrementa los niveles de
lipoxina intracerebral en el hemisferio ipsilateral de animales isquémicos.

Este efecto es dependiente de 5-lipoxigenasa.

5- El agonista PPARYy rosiglitazona induce la expresién de los marcadores
de fenotipo alternativo de macrofagos CD36, arginasa | y CD206 en el
cerebro isquémico de una forma dependiente de la actividad 5-

lipoxigenasa.

6- El agonista PPARYy rosiglitazona incrementa la infiltracion de monocitos
M2 al cerebro isquémico de forma dependiente de la actividad 5-

lipoxigenasa.

7- Los marcadores de fenotipo alternativos en el cerebro isquémico se
localizan en microglia/macréfago (CD36 y arginasa I), monocitos (Ym1)
y neutréfilos (CD206, Ym1).

8- El agonista PPARYy rosiglitazona incrementa la fagocitosis de neutréfilos

por macrofagos/microglia en el cerebro isquémico de forma dependiente

de 5-lipoxigenasa.
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9- La lipoxina A4 es neuroprotectora en la isquemia cerebral experimental

mediante un mecanismo dependiente, al menos en parte, de PPARYy.

10- EI agonista de PPARy rosiglitazona induce la expresion de 5-
lipoxigenasa e incrementa la produccion de lipoxina A4 en neuronas

corticales cultivadas.

11- La lipoxina A; aumenta la expresion de los marcadores M2 CD36,
CD206, arginasa | e Ym1 en macrofagos RAW 264.7.

12- La lipoxina A4 incrementa el indice fagocitico de macrofagos de médula

6sea diferenciados con M-CSF.

13- La activacion de PPARYy con rosiglitazona induce la polarizacion M2 en
el cerebro isquémico. Este efecto, al igual que los efectos anti-
inflamatorios y la actividad transcripcional de este receptor, depende de
la 5-lipoxigenasa, por lo que la modulaciéon de la via PPARy-5-LO

presenta un potencial terapéutico para el tratamiento del ictus.
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Background

Inflammation is considered a major player of tissue damage after stroke;
it is therefore a potential therapeutic target for this devastating disease that
remains one of the major causes of death and disability worldwide. Early after
stroke onset, ischemic injury is exacerbated by a robust inflammatory response
that involves activation of resident glial cells, as well as influx of blood-derived

cells recruited by cytokines, adhesion molecules, and chemokines.

In this context, microglial cells, the resident macrophages of the brain,
are activated within minutes of the ischemic occlusion and may remain
activated for several weeks after initial injury.  Furthermore,
monocytes/macrophages and neutrophils are recruited to the brain tissue,
usually with a delay of hours to a few days, contributing to the initiation of the

inflammatory response after ischemia.

Current evidence indicates that macrophages are plastic cells that have
the ability to undergo different forms of polarised activation, the extremes of
which are called classic or M1 and alternative or M2 reflecting the Th1/Th2
nomenclature of T helper cells. The term M2 was proposed for macrophages
whose polarization is driven by Th2-derived IL-4 and IL-13, or by Treg-derived
anti-inflammatory mediators like IL-10 and TGF-B. Whereas the M1 phenotype
is pro-inflammatory and possesses a predominant role in the initial killing phase
of inflammation, M2 is a phenotype with a distinctive gene program that,
instead, leads mainly to inhibition of inflammation and tissue reconstruction
(Figure 1.6). This evidence suggests that polarization towards one of these
states might be crucial for the contribution of mononuclear phagocytes,

including resident microglia, to inflammatory damage.

