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Resumen

En las diferentes etapas del infarto cerebral, la inflamacion es de vital importancia. Por
ello, el control de la respuesta inflamatoria mediante la modulacién del receptor
nicotinico a7 puede ser decisivo. La estimulacién de los receptores nicotinicos a7 tiene
un efecto modulador de la inflamacion en el cerebro y, por lo tanto, los agonistas
especificos del receptor a7 podrian significar una novedosa terapia para los pacientes
con ictus. Por este motivo, el presente estudio pretende determinar el potencial
terapéutico del receptor nicotinico a7 en la respuesta inflamatoria en un modelo de
isquemia cerebral en rata mediante (i) la caracterizacién de la respuesta inflamatoria y
(ii) la valoracién de la integridad de la barrera hematoencefalica mediante la expresion
de metaloproteinasas de matriz extracelular. Los resultados de este estudio obtenidos
mediante inmunohistoquimica y zimografia en gel han mostrado que la activaciéon del
receptor a7 con el agonista PHA 568487 disminuye la respuesta inflamatoria. Asimismo,
se observd un incremento de la expresion de la metaloproteinasa 2 (MMP-2),
caracterizada por tener un papel protector, tras la primera semana de evolucion de la
isquemia cerebral. Por lo tanto, consideramos que la correcta caracterizacién del papel
del sistema nicotinico sobre la respuesta inflamatoria, asi como la expresién de
metaloproteinasas de matriz es esencial para el desarrollo de nuevas vias terapéuticas
gue puedan modular la respuesta inmune en patologias neurolédgicas como el ictus.
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1. Introduccion

1.1 Ictus isquémico

La isquemia cerebral es una de las principales causas de muerte y discapacidad en todo
el mundo'™!, y el accidente cerebrovascular isquémico representa la forma mas
frecuente de accidente cerebrovascular 12, El ictus isquémico es el resultado de la
reduccion permanente o transitoria del flujo sanguineo cerebral®'%!314 que causa una
privacion de oxigeno y glucosa al tejido, y con ello la muerte celular®®'45, En la mayoria
de los casos, la oclusidon es en una arteria cerebral, ya sea por un émbolo o por una
trombosis local®'¥!>, En la zona de tejido nervioso afectado cerca del vaso ocluido se
pueden distinguir dos zonas: el nucleo del infarto (zona de severa isquemia)®® y la
penumbra (zona de isquemia moderada)*>®.

Los mecanismos moleculares que subyacen a la lesion del sistema nervioso central por
el ictus isquémico son complejos®>*77, principalmente debido a la activaciéon de
multiples vias asociadas con la inflamacion, el estrés oxidativo, el metabolismo
energético y la excitotoxicidad, la formacidn de radicales libres3°1417, |a sobrecarga de
calcio y la disfuncién mitocondrial®?’ (Figura 1). Ademas, se incrementa la produccion
de citocinas y quimiocinas, asi como la adhesidon y agregaciéon de las células
inflamatorias!?. Otra de las complicaciones graves del ictus isquémico es el edema
cerebral, que agrava el dafio cerebral y promueve el deterioro clinico*®. La mayor causa
del edema es la perdida de la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE) que
termina con la acumulacién de agua en el cerebro** (Figura 1).

K+
Despolarizacion | !? ;20
; Na*

Edema Citotoxico K&

Despolarizacion
Peri-infartica

K &

Ca?*
/ = Activacion de proteasas,
‘ \ lipasas y endonucleases

Estrés oxidativo Apoptosis

B

Inflamacién otura de la barrera e

infiltracién leucocitaria

\()/33 =

N Activacion microglial

Figura 1. Descripcidon general simplificada de la cascada isquémica. El fallo energético
conduce a la despolarizacion de las neuronas, y la activacion de los receptores especificos
de glutamato aumentan drasticamente el Ca*?, Na* y Cl" intracelular, mientras el K* se
libera al espacio extracelular. A través de los gradientes osmaticos que se crean el agua
se desplaza al espacio intracelular provocando un edema citotdxico. Ademas, la entrada
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de Ca*? sobreactiva numerosos sistemas enzimaticos (proteasas, lipasas y endonucleasas),
y genera radicales libres que dafian las membranas, las mitocondrias y el ADN provocando
a suvez la muerte celular por apoptosis. Los radicales libres también inducen la formacion
de mediadores inflamatorios, que activan la microglia y provocan la rotura de la barrera
hematoencefalica desencadenando la infiltracién leucocitaria.

Los cambios hemodinamicos, metabdlicos e idnicos, no afectan al territorio isquémico
homogéneamente. En el nucleo del infarto, el flujo sanguineo cerebral estd muy por
debajo de lo normal, y se desarrolla una despolarizacién permanente y andxica. Las
células mueren rapidamente por lipdlisis, protedlisis, la desagregacion de microtubulos
y la ruptura de la homeostasis idnica®. En la penumbra, sin embargo, el metabolismo
energético estd parcialmente preservado®*®, aunque sin tratamiento puede degenerar
debido a la excitotoxicidad continua, inflamacidn post-isquémica y apoptosis. Es por eso
que el objetivo de la neuroproteccion es salvar la penumbra isquémica®1®.

1.1.1 Tratamiento

Las opciones de tratamiento actualmente disponibles después de un accidente
cerebrovascular se limitan al activador del plasminégeno tisular (tPA)¥1%1219 y 3|
tratamiento endovascular con el Unico objetivo de recanalizar un vaso ocluido®*2. Sin
embargo, estos tratamientos de recanalizacidn solo son efectivos durante las primeras
horas después del accidente!!. Por eso, es de vital importancia la investigacion sobre
el desarrollo de nuevos compuestos para tratar el accidente cerebrovascular?®.

