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Figura 24. El cambio de modelo tMCAo dormido (long anesthesia) al modelo tMCAo despierto (short

anesthesia) no afecta al volumen de infarto, neuroscore, ni al porcentaje de mortalidad post-operatoria.
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BHI: brain heart infusion (infusién cerebro-corazoén)

CCA: common carotid artery (arteria car6tida comun)

CFU: colony forming unit (unidades formadoras de colonia)
DMSO: dimetil sulféxido.

ECA: external carotid artery (arteria cerebral externa)

ENS: enteric nervous system (sistema nervioso entérico)

FBS: fetal bovine serum (suero bovino fetal)
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GF: germ free (animales libres de gérmenes)

HPA: hypothalamic-pituitary-adrenal axis (eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal)
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MCA: middle cerebral artery (arteria cerebral media)



tMCAo: middle cerebral artery occlusion (oclusion de la arteria cerebral media)
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mLN: mesenteric [ymph nodes (ganglios mesentéricos)

NFxf: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (factor nuclear potenciador de las

cadenas ligeras kappa de las células B activadas)

NK: natural killer (células asesinas naturales)

PBS: phosphate buffered saline (tampdn fosfato salino)

PCA: posterior communicating artery (arteria comunicante posterior)
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qPCR: quantitative polymerase chain reaction (reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa)
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STA: superior thyroid artery (arteria tiroidea superior)
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Th: T helper (linfocitos T colaboradores)

TLR: toll like receptor (receptor tipo toll)

tMCAo: transient middle cerebral artery occlusion (isquemia transitoria de la arteria cerebral media)
TNFa: tumor necrosis factor o (factor a de necrosis tumoral)
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7.0: zonula occludens
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El eje cerebro-intestino es una comunicaciéon bidireccional entre ambos drganos que incluye
mediadores inmunoldgicos, nerviosos, endocrinos y respuesta microbiana. Una desregulacion de esta
comunicacién podria estar detras de enfermedades como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad
de Alzheimer, la depresion, o incluso el ictus o infarto cerebral. El ictus se produce por la interrupcion
brusca de la circulacion sanguinea en una zona de cerebro, y es la primera causa de muerte en mujeres
y primera causa de discapacidad adquirida en adultos. El campo de investigacién de la relacién cerebro-
intestino en el contexto del ictus es reciente, con un aumento de las publicaciones en los tltimos cinco
afios. En estas investigaciones se ha constatado que el ictus es capaz de modificar la composicién
bacteriana intestinal, que la alteracion de la microbiota intestinal mediante intervencion externa (como
uso de tratamientos antibidticos o trasplantes fecales) puede modular la lesién cerebral via respuesta
inmune y que el ictus actiia sobre la integridad de la barrera intestinal. Dada la corta vida de este campo,
quedan varios aspectos que abordar, resolver y aclarar, ya que entre las diferentes investigaciones hay
resultados controvertidos y aspectos de la respuesta inmunolégica en el intestino que no se conocen.
Con el objetivo de esclarecer los efectos del ictus sobre el intestino, en esta tesis doctoral se han utilizado
modelos experimentales de isquemia cerebral en ratén y se han analizado los cambios de las
poblaciones celulares del sistema inmune después del ictus mediante citometria de flujo. Se ha
estudiado el efecto de la isquemia cerebral sobre las poblaciones bacterianas intestinales mediante PCR
cuantitativa y sus metabolitos por cromatografia de gases, y la regulaciéon de las mismas mediante
tratamientos para el bloqueo de la via adrenérgica. Ademas, se ha estudiado la integridad fisica de la
barrera intestinal mediante técnicas de andlisis de permeabilidad in vivo y ex vivo. Los resultados
muestran que después del ictus se produce un aumento a nivel de linfocitos intraepiteliales de células
Ty§, implicadas en el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal, ademas de un incremento
de la citocina proinflamatoria IFNy en ganglios mesentéricos, situacién que se evita previo tratamiento
con el B-bloqueante propranolol. De forma consistente, observamos un aumento de la familia de
enterobacterias en muestras de heces y de ciego de los animales que habian sufrido un ictus, ademas de
un aumento de la deteccién del nimero de colonias bacterianas en muestras de ganglios mesentéricos,
situacién no dependiente de la via adrenérgica. En paralelo a estos resultados de translocacién
bacteriana, confirmamos presencia de bacterias bioluminiscentes procedentes del tracto intestinal en
pulmones de animales isquémicos. Finalmente, también hemos comprobado que la isquemia aumenta
la secrecién i6nica intestinal en tiempos cortos después del ictus, y que ademas podria producir

pequeiias alteraciones de las uniones celulares del epitelio intestinal.

Estos resultados ponen de manifiesto la relacién entre el cerebro y el intestino después del ictus y la

capacidad de regulacion de dicha respuesta mediante tratamiento farmacoldgico.
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1. El ictus: repercusion social y tipos

El ictus es un accidente cerebrovascular producido por una interrupcién brusca de la circulaciéon
sanguinea en alguna regién del cerebro. Segiin la Sociedad Espafiola de Neurologia (SEN), mas de
100.000 personas sufren un ictus en Espana al afio, de las cuales el 50% fallece o queda con secuelas
discapacitantes. De hecho, el ictus es la segunda causa de muerte en territorio nacional (la primera en
mujeres), la primera causa de invalidez permanente y la segunda de demencia (datos disponibles en

http://www.sen.es). A ello hay que afiadir el impacto socio-econémico que produce este tipo de

accidentes, ya que el ictus es la primera causa de ingreso hospitalario por enfermedad neurolégica,
ademas de la demanda asistencial que requiere, suponiendo un desembolso de entre el 3 al 6 % del gasto

total sanitario (Torregrosa et al., 2007; Vega et al., 2009).

Entre los factores de riesgo vascular, la SEN destaca la hipertension arterial, la diabetes, la
hipercolesterolemia, la obesidad y haber padecido un ictus previamente o enfermedades cardiacas.
También destacan como factores de riesgo algunos habitos de vida, como el tabaquismo, el sedentarismo
o el consumo de alcohol. Aunque menos documentados, también se estan empezando a valorar, como
factores de riesgo, las acciones de microorganismos, como las infecciones causadas por Chlamydia
pneumoniae y Helicobacter pylori (Palm, Urbanek y Grau, 2009), reactivacién del virus zoster de la
varicela (Nagel y Gilden, 2014), y elevada presencia de bacterias patégenas oportunistas en el intestino
(Zeng et al.,, 2019). La edad es otro factor a tener en cuenta, ya que, aunque el ictus puede darse en
cualquier etapa, su incidencia aumenta notablemente a partir de los 60 afios. Y, si bien la mortalidad y
discapacidad por ictus han disminuido en los tltimos 20 afios en los paises de renta elevada gracias a la
mejora en el control de los factores de riesgo, la deteccién precoz de los sintomas y la creaciéon de
unidades médicas especializadas en este trastorno, la incidencia del ictus en estos paises ha aumentado
(Katan y Luft, 2018). También han aumentado globalmente los nimeros absolutos de los casos de ictus
y de las muertes asociadas, en parte por el mayor niumero de casos registrados en paises de baja y media
renta y por el envejecimiento global de la poblacién (Johnson et al., 2016; Katan y Luft, 2018). Algunas
de las soluciones para abordar este problema consisten en instruir a la poblacién sobre los factores de
riesgo, el estudio de los mecanismos de accién relativos al dafio producido por la lesiéon y la

implementacién de nuevos tratamientos.

La mayoria de los casos de ictus cerebrales corresponden a ictus isquémicos, con hasta un 85% de los
episodios, mientras que el 15% restante lo completan los ictus hemorragicos (Torregrosa et al., 2007).
Los infartos isquémicos se producen por la oclusién aguda de alguna de las grandes arterias cervicales
o cerebrales, ya sea por un estrechamiento gradual con origen ateroescler6tico, o bien por una oclusién
subita producida por un trombo (si tiene su origen en el mismo sistema arterial cerebral) o un émbolo

(si el coagulo se origina en otra regién del sistema vascular distinta del cerebro) (Truelsen, Begg y
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Mathers, 2000; Torregrosa et al, 2007). En el caso del ictus hemorragico, se produce la rotura de un
vaso sanguineo, ya sea a nivel intracerebral (hemorragia intracerebral) o bien por la rotura de
aneurismas en la bifurcacion de grandes arterias en la superficie del cerebro (hemorragia

subaracnoidea) (Truelsen, Begg y Mathers, 2000).

Ambos tipos de ictus se caracterizan por el fendmeno de isquemia cerebral, por el que se reduce el
aporte sanguineo en regiones del cerebro y estas dejan de recibir el oxigeno y los nutrientes necesarios
para su correcto metabolismo y funcionamiento, llegando a producir la muerte celular de la zona
afectada. En este sentido, se diferencia entre isquemia global y focal segin la regién afectada por la
isquemia. Mientras que la isquemia global se produce por un descenso en la presidn arterial o por un
aumento grave en la presion intracraneal (debido, por ejemplo, a un traumatismo) que conduce a una
disminucidén de la irrigacién cerebral total (Martinez-Sanchez, Fuentes y Ruiz Ares, 2015), enla isquemia
focal se ve afectado el territorio que irriga una determinada arteria cerebral (como por ejemplo, el area
irrigada por la arterial cerebral media, donde se da la mayor incidencia de infartos focales) (Rousselet,
Kriz y Seidah, 2012; Kleinschnitz, Fluri y Schuhmann, 2015; Cai et al, 2016), de modo que la muerte
celular es maxima en el foco isquémico (denominandose entonces infarto cerebral, por muerte celular
destructiva localizada (Garcia, 1984)). El area de alrededor del foco isquémico, que es potencialmente
transformable en infarto pero en la que el dafio es todavia reversible, se conoce como zona de penumbra

y es diana de tratamientos en la fase aguda del ictus (Martinez-Sanchez, Fuentes y Ruiz Ares, 2015).

Para poder estudiar y analizar los efectos del infarto cerebral y aplicar tratamientos se han desarrollado

diferentes modelos experimentales de ictus en animales.

2. Modelos experimentales de ictus

Para comprender la fisiopatologia del dafio cerebral por ictus y evaluar la eficacia de diferentes
tratamientos, se han desarrollado modelos experimentales animales que simulan los distintos tipos de
ictus, siendo el roedor el animal mas comtinmente utilizado para ello. Su bajo coste econémico, su facil
manejo y suhomologia genética y similitud neurovascular con el ser humano lo convierten en un modelo

adecuado para el estudio esta patologia (Shahjouei et al., 2016).

Los modelos animales de ictus se pueden agrupar en tres categorias: modelos hemorragicos, de

isquemia global y de isquemia focal (Kumar, Aakriti y Gupta, 2016) (figura 1).
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Stroke models
Hemorrhagic stroke Focal ischemic stroke Global ischemic stroke
- Collagenase Middle Cerebral Artery (MCA) occlusion - Cardiac arrest
- Autologous blood infusion - Decapitation
- Global hypotension
« Great arteries occlusion

- Craniectomy
- Photothrombosis
- Endothelin
- Intraluminal suture model

two intraluminal suture models

‘permanent
- Transient Middle Cerebral Artery
Occlusion (tMCAo)

Figura 1. Modelos de isquemia en animales. En negrita en la figura, el modelo que se us6 para los experimentos
de esta tesis.

Los modelos hemorragicos buscan mimetizar el sangrado cerebral que se daria en humanos mediante
la inyeccion intracraneal de enzima colagenasa de origen bacteriano o mediante la infusién autéloga de
sangre. En los modelos se isquemia global el flujo sanguineo se reduce bruscamente en el cerebro a
través de técnicas como induccidn del paro cardiaco, decapitacion, induccién de hipotensién e hipoxia
sistémica u oclusién de grandes arterias que irrigan el encéfalo. Por dltimo, los modelos de isquemia
focal estan basados en la oclusién transitoria o permanente de una arteria cerebral concreta. La mayoria
de los modelos se centran en la oclusion de la arteria cerebral media (MCA, por sus siglas en inglés,
middle cerebral artery), ya que mas del 75% de los ictus isquémicos en humanos afectan a esta regidon
(Rousselet, Kriz y Seidah, 2012; Kleinschnitz, Fluri y Schuhmann, 2015; Cai et al., 2016). Los principales
modelos de oclusidn focal incluyen aproximaciones como la coagulacién o ligadura de la MCA accesible
por craneotomia, induccion de trombos mediante fotoquimica o embolismo por inyeccién de
macroesferas, aplicacién de endotelina-1 como elemento vasoconstrictor y la oclusién intraluminal

mediante filamento (Kumar, Aakriti y Gupta, 2016). Este tltimo modelo ofrece dos variantes: la oclusiéon
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permanente de la arteria cerebral medial, o bien la reperfusién del flujo sanguineo de dicha arteria
después de haber causado la isquemia focal, en cuyo caso recibe el nombre de isquemia transitoria de
la arteria cerebral media o tMCAo por sus siglas en inglés, transient MCA occlusion, de forma similar a
los casos de reperfusion que se dan en pacientes isquémicos por disgregacion espontanea del trombo o
mediante intervencion clinica (Engel et al., 2011; Sommer, 2017). Esta técnica, menos invasiva que otras
metodologias al no necesitar craneotomia y realizar el abordaje quirtrgico a través del cuello del animal,
consiste en la introduccion de un filamento recubierto de silicona a través de la arteria carétida comin
(CCA, por sus siglas en inglés, common carotid artery) siguiendo el modelo de Koizumi, o bien a través
de la arteria carotida externa (ECA, del inglés external carotid artery), segin el modelo de Longa. El
filamento se avanza a lo largo de la arteria carétida interna (ICA, por sus siglas en inglés, internal carotid

artery) hasta alcanzar el inicio de la arteria cerebral media en el poligono de Willis (figura 2).

Middle Cerebral Artery occlusion

|

/
\J J - MCA

C. of
Willis

J

CCA

KOIZumi
| U

Figura 2. Esquema de la aproximacién quiriurgica del modelo de isquemia focal intraluminal. La
introduccién del filamento se realiza a través de la arteria carétida externa (de acuerdo con el modelo de Longa)
0 a través de la arteria car6tida comun (segtin el modelo de Koizumi). CCA: arteria carétida comun; C. of Willis:
circulo de Willis; ECA: arteria carodtida externa; ICA: arteria carétida interna; MCA: arteria cerebral media.

(Modificado de Smith et al., 2015)

Unavez el filamento llega al inicio de la MCA se mantiene en dicha posicidn durante el tiempo de oclusion
(que puede variar desde los 30 a los 120 minutos). En los casos de oclusion transitoria, la reperfusion
se logra retirando el filamento. Este modelo ofrece la ventaja de reproducir con semejanza el ictus

isquémico en humanos asi como mostrar una zona de penumbra similar a la que se detecta en pacientes
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(Canazza et al, 2014; Kumar, Aakriti y Gupta, 2016), lo que hace que sea un modelo ampliamente
utilizado. A pesar de estas consideraciones, el modelo muestra también algunas desventajas, como un
riesgo de producir hemorragia subaracnoidea, edema traqueal, o paralisis de la masticacién y salivacion

por dafios en la carétida externa (Shahjouei et al., 2016).