Using stroke experimental models, several groups including ours
demonstrated the neuroprotective properties of different agonists of Peroxisome
Proliferator Activated Receptor Gamma (PPARy) (Table 5), a ligand-activated
transcription factor belonging to the nuclear receptor superfamily, with metabolic

but also anti-inflammatory actions due to trans-repression of inflammatory
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genes. Interestingly, this receptor has been shown to orchestrate the switch of
the macrophage phenotype towards the alternatively activated or M2 type. In
this context, 5-lipoxygenase (5-LO), a gene early induced by PPARy activation
in the ischemic brain, has been implicated in the neuroprotective effect of
PPARYy activation after MCAO in rats, as indicated by preliminary evidences

from my research group (Figure 1.11).

With this background, the purpose of this Doctoral Thesis is to study the
presence of M2 phenotypes of microglia and/or macrophages in the ischemic
brain, to explore whether polarization towards an M2 phenotype accounts for
the neuroprotective effects of PPARy activation and to demonstrate the

implication of 5-LO in this pathway after experimental stroke.

Hypothesis and objectives

Hypothesis

The immunomodulatory and neuroprotective effect of PPARy in
experimental brain ischemia depends on the enzyme 5-LO, the metabolic
activity of which is necessary for the M2 polarization of immune cells and for

resolution of inflammation.

Objectives

In order to demonstrate this hypothesis we present the following objectives:

A) Study of the implication of 5-LO in the anti-inflammatory effects of PPARYy in
brain ischemia: inhibition of classic or M1 activation

1- Characterization of rosiglitazone as a PPARy agonist

2- Study of the role of 5-LO in the inhibition of M1 activation induced by

rosiglitazone in brain ischemia in rats
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3- Study of the effect of the PPARy agonist rosiglitazone in 5-LO

expression in cerebral ischemia in rat

B) Study of the alternative or M2 activation in experimental brain ischemia and

of the role of the PPARYy-5-LO pathway in this process

1- Study of the role of 5-LO in rosiglitazone-induced neuroprotection in
experimental cerebral ischemia in mice

2- Analysis of the cellular expression of 5-LO in experimental cerebral
ischemia in mice. Effect of PPARy

3- Study of the role of 5-LO in the expression and signaling of PPARYy in
experimental cerebral ischemia in mice

4- Study of the levels of the 5-LO product lipoxin As (LXA4) in
experimental cerebral ischemia in mice. Effect of PPARy

5- Study of the alternative or M2 activation in mouse brain: effect of
ischemia and of the PPARYy-5-LO pathway

6- Analysis of the cellular location of M2 markers in the ischemic brain in
mice.

7-Characterization of the phagocytosis of neutrophils by
microglia/macrophages after cerebral ischemia in mice. Effect of the
PPARy-5-LO pathway

C) Effect of the 5-LO product LXA4 in neuroprotection and M2 activation
1-Study of the neuroprotective effect of LXA4 in cerebral ischemia in rats
2-Characterization of LXA4 production in vitro

3-In vitro study of the effect of LXA4; on M2 activation and phagocytic

function in macrophages
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Material and Methods

Animals and experimental procedures for in vivo experiments

Animals: WT controls (B6;129SF2/J) and 5-LO-deficient mice (B6;129S2-
Alox5™FunJ: 5. O7) as well as C57BL mice (8-10 weeks) were obtained from
the Jackson Laboratories. For the studies of the expression of 5-LO, its
implication in the inhibition of pro-inflammatory markers mediated by
rosiglitazone (RSG) and the neuroprotective effect induced by lipoxin As (LXAs),

male Wistar rats were used.

Middle cerebral artery occlusion (MCAQ) model: Animals were subjected

to permanent focal cerebral ischemia through a combination of both distal
MCAO and ipsilateral common carotid artery occlusion (CCAQ), experimental

conditions that lead to moderately sized cortical infarcts.

Treatment protocols: Animals were allocated by randomization (coin

toss) to different treatments groups. In a set of experiments, WT and Alox5-/-
mice received either an intraperitoneal (i.p.) administration of vehicle (saline)
and the other group, 3 mg/kg rosiglitazone, 10 min after MCAQO (n=6-8/group).
Control groups consisted of respective sham-operated animals that received an
i.p. injection of either saline or rosiglitazone 10 min after the sham procedure. In
another set of experiments, C57BL mice or Wistar rats were treated with vehicle

or rosiglitazone +/- 5 mg/kg BWA4C, a specific 5-LO inhibitor.