1.1.2 Lesidn isquémica post-reperfusion

La lesion isquémica post-reperfusidon es una distintiva manifestacion clinica que afecta a
muchos drganos, entre ellos el cerebro?®. Iniciada por la lesién isquémica, aumenta la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)#?°, empeora tanto la
neuroinflamacion®>'3'* como la excitotoxicidad** provocando una sobrecarga de calcio
intracelular y dafio en las células endoteliales. Las etapas de reperfusidon consecutivas,
sin embargo, se caracterizan por el agravamiento de la lesiéon tisular, inflamacién
sistémica incontrolada e insuficiencia multiorganica. En consecuencia, la eliminacion de
ROS, la reduccién de la respuesta inflamatoria y la inhibicidn de la apoptosis celular son
intervenciones importantes?°,

1.2 Neuroinflamacion

La respuesta inflamatoria es un proceso crucial de la lesiéon del tejido cerebral durante
las fases agudas del ictus isquémico*>?!. La neuroinflamacién ocurre rapidamente
después del inicio de la isquemia y se extiende en las etapas agudas y subagudas de Ia
enfermedad!?#?2, Ademas, se sabe que la inflamacién tiene efectos tanto positivos como
negativos'®?2, Asimismo, si se prolonga mucho en el tiempo exacerba la lesién cerebral
y pospone la recuperacion®!2,

La neuroinflamacidn empieza como respuesta a las células necréticas y a la produccién
de ROSY, y una vez iniciada, se activa la microglia®®1%23, La microglia genera mas
citocinas proinflamatorias'?>1917.23 que a su vez, conducen a la induccién de moléculas
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de adhesidn en la vasculatura cerebral*'%127 Esto ocurre durante las primeras 24 horas
después de la isquemia. Por otro lado, la regulacién positiva de quimiocinas crea la
guimiotaxis de las células inmunes circulantes, que se dirigen hacia el area isquémica
(especialmente a la penumbra)?1%13, Las moléculas de adhesion median la adhesién de
los leucocitos al endotelio vascular*%!’, que provoca la oclusidon microvascular y la
entrada de leucocitos al parénquima cerebral®1%23, Las células inflamatorias liberan
varios agentes citotdxicos como las metaloproteinasas de matriz (MMP), éxido nitrico'®,
y también son una fuente independiente de ROS>1°, Estas moléculas exacerban el dafio
de las células cerebrales y provocan la alteracion de la matriz extracelulary la BHE. Por
todo esto, la neuroinflamacién tras el ictus se considera un objetivo claro para el
tratamiento de la isquemia cerebral®1912,

1.2.1 Microglia

La microglia constituye aproximadamente el 5-10% de todas las células cerebrales!®y
son consideradas las células inmunitarias residentes en el cerebro, ya que modulan la
actividad fagocitica y la respuesta inmunitaria del cerebro®®0, Estas células participan
en la defensa del sistema nervioso contra las infecciones, y se activan en condiciones de
trauma, isquemia y neurodegeneracion'®. La microglia activada experimenta una
transformacién morfolégica desde un estado de reposo “ramificado” a un estado
“ameboide” activo®191523 donde se vuelven virtualmente indistinguibles de macréfagos
circulantes'®. Gracias a sus propiedades fagociticas, la microglia activa elimina los
organismos extrafios y las neuronas dafiadas'®%3,

Poco después del inicio del ictus isquémico, la microglia se activa y empieza el
reclutamiento de monocitos y macréfagos circulantes mediante la liberacion de
mediadores proinflamatorios, como el factor de necrosis tumoral (TNF), el éxido nitrico,
y el superdxido®3. La activacién de la microglia ejerce efectos tanto beneficiosos como
perjudiciales en el accidente cerebrovascular, ya que se pueden polarizar en microglia
proinflamatoria tipo 1 (M1) o en microglia antiinflamatoria tipo 2 (M2)%®1213, Al inicio
del ictus se encuentra como M2, y rdpidamente durante la neuroinflamaciéon cambia a
M1%12, Un marcador importante para ver la activacion de la microglia es la proteina
translocadora (TSPO), que estd ubicada en la membrana mitocondrial externa, y es parte
del poro de transicidn de la permeabilidad mitocondrial®. Los niveles de expresion basal
son relativamente bajos en condiciones fisioldgicas?3, mientras que en presencia de
estimulos inflamatorios se sobreexpresa en células gliales y macréfagos?.

1.2.2 Leucocitos

Los leucocitos promueven la lesién isquémica cerebral a través de varios mecanismos.
Pueden adherirse al endotelio y obstruir la vasculatura, y asi afectar al flujo sanguineo
local empeorando la situacion'®1924 Ademds, los leucocitos activados cerca de la
superficie del endotelio también producen ROS tdxicos, proteasas, asi como dafios en
los vasos sanguineos y en el parénquima cerebral. Por otro lado, la activacién de las
fosfolipasas de los leucocitos provoca vasoconstriccion y aumento de la agregacion
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plaguetaria. Por ultimo, los leucocitos infiltrados secretan citocinas proinflamatorias y
otras moléculas inmunes alrededor de la penumbra causando més dafio neuronal®®.