3. Animales sham y anestesia

Deben realizarse controles de cirugia para evaluar aquellos cambios asociados exclusivamente al dafio
cerebral por ictus y no a los posibles cambios debidos a la manipulacién quirtrgica o la aplicacién de
anestésicos. Esta cirugia control, llamada sham surgery en inglés (falsa cirugia), consiste en realizar los
mismos pasos que se aplican durante la intervencion quirurgica para causar el dafio cerebral, pero
evitando este ultimo. En el caso del modelo de oclusion transitoria intraluminal (tMCAo), el animal sham
se diferencia del animal isquémico en que no se le introduce el filamento que permite la oclusién de la
MCA (Rousselet, Kriz y Seidah, 2012), o bien si se le introduce el filamento pero se retira

inmediatamente, produciendo un bloqueo momentaneo de la MCA (Engel et al, 2011).

Con el fin de reproducir las mismas condiciones, a los animales sham también se les ha de aplicar el
mismo tiempo de exposicion alos agentes anestésicos que el tiempo al que estan sometidos los animales
isquémicos. De hecho, una diferencia esencial entre los pacientes que han sufrido un ictus y los modelos
experimentales en animales es el uso de anestesia en estos ultimos, ya que, mientras que en la mayoria
de los accidentes cerebrovasculares se producen en ausencia de anestesia, esta es necesaria para la
realizacion de la cirugia en los animales y evitar su sufrimiento durante la intervencidn. Los efectos de
la anestesia en los modelos animales pueden variar segin el agente anestésico utilizado (Kirsch,
Traystman y Hurn, 1996). Por ejemplo, el isofluorano, un anestésico inhalado inhibidor de los
receptores NMDA y comtUnmente utilizado en los modelos experimentales, ha demostrado tener efectos
neuroprotectores al disminuir la muerte neuronal en el hipocampo de ratas después de tratamientos de
hipoxia (Koerner y Brambrink, 2006). A pesar de que los efectos de la anestesia sobre el sistema
nervioso central empiezan a ser evaluados en los modelos de isquemia (Hoffmann et al., 2016), poco se
sabe de los efectos sistémicos en estos mismos modelos. Un estudio realizado en animales a los que se
les habia aplicado la cirugia tMCAo demostré que el isofluorano actuaba sobre las poblaciones de
leucocitos de la médula 6sea (Denes et al., 2011). Una publicacioén posterior reveld que la manipulacion
quirdrgica y la anestesia en un modelo de oclusion de la arteria cerebral media mediante craneotomia
afectaba también a la movilizacién en sangre de los leucocitos en respuesta a la intervencioén, un efecto

que podia permanecer desde horas hasta dias (Denes et al., 2014).
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Asi, los modelos experimentales de isquemia cerebral se ven comprometidos por la propia cirugia y la
anestesia, por lo que hay que tener en cuenta estos factores en el traslado de los resultados al ambito

clinico, y considerar una correcta aplicacién de los controles sham.

4. Sindrome de inmunodepresion asociado al ictus, infeccién y sistema nervioso auténomo

El dafio por ictus se ha asociado con una serie de complicaciones inmunes que podrian poner en riesgo
la vida del paciente. Parte de esas complicaciones surgen como consecuencia del sindrome de
inmunodepresiéon mediado por ictus, desarrollado por hasta un 30% de los pacientes isquémicos
(Chamorro et al., 2012). Este sindrome es una respuesta inmune mediada por diferentes agentes y que
actiia como un arma de doble filo al impedir una mayor inflamacién local en la zona de la lesion cerebral,
pero comprometiendo al mismo tiempo la proteccion del paciente frente a infecciones (Chamorro et al.,
2012). De hecho, el porcentaje de pacientes que sufren infecciéon después del ictus coincide con el
porcentaje de pacientes que sufren el sindrome de inmunodepresion asociado a ictus, siendo las
infecciones mas frecuentes las que afectan al tracto urinario y a los pulmones, y produciéndose la
mayoria de las mismas en las siguientes 48 horas después del ictus (Westendorp et al., 2011; Chamorro
et al, 2012). La infeccién después de la isquemia cerebral es una complicacién frecuente asociada a
mortalidad y a una baja recuperacién neurolégica (Langhorne et al, 2000), y que potencia respuestas
inmunes periféricas que podrian afectar la resolucion del ictus (Becker et al., 2011). Ademas, se ha visto
que la incidencia de las infecciones después del ictus no disminuye con el tratamiento profilactico con
antibioticos (Chamorro et al., 2005; Kalra et al.,, 2015; Westendorp et al, 2015), lo que sugiere que las

infecciones son debidas a mecanismos desconocidos que requieren mayor investigacion.

Un factor esencial para el desarrollo de este sindrome es la sobreactivacion del sistema nervioso
auténomo. La activacién colinérgica de la via parasimpadtica, con la acetilcolina como principal
neurotransmisor, ha demostrado tener un papel clave en el desarrollo de las infecciones pulmonares al
suprimir la respuesta inmune después del ictus (Engel et al, 2015). Por su parte, la sobreactivacion
adrenérgica del sistema nervioso simpatico (SNS) con la produccién de catecolaminas como
neurostransmisores (como la epinefrina y norepinefrina), esta implicado en la linfocitopenia asociada a
ictus y en la supresién de la respuesta inmune periférica, participando en la conversién de la respuesta
proinflamatoria de los linfocitos T colaboradores CD4+ (también conocidos como linfocitos Th, del
inglés T helper) Th1 a la respuesta antiinflamatoria Th2, contribuyendo asi a la infeccién pulmonar. Se
sabe que después del ictus se produce una liberacién de norepinefrina en la circulacién, en linea con el
aumento de la actividad simpatica y tanto estudios clinicos como experimentales (Myers et al., 1981;
Houlden et al, 2016) muestran que los cambios inmunes observados después del ictus correlacionan

con los niveles de catecolaminas (Chamorro et al, 2007; Vogelgesang, Becker y Dressel, 2014). Estas
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neurohormonas pueden actuar sobre receptores adrenérgicos de células inmunes (Scanzano y
Cosentino, 2015), inducir la apoptosis de los linfocitos, reducir la produccién de IFNy (citocina
proinflamatoria implicada en la actividad microbicida) y suprimir e inhibir la funcién fagocitica y el
estallido respiratorio (mecanismo implicando en la defensa contra patoégenos) in vitro (Prass et al.,

2003; Ruhnau et al,, 2014).

5. Efecto de los agentes 3-bloqueantes en la infeccion post-ictus y la lesion cerebral

Debido al papel de las moléculas efectoras del SNS en la inmunosupresién y a su capacidad actuar sobre
las células inmunes, varios estudios han explorado el uso de moléculas inhibidoras de la via adrenérgica,

como los agentes -bloqueantes, para evitar la activacion del SNS en el ictus.

Algunos estudios han vinculado el uso de estos faArmacos, como el propranolol (un agente (3-bloqueante
no selectivo con capacidad antihipertensiva, que se une con alta afinidad a los receptores 1 y 32
(Bylund, 2015)) con una reduccién de la incidencia de las infecciones y mejora de las tasas de
supervivencia después del ictus en modelos animales (Prass et al, 2003; Stanley et al., 2016), gracias a
la reversion de la disminucién de IFNy observada en bazo, timo y sangre (Prass et al., 2003). En ensayos
experimentales el tratamiento con (3-bloqueantes también ha logrado disminuir el riesgo de muerte y la

infeccion (Dziedzic et al., 2007; Sykora et al., 2015).

Sin embargo, el efecto de los B-bloqueantes en relacién a la infeccién es un tema controvertido, ya que
algunos estudios con pacientes no han encontrado diferencias en cuanto al riesgo de sufrir neumonias
entre pacientes tratados con estos farmacos y los no tratados (Maier et al., 2015). Otras investigaciones
sefialan que, previamente al ictus, el tratamiento de propranolol aumenta el riesgo de infeccion

pulmonar (Westendorp et al., 2016).

Ademas de sus posibles efectos en el tratamiento de la infeccion, el uso de 3-bloqueantes ha demostrado
tener un papel en la regulacion de la lesion cerebral, disminuyendo el volumen de infarto y mejorando
la respuesta neurolégica en ratas isquémicas (Savitz et al, 2000). Junto con el bloqueo del eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal (eje HPA), el bloqueo de la via 3-adrenérgica mediante propranolol
redujo drasticamente el volumen de infarto en ratones (Romer et al., 2015). En estudios clinicos, el
trabajo realizado por Laowattana y colaboradores (Laowattana y Oppenheimer, 2007), indic6 que el uso
de B-bloqueantes en pacientes isquémicos estaba asociado a una menor severidad del infarto por un
posible efecto en la una disminucion de la inflamacién. Sin embargo hay que tener en cuenta que los 8-
bloqueantes reducen la presién arterial con lo cual sus efectos beneficiosos podrian estar mediados, al

menos en parte, por sus efectos sobre la presion arterial (Cruickshank, 2016).
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Asi, el uso de agentes (-bloqueantes en la isquemia cerebral ha mostrado efectos beneficiosos en la
practica experimental que no siempre han funcionado en la clinica, lo que pone de manifiesto la
necesidad de seguir explorando la eficacia potencial de estos farmacos en el tratamiento del ictus y para

prevencion de las infecciones asociadas.

6. Relacion cerebro-intestino en el ictus

6.1 Sistema nervioso intestinal

La liberacion de catecolaminas tiene efectos sistémicos ya que el tracto gastrointestinal es capaz de
responder a las mismas, pudiendo incluso influenciar en la funcién de la mucosa intestinal y en la
diversidad de las poblaciones bacterianas de su superficie (Lyte, Vulchanova y Brown, 2011). La
inervacion intestinal es un sistema complejo, que integra sefales extrinsecas del sistema nervioso
central (SNC) (sistema simpatico y nervio vago) que permiten el control de las funciones intestinales,
como la regulacion del flujo sanguineo o los movimientos de fluidos a través de la mucosa intestinal,
interactuando con las sefiales intrinsecas procedentes del sistema nervioso entérico (SNE) que regulan
la actividad contractil (figura 3) (Furness, 2012). Basandonos en esta relacion entre el SNE y el SNC es
plausible especular que la funcién intestinal puede verse alterada por la isquemia cerebral. De hecho,
las complicaciones intestinales son frecuentes después del ictus, como el estrefiimiento y heces duras o

grumosas (Engler et al,, 2014).

Stanley y colaboradores (Stanley et al., 2016) analizaron la densidad neuronal de los plexos submucosos
de muestras intestinales de animales isquémicos y sham, y revelaron que los animales que habian
sufrido un ictus mostraban una disminucidén significativa de neuronas en la region del ileon, con especial
afectacion de las neuronas colinérgicas. Su trabajo también demostré que la relacién entre fibras
nerviosas adrenérgicas y colinérgicas era mayor en los animales isquémicos que en los animales sham,
sugiriendo una desregulacion de la sefializacion nerviosa en el plexo submucoso de animales
isquémicos. También se ha detectado que la isquemia reduce la motilidad intestinal 24 horas después

de la induccioén del ictus (Singh et al,, 2016).
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Figura 3. Estructura del sistema nervioso entérico. Entre la mucosa y la capa de musculo circular se localizan
los plexos ganglionares de la capa submucosa, que tiene componentes internos y externos. Entre la capa de
musculo circular y el misculo longitudinal se encuentra los plexos ganglionares mientéricos. Las fibras nerviosas
conectan los ganglios e inervan las diferentes capas musculares (circular, longitudinal y muscularis mucosae, una
fina capa de tejido muscular que forma parte de la mucosa). No representado en la figura, el entramado de
neuronas que inervan el tejido y regulan su motilidad lo constituyen neuronas sensoras intrinsecas (IPAN), que
se conectan con interneuronas, y con neuronas motoras excitatorias e inhibitorias. SMP: plexos submucosos. Las

lineas rojas hacen referencia a la circulacidon sanguinea. (Imagen extraida de Furness, 2012).

6.2 Primera barrera intestinal: estructura, transporte y permeabilidad intestinal

Ademas de su sistema de sefializacion nerviosa, el intestino presenta varios niveles de contencién que
le permiten hacer frente a todos los antigenos ante los que estd expuesto y garantizar la separacién entre
el medio externo y el interno. Para hacer frente a las mas de las 50 toneladas de comida que pasan a lo
largo de una vida promedio, asi como a los 104 microorganismos que habitan en el mismo (incluyendo
bacterias, virus, hongos y protozoos, lo que en conjunto recibe el término de microbiota intestinal), la
barrera intestinal debe garantizar la homeostasis a través de sus diferentes componentes (Thursby y

Juge, 2017).
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El primero de ellos es la capa constituida por las células epiteliales, que establece la separacion fisica
con el medio exterior. El epitelio intestinal estd formado mayoritariamente por enterocitos, que se
encargan de los procesos de absorcién, pero también se encuentran otros tipos celulares, como las
células de Paneth (presentes Unicamente en el intestino delgado), implicadas en la produccién de
péptidos antimicrobianos y en la proteccién del nicho de las células madre epiteliales; las células
calciformes para la produccién de moco; y las células neuroendocrinas, que integran las sefiales
procedentes del sistema nervioso central y el sistema entérico neuroendocrino a través de la secrecion
de hormonas con funcién en la digestion (Mowat y Agace, 2014; Peterson y Artis, 2014; Allaire et al,

2018).

Esta primera barrera fisica controla el transporte de sustancias mediante tres vias principales: el
transporte transcelular mediante difusion pasiva a través de la célula, transporte transcelular mediado
por proteinas, y la via paracelular (difusién pasiva entre las células) (Chelakkot, Ghim y Ryu, 2018). A
través de la via transcelular se incorporan azicares como la glucosa, péptidos, aminoacidos, acidos
grasos, vitaminas y minerales mediante transportadores localizados en la regién apical y en la
basolateral de la célula epitelial (Kiela y Ghishan, 2016). Mediante esta via, también se regulan los
procesos de absorcidn y secrecion de iones en el intestino, transporte mediado por canales idnicos. En
estos procesos, el movimiento de cationes e iones, especialmente Cl, K* y Na*, genera un gradiente
electroquimico en el interior celular que permite la incorporacién o la salida de agua por gradiente
osmdtico (Field, 2003). El control del agua y de los electrolitos es esencial para asegurar el balance de
fluidos en el organismo. Este proceso esta controlado por las neuronas secretomotoras del sistema
nervioso entérico, que actian también en respuesta a las sefiales que reciben de la actividad simpatica
(Furness, 2012). Agentes patogenos, como la bacteria Escherichia coli patogénica, o la toxina del cdlera,
pueden activar las neuronas secretomotoras, induciendo la liberacién masiva de iones, reduciendo la
absorcion y favoreciendo la pérdida de fluidos, produciendo lo que se conoce como diarrea secretora

(Furness, 2012; Perez-Lopez et al.,, 2016) .