Intraperitoneal

administration of Brain
VEH (Saline + 10% homogenates,
DMSO), RSG nuclei isclation,
3mg/kg), BWA4C cytometry, .
( g(S?rzglkg) RNA extraction histology histology

MCAO
10min Sh 24h 48h

Figure 1. Administration protocol and sample extraction for experimental
procedures
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The neuroprotective effect of LXA4 was evaluated in Wistar rats which
received an intracerebroventricular (i.c.v) administration of LXA4 after MCAO. A
subgroup of LXAs-treated animals also received an i.c.v administration of the
PPARYy antagonist T0070907 before the LXA4 injection.

MCAQ e 8h >
Brain extraction and infarct volume
determination by TTC staining

i.c.v. administration of:
LXA,; TOO70907; vehicle

Figure 2. Neuroprotective effect of LXA4 in Wistar rats: administration protocol
and procedure

Brain _infarct determination: Magnetic resonance examination was
performed 24 hours after pMCAO using a BIOSPEC BMT 47/40 (Bruker,

Ettlingen, Germany). Infarct volume was calculated using the ImageJ software

(NIH, USA) from the T2-weighted images. In addition, infarct volume to asses
the neuroprotective effect of LXAs was determined by TTC (2,3,5-trifenil-
tetrazolium chloride) staining 48h alter MCAO.

Cell cultures and experimental procedures for in vitro experiments

Primary neuronal or astrocyte cultures were prepared from pre-natal
(neurons) or neonatal (astrocytes) Wistar rat cortex. For the study of 5-LO
mRNA expression, cultures were treated with RSG for 8 hours. 5-LO
immunofluorescence analysis in neurons, as well as determination of levels of
LXA4 in supernatants of neurons and astrocytes were performed 24 hours after

treatment.

Bone marrow-derived macrophages (BMM) were obtained by culturing

bone marrow cells in the presence of M-CSF. Determination of the phagocytic
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capacity of these cells was performed 3 hours after LXA; treatment. The
expression of markers of M2 activation in RAW 264.7 macrophages was
performed 5 hours after LXA4 treatment.

Experimental techniques

Western blotting: protein was extracted from infarct and peri-infarct areas

of mice brains collected 24h after MCAO. Samples were homogenised by
sonication in the presence of protease inhibitors (Roche Diagnostics,
Indianapolis, USA) and 0,1% of Nonidet p40. The protein extracts were
prepared by high-acceleration centrifugation (12000g x 20min 4°C). Laemmli
electrophoresis sample buffer (Bio-Rad) was added to extracts containing 25 ug
of protein and denatured by heating at 90°C for 10 min. Proteins were
separated in SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), transferred
to a nitrocellulose membrane (HybondTM-P; Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg, Germany), and incubated with specific antibodies. Western
blots were developed using ECL technique. The chemiluminiscent signal was
acquired with a CCD camera (Syngene, Cambridge, U.K.) and quantified with
Gene Tools software (Syngene, Cambridge U.K.). B-actin were used as loading

controls.

Protein _determination by cytometric bead array (CBA): protein

homogenates from brain infarcted tissue obtained 24h after pMCAO were used
to measure the protein levels of TNF-a and MCP-1 using a BD™ Cytometric
Bead Array (CBA) as described according to the manufacturer’s instructions

(BD Bioscience).