Después de la isquemia, los neutrdfilos son el primer tipo leucocitario que se infiltra en
el cerebro isquémico. Se han observado neutréfilos a las 4-6 horas tras el ictus, y se ha
demostrado que agravan la lesién al producir mediadores inflamatorios!?13202> | os
linfocitos, por otra parte, se infiltran a los 3-6 dias después del accidente
cerebrovascular?, y parecen jugar un papel activo en la patogénesis de la enfermedad.
Como los neutréfilos, los linfocitos también son capaces de producir citocinas
proinflamatorias y sustancias citotdxicas perjudiciales®!3,

1.2.3 Metaloproteinasas de matriz (MMP)

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una gran familia de enzimas proteoliticas
que degradan los componentes de la matriz extracelular’’212631  Tienen una
configuracion estandar que consiste en una porcidon de propéptido con un interruptor
de cisteina, una zona catalitica de zinc, un dominio hemopexina y la zona
transmembrana?! (Figura 2). Las MMP estdn secretadas en una forma latente que
protege a la célula del dafio?*3?, y las citocinas son las responsables de activar los sitios
de transcripcion que conducen a la formacién de esas formas latentes. Una vez
activadas, generalmente, se desactivan rapidamente por los cuatro inhibidores tisulares
para metaloproteinasas (TIMP)%L.

Prodominio Dominio catalitico Dominio hemopexina
in
de cist®
puente Region
bisagra
SH A
4 A S
I ( — Al
\ — S
oY
Péptido Fibronectina Dominiode Dominio
sefial (MMP-9 y 2) unién a transmembrana
Prodominio coldgeno

Figura 2. Estructura representativa de la metaloproteinasa de matriz. Cuatro dominios
principales: prodominio, dominio catalitico, dominio tipo hemopexina y dominio
transmembrana.

Las enzimas constitutivas, como la MMP-2, se activan de una manera muy especifica y
actuan cerca del sitio de activacion. Ademas, mantienen la integridad de las membranas
basales evitando el crecimiento de la matriz extracelular?l. La activacién de MMP-2
implica un complejo trimolecular compuesto por la MMP-2, TIMP-2 y una
metaloproteinasa de membrana como la MMP-14. Cuando las tres moléculas se unen,
la MMP-14 activa la MMP-2 utilizando TIMP-2 como molécula puente?'3! (Figura 3A).
Debido a que la MMP-14 esta unida a la membrana, la actividad de la MMP-2 esta
restringida a la regidn cercana al sitio de activacion. Por otro lado, las enzimas inducibles,
como la MMP-9, se mantienen en un estado inactivo hasta que comienza el proceso
neuroinflamatorio, y se activan a través de la accién de radicales libres y otras enzimas.
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Una vez se activan, no actlan cerca de la zona de activacién, y conducen a un dafio
tisular mas extenso?l. La MMP-9 es activada por la MMP-2 activa y una estromelisina
como la MMP-3 activa, que se activa por nitrosilacion y otras acciones de los radicales
libres?131 (Figura 3A).

A Activador del plasmindgeno B
uPA, tPA @ 4
MMP
Plasmindgeno Plasmina @ Eritrocito Isqyemi
Pro-colagenasa Colagenasa \ _‘:' o
MMP-1, 8 ,13 MMP-1, 8 ,13 =g i
Pro-estromelisina Estromelisina Y

MMP-3, 10,11 MMP-3, 10,11
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- %f%’ Microglia
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. MMP9Y T . MMP-9
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_ MMP2 |  MmP2 |
" Metaloproteinasasde membrana ‘
MMP-14, 15, 16, 17

o
©

(24 Macrofago

Rotura de la barrera hematoencefalica

Figura 3. Las metaloproteinasas de matriz en el accidente cerebrovascular. (A) Cascada de
proteasas que incluye las MMP. (B) Rotura de la barrera hematoencefalica después del
ictus isquémico y liberacién de las MMP.

El momento de la cascada de activacion es fundamental para determinar el papel que
las enzimas juegan durante el mantenimiento normal del tejido, de las lesiones y de la
recuperacion?!. Debido a la naturaleza compleja de las interacciones, las MMP tienen
multiples roles participando en el proceso de lesion en las primeras etapas (Figura 3B) y
contribuyendo a la recuperacidn durante las Ultimas’21,26:3032,

En las primeras fases después del ictus isquémico, la desregulacidon de las MMP se ha
relacionado con un aumento de la alteracion neurovascular y del dafio cerebral?:26:30:32,
En particular, las alteraciones mediadas por las MMP conducen a la disrupcién de la
barrera hematoencefalical’2%26273032 edema cerebral, hemorragia?126:27:32,
infiltracién leucocitaria®'?’ y a reacciones inflamatorias progresivas subyacentes a la
perdida de tejido cerebral®! (Figura 3B). La MMP-9 domina la respuesta de esta fase®’26~
293132 A pesar de ello, tienen efectos beneficiosos durante la fase de recuperacion,
especialmente en la angiogénesis y en el restablecimiento del flujo sanguineo. También
en la neurogénesis’?126 y |a sinaptogénesis?t. La MMP-2 es la principal metaloproteinasa
en esta fase’?”29, demostrando tener un papel neuroprotector en las fases tardias del
ictus®°. Por ultimo, se ha visto que la inhibicién de las MMP a largo plazo reduce la
plasticidad neuronal, altera la formacién de nuevos vasos y promueve la hemorragia y
el dafio tisular en la corteza peri-infarto?2627,

1.3 Receptor nicotinico a7

Los receptores nicotinicos (nAChRs) son canales catidnicos333* que estdn compuestos
por cinco subunidades estructurales (a2-a10y B2-B4). Los mas abundantes en el cerebro
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de los mamiferos son los receptores heterémeros de a4 y B2 y los receptores
homémeros de a733737. Los nAChRs a7 son receptores permeables al calcio?®?’, y en el
cerebro se expresan en una gran variedad de tipos celulares como las neuronas
corticales, los astrocitos, la microglia, los precursores de los oligodendrocitos y las
células endoteliales®.