También el agua y algunos iones, o si las sustancias son demasiado grandes para ser transportadas por
la via transcelular, son transportadas por la via paracelular, regulada por las uniones estrechas entre los
enterocitos (tight junction, en inglés) (figura 4). Estas uniones consisten en estructuras proteicas
dindmicas capaces de abrir o cerrar las uniones entre células adyacentes segtin las necesidades del
momento y responder ante situaciones patoldgicas (Gonzalez et al., 2003; Capaldo y Nusrat, 2015). Estas
uniones estan constituidas por filamentos (cadenas) de proteinas transmembrana, como las claudinas,
las ocludinas y las moléculas de adhesion funcional (JAM, junctional adhesion molecule) que
interaccionan con proteinas citoplasmaticas, como las pertenecientes a la familia ZO (zonula occludens),

cingulina y afadina, formando una compleja estructura capaz de interaccionar con el citoesqueleto
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celular y de incorporar las sefiales intracelulares para para mantener la integridad de la barrera

intestinal (Dokladny, Zuhl y Moseley, 2016; Chelakkot, Ghim y Ryu, 2018).

Lumen
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A través de las uniones estrechas pueden pasar moléculas no cargadas de gran tamafo, como proteinas
o lipopolisacaridos, o bien moléculas grandes que presentan cargas (Dokladny, Zuhl y Moseley, 2016).
Sin embargo, la desregulacion de estas uniones a consecuencia de factores genéticos o ambientales
(como la dieta, el consumo de algunos fairmacos, o la actividad de organismos patégenos) (Chelakkot,
Ghim y Ryu, 2018) puede producir un aumento de la permeabilidad intestinal. Los estudios clinicos y
experimentales sefialan la pérdida de integridad entre las uniones estrechas como un agente facilitador
de enfermedades tanto intestinales como sistémicas (Suzuki, 2013) debido a la facilidad que ofrece un
intestino permeable al paso de metabolitos, toxinas bacterianas o incluso a las propias bacterias
intestinales al torrente sanguineo (Nagpal y Yadav, 2017; Obrenovich, 2018). Este traspaso de bacterias
o de sus toxinas, se conoce como translocacion bacteriana, y puede producir infecciones en varios
organos, como el higado, el bazo o incluso en los pulmones. De hecho, si bien est4 aceptado que una de
las principales causas facilitadoras de la infeccién pulmonar en pacientes isquémicos es la aspiracion
(entrada de material en el tracto respiratorio) a consecuencia de la disfagia (dificultad para tragar)
producida por el ictus, no todos los pacientes que sufren aspiraciéon desarrollan infecciones, lo que
sugiere la existencia de otras vias implicadas en la infeccion (Shim y Wong, 2018). En este sentido, el

trabajo realizado por Stanley y colaboradores (Stanley et al., 2016) detectd bacterias tipicas del intestino
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en muestras de esputo, sangre y orina procedentes de pacientes isquémicos. También detectaron una
disminucién de la biomasa de bacterias en el ileon de ratones que habian sufrido un ictus, al mismo
tiempo que observaron un aumento de las comunidades bacterianas en los pulmones de estos mismos
animales, lo que podia sugerir una posible translocacidn bacteriana. Este mecanismo de translocacién
desde el lumen intestinal puede activar la respuesta de las células del sistema inmune innato y
adaptativo, favoreciendo un entorno proinflamatorio que facilite el aumento de la permeabilidad
intestinal y el desarrollo de diferentes enfermedades (figura 5) (Nagpal y Yadav, 2017). De hecho, se ha
observado que el factor de necrosis tumoral (TNFa) estd implicado en el aumento de la permeabilidad
intestinal por promover la internalizacién de ocludinas (Marchiando et al, 2010), mientras que el
interferény (IFNy) produce una disminucion de la expresion de zonula occludens 1 (Z0-1) y de ocludina

por activacion de la proteina quinasa de AMP (AMPK) (Scharl et al,, 2009).
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Figura 5. Complicaciones de la permeabilidad intestinal. Factores ambientales o genéticos pueden producir
una desregulacion de las uniones entre las células epiteliales, lo que potencia el transporte paracelular de las
bacterias luminales, favoreciendo el desarrollo de infecciones y otras enfermedades y la activaciéon de la respuesta
inmune, induciendo un estado proinflamatorio. Esta situacién puede participar en el desarrollo de infecciones y

enfermedades del CNS. (Modificado de Nagpal y Yadav, 2017).
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El aumento de la permeabilidad intestinal es un rasgo frecuente que se observa en las enfermedades
inflamatorias intestinales y en algunas enfermedades metabdlicas, como la diabetes o la obesidad
(Chelakkot, Ghim y Ryu, 2018). En el caso de la isquemia cerebral, varias investigaciones indican que el
ictus es capaz de alterar la integridad intestinal, afectando a su motilidad (Singh et al, 2016) y
favoreciendo el aumento de la permeabilidad (Stanley et al., 2016; Crapser et al.,, 2017). Este proceso
estarfa parcialmente regulado por la via adrenérgica ya que, aunque trabajos previos habian
demostrado el papel del propranolol en la prevencion de la bacteremia y la neumonia post-isquemia
(Prassetal, 2003), investigaciones recientes han sefialado la implicacién de esta via en la permeabilidad
intestinal y el desarrollo de infecciones, puesto que la administracién de propranolol equiparé los
niveles de permeabilidad intestinal de animales isquémicos con los valores de los animales sham, lo que
permiti6é disminuir (aunque no eliminar) la carga bacteriana detectada en pulmoén, higado, bazo y fluido

bronqueoalveolar (Stanley et al., 2016).

6.3 Sequnda barrera intestinal: el moco intestinal

La barrera epitelial esta recubierta por una segunda barrera de naturaleza quimica constituida por moco
intestinal, formado por mucinas y péptidos antimicrobianos secretados por las células calciformes y las
células de Paneth, y que impiden a los microorganismos alcanzar las células epiteliales. En el caso del
ictus, la participacién de esta defensa secretora no esta estudiada en profundidad, aunque algunos
estudios han observado hiperplasia de las células calciformes del intestino delgado en ratones
isquémicos (Stanley et al., 2016). Ademas, el trabajo de Houlden y colaboradores (Houlden et al., 2016)
reportd una reduccién del nimero total de células calciformes en el ciego de animales isquémicos 72
horas post-isquemia, asi como cambios en las poblaciones bacterianas del ciego mediadas por la
produccién de mucoproteina activada por sefializacion adrenérgica, lo que sugiere que la produccién de

moco intestinal puede verse alterada después de la isquemia.

6.4 Tercera barrera intestinal: sistema inmune intestinal

La tercera capa de proteccion la ofrecen las células del sistema inmune intestinal, que se pueden
localizar tanto en estructuras linfoides organizadas, como las placas de Peyer (PP) y los ganglios
mesentéricos (mLN, por sus siglas en inglés, mesenteric ymph nodes), como alo largo de lalamina propia
(tejido conectivo que permite la irrigacion sanguinea, el drenaje linfatico y la conexién nerviosa a la
mucosa intestinal) o entre el propio tejido epitelial, como los linfocitos intaepiteliales (IELs por sus
siglas en inglés, intraephitelial ymphocytes) (Perez-Lopez et al.,, 2016). El conjunto de estos tres niveles

permite contener a los microorganismos intestinales evitando su circulacion sistémica. Alteraciones de
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la barrera intestinal en alguno de estos componentes pueden comprometer la salud del hospedador
(Peterson y Artis, 2014).

Tanto las placas de Peyer como los ganglios mesentéricos son esenciales en la induccion de la respuesta
inmune adaptativa, ya que en ellos se produce la interaccidn entre las células presentadoras de antigeno
y los linfocitos. Las placas de Peyer se localizan embebidas a lo largo del intestino delgado,
especialmente a nivel del ileon, y contienen centros germinales, un reservorio de células B productoras
de inmunoglubulina A (IgA), flanqueados por areas de células T. Esta estructura es un indicativo de la
funcion de las placas en la respuesta a los antigenos del lumen intestinal, para lo que necesita una
estimulacién inmune continua (Mowat y Agace, 2014). Ademas, en su zona mas apical se localiza el
domo epitelial, una regidn rica en células dendriticas capaces de recibir los antigenos facilitados por las
células M (células especializadas en la captacién de antigenos), permitiendo de esta manera dar una

respuesta ante los antigenos del lumen (figura 6) (Mowat y Agace, 2014).
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Figura 6. Compartimentalizaciéon del sistema inmune intestinal. Diferentes tipos de células del sistema
inmune se localizan dispersas a lo largo de la ldmina propia intestinal, realizando funciones de patrullaje y de
respuesta inmune. De forma mas localizada, entre las células epiteliales del intestino, se localizan los linfocitos
intraepiteliales. Las placas de Peyer, embebidas en el tejido epitelial, cuentan con centros germinales para la
maduracion de linfocitos B, rodeados por areas de células T. En su parte superior, las células dendriticas del domo
subepitelial se encargan de la presentacidén de antigenos luminales. Junto a las placas de Peyer, los ganglios
mesentéricos (no representados en la imagen) son estructuras de tejido linfoide organizado que actdan de

primera barrera para los antigenos intestinales. (Imagen modificada de Sheridan y LeFrancgois, 2012).
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A diferencia de las placas de Peyer, los ganglios mesentéricos son estructuras encapsuladas que se
encargan de drenaje linfatico intestinal, enriquecidos tanto en células T como B, y actian como una
primera barrera en la incorporacién de nutrientes y sustancias microbianas que pasan a la ldmina
propia para evitar la expansidn sistémica de sustancias nocivas (Henao-Mejia et al., 2013). La region
efectora de la respuesta inmune intestinal la constituyen el compartimento epitelial con linfocitos
intraepiteliales (especialmente linfocitos T) y la lamina propia, enriquecida en células T, B y células de
linaje mieloide (Mowat y Agace, 2014), como células dendriticas, capaces de detectar las bacterias del
lumen intestinal e internalizarlas para la presentacién antigénica gracias a su capacidad de movimiento

entre las células epiteliales (Rescigno et al., 2001).

La actividad de todas las células del sistema inmune intestinal garantiza la proteccién frente a los
patogenos. En relacidn al sistema inmune adaptativo y mas concretamente, a las células T, en el epitelio
del intestino humano encontramos diferentes tipos de células T que en funcién de su especializacién,

pueden estar implicadas en respuestas efectoras o reguladoras.

Las células T CD8* citotoxicas permiten mantener la integridad de la barrera intestinal mediante su
accion destructiva, eliminando células dafiadas o infectadas (Konjar et al., 2017). Para ello, las células T
se activan gracias al receptor de reconocimiento de su superficie (TCR) en la interaccién con las células
presentadoras de antigenos (normalmente, células dendriticas y macroéfagos). Los linfocitos CD8
efectores controlan entonces la infeccion mediante mecanismos citoliticos, como la liberacién de

perforinas y granzimas, o citocinas, como TNFa e interferones (Konjar et al.,, 2017).

A nivel funcional, los linfocitos T colaboradores CD4+ (Th) pueden mostrar un perfil proinflamatorio o
antiinflamatorio, lo que permite regular la respuesta inmune frente a la invasiéon de agentes patégeno y
disminuir la sefializacién una vez finalizado el peligro (Siracusa et al, 2019). Por ejemplo, las células
Th17, abundantes en el tracto intestinal, son las principales secretoras de la interleucinas (IL) IL-17 e
IL-22, ambas con papel proinflamatorio, del mismo modo que las poblaciones Th1 estan implicadas en
la produccioén de la citocina IFNy (Siracusa et al, 2019), una molécula proinflamatoria activadora de la
funcion fagocitica. Las respuestas proinflamatorias son contrarrestadas por las respuestas
antiinflamatorias, como a través de las células Th2 secretoras de IL-4, lo que permite una supresion de
la respuesta Th1. De forma similar, las células T CD4* FOXP3+* reguladoras (Treg) ejercen una funcién
inmunosupresora al inhibir la diferenciacion a células Th17 mediante la produccion de IL-10 e impedir
la proliferacion de las células Ty§ (Park et al., 2010). Estas ultimas células son especialmente frecuentes
en el epitelio, y estdn altamente representadas entre los linfocitos intraepiteliales (Mowat y Agace, 2014;
Nielsen, Witherden y Havran, 2017). Entre las células epiteliales del intestinos, las células TyS se
mueven a través de las uniones intercelulares para ejercer funciones de vigilancia inmune, regular la

permeabilidad, promover la migracién de células epiteliales desde las criptas intestinales y ejercer
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funciones de memoria frente a patégenos invasores, favoreciendo la puesta en marcha de la respuesta
inmune adaptativa (Sheridan et al, 2013; Nielsen, Witherden y Havran, 2017). Estas células también
estdn implicadas en la respuesta inflamatoria, para lo cual utilizan citocinas que permiten el
reclutamiento de leucocitos. También se ha descrito, a pesar de la proteccion que ofrecen estas células
en la homeostasis intestinal, su papel en el empeoramiento de enfermedades inflamatorias intestinales
(Yeung, 2000; Park et al., 2010; Fay, Larson y Jameson, 2016), por lo que la regulacién de su actividad

es clave para evitar dafio tisular.

Ademas de estas células, también existen linfocitos innatos (ILC, innate lymphoid cells), células del
sistema inmune innato sin receptores de antigenos especificos, a diferencia de los linfocitos T o B (Tait
Wojno y Beamer, 2018). Estas células, entre las que se incluyen las células asesinas naturales (NK, de
natural killer) son capaces de mediar en la respuesta contra virus, helmintos, o incluso intervenir en el

desarrollo de los tejidos linfoides (Tait Wojno y Beamer, 2018).

Como ya se ha explicado en las primeras secciones del apartado de introduccién, existe una conexién
estrecha entre el sistema inmune y el SNC que se altera a consecuencia del ictus, tratdndose de una
respuesta con repercusion bidireccional. No solo el ictus es capaz de favorecer la inmunodepresion
sistémica sino que también produce un reclutamiento de células inmunes en la zona de lesidn. Se sabe
que el dafio agudo por ictus produce una respuesta inflamatoria local como consecuencia de la
infiltracion de células inmunes periféricas, tanto células mieloides (por ejemplo, neutroéfilos) como
células del sistema inmune adaptativo, como los linfocitos Ty§, detectados en muestras de cerebros de
pacientes y ratones isquémicos 24 horas después de la isquemia (Miré-Mur et al., 2016). De hecho, en
isquemia las células Ty$ agravan la lesion cerebral gracias a la actividad quimioatrayente de células
mieloides mediante la secrecién de IL-17 (Shichita et al., 2009; Gelderblom et al., 2012). Teniendo en
cuenta la relacion entre el ictus y el sistema inmune periférico y las investigaciones que sefialan el dafio
de la barrera intestinal a consecuencia del ictus, cabe plantearse que los efectos de la isquemia cerebral
no solo afecten a las células inmunes circulantes sino también a los compartimentos inmunes

intestinales, lo que podria derivar en una respuesta de retorno al cerebro que agravase la lesidn.

6.5 ;Cudl es la relacion entre el ictus y la microbiota intestinal?