Quantitative RT-PCR: total RNA was extracted from rat cortex, cultured

macrophages, astrocytes or neurons using TRIzol® reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). RNA quantity was determined spectrophotometrically and
the purity was confirmed by the relative absorbance at 260nm versus 280nm. 1
ug of RNA was reverse-transcribed with iScript cDNA Synthesis kit (BioRad).
Quantitative real-time PCR was performed using a Biorad iQ5 Thermocycler

with triplicate samples.
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Immunofluorescence: Animals were sacrificed 24 or 48h after MCAO by

pentobarbital overdose followed by trans-cardiac perfusion with 0.1M phosphate
buffer and 4% p-formaldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH 7.4). Brains were
removed, post-fixed overnight and placed in 30% sucrose for 48h. Coronal
series sections (30um) were cut on a freezing microtome (Leica SM2000R,
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) and stored in cryoprotective
solution. Double-label immunofluorescence was performed on free-floating

sections.

For 5-LO immunodetection in rat neuronal cultures, treated cells were
fixed with 4% paraformaldehyde (15 min). The cells were pre-incubated with
0.2% Triton X-100 and with 10% normal goat serum in PBS for 15 min at room
temperature. After this time, cells were incubated at 4°C overnight with rabbit
polyclonal antibody against 5-LO (1:100; Cayman Chemical Co.) and with
mouse monoclonal antibody against neuronal nuclei (NeuN Millipore Bioscience
Research Reagents, 1:100) as the primary antibodies, followed by detection
with secondary antibodies. After washing, cells were counterstained for 15 min
at room temperature with TOPRO (Invitrogen Labeling and Detection) before

mounting.

Stereological analysis: To estimate the number of Ym1+ or Ym1-

neutrophils or monocytes in the infarct core, 7 coronal sections between -1.94
and -2.46mm posterior to bregma (30um per section, 600uym apart) were
quantified with the optical fractionator approach. The reliability of the sampling
scheme was confirmed by the calculation of the Schmitz-Hof coefficient of error
(CE), which was <0.1.

Brain dissociation and subsequent inflammatory cell analysis by flow

cytometry: 24h after MCAO, mice brain were removed, and infarct and peri-
infarct tissue was dissected with a scalpel, placed into 15 mL of ice-cold PBS
and dissociated in a single cell suspension using a gentleMACS™ Dissociator
(Miltenyi) according to manufacturer’s instructions. Cell suspension were

resuspended in 3 mL of 50% Percoll and overlaid on the top of a gradient
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containing 3 mL of 30% of Percoll. The gradient was centrifuged at 500g for 40
minutes at room temperature. Cells were collected from the 30% to 50%
interface and were incubated with conjugated antibodies CD36-PercP (Santa
Cruz), CD11b-FITC, CD45-PE and Gr1-APC (Miltenyi) for 45 minutes at 4°C.
Intracellular staining of arginase | was performed after cell fixation in 2% PFA

and permeabilization.

Determination of lipoxin A4 levels: Quantitative analysis of LXA4 levels in

cerebral cortex dissected from the MCA territory 24 h after the occlusion was
performed by ELISA (EA 45 Lipoxin A4 assay kit, Oxford Biomedical Research,
Oxford, MI, USA). Samples were previously purified using C18 octadecyl mini-
columns (AmprepTM Mini-Columns, Amersham Biosciences, UK). For the
quantitative analysis of LXA4 levels of neurons and astrocytes, supernatants of
the cell cultures were collected 24 hours alter treatment incubation and frozen

at -80°C for posterior ELISA analysis.

Nuclear extracts: Brain tissue from peri-infarct areas of 5-LO-/- and wild

type mice was collected 18h after MCAO. Nuclear extracts were prepared
crushing tissue or incubating the cell suspension of the culture in 10 mM
HEPES (pH 7.9), 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCI, and 0.5% Nonidet P-40. Nuclei
were pelleted at 12,000g for 1 min at 4°C and lysed in 20mM HEPES (pH 7.9),
15 mM MgCl, 420 mM NaCl and 0.2 mM EDTA. After centrifugation (12,0009

for 5 min at 4°C), the pellet was discarded.