Los nAChRs a7 estan relacionados con una gran cantidad de eventos fisiolégicos como
la locomocidn, la atencién®, el aprendizaje, la memoria333>3% y el procesamiento
sensorial®3. Sin embargo, también se ha visto una relacién de estos receptores en
distintas enfermedades mentales como la depresidn, la ansiedad, la esquizofrenia33, el
Parkinson, el Alzheimer®3¢, el trastorno bipolar y en lesiones cerebrales traumaticas3°.
La estimulacion de los nAChRs a7 tiene un efecto neuroprotector en las enfermedades
neurodegenerativas mencionadas2%3>3638 asi como en la isquemia cerebral?>14353639-
41y en las hemorragias intracerebrales®>3°. Por ello, los agonistas especificos del nAChR
a7 podrian significar una novedosa terapia para los pacientes con ictus isquémico*4°,
mejorando asi su recuperacién®. Este efecto neuroprotector se ha relacionado con la
supresién de la neuroinflamacién gracias a la modulacion de las células inmunitarias por
la via antiinflamatoria colinérgica?>17.2035364243 yiéndose una mejora en el edema
cerebral, en el estrés oxidativo y en la integridad de la BHE*. A pesar de ello, los
mecanismos involucrados son todavia desconocidos a dia de hoy.

Por este motivo, el presente trabajo pretende evaluar el efecto modulador de los
nAChRs a7 en la respuesta inflamatoria, rotura de la BHE e infiltracion leucocitaria en
un modelo experimental de isquemia cerebral.

1.4 Proyecto

En las diferentes etapas del infarto cerebral la inflamacidn es de vital importancia, y la
estimulacion de los nAChRs a7 tiene un efecto modulador de la inflamacién en el
cerebro. Eso es gracias a que con la activacién del nAChR a7 se consigue una mejora en
la evolucidn del proceso patolégico en la isquemia. A pesar de la evidencia de mejora
con la modulacion del nAChR a7 en el infarto cerebrovascular, aun quedan muchas
incégnitas acerca del papel que desempenia, su expresion en las diferentes poblaciones
leucocitarias y la influencia que tiene en los diferentes mecanismos patolégicos tras
sufrir isquemia cerebral. En el presente proyecto se intentan esclarecer estas mismas
preguntas, que son clave a la hora de implementar nuevos biomarcadores y dianas
terapéuticas para asi mejorar el diagndstico y tratamiento de la isquemia, gracias al uso
de nuevas estrategias antiinflamatorias.

1.4.1 Hipétesis principal y objetivos

La hipoétesis principal del estudio es que la activaciéon del nAChR a7 reduce el dafio
cerebral asociado a la isquemia a través de la modulacién de los procesos inflamatorios,
de la infiltracidon celular y de la reparacidn tisular. Asimismo, pretende determinar el
potencial terapéutico del nAChR a7 en la respuesta inflamatoria post-isquemia cerebral
en rata mediante técnicas ex vivo. Para ello, el estudio se ha centrado en dos aspectos
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fundamentales: (i) la caracterizacién de la neuroinflamacién vy (ii) la valoracion de la
integridad de la barrera hematoencefalica tras la activacién del nAChR a7.

Objetivo 1. Caracterizacién de la respuesta inflamatoria e infiltracidn leucocitaria tras la
activacioén de los nAChRs a7 post-isquemia cerebral.

En este primer objetivo se ha llevado a cabo la evaluacidn de las distintas poblaciones
inflamatorias: microglia y células infiltrantes (macroéfagos y linfocitos).

Objetivo 2. Valoracion de la integridad de la barrera hematoencefalica mediante la
expresion de metaloproteinasas de matriz tras la activacion de los nAChRs a7 después
de la isquemia cerebral.

En este segundo objetivo se ha estudiado la activacion de las metaloproteinasas de
matriz tipo gelatinasas MMP-9 y 2 en geles de acrilamida.

2. Material y métodos

2.1 Modelo animal

Se han utilizado ratas macho adultas Sprague-Dawley (n=24, 297 + 8,3 gr) para todos los
estudios ex vivo. Los protocolos de experimentacion animal fueron aprobados por los
comités de ética de bienestar animal tanto de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU)
como de CIC biomaGUNE. Los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con
las guias de buenas practicas ARRIVE y las directivas de ética y bienestar animal de la
Unidn Europea.

2.2 Isquemia cerebral y tratamiento

Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano al 2,5% en 100% de O, y sometidas a 75
minutos de isquemia focal transitoria mediante la oclusidn intraluminal de la arteria
cerebral media (MCAO) seguidos de reperfusiéon tal y como ha sido descrito
anteriormente**. Para la oclusidn se usé un monofilamento de nailon 4-0 de 2,6 cm de
largo con punta redondeada mediante la aplicacion de calor. Este filamento se introdujo
en la arteria carétida externa y se hizo avanzar hasta la arteria cardtida interna y
poligono de Willis hasta el origen de la arteria cerebral media. Tras los 75 minutos de
oclusidn se extrajo el microfilamento con suavidad y las ratas se recuperaron en la jaula
con agua y comida ad libitum.