La conexion entre el sistema inmune intestinal y la microbiota intestinal esta estrechamente regulada,
ya que debe permitir el reconocimiento entre bacterias comensales y bacterias potencialmente
patogenas. Por ejemplo, el polisacarido A producido por la bacteria comensal Bacillus fragilis es
reconocido a través de los receptores de reconocimiento bacteriano TLR (toll like receptor) de las células

del sistema inmune, lo que permite la conversion de las células T CD4+ (respuesta proinflamatoria) a
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células Treg capaces de producir [L-10 (respuesta antiinflamatoria) (Kabelitz, 2007). Del mismo modo,
bacterias comensales pueden disminuir la expresién de citocinas proinflamatorias en el intestino
mediante la inhibicién de la actividad del factor de transcripcién NFkB, mediador en los procesos de
inflamacion (Kelly et al., 2004). Es importante que el sistema inmune reconozca las bacterias propias de
la microbiota intestinal y no responda contra ellas, ya que estas cumplen un papel protector frente a la
colonizacion por parte de agentes patégenos externos, manteniendo a raya microorganismos invasores
al impedir su acceso a diferentes recursos y ademas producen metabolitos de interés para el huésped
(Perez-Lopez et al, 2016). Sin embargo, ante determinadas circunstancias, la microbiota puede
desequilibrarse y favorecer la expansion de microorganismos patobiontes, organismos de la microbiota
intestinal inocuos en condiciones normales pero con capacidad infecciosa en determinados estados
(Perez-Lopez et al., 2016), lo que puede alterar toda la respuesta inmune del hospedador y aumentar la
permeabilidad intestinal. En enfermedades inflamatorias intestinales, donde la respuesta inmune
intestinal se caracteriza por un estado inflamatorio, se produce una reduccién de la diversidad de
especies bacterianas, ademas de un aumento de bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Lane, Zisman
y Suskind, 2017). Esta es una de las familias de patégenos oportunistas que mas infecciones produce en
todo el mundo, tanto en humanos como en animales y una de las principales responsables de las

neumonias hospitalarias entre los pacientes isquémicos (Paterson, 2012; Vermeij et al., 2018).

El papel de la composicion de la microbiota intestinal no solo es relevante en enfermedades intestinales,
sino que también estd adquiriendo mas importancia en enfermedades extra-digestivas, como las que
afectan al cerebro, incluyendo la enfermedad de Alzheimer, Parkinson e incluso el ictus (Benakis et al.,
2020). En relacién a este ultimo, varios estudios han demostrado que la isquemia cerebral produce
cambios en las poblaciones de bacterias de los animales isquémicos (Singh et al, 2016; Spychala et al,
2018), del mismo modo que la composicidn bacteriana puede influir en el volumen de la lesion (Benakis
etal, 2016; Singh et al., 2016, 2018; Winek et al., 2016; Spychala et al., 2018) (figura 7). Varios de estos
estudios indican la implicacién de mecanismos inmunes como mediadores en estas respuestas
bidireccionales, especialmente a través de células T (Benakis et al., 2016; Singh et al., 2016, 2018)
procedentes del intestino (Benakis et al., 2016; Singh et al., 2016).

Para estudiar el efecto de la composicién de la microbiota en el infarto cerebral, se han realizado
intervenciones previas a la isquemia que permiten modular la composicién bacteriana, como uso de
antibioticos o trasplantes de microbiota fecal. En las investigaciones realizadas por Benakis y
colaboradores (Benakis et al, 2016), trataron con antibidticos a ratones salvajes, y a ratones con
microbiota resistente a antibiéticos. Tras la induccidn del ictus, confirmaron que aquellos ratones con
microbiota intestinal alterada a causa de los antibidticos, no solo tenian un 60% menos de volumen de

infarto sino que ademas mejoraron su comportamiento neurolégico en comparacién con los animales
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con microbiota resistente. Demostraron que en los animales resistentes al tratamiento por antibioticos
la isquemia producia una migracion de las células TyS productoras de IL-17 (respuesta proinflamatoria)
desde la ldmina propia hasta las meninges, donde exacerbaban el dafio por isquemia. Por el contrario,
en los animales con microbiota sensible a los antibiéticos, el tratamiento aumenté el nimero de células
Treg productoras de IL-10 de la lamina propia, lo que permitié inhibir el desarrollo de las células Tyd

productoras de IL-17 y con ello la neuroinflamacién.

Investigaciones posteriores han apoyado la linea de los efectos de la microbiota en la lesién cerebral y
su mediacion a través de linfocitos T, ademas del papel modulador del ictus en la composiciéon
microbiana intestinal (Singh et al, 2016). Este trabajo demostro6 que el ictus disminuye la diversidad de
especies bacterianas en comparacién con los animales sham. Ademas, localizaron células T procedentes
de las placas de Peyer (marcadas previamente con una inyeccién fluorescente) en el hemisferio
isquémico tres dias después la induccion del ictus. Estos mismos investigadores trasplantaron
microbiota fecal procedente de animales no operados libres de algunos microorganismos (SPF, specific
pathogen free) a animales isquémicos, y observaron una disminucién del volumen de infarto asi como
un mayor numero de células Treg en bazo y en el hemisferio isquémico, sugiriendo que la restauracioén
de la microbiota después del ictus tiene un papel neuroprotector. En animales deficientes de linfocitos
T el trasplante de microbiota no produjo diferencias de volumen, indicando el papel de estos linfocitos

en la mediacién de la respuesta microbiana frente al ictus.

Sin embargo, mientras que el trabajo de Benakis demostraba que la deplecién de la microbiota intestinal
con el uso de antibidticos producia un efecto beneficioso ante el dafio por isquemia, otros estudios
muestran que la deplecion de bacterias mediante el uso de antibiéticos de amplio espectro empeora
dicho dafio (Winek et al., 2016). En este caso, los animales fueron tratados con un coctel de antibi6ticos
de amplio espectro para deplecionar la microbiota intestinal. Después de la induccidn de la isquemia
cerebral, los investigadores no encontraron diferencias en el volumen de infarto 24 horas post-
reperfusion entre los animales con microbiota deplecionada y animales con la microbiota intacta. Sin
embargo, la tasa de supervivencia de los animales que habian recibido antibiéticos fue

significativamente inferior a la de los animales que no habian recibido ninguin tratamiento.

Esta contradicciéon puede ser un reflejo de la falta de estandarizacion a la hora de plantear experimentos
relacionados con la microbiota intestinal y el ictus, las metodologias utilizadas para cuantificar

poblaciones bacterianas o a las diferencias metodolégicas en la induccién del ictus.
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Trabajos posteriores han seguido demostrando el efecto de la modificaciéon de la microbiota en la
resolucion del infarto cerebral. Hace un par de afios unos investigadores demostraron que la
colonizacién bacteriana en ratones libres de microorganismos (GF, germ free) reduce los volimenes de
infarto (Singh et al., 2018). Para ello, con el objetivo de que los animales GF recolonizasen su microbiota,
los investigadores juntaron en las mismas jaulas animales libres microorganismos con animales SPF
durante tres semanas y después de la induccion de la isquemia, al mismo tiempo que mantuvieron un
grupo de animales GF aislado. Cuando compararon los volimenes de infarto cerebral entre los grupos
GF que habian sido recolonizados con los animales GF aislados, los primeros mostraron un menor
volumen de infarto cerebral. Ademas, los animales que habian recolonizado su microbiota mostraban
un mayor namero de células T infiltrantes (los autores no especifican el tipo de célula T detectada) en
el hemisferio isquémico, sugiriendo que la presencia de microorganismos es necesaria para la correcta
funcién protectora de las células T en respuesta al dafio cerebral. En animales deficientes de linfocitos,
los investigadores no encontraron diferencias en cuanto al volumen de infarto entre animales GF y

animales convencionales.

Otras investigaciones demostraron que, ademdas de las modificaciones que produce el ictus en la
composicién de la microbiota, las diferencias de poblaciones microbianas entre animales jévenes y
envejecidos también pueden regular la resolucién del infarto. Spychala y colaboradores (Spychala et al.,
2018) intercambiaron la microbiota intestinal entre ratones jovenes y ratones envejecidos mediante
trasplante oral de microbiota previamente a la induccion del ictus, y observaron que aquellos animales
jévenes que habian recibido la microbiota de ratones envejecidos tenian mayores tasas de mortalidad,
peores resultados en comportamiento neurolégico y un aumento de las citocinas proinflamatorias. Por
el contrario, los animales que habian recibido microbiota de animales jovenes mostraron un mejor
comportamiento neuroldgico, menor volumen de infarto y menores tasas de mortalidad en comparacién

con los animales envejecidos que habian recibido microbiota de animales de la misma edad.

En conjunto, aunque estos trabajos evidencian la regulacién bidireccional entre la sefializacién por ictus
y la composicion microbiana, con el sistema inmune intestinal como elemento mediador, todavia quedan

aspectos por resolver que requieren mas investigacidon.
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7. El papel de los acidos grasos de cadena corta (SCFAs) en la isquemia

Un agente que podria estar implicado en la mediacion entre el intestino, el sistema inmune y el cerebro
son los acidos grasos de cadena corta (SCFAs de sus siglas en inglés, short chain fatty acids), que son el
resultado de la fermentacion bacteriana de fibra y carbohidratos. El mayor porcentaje de SCFA presente
en el colon esta constituido por el acido acético, el propidnico y el butirico, siendo este ultimo principal
responsable de las demandas energéticas de las células epiteliales del colon (Kiela y Ghishan, 2016). De
hecho, el 4cido butirico estd implicado en la diferenciacion de las células Treg del colon (respuesta
antitinflamatoria), proceso regulado principalmente por la poblacion de bacterias del género
Clostridium (Atarashietal,2011; Furusawa et al., 2013). También pueden modular la respuesta inmune
adaptativa al ser capaces de intervenir en la polarizacién de las células T hacia Treg o Th17 (respuesta
anti y proinflamatoria, respectivamente) (Dalile et al, 2019). Ademas, los SCFAs pueden alcanzar el
cerebro, debido a la presencia de transportadores de estas moléculas en las células endoteliales de la
barrera hematoencefdlica (Dalile et al, 2019). Una vez ahi, los SCFAs pueden modular la
neuroinflamacion al actuar sobre la morfologia y activacién de la microglia, un tipo de célula fagocitica
del CNS implicada en regulacidn del dafio cerebral después del ictus, entre otros efectos, mediante su
accién sobre los neutroéfilos infiltrantes (Dalile et al., 2019; Otxoa-de-Amezaga et al., 2019). En esta linea,
recientemente se ha descrito el papel de los SCFAs en el ictus, sugiriendo que estos metabolitos actian
sobre la morfologia y activacion de la microglia en un proceso mediado por linfocitos T circulantes, ya
que animales isquémicos deficientes en células T y suplementados con SCFAs en el agua de bebida
mostraban una microglia intacta en comparacién con animales salvajes suplementados, quienes poseian
una microglia menos reactiva que sus correspondientes controles (Sadler et al, 2019). Aunque estos
mismos investigadores ponen de manifiesto la potencialidad de los SCFAs como tratamiento en la
rehabilitacién post-ictus, faltan mas estudios que determinen los cambios especificos que produce el
infarto cerebral en la produccién de SCFAs y que confirmen el papel de estas moléculas en la

recuperacion del ictus.

8. Mecanismos de comunicacién bacteria-hospedador: el sistema QseCB y su potencialidad en el

ictus

El grado de complejidad aumenta al identificarse nuevos sistemas de comunicacion de las bacterias.
Lejos de ser organismos aislados, las bacterias se comunican entre si y con el hospedador. Para ello, las
bacterias utilizan un sistema de dos componentes para la transduccién de sefiales, formado por una
proteina que actia como sensor, que suele ser una histidina quinasa que inicia una cascada de
transduccion, y una proteina que actiia como un regulador de la respuesta (Tiwari et al, 2017). Estos

sistemas permiten responder ante sefiales del entorno, como las relacionadas con las fluctuaciones de
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las poblaciones bacterianas mediante las proteinas de quorum sensing. Este mecanismo de sefializacion
responde a proteinas producidas por las propias bacterias, llamadas autoinductores (Al), lo que activa
diferentes procesos como la expresion de genes de virulencia, de motilidad, esporulacion o formacion
de biofilms (Miller y Bassler, 2001). El QseCB es un sistema de dos componentes para la sefializacion de
quorum sensing, en el que QseC actiia como sensor histidina quinasa y QseB como regulador de la
respuesta para permitir la expresién de genes de virulencia (Weigel y Demuth, 2016). QseC se activa en
respuesta a los autoinductores Al o ante catecolaminas procedentes del hospedador, como
norepinefrina y epinefrina (Clarke et al, 2006), lo que permite la fosforilacion de su dominio
citoplasmatico para activar a QseB, factor de transcripcidon que regulara la expresion de los genes de

virulencia (Weigel y Demuth, 2016) (figura 8).

El sistema QseCB estd presente en un amplio espectro de especies bacterianas y especialmente
conservado, tanto a nivel funcional como estructural, entre las pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae y Pasteurellaceae (Weigel y Demuth, 2016), quienes lo usan para la activacion de los
genes de virulencia. Con el fin de reducir esta respuesta, varios estudios experimentales han bloqueado
este receptor con el farmaco LED209 (N-fenil-4-benzenosulfamida), una molécula altamente selectiva
para el receptor QseC (Curtis et al., 2014) que actia impidiendo su autofosforilacién (Rasko et al., 2008)
sin mostrar efectos sobre el hospedador (Rasko et al., 2008; Curtis et al., 2014). El tratamiento con este
compuesto demostré la inhibicion de la expresion de los genes de virulencia pero no la inhibicién del
crecimiento bacteriano (Rasko et al, 2008; Curtis et al, 2014). Investigaciones posteriores han
confirmado que, en modelos animales de enfermedad inflamatoria intestinal, el farmaco es capaz de
evitar la expansion de las enterobacterias en las muestras de heces de aquellos animales que habian
recibido el compuesto en comparaciéon con los que habia recibido vehiculo (Rooks et al, 2017),

sugiriendo un nuevo papel para este compuesto.

Teniendo en cuentalaliberacion de catecolaminas que se produce después de un ictus, se podria esperar
una posible respuesta a las mismas por parte de las bacterias mediante el receptor QseC, que activaria
la via de sefializacion para la expresion de genes de virulencia, lo que potencialmente podria estar
implicado en las complicaciones por infeccion que experimentan los pacientes isquémicos. Actualmente,
la resistencia a antibioticos es un problema que causa mas de medio millén de muertes al afio y se espera
que para el afio 2050 cause mas de 10 millones de muertes (Tagliabue y Rappuoli, 2018). Por ello, son
necesarias medidas estratégicas que eviten la aplicacion al uso de antibidticos. Dado que los mamiferos
carecen de las moléculas de transduccion QseCB, el bloqueo de este receptor es una buena diana
terapéutica que evitaria el uso de agentes antibiéticos, como es el caso del tratamiento de las infecciones

de los pacientes que han sufrido un ictus.
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Figura 8. Estructura y funcionamiento del QseCB. QseC es una histidina quinasa formada por un dominio
sensor periplasmatico, dos dominios plasmaticos, y un dominio quinasa citoplasmatico. En respuesta a las
moléculas autoindoctoras (Al) de otras bacterias o a catecolaminas, como la epinefrina (Epi) y norepinefrina (NE)
del hospedador, QseC se autofosforila, y fosforila posteriormente a QseB en su dominio receptor, para finalmente
regular la expresion de genes bacterianos mediante su dominio hélice-giro-hélice (HTH) de uniéon a ADN. (Imagen

modificada de Weigel y Demuth, 2016).