PPARYy transcriptional activity assay: PPARy activity was assessed in

isolated nuclei. The procedure was performed using the PPARy Transcription
Factor Assay kit (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) following

manufacturer's recommendations.

LanthaScreen™ TR-FRET PPARy Co-activator Assay: in order to assess
the ability of RSG to act as PPARy ligand, TR-FRET (Time-Resolved

Fluorescence Resonance Energy Transfer) assay in vitro) was performed with

the LanthaScreen TR-FRET PPARy competitive binding assay according to the

instructions of the manufacturer (Invitrogen).
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Phagocytosis _analysis: to analyse phagocytosis, co-localisation of

Iba1/NIMP-R14 was analyzed using a laser-scanning confocal imaging system
(Zeiss LSM710). The % of NIMP-R14/Iba1 co-labelling was calculated as the
ratio between the number of Iba1+ cells engulfing NIMP-R14+ cells divided by
the total number of activated Iba1+ cells found in the field. Two photographs of
the ischemic core per section using the 20x magnification objective were taken
in 7 coronal sections of each animal. Quantification of double cells in the
orthogonal projection of z-stack files was performed using the cell counter tool
of the software ImagedJ (NIH). Analysis of phagocytosis was performed in both

infarcted and peri-infarct areas of the brain 48h after ischemia.

In vitro phagocytic assay: pre-treated MCSF bone marrow macrophages

with were incubated with polystirene latex beads conjugated to fluorescein
(SIGMA). The beads were dissolved in pre-warmed serum-free BME medium
and added to the cells. The plate was centrifuged for 1 min at 250 x g before 30
min incubation at 37°C. At the end of the incubation, 300l of ice-cold medium
was added to the cells to stop the reaction. The cells were detached from the
well by gentle pipetting, washed and transferred to a flow tube for flow
cytometry examination. Prior to acquisition, cells were incubated for 15min with
propidium iodide solution (5ug/ml) (Santa Cruz) to assess cell death. A total of
75,000 events were collected from each sample using a FACSCalibur flow
cytometer with CellQuest software (BD Pharmingen, San Jose, CA). Data were
analyzed using the software FlowJo (Tree Star Inc.). Data were represented as
the increase in the phagocytic index (number of fluorescein® cells x mean
intensity of fluorescein) vs. vehicle treated macrophages (considered as a 100%

phagocytic index).

Statistical _analysis: results are expressed as mean + S.E.M. of the

indicated number of experiments; Student’'s t test was used to compare 2
groups and 1-way ANOVA to compare >2 groups. P<0.05 was considered

statistically significant.
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Results:

OBJECTIVE 1: Study of the implication of 5-LO in the anti-inflammatory

effects of PPARYy in brain ischemia: inhibition of classic or M1 activation

-Characterization of rosiglitazone as a PPARy agonist: RSG was
characterized as a bona fide PPARy agonist because of its ability to bind to the
ligand binding domain of PPARY, its capacity to activate the transcriptional

activity of the receptor and its anti-inflammatory actions (Figure 4.1).

-Study of the role of 5-LO in the inhibition of M1 activation induced by
rosiglitazone in brain ischemia in rats: anti-inflammatory effects of PPARy
activation in brain ischemia were confirmed by protein expression analysis of
inflammatory markers in the ischemic brain. The results show that RSG
treatment inhibits the expression of TNFa, INOS, COX-2 and MMP9 induced by
brain ischemia. In this settings, inhibition of 5-LO activity using the 5-LO specific
inhibitor BWA4C abolished the trans-repressor effect induced by PPARYy
activation, demonstrating that these effects are mediated by 5-LO activity
(Figure 4.2).

-Study of the effect of the PPARy agonist rosiglitazone in 5-LO
expression in cerebral ischemia in rat: our results show that RSG up-regulates
5-LO expression in the ischemic rat brain in a PPARy-dependent fashion
(Figure 4.3). The expression of this de novo RSG-induced 5-LO was mainly

located in the neurons surrounding the ischemic tissue (Figure 4.4).