Durante los 7 dias consecutivos, empezando por el momento de la reperfusién, un grupo
de 12 ratas fueron tratadas a diario por via intraperitoneal con 0,1 ml de PHA 568487
(1.25 mg/Kg, i.p.) (Figura 4), un agonista de los nAChRs a7. El grupo de ratas isquémicas
control recibié el mismo volumen diario de vehiculo (suero salino) (Figura 4).
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PHA 568487 (1,25mg/Kg) (n=5)
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Vehiculo (salino) (n=7)
I
B dia 0 tMCAO dia 1 dia 3 dia 7
(75min)

Zimografia

MMP-9, MMP-2

Figura 4. Disefio experimental del estudio. (A) Caracterizacidn de la respuesta inflamatoria
e infiltracion leucocitaria mediante inmunohistoquimica (IHQ) de fluorescencia. (B)
Valoracidn de la integridad de la barrera hematoencefélica mediante zimografia.

2.3 Estudios ex vivo: IHQ y zimografia
2.3.1 Inmunohistoquimica (IHQ)

Los estudios de IHQ de fluorescencia se realizaron a dia 7 tras la reperfusién (Figura 4A)
para la caracterizacion de la respuesta inflamatoria e infiltracion leucocitaria (objetivo
1). Los animales fueron anestesiados y sacrificados por decapitacion. Posteriormente,
se extrajo el cerebro, se fijé en paraformaldehido (PFA) y se congeld. Las muestras de
tejido cerebral utilizadas se cortaron en criostato a 6um de grosor a la altura de la
corteza y del estriado tanto en animales tratados (n=5) como en controles (n=5).

Los cortes obtenidos se procesaron utilizando un protocolo de IHQ para tejido
congelado. Primero, se fijaron con PFA durante 15 minutos, se lavaron en PBS, se
bloguearon con NH4Cl en PBS (2,65g/1 PBS) por 5 minutos y se volvieron a lavar en PBS.
Después, se realizé una permeabilizaciéon de las muestras mediante 5 minutos de
metanol-acetona (1:1; -202C), 5 minutos de tritén (0,1%) en PBS y un lavado en PBS.
Seguido, se saturaron con una solucion de BSA (5%) y Tween (0,5%) en PBS durante 15
minutos, y se incubaron durante 1 hora con los anticuerpos primarios en BSA
(5%)/Tween (0,5%) en PBS. Los anticuerpos primarios utilizados para analizar la
respuesta inflamatoria fueron: rabbit anti-rat TSPO (NP155, 1:1000) (inflamacién) y
mouse anti-rat CD11b (1:300; Serotec, Raleigh, NC, USA) (microglia/macréfagos); y para
la infiltracién leucocitaria: rabbit anti-rat CD3 (1:300; Abcam, Cambridge, UK)
(linfocitos). Tras la incubacion, se hicieron 3 lavados en PBS de 5 minutos cada uno, y se
volvieron a incubar durante 30 minutos con los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 594
goat anti-mouse 1gG y Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG (Molecular Probes, Life
Technologies, Madrid, Spain, 1:1.000) en BSA (5%)/Tween (0,5%) en PBS. Después, se
volvieron a hacer 3 lavados en PBS de 5 minutos cada uno. Por ultimo, las muestras se
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montaron con prolong antifade kit con DAPI (Molecular Probes, Life technologies,
Madrid).

La adquisicidn de las imagenes representativas para la respuesta inflamatoria se hizo
con Axio Observer Z6 (Zeiss) a 63x y para la infiltracidn leucocitaria con Leica TCS SP8
STED 3X (Leica microsystems) a 63x. Posteriormente, el contaje celular se llevé a cabo
manualmente con el software Image J.

2.3.2 Zimografia

Las zimografias se realizaron a dia 7 tras la reperfusion (Figura 4B) para la valoracion de
la integridad de la barrera hematoencefdlica (objetivo 2). Los animales fueron
anestesiados y sacrificados por decapitacion. Posteriormente, se extrajo el cerebro, se
separaron el lado ipsilateral a la lesion (IP) y el contralateral (CT), y se congelaron ambas
partes. El mismo procedimiento se llevd a cabo tanto en cerebros de animales
isquémicos tratados (n=7) como en controles (n=7) bajo las mismas condiciones.

Ambos hemisferios del cerebro (IP y CT) se procesaron por separado mediante un
protocolo de extraccion de metaloproteinasas de matriz tal y como ha sido descrito
anteriormente?®. Primero, se homogeneizd el tejido con buffer de lisis (0,25g/700ul
buffer de lisis) y se centrifugd. Se guardé el sobrenadante y se desechd el pellet.
Después, se determind la concentracion de proteina mediante BCA, y se ajustaron todas
las muestras a la misma concentracién de proteina en un volumen final de 500ul en
buffer de lisis. Para conseguir el aislamiento de las metaloproteinasas con actividad
gelatinasa del resto de proteinas, se incubaron con gelatina-sefarosa 4B. Seguido, se
centrifugaron las muestras y se guardo el pellet. Ese mismo pellet se lavd con 500ul de
buffer de lavado y se centrifugd a 2.500rpm durante 2 minutos a 42C, guardando de
nuevo el pellet. Este proceso se repitié 3 veces. Por ultimo, las muestras se incubaron
con tampodn de elucion, y se centrifugaron a 2.500rpm durante 2 minutos a 42C. Se
guardé el sobrenadante, y se alicuoté en alicuotas de 10ul. Las alicuotas se guardaron
en el congelador (-202C) para su posterior uso.