9. Mensaje clave

Como se ha presentado en la introduccion, la relacion intestino-cerebro en el ictus, ademas de ser un
campo de investigacion incipiente, es un tema complejo que requiere una interpretaciéon global de
agentes inmunolégicos, microbianos y fisiolégicos para su entendimiento. Ademas de quedar aspectos
por resolver, hay puntos controvertidos entre las investigaciones realizadas hasta el momento que

requieren mas investigacion.

En esta tesis hemos abordado las relaciones entre el cerebro y el intestino en el contexto del ictus.
Considerando los multiples agentes involucrados en la respuesta sistémica al ictus y su resolucion,

hemos realizado una aproximacién multifactorial, que ha incluido el estudio de la respuesta inmune, la
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microbiota y la integridad fisica la barrera intestinal mediante diferentes estrategias que se detallan en

el siguiente apartado de materiales y métodos.
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Hipétesis

1. El ictus agudo altera las poblaciones del sistema inmune intestinal a través de sefializacién
adrenérgica.

2. Elictus produce cambios en las poblaciones bacterianas intestinales.
El ictus altera la integridad de la barrera intestinal.

4. El ictus favorece la translocacién bacteriana a otros 6rganos. Este proceso se puede regular

farmacolégicamente actuando sobre las vias adrenérgicas.

Objetivos

1. Determinar los cambios en las poblaciones celulares del sistema inmune intestinal

después del ictus, y su modulacién a través de la via $-adrenérgica.

a. Investigar sila isquemia induce cambios en el sistema inmune intestinal, especialmente
a nivel linfocitario, en las regiones de la lamina propia, placas de Peyer, ganglios
mesentéricos y linfocitos intraepiteliales.

b. Evaluar el efecto de la via 3-adrenérgica sobre las poblaciones linfocitarias intestinales

a través del tratamiento con propranolol.

2. Determinar el efecto de la isquemia cerebral sobre las poblaciones bacterianas

intestinales, y estudiar el papel regulador de los mecanismos adrenérgicos.

a. Determinar los cambios de las poblaciones de bacterias intestinales.

b. Determinar el papel de la via B-adrenérgica en la regulacién de las poblaciones
bacterianas intestinales.

c. Efecto del farmaco LED209, inhibidor del receptor QseC (receptor bacteriano que

responde a catecolaminas del hospedador).

3. Estudiar la translocacion bacteriana tras el ictus
a. Mediante cultivos bacterianos:
i. previo tratamiento con propranolol (3-bloqueante)
ii. previo tratamiento con el farmaco LED209, inhibidor del receptor QseC
(receptor bacteriano que responde a catecolaminas del hospedador)

b. Mediante técnicas de imagen por bioluminiscencia.
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4. Elucidar el efecto de la isquemia sobre la funcién intestinal
a. Estudiar el efecto del ictus en la motilidad intestinal.
b. Cuantificar cambios en la permeabilidad de barrera intestinal in vivo y ex vivo.

c. Valorar modificaciones en la electrofisiologia intestinal después del ictus.

5. Modulacién de la lesion cerebral mediante tratamiento farmacolégico

a. Estudiar los cambios en lalesidn cerebral tras inhibir los receptores [3-adrenérgicos y el

receptor bacteriano QseC.
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Todos los reactivos se especifican en el anexo I y los anticuerpos en el anexo II.

1. Animales, modelo de isquemia y valoracion neuroldgica
1.1 Animales

Todos los experimentos realizados en esta tesis se han realizado de acuerdo con la normativa vigente y
las directrices de la Unién Europea. Los protocolos experimentales especificos han sido aprobados por
el Comité de Etica de la Universidad de Barcelona (226/19; 227/19) y la Generalitat de Catalunya
(117/18, 9987; 472/18 P1, 10566), el Comité de Etica del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas y la Generalitat de Catalunya (831/2019, 10656), y el Comité de Etica de la Universidad
Auténoma de Barcelona y la Generalitat de Catalunya (CEEAH 4655, 10710).

Todos los experimentos se han realizado con ratones machos adultos de 11 semanas de edad, de la cepa
C57BL/6] procedentes de la casa comercial de Janvier. Se ha usado iinicamente machos para evitar el

efecto de los estrégenos y sus variaciones durante el ciclo ovarico.

Se excluyeron de los estudios aquellos animales que no desarrollaron infarto (medido por TTC, ver
seccidn 2, “evaluacién del infarto cerebral”) o que no llegaron a una puntuaciéon minima de déficit

neuroldgico superior a 5 durante el periodo de oclusién (ver seccién 1.5 de materiales y métodos).

En esta tesis, se han operado 73 animales bajo el modelo “tMCAo dormido” (ver seccién 1.3 de
materiales y métodos), de los cuales 27 eran animales sham, y 46 isquémicos. De estos ultimos, 12
animales murieron durante la cirugia, 3 no desarrollaron infarto y 2 murieron a nivel post-operatorio,
antes de la fecha de sacrificio. Bajo el modelo “tMCAo despierto” (ver seccién 1.4 de materiales y
métodos) se operaron 225 animales, de los cuales 67 fueron animales sham y 158 animales isquémicos.
De los animales isquémicos, 10 murieron durante la operacion, 12 no llegaron a la puntuacién minima
durante la oclusién, 13 no desarrollaron infarto, y 11 fallecieron durante las siguientes horas después
de la cirugia y antes del momento establecido de sacrificio. Ningiin animal sham murié después de la

cirugia.

1.2. Modelo de oclusidn transitoria de la arteria cerebral media (tMCAo, transient middle cerebral artery

occlusion)

En este modelo (también conocido como modelo intraluminal) se produce la oclusion de la arteria
cerebral media (MCA) mediante la insercién de un filamento de silicona, siguiendo el modelo descrito
por Longa et al (Longa et al., 1989). Para ello, se introduce un filamento a través de la arteria carétida

externa (ECA) y se avanza a lo largo de la arteria carétida interna (ICA) hasta alcanzar el origen de la
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MCA en el circulo de Willis (figura 9). En ese momento, se inicia el periodo de oclusién, de 45 minutos.

Transcurrido ese tiempo, el filamento se retira y se procede a la reperfusion arterial.

En esta tesis se realiza este modelo de oclusion arterial con el animal bajo los efectos de la anestesia
durante los 45 minutos de oclusién (modelo “tMCAo dormido”), y también retirando al animal de la
anestesia durante el tiempo en que se esta produciendo el infarto (modelo “tMCAo despierto”). En
ambos casos, la aproximacion quirdrgica es idéntica, con la excepcidn de que en el modelo despierto se
retira al animal de la anestesia durante el tiempo de oclusién, de modo que el ratén se mantiene

consciente durante el infarto cerebral.

Figura 9. Esquema de la oclusién de la arteria cerebral media a través del modelo intraluminal. (A):
Esquema del sistema arterial cerebral del ratén, indicando las diferentes suturas necesarias para realizar la
oclusion. (B): Posicidn del filamento en el circulo de Willis y oclusién de la arteria cerebral media (MCA). ACA:
arteria cerebral anterior; BA: arteria basilar; CCA: arteria carétida comun; C.Willis: circulo de Willis; ECA: arteria
carétida externa; [CA: arteria carétida interna; MCA: arteria cerebral media; PCA: arteria comunicante posterior;
PPA: arteria pterigopalatina; 1) ligadura permanente alrededor de la ECA y termocoagulacién de la arteria
tiroidea superior (no mostrado); 2) ligadura temporal de la CCA; 3) ligadura no apretada en la ECA; 4) Colocacién
de un clip en la ICA para evitar el desangramiento en el siguiente paso; 5) Corte en la ECA para introducir el
filamento; 6) Introduccién del filamento después de cortar totalmente la ECA y retirada del clip. (Modificado de

Rousselet, Kriz y Seidah, 2012).

38



MATERIALES Y METODOS

1.3 Modelo “tMCAo dormido”

Se anestesi6 al animal en una caja de induccién con una mezcla de oxigeno (30 %), protéxido (70 %) e
isofluorano al 5%, y tras inyectar buprenorfina subcutdnea a una dosis de 0,05 mg/kg, se mantuvo con
1,5% de isofluorano con una mascarilla facial, sobre una manta eléctrica a 37°C. Con el animal en
posicion prona se efectud una pequefia incision sagital de la piel del crdneo entre las orejas para exponer
la superficie del mismo, sobre el que se pegd con cianoacrilato un soporte plastico para una sonda
doppler, conectada a su vez a un ordenador y a una pantalla. De este modo, se pudo registrar y visualizar
en tiempo real el flujo sanguineo cerebral. La oclusion arterial se confirmé al registrar una disminuciéon

de dicho flujo en el momento de la oclusidn.

A continuacién, se colocé al animal en posicién de dectibito supino durante todo el proceso de isquemia.
Mediante una incision mediosagital se abrid la piel y se separaron las glandulas submaxilares, la
musculatura pretraqueal y el mdsculo esternocleidomastoideo de la piel, solamente retirando el tejido
conectivo; de esta forma, se accedié al paquete vasculonervioso carotideo sin daiar el tejido. A
continuacion, se expusieron la arteria car6tida comun, la arteria carétida externa, la carétida interna y
las ramas de la carétida externa: arteria occipital y tiroidea superior. Esta tltima se coagul6, mientras la

carétida externa se cerrd en su parte superior mediante una ligadura permanente.

Se procedié a la ligadura temporal de la arteria carétida comtn para reducir la presion en el arbol
carotideo y se colocd una ligadura no apretada en la base de la cardtida externa. En un siguiente paso,
se interrumpié momentaneamente el flujo con un clip en la carétida interna para introducir el filamento
que ocluira la arteria cerebral media. En la carétida externa se realizé6 una pequefia incisiéon para
introducir un filamento de nailon (tamafio 7/0, Doccol, 701923). Se usé laligadura no apretada colocada
previamente en la carétida externa para impedir la retraccion del filamento y se retiré el clip de la
carétida interna. A continuacion, se empujo el filamento a lo largo de la carétida interna hasta al origen
de la arteria cerebral media en el poligono de Willis. Durante el tiempo de oclusién (45 minutos) el
animal permanecié bajo los efectos de la anestesia inhalada. Tras cumplirse el tiempo de oclusidn, se
procedio a la retirada del filamento y a la apertura de la ligadura temporal de la arteria carétida comun,
dejando 10 minutos para la completa reperfusion. A continuacién, se suturd la piel del animal y se retiréd
de la anestesia. Se le inyect6 al ratén 300 pl de salino subcutaneo y se colocé en una jaula con una manta
térmica (36-372C) para su total recuperacién. Finalmente, se devolvio al animal a su jaula con acceso
libre a comida y agua hasta el momento del sacrificio. En el caso de los animales sham, el protocolo es

idéntico al descrito sin la introduccion del filamento.
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El tiempo total en contacto con la anestesia en este modelo fue de aproximadamente de entre 90 a 100
minutos (teniendo en cuenta el tiempo de manipulacidn, incluyendo la colocacién del laser dopplery los

45 minutos de oclusion).

1.4 Modelo “tMCAo despierto”

Este modelo es idéntico al modelo “dormido”, con la excepciéon de que durante los 45 minutos de
oclusion se retiro al raton de la anestesia y no se usé sonda doppler, con el fin de reducir el tiempo de
exposicion a la anestesia. Tras introducir el filamento, se sutur6 al animal, se le retiré de la anestesia
durante el tiempo de oclusion y se coloc6 en una jaula con una manta eléctrica a 36-372C. Se aplicé un
primer criterio de exclusion valorando el éxito de la oclusion arterial mediante la realizacion de un test
neurolégico a los 30 minutos después de la retirada de la anestesia (para eliminar el estado de
aletargamiento causado por el isofluorano) y con el animal consciente (ver el punto 1.5, “valoracion
neuroldgica”). Para permitir una induccidn correcta y la reapertura de los puntos, se volvid a anestesiar
al animal 8 minutos antes de cumplirse el tiempo de oclusién. Finalizado este tiempo, se procedié a la
retirada del filamento y a la apertura de la ligadura temporal de la carétida comun, dejando 10 minutos
para una reperfusion completa. En el caso de los animales sham, el protocolo es idéntico al descrito sin
la introduccion del filamento.

El tiempo total en contacto con la anestesia en este modelo fue de aproximadamente 35 minutos (20

minutos en la primera anestesia y 15 minutos para la segunda anestesia).

1.5 Valoracidn neuroldgica

Después de 3 o 48 horas tras la isquemia cerebral (fase aguda del ictus), se cuantific6 la afectacion
neuroldgica mediante la aplicacion de un test con una graduacion de 0 a 40 (siendo el 0 la ausencia de
dafio neurolégico y 40 la peor puntuacion). El test (también llamado neuroscore en inglés), ligeramente
modificado desde el test de neuroldgico de DeSimoni (De Simoni et al., 2003), se basa en la observacion
del animal fuera de la caja y en la evaluacién ante déficits generales y focales. Los déficits generales
evaldan el pelo (0-2), 1a posicién de las orejas y su respuesta al sonido (0-2), el estado de los ojos (0-3),
la postura (0-3), la actividad espontanea (0-3) y el comporamiento epiléptico (0-4), mientras que los
déficits focales incluyen la simetria del cuerpo (0-2), el desplazamiento y capacidad exploratoria del
animal (0-4), la habilidad de trepar por una superficie inclinada (0-3), la realizaciéon de vueltas sin
desplazamiento sobre la superficie (0-3), la simetria del animal sujetado por la cola (0-4), l1a ejecucion
de vueltas al apoyar las patas delanteras y sujetando al animal por la cola (0-3), y la sensibilidad de los

bigotes ante un ligero contacto (0-4).
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En el modelo tMCAo despierto se aplicé un primer criterio de exclusién mediante observacion del
animal pasados los primeros 30 minutos desde su retirada de la anestesia para evitar el estado de
aletargamiento causado por el isofluorano. Con el fin reducir el riesgo de mover inintencionadamente
el filamento del lugar de oclusidn, se analizaron parametros generales y focales que no supusieran la
manipulacion del animal, siendo estos la posicidn de las orejas (0-2), la actividad espontanea (0-3), la
simetria del cuerpo (0-2), el desplazamiento y capacidad exploratoria del animal (0-4), la realizacién de
vueltas sin desplazamiento sobre la superficie (0-3) y la sensibilidad de los bigotes ante un ligero
contacto (0-4). Los animales con una puntuacién igual o inferior a 5 fueron descartados en ese mismo

momento.

2. Evaluacion del volumen de infarto cerebral

Para determinar el tamafio del infarto cerebral, se realiz6 la tincién por 2,3,5- trifeniltetrazolio (TTC).
El TTC es un agente oxidante de las deshidrogenasas mitocondriales, de modo que al reducirse por estas

enzimas el compuesto reacciona dando una coloracidn roja en el tejido (Kheradpezhouh et al, 2008).