OBJECTIVE 2: Study of the alternative activation or M2 in experimental
brain ischemia and of the role of the PPARY-5-LO pathway in this process

-Study of the role of 5-LO in rosiglitazone-induced neuroprotection in

experimental cerebral ischemia in mice: rosiglitazone treatment induces

neuroprotection in wild type mice but not in 5-LO-/- mice (Figure 4.5). This result
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points to the 5-LO activity as an important mediator of the effects of PPARYy

activation.

-Analysis of the cellular expression of 5-LO in experimental cerebral
ischemia in mice. Effect of PPARy: as previously demonstrated in rat brain,
immunofluorescence analysis of 5-LO in mice brain shows that RSG treatment
induces 5-LO expression in neurons that surround the ischemic area (Figure
4.6).

-Study of the role of 5-LO in the expression and signaling of PPARy in
experimental cerebral ischemia in mice: our results point to a disruption of
PPARYy signaling in 5-LO-/- mice, as shown by an altered regulation of the
receptor expression, and a lack of PPARy transcriptional activity, anti-
inflammatory actions (transrepression of TNFa and MCP-1) or induction of
target gene expression (CD36) after RSG treatment in these animals (Figure
4.7). These data confirm the importance of 5-LO in PPARy-induced signaling
pathways.

-Study of the levels of the 5-LO product lipoxin A4 (LXA4) in experimental
cerebral ischemia in mice. Effect of PPARy: the effect of PPARYy activation in the
metabolic activity of 5-LO was studied based on the quantification of the intra-
cerebral levels of its product LXA4. Our results show that RSG treatment
increases the levels of LXA4 in wild type but not in 5-LO-/- mice (Figure 4.8),
pointing to the PPARy-mediated de novo expression of neuronal 5-LO as the

main responsible for this effect.

-Study of the alternative activation or M2 in mouse brain: effect of
ischemia and of PPARy-5-LO pathway: our results show that the expression of
markers of M2 activation such as CD36, arginase I, Ym1 or CD206 were
induced in brain after ischemia (Figure 4.9) and that PPARy activation up-
regulates their expression or increases the infiltration of cells expressing these
markers into the ischemic brain (Figures 4.9 and 4.12), suggesting that PPARYy
mediates an M2 polarization after ischemia. This effect may participate in the

neuroprotective actions of PPARy activation. This hypothesis is reinforced by
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the lack of M2 polarization by RSG found in 5-LO-/- mice, an effect that could

explain the lack of neuroprotection after PPARy activation in these mice.

-Analysis of the cellular location of M2 markers in the ischemic brain in
mice: cellular location of M2 markers in the ischemic brain showed that CD36
was mainly expressed by CD11b* CD45"9" cells, which have been described as
microglia. By the other hand, arginase | expression was found in microglial
cells, but also in CD11b"CD45"%" cells, which are considered myeloid blood
borne cells infiltrated into the brain tissue (Figure 4.10). Immunofluorescence
analysis of the expression of CD206 and Ym1 showed their location in
neutrophils of the ischemic tissue (Figure 4.11) and, in the case of Ym1, a
monocytic population was also immunoreactive for this marker (Figure 4.12).
Furthermore, our results also showed that RSG increases the infiltration of
Ym1" monocytes into the ischemic tissue in a 5-LO dependent fashion (Figure
4.12). Interestingly, RSG treatment exerts the same effect on the Ym1*

neutrophilic population that infiltrates into the tissue (Figure 4.13).

-Characterization of microglia/macrophages phagocytosis of neutrophils
after cerebral ischemia in mice. Effect of the PPARy-5-LO pathway: analysis of
phagocytosis of neutrophils by microglia/macrophages of the ischemic tissue
shows that RSG-treatment increases the number of neutrophils engulfed by
Iba1” cells in these areas. This resolutive effect induced by RSG treatment was
not found in 5-LO-/- mice (Figure 4.14).