Tras la extraccion de metaloproteinasas de matriz se corrieron las proteinas en un gel
de acrilamida con gelatina, método conocido como zimografia en gel. En este caso, la
gelatina se aiadié para poder estudiar la actividad gelatinasa de las proteasas a analizar.
Primero, se prepard el gel separador al 10% de acrilamida que contiene 1,192ml de
H.Odd; 0,6ml de gelatina (10mg/ml); 2,73ml de Tris pH 8,8 (1M); 70ul de SDS (10%);
2,338ml de acrilamida (30%); 2,8ul de TEMED; y 70ul de APS (10%). Se dejoé polimerizar
en los soportes durante 30 minutos. Seguido, se prepard el gel concentrador al 5% de
acrilamida que contiene 1,54ml de H,0dd; 0,49ml de Tris pH 6,8 (1M); 25ul de SDS
(10%); 0,42ml de acrilamida (30%); 2,5ul de TEMED; y 25ul de APS (10%). Se dejé
polimerizar 30 minutos en los soportes con el peine. Después, se quité el peine y se
cargaron el patron de pesos moleculares (BioRad, USA), el control positivo de MMP-9
humano (1ul de muestra mas 9ul de tampdn de carga) (Calbiochem), y nuestras
muestras obtenidas de la extraccién (10ul de muestra mas 10ul de tampdn de carga). Se
dejaron correr durante 3 horas a 120V con el buffer TGS para obtener una buena

pag. 12



separacion entre las bandas. Con ayuda de una espatula, se saco el gel y se separé el gel
concentrador del gel separador para desecharlo. El gel separador se lavé con H,Odd
durante 5 minutos, y se hicieron 3 lavados de 15 minutos cada uno en solucién de lavado
(tritdn 2,5x). Como ha sido descrito anteriormente??, se incubd el gel durante 48 horas
a 372C en tampon de incubacion, y después, se tifid el gel en negro de amido al 0,1%
(Sigma) en acido acético: metanol: agua (1:3:6) por 1 hora para poder visualizar las
bandas. Para terminar, se destiiid durante 2 horas con 4 cambios en acido acético:
metanol: agua (1:3:6), y seguido se hizo un lavado de 5 minutos en H,0dd.

La adquisicién de las imagenes representativas de los geles se hizo con el ChemiDoc
(BioRad), y la cuantificacion se llevd a cabo manualmente con el software Image Lab.

2.4 Analisis estadistico

El efecto del PHA en las ratas isquémicas se comparé con las ratas isquémicas controles.
Para los resultados de microglia/TSPO totales y CD3 se utilizé one-way ANOVA seguidos
por el test para comparaciones multiples de Tukey. Para los resultados de
microglia/TSPO en la cortezay el estriado se usd t de Student. One-way ANOVA seguidos
por el test para comparaciones multiples de Tukey se usé también para los resultados
de las metaloproteinasas de matriz con actividad gelatinasa, y t de Student para
comparar los lados ipsilaterales. El nivel de significancia se fijé en P < 0,05. Todos los
analisis se llevaron a cabo con el software GraphPad Prism version 8.

3. Resultados

3.1 Respuesta inflamatoria

La tincidon de inmunofluorescencia muestra la expresion de TSPO en la poblacién de
células inflamatorias de microglia y macréfagos a dia 7 después del inicio de la
reperfusion (Figura 5). A este dia, se vio una mayor expresién de TSPO en
microglia/macréfagos reactivos en los animales isquémicos control en relacion con los
tratados con el agonista (PHA 568487) del receptor nicotinico a7 en el nucleo del infarto
(Figura 5A-D).

El contaje de microglia/macréfagos positivos para CD11lb y TSPO mostré una
disminucidn significativa en la region isquémica de animales infartados tratados con PHA
en relacién con los tratados con vehiculo (p<0,01, Figura 5E). Por el contrario, los
hemisferios contralaterales no mostraron cambios tras el tratamiento diario con el PHA
(Figura 5E). Asimismo, se vio que en el area cortical del infarto disminuyé
significativamente el nimero de microglia/macréfagos reactivos en animales tratados
con PHA respecto a los animales controles isquémicos (p<0,05, Figura 5F), mientras que
en el drea estriatal la diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 5G). A pesar
de ello, si se observd cierta tendencia a la disminucion de microglia/macréfagos
positivos para TSPO en el estriado de los animales isquémicos tratados con el agonista
en relacion con los animales isquémicos controles.
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Figura 5. Respuesta inflamatoria a dia 7 post-isquemia cerebral en ratas control
isquémicas y ratas tratadas con PHA 568487. Inmunofluorescencia de la regién isquémica
en tres canales: CD11b (microglia/macréfagos) en rojo (A), TSPO (inflamacion) en verde
(B) y DAPI (nucleos) en azul (C). (D) Cantidad de microglia/macréfagos CD11b* que
muestran TSPO. (E) Cantidad de células que estdn marcadas con TSPO y CD11b en cada
una de las diferentes condiciones. Se muestra el lado ipsilateral (IP) y el contralateral (CT)
a la lesién por separado. **p<0,01 vs IP Vehiculo. (F) Cantidad de células que estan
marcadas con TSPO y CD11b en la corteza del lado IP de cada una de las condiciones.
*p<0,05 vs IP Vehiculo. (G) Cantidad de células que estan marcadas con TSPO y CD11b en
el estriado del lado IP de cada una de las condiciones. Barra de calibracion 10 um.
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3.2 Infiltracion leucocitaria