Por el contrario, aquellas regiones del tejido afectadas por la isquemia y sin actividad enzimatica

mitocondrial no responden al compuesto y quedan de color blanco (figura 10).

Infarcted area
(ipsilateral
hemisphere)

Notinfarctedarea  Figura 10. Lonchas de cerebros tefiidas con
(contralateral .

hemisphere) TTC. A consecuencia de la muerte celular en el

area infartada, no hay actividad enzimatica

mitocondrial y la regién queda de color blanco.

En el area no infartada las mitocondrias

responden al TTC y la regién adquiere color

Tras sacrificar al animal, se extrajo el cerebro y se diseccion6 en cortes coronales de 1 mm de grosor con
ayuda de un rebanador de tejidos (Stoelting, 51425). Los cortes se sumergieron durante 5 minutos en
una solucién de TTC al 0,5% en tampdn fosfato 0,1 M pH 7,4, previamente calentada a 372C y protegida
de la luz. Seguidamente, los cortes se fijaron por inmersién en paraformaldehido al 4% en tampdn
fosfato 0,1M pH 7,4 a 4°C durante 24horas. Después de fijarse, los cortes se limpiaron en tampén fosfato

0,1M pH7,4 y se mantuvieron en esta misma solucién hasta el momento de su utilizacion.
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Para evaluar el volumen de la lesidn, se digitalizaron las imagenes de los cortes cerebrales mediante un
escaner de sobremesa. Las medidas de las areas se realizaron con el programa Image | 1x (Bourne,
2010). El area de infarto de cada seccién se obtuvo por sustraccién del area no lesionada del hemisferio
ipsilateral (hemisferio afectado por la isquemia) al area total del hemisferio contralateral. El volumen
en mm3 del infarto se obtuvo multiplicando el area obtenida por el grosor de cada una de las secciones
y sumando el resultado de todas ellas. Para su conversion a porcentaje (%) se dividié el valor del

volumen del infarto entre el volumen total del cerebro y se multiplicé por 100.

3. Citometria de flujo

3.1 Obtencion de células de la [dmina propia (LP) y linfocitos intraepiteliales (IELs)

El raton (previamente anestesiado con isofluorano al 5%) fue perfundido a 7ml/min via intracardiaca
con 60 ml de PBS con heparina (5U/ml). A continuacién, se extrajo el paquete intestinal, se separé el
estomago del intestino delgado (cortando justo debajo del esfinter pilérico) y se guardé el ciego a -80°C
para el estudio de las poblaciones bacterianas. Con la ayuda de una lupa y material de microdiseccién se
retir6 la grasa del tejido mesentérico y se aislaron las placas de Peyer (PP) y los ganglios mesentéricos
(mLN), que fueron guardados a 42C hasta su posterior procesamiento, en un tubo de 1,5 ml con medio
Harvest (RPMI 1640, FBS 5%, penicilina-estreptomicina 20 U/ml - 20 pg/ml, gentamicina 50 ng/ml). El
resto del tejido se usd para el aislamiento de células de la lamina propia (LP) y de los linfocitos
intraepiteliales (IELs), siguiendo el protocolo descrito por Sheridan & Lefrancois (Sheridan y Lefrancois,
2012), basado en la separacidn de las células por métodos quimicos y posterior concentracion celular
por gradiente de percoll. El proceso se resume en la figura 11. Brevemente, se elimind cualquier resto
de comida del intestino con medio CMF (HBSS w/o Caz+,w/oMg2+ 1X FBS 5%, HEPES 10 mM, NaHCO3 25 mM,
pH 7.2) y el tejido se troced en fragmentos de 0,5 cm. A continuacidn, se traté con solucion de DTT
(medio CMF suplementado con DTT 1mM) en agitacién durante 20 minutos a 372C, y se mezcld en un
vortex a maxima potencia para facilitar la separacion de las IELs del tejido epitelial. Tras repetir el
proceso, se aislé el tejido epitelial para la obtencién de células de la ldmina propia, y se separd el
componente liquido enriquecido en IELs para su centrifugacion a 42C durante 10 minutos a 300 g. A
continuacion, las IELs se resuspendieron con 16 ml de percoll isotonico (9:1 (vol/vol) Percoll:HBSS w/o
Caz+, w/o Mg2+ 10x) al 44%, y se cred un gradiente sobre percoll isoténico al 67% (5ml), previamente
afiadidos en tubos de 15 ml. La muestra se centrifug6 a 4°C, 20 minutos a 600 g sin freno y con una
pipeta pasteur se recogieron las células presentes en la interfase del gradiente 67% - 44%. Las células
se lavaron con solucion de FACS (PBS, EDTA 2 mM, FBS 2%, NaN3 0.05%), se centrifugaron (42°C, 10
minutos, 300 g) y el pellet resultante se resuspendié en un volumen minimo de 200 pl de solucién de

FACS para el posterior marcaje con anticuerpos.
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El tejido epitelial aislado tras el tratamiento con DTT se traté dos veces consecutivas con solucién EDTA
(HBSS w/o Caz+,w/oMg2+ 1X HEPES 5 mM, glutamina 2 mM, penicilina-estreptomicina 20 U/ml - 20 pg/ml,
gentamicina 50 ng/ml, EDTA 1.3 mM, pH 7.5) durante 30 minutos a 372C en agitacion. Tras eliminar el
sobrenadante, rico en células epiteliales, se afiadi6é 35 ml de solucién colagenasa (RPMI 1640, FBS 10%,
HEPES 5mM, glutamina 2 mM, CaCl; 1 mM, MgCl, 1 mM, penicilina-estreptomicina 20 U/ml - 20 pg/ml,
gentamicina 50 ng/ml, colagenasa IV 100 U/ml, pH 7.5) durante 35 minutos a 372C en agitacion para la
disgregacion del tejido. La muestra se pasé por un filtro de 70 um y se acab6 de disgregar
mecanicamente con el émbolo de una jeringa. Posteriormente, se centrifugaron (42C, 10 minutos, 300g),
y el pellet se resuspendid en 8 ml de percoll isoténico al 44%, aplicando el mismo gradiente que en la
obtencidn de IELs. Se recuperaron las células presentes en la interfase del gradiente y se lavaron con
solucion de FACS. Finalmente, se centrifugaron (42C, 10 minutos, 300 g) y el pellet se resuspendid en un

volumen minimo de 200 ul de solucién de FACS.
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Figura 11. Esquema de la obtencion de células de las diferentes regiones intestinales para su analisis por
citometria de flujo.
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3.2 Obtencion de células de las placas de Peyery de los ganglios mesentéricos

Las PP y los mLN se traspasaron, junto con el medio Harvest, a un homogenizador dounce de 2 ml (DWK
Life Sciences) y se procesaron en todo momento a 42C. Para su disgregacion, se aplicé presion 8 veces
con el émbolo A, seguido a continuacién de otras 8 veces con el émbolo B. Con una pipeta pasteur se
pasé el homogenado a un tubo de 15 ml a través de un filtro de 100 um y se realiz6 presion ligeramente
sobre el mismo filtro usando el émbolo de una jeringa para disgregar los restos de tejido. Se pasé
solucién de FACS por el filtro hasta alcanzar los 8 ml, y los tubos se centrifugaron a 42C, 7 minutos y a
400 g. Se retiro el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet con un volumen minimo de 200 pl de solucion
de FACS. A continuacién, se procedié a la tincién para el marcaje de superficie e intracelular de las

muestras.

3.3 Marcaje de superficie

Con este marcaje se identificaron las diferentes poblaciones de leucocitos en cada tejido. Para ello, en
una placa de 96 pocillos con fondo en U, se mezclaron 50 ul de muestra y 50 ul de la mezcla de
anticuerpos correspondiente (anexo I, anticuerpos utilizados para el marcaje de leucocitos, dilucidn final
1/200). Tras 25 minutos a oscuras a 42C, se afiadieron 200 pl de solucidon de FACS y se centrifugd a 350g
durante 7 minutos, a 4°C. Las células se lavaron con solucidon de FACS y se resuspendieron en 200 pl de
esta misma solucién. En este punto, las muestras estaban preparadas para su andlisis por el citbmetro
(BD FACS-LSRII 5 laseres), con el programa FACS Diva (BD Biosciences). En cada tubo se afiadieron un
numero especifico de beads fluorescentes (Beckman Coulter) para realizar el contaje absoluto del

numero de células por tejido.

3.4 Marcaje intracelular

A través de este marcaje se identifican las poblaciones de células T reguladoras (Treg), identificables a
través del marcador FoxP3, y las citocinas producidas por las poblaciones de leucocitos en los diferentes
tejidos analizados. Para ello, se realiz6 el mismo procedimiento que para el marcaje de superficie, pero
tras la centrifugacion de la placa las muestras se fijaron en 150 ul de solucién FoxP3 Transcription Factor
Fixation para la deteccion de las células Treg, y para el estudio de las citocinas intracelulares en 150 ul
de la solucién BD Cytofix Fixation, siguiendo las instrucciones de los fabricantes (eBiosciences y BD,
respectivamente). Tras 45 minutos en oscuridad a 49C, las placas se centrifugaron 7 minutos a 350 g, se
retir6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet celular con 40 pl de la solucién de permeabilizacién

para Treg (FoxP3 Transcription Factor Permeabilization) o para citocinas (BD Cytofix Permeabilization).

44



MATERIALES Y METODOS

Tras 30 minutos en oscuridad y a 42C, las muestras se incubaron con 10 ul de la mezcla de anticuerpos
(anexo I, anticuerpos utilizados para el marcaje de células Treg, o anticuerpos utilizados para la deteccién
de citocinas intracelulares, dilucién final 1/100) durante 30 minutos en agitacién y a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo, las células se lavaron con 200 ul de cada solucién de permeabilizacion,
se centrifugaron a 4°C, 7 minutos, 400 g, y se resuspendid el pellet celular en 200 pl de soluciéon de FACS
para pasar las muestras por el citometro (BD FACS-LSRII 5 laseres), con el programa FACS Diva (BD
Biosciences). En cada tubo se afiadieron un nimero especifico de beads fluorescentes (Beckman

Coulter) para realizar el contaje absoluto del nimero de células por tejido.

3.5 Confirmacion del correcto aislamiento de las regiones intestinales

Cada region intestinal (PP, mLN, IELs o LP) se caracteriza por un patrén de expresion especifico de
células inmunes lo que permite su verificacion por técnicas de citometria. Por ejemplo, es posible utilizar
marcadores de linfocitos B como CD45R, y de linfocitos T como CD3, para la diferenciacion entre las PP
y los mLN, dos regiones que son inicialmente separadas mediante diseccion. Mientras que las PP
muestran un perfil enriquecido en células B, en los mLN la cantidad de células B es menor y aumentan
las células T (figura 12A). Por otro lado, la diferenciacién entre ldmina propia y linfocitos intraepiteliales,
separados a través de metodologias enzimaticas, se realiz6é teniendo en cuenta que practicamente la
totalidad de IELs intestinales corresponden a células T de memoria residentes (Trm), identificables por
los marcadores CD103 y CD69 (figura 12B), mientras que la LP presenta una mayor cantidad de células

de linaje mieloide, reconocidas a través de los marcadores CD45 y CD11b (figura 12C).
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3.6 Estrategia de andlisis de datos de citometria de flujo (gating) y andlisis por t-SNE

Las células se tifiieron mediante marcaje con anticuerpos para las diferentes poblaciones leucocitarias,
T reg o citocinas (anexo II), y las células muertas se excluyeron con la tincién Aqua live/dead (Molecular
probes). Posteriormente, se procedié a la identificacién de los diferentes tipos celulares mediante

estrategia de gating (figura 13) y se analizaron con el programa Flow]o v10.6.0 (Flow]o-BD).
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Figura 13. Estrategia de gating para la identificacién de los diferentes tipos de leucocitos y su activacion
funcional. (A): Dentro de la poblacién leucocitaria (CD45+) se identificaron varias subpoblaciones: las células
mieloides (CD11b+; myeolid cells), los linfocitos B (CD45R+; B cells) y T (CD3+, T cells) asi como las células NK (NK1.1+
0 CD161+). Dentro de las células T se distinguieron las CD4+ (CD4 T cells), las CD8+ (CD8 T cells) y las doble negativas
(DN T cells). En intestino la poblacién de células Ty$ es muy representativa, y se identifica con el marcador y8TCR.
Estas células T pueden expresar el marcador CD8 (y§ CD8 T cells) o no (DN y8 T cells). (B): Las células T CD8 en
intestino son células memoria residentes (Trm) caracterizadas por expresar la integrina CD103 y el marcador CD69.
Una poblacion importante de células T CD4 expresan el marcador de activacién CD69. Otra poblacién caracteristica
presente en intestino son las células T reguladoras (T reg cells; CD3+ CD4+ CD25+ Foxp3+). (C): Imagenes
representativas para la cuantificacion de la activacion linfocitaria en términos de produccion de citocinas IFNy, IL-17

e IL-4. Este mismo andlisis se aplica para las subpoblaciones de células T CD4 y CD8.
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Para la visualizaciéon de la distribuciéon de las poblaciones leucocitarias en las diferentes regiones
intestinales se analizaron los datos por reduccién bidimensional mediante el algoritmo tSNE (t-
distributed stochastic neighbour embedding, 800 repeticiones, 40 de redundancia) (Van der Maaten y

Hinton, 2008; Mair et al., 2016).

4, Tratamientos con farmacos

Previamente a la intervencién quirtrgica y a cualquier tratamiento, se recogieron heces frescas
directamente desde el ano de los ratones, y se almacenaron en un tubo de 1,5 ml a -20°C hasta el

momento de su analisis.

4.1 Tratamiento con propranolol

Justo antes de la intervencién quirtrgica se administré propranolol (animales isquémicos) o su vehiculo
(isquémicos y sham) intraperitonealmente a una dosis de 30 mg/Kg (6mg/ml, disuelto en salino
inyectable al 0,9%). Las siguientes dosis se administraron a las 4, 8, 12, 24,28, 32, y 36 horas después de
la reperfusion (figura 14). Se tomaron muestras de heces a las 24 horas y a las 48 horas después de la
isquemia en un mismo tubo, antes del sacrificio. Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical,
previa sedacidn profunda con isofluorano al 5%, a las 48 horas después de la cirugia, y se proceso su
intestino para el analisis por citometria de flujo. En otra tanda de animales, se usaron los ganglios
mesentéricos para el estudio del crecimiento de bacterias en placas de agar. También se extrajo el
cerebro para medicién del volumen de infarto por TTC (ver en seccidn 2, “evaluacién del volumen de
infarto cerebral”). El ciego se congel6 a -802C para el estudio de los SCFAs y poblaciones bacterianas por

qPCR.
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Figura 14. Esquema del procedimiento experimental para el tratamiento con propranolol

4.2 Tratamiento con LED 209

Tres horas antes de la oclusidn, los animales (tMCAo) recibieron oralmente, a una dosis de 16 mg/kg, el
farmaco LED 209 (N-fenil-4-benzenosulfamida 1,6 mg/ml) o su vehiculo (70% bicarbonato de sodio pH
9, 23% polietilenglicol (PEG), 5% DMSO, 2% Tween-80). La siguiente dosis se suministré pasadas las 24
horas después de la isquemia (figura 15). Las muestras de heces correspondientes a las 24 horas y 48
horas después del infarto se recogieron en un mismo tubo de 1,5 ml. A las 48 horas post-ictus los
animales se sacrificaron por dislocacion cervical, previa sedacién profunda con isofluorano al 5% y
extrajeron los ganglios mesentéricos, bazo e higado para el estudio de la infeccion bacteriana. También
se extrajo el cerebro para medicion del volumen de infarto por TTC (ver en seccién 2, “evaluacién del
volumen de infarto cerebral”). El ciego se congel6 a -802C para el estudio de los SCFAs y poblaciones

bacterianas por qPCR.
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Figura 15. Esquema del procedimiento experimental para el tratamiento con LED209.