OBJECTIVE 3: Effect of the 5-LO product LXA, in neuroprotection and M2

activation

-Study of the neuroprotective effect of LXA4 in cerebral ischemia in rats:
our data demonstrate that LXA, administration is neuroprotective in brain

ischemia. This effect is, at least in part, mediated by PPARYy (Figure 4.15).
-Characterization of LXA4 production in vitro: in vitro experiments in

neuronal cultures confirmed that PPARy activation also induces 5-LO

expression, which was mainly found in the cytoplasm of the neurons. This effect
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was absent in astrocytic cultures (Figure 4.15 and 4.16). Furthermore, LXA4
endogenous synthesis by neuronal cultures was increased after RSG treatment
in a concentration-dependent fashion (Figure 4.16), in agreement with our

findings in vivo.

-In vitro study of the effect of LXA4 in M2 activation and phagocytic
function in macrophages: direct effect of LXA4 in cultured macrophages was
also evaluated. On one hand, our results show that LXA,4 treatment increases
the expression of markers of M2 activation in RAW macrophages (Figure 4.17).
Furthermore, LXA, treatment also increased the phagocytic capacity of bone

marrow macrophages (Figure 4.18).

Taking into account that LXA4 treatment partially mediates PPARy—
induced neuroprotection and M2 polarization, our results indicate that this
compound is an important mediator of the 5-LO-PPARy pathway that could
explain the obligatory role of 5-LO in the neuroprotective effects mediated by
PPARYy activation.

Conclusions

1- The PPARy agonist rosiglitazone induces the expression of a neuronal 5-
lipoxygenase in the ischemic brain in a PPARy-dependent fashion

2- PPARYy agonist rosiglitazone-mediated neuroprotection in experimental
ischemia in mice is dependent on the 5-lipoxygenase activity

3- Transcriptional activity and trans-repressor effect induced by PPARy
activation in experimental ischemia in rodents are mediated by 5-
lipoxygenase

4- PPARYy activation by rosiglitazone increases the intracerebral levels of
LXA4 in the ipsilateral hemisphere of ischemic animals. This effect is
dependent on 5-lipoxygenase

5- The PPARYy agonist rosiglitazone induces the expression of markers of
alternatively activated macrophages such as CD36, arginase | and CD206

in the ischemic brain in a 5-lipoxygenase-dependent fashion
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6

The PPARy agonist rosiglitazone increases the infiltration of M2

monocytes into the ischemic brain in a 5-lipoxygenase-dependent fashion

~
1

The markers of alternative activation in the ischemic brain are localized in
microglia/macrophages (CD36, arginase 1), monocytes (Ym1) and
neutrophils (CD206, Ym1).

The PPARYy agonist rosiglitazone increases the phagocytosis of neutrophils

(0]
1

by microglia/macrophages in the ischemic brain in a 5-lipoxygenase

dependent fashion

©
I

Lipoxin A4 is neuroprotective in experimental cerebral ischemia by a

mechanism dependent, al least in part, on PPARy

10- The PPARY agonist rosiglitazone induces the expression of 5-lipoxygenase
and increases the production of lipoxin A4 in cortical cultured neurons

11- Lipoxin A4 increases the expression of the M2 markers CD36, CD206,
arginase | and Ym1 in RAW 264.7 macrophages

12- Lipoxin A4 increases the phagocytic index of M-CSF-differentiated bone
marrow macrophages

13-PPARYy activation with rosiglitazone induces M2 polarization in brain

ischemia. This effect, as well as its anti-inflammatory properties and its

transcriptional activity depend on the enzyme 5-lipoxygenase; therefore,

modulation of the PPARy-5-LO pathway is a potential strategy for the

therapeutic treatment of ischemic stroke.
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