La infiltracidn leucocitaria se ha evaluado mediante el marcador CD3 (linfocitos) a dia 7
tras la isquemia cerebral (Figura 6A-C). En este caso, no se observd ningiin cambio entre
los animales isquémicos tratados con PHA en relacion con los tratados con vehiculo, ni
en el lado ipsilateral ni en el contralateral a dia 7 post-isquemia (Figura 6D). Por lo tanto,
el tratamiento no indujo ningln cambio en la infiltracion de los linfocitos a los 7 dias tras
el proceso de isquemia cerebral en rata.
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Figura 6. Infiltracion leucocitaria a dia 7 post-isquemia cerebral en ratas control
isquémicas y ratas tratadas con PHA 568487. Se muestra el lado ipsilateral (IP) y el
contralateral (CT) a la lesién por separado. Inmunofluorescencia de la regién isquémica
en dos canales: CD3 (linfocitos) en verde (A) y DAPI (ndcleos) en azul (B). (C) Linfocitos
CD3* con su nucleo. (D) Cantidad de células que estan marcadas con CD3 en cada una de
las diferentes condiciones. Barra de calibracion 10 um.
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3.3 Actividad de MMP-9y 2

La zimografia en gel muestra que la MMP-9 presenta dos bandas en el cerebro (banda a
(proenzima)= 92KDa; banda b (enzima o forma activa)= 88KDa), al igual que la MMP-2
(banda a (proenzima)= 72KDa; banda b (enzima o forma activa)= 62KDa). Asimismo, a
dia 7 tras la isquemia cerebral se observa un incremento en la actividad de la MMP-2 en el
hemisferio ipsilateral con respecto al contralateral, y dicho incremento fue significativamente
mayor en animales tratado con PHA (Figura 7A).
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Figura 7. Cuantificacién de las metaloproteinasas de matriz 9 (MMP-9) y 2 (MMP-2) a dia
7 post-isquemia cerebral en ratas control isquémicas y ratas tratadas con PHA 568487. Se
muestra el lado ipsilateral (IP) y el contralateral (CT) a la lesidn por separado. (A) Cantidad
de las diferentes metaloproteinasas de matriz en cada uno de los hemisferios cerebrales.
En el gel se puede observar la banda a, correspondiente a la proenzima, y la banda b,
correspondiente a la enzima, de cada una de las MMPs. Std indica el estdndar de
gelatinasa MMP-9 humano. (B) Cantidad de MMP-2 total (a+b) en cada uno de los
hemisferios cerebrales en las diferentes condiciones. ##p<0,01 vs CT PHA. (C) Cantidad de
proenzima de la MMP-2 en cada uno de los hemisferios cerebrales en las diferentes
condiciones. #p<0,1 vs CT PHA. (D) Cantidad de enzima de la MMP-2 en cada uno de los
hemisferios cerebrales en las diferentes condiciones. *p<0,05 vs IP Vehiculo; ###p<0,001
vs CT PHA. (E) Cantidad de MMP-9 total (a+b) en cada uno de los hemisferios cerebrales
y en las diferentes condiciones. (F) Cantidad de proenzima de la MMP-9 en cada uno de
los hemisferios cerebrales en las diferentes condiciones. (G) Cantidad de enzima de la
MMP-9 en cada uno de los hemisferios cerebrales en las diferentes condiciones.

La MMP-2 mostré un incremento significativo de la actividad en la lesion isquémica de
animales tratados con PHA en relacién con los contralaterales a la lesion (p<0,01, Figura
7B), al igual que la banda a de la MMP-2 (p<0,05, Figura 7C). Sin embargo, en la banda
b de la MMP-2 o forma activa, se vio un incremento significativo entre los hemisferios
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isquémicos tras el tratamiento con PHA con relacion a los animales controles isquémicos
(p<0,05, Figura 7D). También aumento significativamente entre el lado ipsilateral y el
lado contralateral a la lesion de los animales tratados (p<0,001, Figura 7D).

Por otro lado, en los niveles de activacidon de la MMP-9 no se aprecid ninguna diferencia
entre las diferentes condiciones ni en los diferentes hemisferios (Figura 7E-G).

4. Discusion

El presente estudio evalué el impacto de la activacion de los nAChRs a7 en la
neuroinflamacién subyacente al ictus isquémico mediante estudios de
inmunohistoquimica de fluorescencia y zimografia. Nuestros resultados demuestran
gue la modulacién de los nAChRs a7 inhibe la respuesta inflamatoria tras el accidente
cerebrovascular mediante la disminucion de la respuesta de microglia/macréfagos
reactivos y la sobreactivacion de la MMP-2.

4.1 La activacion del nAChR a7 atenua la neuroinflamacion

La activacion farmacoldgica de los nAChRs a7 con el agonista PHA 568487 ha
demostrado previamente la reduccion (i) del edema cerebral, (ii) de la lesidon por
accidente cerebrovascular isquémico, (iii) de la neuroinflamacion y (iv) del estrés
oxidativo tras el ictus experimental*3>434>_ En nuestro estudio, exploramos el efecto del
PHA en la neuroinflamacion mediante los marcadores de microglia/macrofagos
reactivos (CD11b) e inflamacién (TSPO). El tratamiento con PHA después del MCAO en
ratas indujo una disminucion significativa de microglia/macréfagos reactivos
expresando TSPO en la regidn isquémica (Figura 5E), lo que se relaciona directamente
con una disminucién de la inflamacién cerebral corroborando el efecto antiinflamatorio
de los nAChRs a7 en la isquemia. Estos hallazgos apoyan los mostrados por Guan y
colaboradores, quienes observaron que los agonistas del nAChR a7 inhiben Ia
inflamacién y el dafio cerebral mediada por la microglia en ratas isquémicas?. Asimismo,
se ha visto que reduce la activacién de NF-kB*>'217.20 que disminuye la produccién de
citocinas proinflamatorias en la microglia?1217,20353%42 como la IL-1B% o la TNF-a?36, y
que aumenta la produccion de citocinas antiinflamatorias>3°. Por lo tanto, parece que
el PHA inhibe los procesos relacionados con la inflamacidon mediante la activacién de los
nAChRs a7 de la microglia/macréfagos. Por otro lado, también se ha visto que los
nAChRs a7 proporcionan neuroproteccion gracias a la inhibicién de la excitotoxicidad,
impidiendo asi gran parte de la muerte neuronal3*37-3°,