5. Crecimiento de bacterias en placas de agar

Todo el material utilizado fue previamente autoclavado y el procedimiento se realiz6é en condiciones
estériles. El raton fue anestesiado con isofluorano al 5% y eutanasiado por dislocacién cervical para la
extraccion del higado y el bazo, ademdas del paquete intestinal para el aislamiento de ganglios
mesentéricos. Los érganos se introdujeron en tubos, previamente tarados, de 5 ml en el caso del higado
y del bazo, y de 1,5 ml para los mLN, se pesaron y se afiadié PBS estéril en la siguiente relacion
peso/volumen: 1/10 para ganglios mesentéricos; 1/2y 1/4 para higado y 1/4 parabazo. A continuacion,
los tejidos se homogenizaron con la ayuda de un homogenizador automatico (politron PT 2500E,
Kinematica AG) a mdaxima velocidad durante 1 minuto. Entre cada muestra se lav6 la sonda de
homogenizacién con cloroformo para eliminar restos biolégicos, seguido de etanol al 100% y etanol al
70% para retirar los restos de cloroformo y tres lavados con PBS estéril para eliminar el etanol sobrante.
En paralelo, se prepar6 medio generalista para el crecimiento de microorganismo con BHI (brain heart
infusién) 37g/L, en agua destilada y agar al 2%, y se autoclavé (121 2C, 15 minutos) antes de su uso. De
cada tejido homogenizado se realizaron diluciones seriadas y se plaquearon 100 ul en una placa de Petri,
sobre la que se afiadi6 el medio BHI (siembra en profundidad). Con movimientos suaves no circulares
se repartid la muestra por toda la placa. Las placas se mantuvieron en una estufa a 372C durante 24 hy
se examinaron las unidades formadoras de colonia (CFU por sus siglas en inglés) mediante el programa
Image ] 1x (Bourne, 2010). Los resultados se expresaron como log CFU/ml. El PBS utilizado para la
homogenizaciéon de los tejidos se usé como control negativo y el contenido del ciego como control

positivo.
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6. Deteccion de poblaciones bacterianas en heces y en ciego

Los pellets de heces (~100 mg) se colectaron directamente de los animales colocando un tubo de 1,5 ml
al final del ano, y junto con los ciegos de los animales eutanasiados se almacenaron a -202C hasta su
analisis. Las heces fueron homogenizadas con PBS estéril en una relacion 1/10 y homogenizadas
mediante el uso de un asa de siembra. Las muestras se centrifugaron 16200 g a 42C durante 15min. El
sobrenadante obtenido se congel6 a -202C hasta su utilizacién para la deteccién de acidos grasos de
cadena corta (SCFAs). A partir del pellet fecal se realiz6 la extraccion de ADN bacteriano en condiciones
de esterilidad, usando el kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Ref.: 51604). Cada grupo
bacteriano se detect6 por qPCR usando las condiciones y los cebadores descritos por Arboleya, et al
(Arboleya et al.,, 2012). Las cantidades de bacterias (expresadas en log células/g de materia fecal) se
referenciaron a una curva estandar, realizada con diluciones seriadas a partir de una concentraciéon

conocida de diferentes cepas bacterianas.

7. Deteccion de acidos grasos de cadena corta (SCFAs)

A partir de los sobrenadantes fecales obtenidos por centrifugacion de las heces (ver seccion 6 “deteccion
de poblaciones bacterianas en heces y en ciego”) se detectaron los diferentes acidos grasos de cadena
corta (SCFAs). En un mismo tubo de 1,5 ml se mezclé metanol al 46%, acido férmico al 2%, acido 2-
etilbutirico al 8%, y la muestra a estudiar al 38%. Se realizé un vortex durante 30 segundos, y se
centrifugd a maxima velocidad y a temperatura ambiente durante 10 minutos. Los sobrenadantes (~500
ul) se traspasaron a un vial de cromatografia y se almacenaron a 4°C hasta el momento de su estudio.
Para el analisis de las muestras se us6 un cromatégrafo de gases-masas, formado por un médulo de
inyeccion (6890N GC, Agilent Technologies), conectado a un detector de ionizacién de llama (FID, por
sus siglas en inglés) y a un espectrémetro de masas (5973N, Agilent Technologies). La deteccion y
cuantificacion de los SCFAs se realizd siguiendo la descripcion indicada por Salazar, et al (Salazar et al.,

2011).

8. Deteccion de E.coli bioluminiscente

Para el experimento se usé la cepa bacteriana no patogénica E.coli K-12 MG1655, cedida por el Dr.
Cormac Gahan, de la Universidad de Cork (Irlanda). Dichas bacterias producen un derivado
bioluminiscente gracias a la integracion en su cromosoma del plasmido p16Slux, que contiene el operén
constitutivo PuepluxABCDE (Riedel et al., 2007). En este operdn los genes luxA y luxB codifican la enzima
luciferasa, mientras que los genes luxC, luxD, y luxE constituyen un complejo reductor de acidos grasos

necesario para la obtencién de aldehidos de cadena larga. La accion de la luciferasa sobre los aldehidos
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produce energia que es liberada en forma de fotones, lo que permite su deteccién a través de sistemas

de imagen (Brodl, Winkler y Macheroux, 2018).

El crecimiento en cultivo de las bacterias se realizé aer6bicamente a 372C en medio LB con cloranfenicol
(25 pg/mL) en agitacion 12-16 h, hasta la fase media exponencial (densidad 6ptica a 600 nm). Las
bacterias se centrifugaron a 6000 g durante 5 min y se lavaron con PBS 1x. Se diluyeron con el agua de

bebida de ratén hasta las 5x106 CFUs/uL para su administracion por sonda oral.

Los animales fueron tratados con una combinacién de antibidticos (ampicilina, metronidazol y
neomicina (1 mg/mL), y vancomicina (0,5 g/mL) en el agua de bebida durante una semana, con el fin de
eliminar la microbiota existente para facilitar la colonizacion de la cepa de E.coli bioluminiscente, como
sugiere Baban y colaboradores (Baban et al, 2012). Tras el tultimo dia de tratamiento, los ratones se
mantuvieron en ayunas durante las siguientes 24 horas para evitar restos de comida en el intestino, y
se administré oralmente una tinica dosis de la cepa bacteriana. Al dia siguiente y antes de la realizacién
de la cirugia, se confirmé a través del sistema de deteccion de luz que las bacterias habian colonizado el
tracto intestinal el raton. Para la toma de imagenes los animales se introdujeron en la camara de
deteccion de alta eficiencia ORCA-2BT Imaging System (Hamamatsu Photonics), provista con una
camara C4742-98-LWG-MOD de 512x512 pixeles, cargada con CCD (charge coupled device) y refrigerada
a -802C. Los ratones se colocaron a una distancia de 14 cm del objetivo de la cAmara (HFP, Shneider
Xenon 0.95/25 mm). Inmediatamente después de la adquisicion de la imagen, con el animal en la misma
posicion, se realizd una segunda toma con una fuente de luz blanca del interior de la camara de

deteccion.

Tras confirmar la colonizacién bacteriana, se procedid a la intervencién quirargica. 48 horas después
del ictus, se sacrific6 al animal por dislocacion cervical, previa sedacion profunda (Ketamina/Xilacina;
1,395/0,465 mg/kg, respectivamente), y se extrajeron los 6rganos vitales (rifién, higado, intestino

delgado, intestino grueso, ganglios mesentéricos, y pulmones) para la deteccién de luminiscencia.

9. Metodologias para el estudio de la permeabilidad intestinal

La integridad y permeabilidad de la barrera intestinal se garantiza gracias a la accién de las proteinas
de unioén estrecha que se localizan entre las células epiteliales. Alteraciones en esta barrera pueden ser
medidas mediante el uso de moléculas acopladas a fluoréforos capaces de atravesarla, como el FITC
dextrano de 4KDa, una de las moléculas mas cominmente usadas para este tipo de estudios. Esta
macromolécula no digerible se compone de un dextrano de alto peso molecular conjugado con

isotiocianato de fluoresceina (FITC, por sus siglas en inglés fluorescein isothiocyanate) y se usa con
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frecuencia como indicador de permeabilidad paracelular por su transporte pasivo a través del epitelio
intestinal (Napolitano et al., 1996; Woting y Blaut, 2018). Se puede aplicar in vivo, mediante inoculacion
oral, o exvivo en sistemas que semejan situaciones fisioldgicas intestinales, como el sistema de la cAmara

de Ussing (Thomson et al., 2019).

Mientras que la metodologia in vivo proporciona una aproximacion indirecta de la permeabilidad
intestinal mediante la cuantificacién de la presencia del marcador en sangre, en la metodologia ex vivo
un segmento especifico de tejido intestinal se expone directamente al compuesto. En el laboratorio se
determind la permeabilidad intestinal a través de ambas metodologias, utilizando como sonda el FITC
dextrano de 4 KDa. Ademas, con el sistema de la cdmara de Ussing se determinaron parametros

relacionados con la electrofisiologia intestinal.

9.1 Permeabilidad intestinal in vivo

Después de 3 o 24 horas post-reperfusion, se administré oralmente FITC dextrano de 4KDa (83 mg/ml
preparado en PBS 1x estéril), a una dosis de 500 mg/kg, y se les retir6 el acceso al agua para evitar la
dilucién de la solucion de FITC dextrano. La administracion se realiz6 pasadas 4 horas de ayuno para
evitar interferencias en la absorcién del marcador o cambios en la motilidad intestinal debido al
contenido intestinal (Woting y Blaut, 2018). La obtencién de muestras de plasma a partir de sangre de
la vena cava caudal se realizé 1 hora después de la administracién oral, tiempo 6ptimo como indicador
de permeabilidad del intestino delgado (Woting y Blaut, 2018), y se congelaron a -802C protegidas de la
luz hasta su andlisis. Se extrajo también el paquete intestinal para la toma de fotos y la deteccién del

recorrido del FITC dextrano.

Para la lectura de la fluorescencia, las muestras se diluyeron 1:2 con PBS y se preparo6 una recta patron
a partir de diluciones de concentraciones conocidas de FITC dextrano (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,7; 0,8;
1;1,5; 2; 2,5; 3; 5 ug/ml). La lectura se realizé en una placa opaca de 96 pocillos, a una excitacion de 485
nm y emision de 528nm, en el espectrofotémetro Synergy™ 2 (BioTek). Las concentraciones de las

muestras se obtuvieron por interpolacién con los valores de la recta patrén.

La toma de imagenes del intestino se realiz6 con el sistema de cdmara The Image Quant LAS 4000 (GE
Healthcare), con un filtro de excitaciéon de 312 nm y un filtro de emision de 605 nm (tiempo de
exposicion 1/30 sy tamano del iris 2.8). Para el andlisis de las imagenes se uso el programa Image J 1x

(Bourne, 2010).
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9.2 Medicion de pardmetros eléctricos y permeabilidad intestinal ex vivo: cdmara de Ussing

9.2.1 Conceptos bdsicos de la cdmara de Ussing

El sistema de la cAmara de Ussing permite, bajo condiciones fisiolégicas, la medida de pardmetros
eléctricos y permeabilidad intestinal en una region especifica del intestino (Clarke, 2009; Westerhout,
Wortelboer y Verhoeckx, 2015; Thomson et al, 2019). Para simular las condiciones del cuerpo del
mamifero, la temperatura del sistema se mantiene a 372C en todo momento gracias a una camisa de
agua, y se distribuye carbdgeno (gas resultado de la mezcla de 95% de 02y 5% de CO) para oxigenar
las soluciones a un nivel suficientemente adecuado de presion parcial de Oz que permita superar la falta
de hemoglobina. El carbdgeno también proporciona una presion parcial de CO; similar a la sangre de las

venas, lo que permite mantener las soluciones a un pH fisiolégico de 7.4 (Clarke, 2009).

Cada camara se constituye por dos hemicdmaras que quedan separadas por el tejido. La mucosa
(dominio apical o luminal) se orienta hacia una de las hemicamaras, mientras que el lado de la serosa
(dominio basolateral) queda expuesto hacia la hemicamara contraria, impidiendo asi que las soluciones

de cada lado se mezclen entre si (figura 16).

Figura 16. Estructura de la camara de Ussing. A:

)4( Hemicamara 1, serosa; B: Hemicarama 2, mucosa; C: entrada

/ para la conexién con el sistema de circulacién; D: fragmento

J/ /“/’ " /
7 //
//
(/
1 :"- ' MY
D

de intestino (membrana permeable); E: camisa de agua a

379C; F: reservorio de la hemicdmara 1; Vt: electrodos para la

: medicion de la diferencia de potencial; Isc: electrodos para la
Al Ed B

mediciéon de la corriente de cortocircuito. Modificado de

(Clarke, et al.2009).