Esta mejora significativa de la inflamacidn isquémica se observé en el area cortical
(Figura 5F), y no en el area estriatal (Figura 5G). Estas dos regiones concuerdan con el
nucleo del infarto (ganglios de la base)!®, donde se desarrolla una despolarizacion
permanente y andxica® que impide la recuperacion del tejido®'®, y la penumbra
(corteza)'® que se recupera con una rapida reperfusion del flujo sanguineo®1®, ya que el
metabolismo energético estd parcialmente preservado®*8. Por lo tanto, la activacién de
los nAChRs a7 mejoran significativamente la inflamacién de la penumbra isquémica,
proporcionando neuroproteccion.

pag. 17



4.2 Efecto de la modulacion del nAChR a7 en la infiltracion leucocitaria

Esta descrito que la activacion de los nAChRs a7 usando agonistas reduce las
quimiocinas?%3®, inhibe la expresiéon de moléculas de adhesion?%4® y la proliferacion de
células T>>4047_Sin embargo, en nuestro estudio el PHA no produjo ninguna diferencia
significativa en la infiltracidn de los linfocitos CD3* a dia 7 tras el MCAO (Figura 6D). Esto
podria explicarse debido a las técnicas utilizadas, ya que la gPCR es una técnica con
mayor sensibilidad®>#’, y aunque en los cultivos celulares se puede ver el efecto que
tiene el receptor en los linfocitos*®, en el tejido existen otras interacciones a tener en
cuenta que pueden modificar esos resultados.

De todas formas, hay que afiadir que diferentes células T son CD3*, tanto las células T
citotdxicas (CTL) como las células T ayudantes (Th)'%8. Ademads, existen dos subtipos de
Th, las células Thl que secretan citocinas proinflamatorias®°#8, y las células Th2 que
348 Se ha visto que el nAChR a7 inhibe la
diferenciacién de las células Th1y que aumenta la de las Th22%#7, lo que podria explicar
gue la infiltracion leucocitaria se mantuviese igual (Figura 6D), pero que la inflamacién
mejorase con el tratamiento de PHA 568487 (Figura 5E).

secretan citocinas antiinflamatorias

4.3 La activacion del nAChR a7 sobreactiva la MMP-2

La isquemia induce un aumento de la MMP-9 en los primeros dias tras la reperfusion,
produciendo el deterioro cerebral que se conoce en la patologia®”?6-2%32 A dia 7
después del ictus isquémico, sin embargo, la actividad de la MMP-9 bajé a niveles
control (Figura 7A), debido a que a este dia nos encontramos en la fase de recuperacién,
donde la MMP predominante es la MMP-27?’. Ademds, la activacion del nAChR a7 no
produjo ningun cambio en los niveles de actividad de la MMP-9, no viéndose ninguna
diferencia en la actividad gelatinasa de la MMP-9 entre los animales controles
isquémicos y los animales tratados con PHA (Figura 7E-G).

En nuestro estudio, por primera vez se vio que los nAChRs a7 aumentaban
significativamente la MMP-2 activa gracias al tratamiento con PHA (Figura 7D) a dia 7
tras el accidente cerebrovascular. Este hallazgo novedoso apunta a que uno de los
mecanismos por los que los NAChRs a7 mejoran la neuroinflamacion y la recuperacion
de la enfermedad es la sobreactivacion de la MMP-2 activa, caracterizada por tener un
papel protector tras la primera semana de evolucidén de la isquemia cerebral®°, ya que
ayuda en la angiogénesis, neurogénesis’?12® y sinaptogénesis?!. No se vio este efecto
del PHA en la MMP-2 inactiva, que se mantuvo igual en todos los casos (Figura 7C). Por
tanto, los nAChRs a7 no afectan a la actividad de la forma latente de la MMP-2 (Figura
7C), pero si a la forma activa (Figura 7D). Por todo ello, este hallazgo plantea nuevas
dianas terapéuticas para el ictus isquémico, ademas de esclarecer otro aspecto en el que
influye la activacién del nAChR a7.
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4.4 Conclusion

En el proyecto llevado a cabo, se ha demostrado que los nAChRs a7 juegan un papel
muy importante en la patologia del ictus isquémico, ya que son capaces de modular la
respuesta inflamatoria y la recuperacion de la enfermedad. La activacion de los nAChRs
a7 logra disminuir la inflamacion mediada por la microglia de manera exitosa a nivel
cortical. Ademas, la sobreactivacién de la MMP-2 activa es un hallazgo novedoso que
apoya el efecto neuroprotector atribuido a los nAChRs a7, mejorando asi también la
recuperacion del accidente isquémico. Todo esto aporta informacidn relevante sobre el
papel terapéutico de los nAChRs a7 en el infarto cerebral, y plantea nuevos
biomarcadores y dianas terapéuticas para mejorar el diagndstico y tratamiento de la
isquemia.
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