Cada hemicamara cuenta con una entrada vertical para la conexion con el sistema circulacidn, formado
por dos reservorios independientes entre si (uno para cada hemicdmara) y dos entradas horizontales
para los electrodos, uno para la medicion de la diferencia de potencial transepitelial del tejido (Vi,
expresado en milivoltios (mV)) y situado cerca del mismo, y otro para la medicién de la corriente de
cortocircuito (Isc, expresada en microamperios por centimetro cuadrado (nA/cm2)). Estos electrodos
se conectan a su vez a un regulador voltage-clamp desde la que se registra y controla la diferencia de

potencial y se regula la corriente (figura 17).
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voltage/clamp

Los parametros eléctricos que se pueden
obtener a través de la técnica de la camara Bl s+ < o .. .. L ., i
de Ussing se basan en la Ley de Ohm. Segun s o . s ' . ;
esta, la intensidad de corriente eléctrica (I) /

. . . . f | TN ’_/
que atraviesa un circuito es directamente
proporcional al voltaje o diferencia de AR

potencial (V) e inversamente proporcional a

,11 N

la resistencia (R) que presenta (Tenny y

Keenaghan, 2020), y se formula como:

I=V/R Reservoirs Chamber
(valves)

En términos fisicos, la diferencia de Figura 17. Sistema de medicién para el procedimiento de
potencial indica la cantidad de trabajo a la camara de Ussing. Las flechas sefialan el regulador para

realizar por unidad de carga para mover controlar la corriente, la camara formada por las dos

. hemicdmaras y los reservorios correspondientes a cada
dicha carga dentro de un campo

electrostatico desde el punto de referencia hemicamara.

hasta el punto considerado (Tenny y

Keenaghan, 2020). El tejido epitelial intestinal exhibe una diferencia de potencial transepitelial (V)
como resultado del movimiento polarizado de iones en el dominio apical y en el basolateral, como
describe Pu, et al. (Pu, Cao y McCaig, 2015). Esta magnitud se interpreta como un indicador del estado
de salud del tejido (Thomson et al., 2019). Por otro lado, la corriente se define como el flujo de carga
eléctrica a través de un material (Tenny y Keenaghan, 2020). En el caso estudiado, la corriente de
cortocircuito (Isc) se refiere a la corriente que hay que aplicar para anular la diferencia de potencial del
tejido, y es la suma de todas las corrientes i6nicas que se dan través del mismo (Clarke, 2009; Thomson
et al, 2019). Por ultimo, la resistencia es la oposicidn al movimiento de una carga (Tenny y Keenaghan,
2020). La resistencia transepitelial (TER, medida en ohmios (1) por cm?) que ofrece el tejido es un
indicador de integridad epitelial. A nivel intestinal una baja resistencia estd asociada a una alta
permeabilidad (Thomson et al, 2019). Estudios previos han demostrado que valores bajos de
resistencia epitelial estan asociados a una disminucion en el nimero de cadenas proteicas implicadas
en las uniones estrechas entre las células epiteliales (Claude, 1978), o a deficiencias en la expresion de
dichas proteinas, como JAM-A (Laukoetter et al, 2007). La resistencia se calcula a partir de la

conductancia (G), que mide la facilidad de un material para permitir el paso de una corriente eléctrica a
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través de si (Tenny y Keenaghan, 2020). Para conocer el valor de conductancia del tejido se aplica al

mismo una corriente de cortocircuito a un voltaje determinado, siendo en nuestro caso de 1mV.

Previamente al montaje en la camara, cualquier desviacion eléctrica no procedente del tejido se eliminé
por zeroing (Clarke, 2009). Acto seguido, se colocé el tejido en la camara de Ussing (ver siguiente
seccion, 9.2.2, “diseccién del tejido y montaje en las camaras”) y tras esperar 15 minutos de
estabilizacién se registraron los valores de Vi, Isc y G. Ademas, cada 15 minutos durante 1 hora,
coincidiendo con el momento de recogida de muestra para el estudio de la permeabilidad, se anotaron
los valores de conductancia con el tiempo. Las medidas se grabaron y analizaron con el programa

Acgknowledge (Biopac).

9.2.2 Diseccion del tejido y montaje en las cdmaras

Una vez anestesiado el animal con sedacidn profunda (isofluorano al 5%), se eutanasié por dislocacion
cervical y se extrajo todo el paquete intestinal. Para asegurar la viabilidad del tejido, se humedecié cada
30 segundos con la solucién Krebs glucosa (KCl 461 mM, NaH,PO4x 2H,0 114 mM, CaCl; x 2H,0 250
mM, MgS0, x 7H20 116 mM, NaCl 115 mM, NaHCO3 22 mM, C¢H1206 11 Mm, pH 7.4), previamente
carbogenada. A continuacidn, se dividié imaginariamente el intestino delgado en tres fragmentos de
igual longitud y se cort6 3 cm por encima y 3 cm por debajo del punto imaginario de corte. El fragmento
obtenido, correspondiente a la regién anterior del yeyuno, se utilizé para la técnica de la cAmara de

Ussing.

El contenido del segmento de intestino se elimin6 introduciendo la solucidn Krebs glucosa con la punta
de una pipeta pasteur de plastico por el orificio apical del fragmento, aplicando presiéon suavemente para
no dafiar la mucosa intestinal. A continuacidn, se introdujo el intestino a modo de media a lo largo de
una punta de pipeta seroldgica de 2 ml previamente humedecida con Krebs glucosa (figura 18). Con un
bisturi con el filo desgastado y aplicando una suave presion, se separo la seccion muscular del tejido y
se retir6 con un torunda humedecida en Krebs glucosa. Una vez retirada toda la capa muscular, con otro
bisturi nuevo se abri6 longitudinalmente el tejido, y se colocé sobre una placa de hielo cubierta con papel

de parafilm con el dominio de la mucosa orientado hacia arriba (figura 18).

Tras descartar el primer centimetro de ambos extremos, se cortaron fragmentos de 7 mm de longitud
para colocarlos, con la ayuda de unas pinzas de microdiseccién y con la cara de la mucosa orientada
hacia arriba, encima de la apertura 0,126 cm? de unas de las hemicamaras. El tejido se mantuvo en su

posicién con la ayuda de una goma insertada a presion y se acoplé la otra hemicadmara.

56



MATERIALES Y METODOS

El reservorio de la hemicdmara de la serosa se rellen6 con 5 ml de Krebs glucosa para aportar una fuente
de energia, mientras que la hemicdmara de la mucosa se rellené con 5 ml de Krebs manitol (KCI 461
mM, NaH,PO4 x 2H20 114 mM, CaCl; x 2H,0 250 mM, MgS04 x 7H,0 116 mM, NaCl 115 mM, NaHCO3 22
mM, C¢H140¢ 11 mM, pH 7.4) para mantener el balance osmdtico sin influenciar en el transporte de
glucosa mediado por Na* (Poulsen, Fenton y Rieg, 2015). A continuacidn, se insertaron los electrodos y
se equilibré el tejido con las soluciones durante 15 minutos antes de iniciar el experimento. Tras este

tiempo, se registraron los valores basales de los parametros eléctricos.

!'?i.?n\,\
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Muscular layer
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Figura 18. Diseccion del tejido. Con ayuda de una pipeta pasteur de plastico se eliminan los restos de alimento
(A). Una vez limpio (B) el tejido se introduce a lo largo de una pipeta serolégica de 2 ml (C). Con ayuda de un
bisturi, se elimina la capa muscular (E) y el resto del tejido se corta longitudinalmente (E), de manera que el tejido
queda desplegado con la mucosa orientada hacia arriba (F). Tras descartar el primer centimetro de cada extremo
(G) se cortaron fragmentos de intestino de 7 mm (H) para colocarlos en las camaras, con el lado de la mucosa

expuesto hacia arriba (I).
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9.2.3 Adicién de la sonda fluorescente

Tras equilibrar el tejido, se anadieron en la cAmara de la mucosa 250 pl de una solucién de FITC dextrano
de 4KDa, a una concentracion final de 1000 pg/ml y preparada en Krebs manitol. Para mantener la
misma presién hidrostatica en ambas cdmaras se afiadieron otros 250 pl de Krebs glucosa en la camara
de la serosa. Se tomaron muestras de la cAmara de la serosa a tiempo 0 y cada 15 minutos durante una

hora.

Para confirmar la preservacion del tejido al final del experimento, se afiadié carbacol (10-5 mM). El
carbacol es un agonista de los receptores colinérgicos por lo que su adicién en un tejido sano produce
liberacién de iones como respuesta, lo que es detectado por los electrodos. Las muestras de tejido que

no respondieron al carbacol fueron descartadas del estudio.

Entre cada experimento, las cAmaras se lavaron con la ayuda de un cepillo con abundante agua destilada

para eliminar restos de FITC.

Para la lectura de la fluorescencia de las muestras se preparé una recta patrén a partir de diluciones
seriadas de concentraciones conocidas de FITC dextrano. La lectura se realiz6 en una placa opaca de 96
pocillos, a una excitacién de 485 nm y emisién de 528nm, en el espectrofotémetro Infinite F200 Pro
(TECAN). Las concentraciones de las muestras se obtuvieron por interpolacién con los valores de la

recta patron.

10. Analisis estadisticos

Para la comparacién estadistica entre dos grupos se aplicé un T-Test o bien un test de Mann-Whitney,
para para aquellos casos con distribuciéon normal y para datos de distribucién no paramétrica,

respectivamente.

Para la comparacion estadistica entre mas de dos grupos se aplicé una ANOVA de una o dos vias para
aquellos casos con distribuciéon normal, o bien un test de Kruskal-Wallis, para datos de distribucién no

paramétrica, seguido en ambos casos de un test de comparaciones multiples.

Las significaciones estadisticas se indican en los pies de cada figura. Se consider6 estadisticamente

significativo un valor de p<0,05.

Los analisis se realizaron con el programa GraphPad Prism versién 6.00 para Windows, GraphPad

Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com
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Introduccion a la seccion de resultados

La presentacion de los resultados de esta tesis se divide en cinco capitulos. De esta manera, en el capitulo
1 (efecto de la isquemia en las poblaciones celulares del sistema inmune intestinal) hemos analizado, a
través de citometria de flujo, los cambios de poblaciones de linfocitos en muestras de lamina propia,
linfocitos intraepiteliales, ganglios mesentéricos y placas de Peyer de animales isquémicos, sham y
control sin operar, ademas de valorar el papel de la via f-adrenérgica en la modulacién de la respuesta
del sistema inmune intestinal y su repercusion en la lesion cerebral mediante tratamiento con el agente

B-bloqueante propranolol.

Visto el papel de la microbiota intestinal en el ictus, en el capitulo II (efecto de la isquemia en la
microbiota intestinal) hemos estudiado los cambios de poblaciones de las bacterias y de sus metabolitos
en muestras de heces y ciego de animales operados y sham. También hemos explorado el potencial papel
modulador del propranolol y del farmaco LED209 en las poblaciones bacterianas, asi como su posible
efecto en el volumen del infarto (esto tltimo, estudiado en el capitulo V de resultados, modulaciéon de la

lesion cerebral mediante tratamiento farmacoldgico).

En el capitulo 111 (translocacion bacteriana después de la isquemia cerebral) exploramos la translocaciéon
bacteriana en muestras de diferentes érganos procedentes de animales isquémicos y sham, tanto
tratados con el farmaco propranolol como con LED209, mediante cultivo en placa. Ademas, utilizando
bacterias con capacidad bioluminiscente, investigamos la posibilidad del desplazamiento de bacterias

desde el intestino hacia 6rganos extra-intestinales después del ictus.

Finalmente, dada la funcién de la barrera intestinal en la translocacidn de bacterias y la infeccion, en el
capitulo 1V (disfuncion intestinal después de la isquemia cerebral) hemos analizado el estado de las
uniones del intestino mediante técnicas de valoraciéon de permeabilidad intestinal tanto in vivo como ex

vivo.

Previamente a estos resultados, fue necesario realizar un cambio del modelo de isquemia transitoria
focal que nos permitid reducir los efectos sistémicos de la anestesia (este aspecto se aborda dentro del

capitulo I de resultados).
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RESULTADOS. CAPITULO I: efecto de la isquemia en las poblaciones

celulares del sistema inmune intestinal
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1.1 Distribucién de leucocitos del sistema inmune intestinal por regiones

Basandonos en los diferentes marcajes de poblaciones leucocitarias indicados en el apartado 3.6 de

materiales y métodos, realizamos un analisis de distribucién y presencia de células inmunes en intestino

mediante un analisis por tSNE (¢t-distributed stochastic neighbour embedding) en las diferentes regiones
intestinales estudiadas: ganglios mesentéricos (mLN), placas de Peyer (PP), linfocitos intraepiteliales

(IELs) y lamina propia (LP).

Los tejidos presentan distintos clisters de células (figura 19A). Los mLN y las PP son regiones linfoides
altamente enriquecidos en células leucocitarias (correspondientes a una alta expresion de CD45),

mientras que los IELS y la LP presentan células estromales, con menor expresiéon de CD45 (figura 19A).

Sobre esta visualizacion por tSNE se han identificado las diferentes poblaciones leucocitarias mediante
estrategia de gating manual (materiales y métodos seccion 3.6). Si trasladamos las observaciones de la
figura 19B a la figura 19A, vemos que los linfocitos T CD4* y los linfocitos B (grupos 1 y 2,
respectivamente) estan presentes mayoritariamente en PP y mLN, mientras que los IELs y la LP estan
menos enriquecidos en estas poblaciones. Ademas, observamos que los IELs estan altamente
enriquecidas en las poblaciones CD8 tissue resident memory (Trm), células T Y8 doble negativas y células

T y8 CD8.
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Figura 19. Distribucion de las diferentes poblaciones de células linfoides en ganglios mesentéricos

(mLN), placas de Peyer (PPs), linfocitos intraepiteliales (IELs) y lamina propia (LP). El analisis se ha

realizado mediante algoritmo tSNE, sobre la muestra resultante de la concatenacién de todas las muestras

correspondientes a animales control sin operar (n=4), animales sham (n=6) y animales isquémicos (n=6). (A):

visualizacion por tejido; (B): identificacidn de las poblaciones leucocitarias basado en el gating manual.
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1.2 Efecto de la anestesia sobre las poblaciones linfocitarias intestinales

Una vez analizada la presencia de las diferentes poblaciones leucocitarias en las diferentes regiones
intestinales nos preguntamos si estas cambian con la isquemia. Los primeros analisis de citometria de
flujo que realizamos para estudiar el comportamiento de las poblaciones del sistema inmune se hicieron
después de causar el infarto cerebral aplicando el modelo de isquemia intraluminal “tMCAo dormido”,
procedimiento estandarizado en el laboratorio. En este modelo, tanto los animales sham como
isquémicos permanecen bajo condiciones de anestesia inhalada, incluyendo los 45 minutos de oclusiéon
(figura 21A). Dos dias mas tarde, analizamos en diferentes regiones del intestino delgado las
poblaciones leucocitos totales por el marcador CD45, y su separacion en células T por el marcador CD3.
Ademas, dentro de las células T analizamos las poblaciones CD4+, CD8*, CD8y9, y linfocitos T yd doble
negativos (CD8-CD4-).

El estudio de los leucocitos totales identificados por CD45 en las diferentes regiones intestinales no
reveld cambios asociados a la isquemia en placas de Peyer, ganglios mesentéricos y lamina propia en
comparaciéon con los animales controles sin operar (figura 20). Sin embargo, en los IELs, region
altamente enriquecida en leucocitos, detectamos una marcada leucopenia por disminucion de células
CD45+, en los grupos sham e isquémico en comparacién con los animales controles sin operar (figura
20). Esta leucopenia afect6 principalmente a las células T CD8*, las mas abundantes entre los IELs, y

también se vieron afectadas las poblaciones de linfocitos CD8y3, y linfocitos T yd (figura 21B).

Estos resultados indican que el estrés quirdrgico al que se ven sometidos los animales en el modelo
tMCAo dormido produce cambios en las poblaciones del sistema inmune intestinal que no son

atribuibles a los efectos de la isquemia.
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Figura 20. En el modelo tMCAo dormido el ictus no produce cambios en el nimero total de leucocitos en
PP, mLN y LP, pero si en los IELs. Control, n=15; sham, n=5; isquemia, n=6. Los resultados estan expresados

como la media + SEM. Andlisis por ANOVA de una via, seguido del test de Sidak para comparaciones multiples.

*p<0.05, ** p<0.01.
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Figura 21. Efectos de la anestesia en los IELs. (A): ilustracién del modelo dormido, en el que se muestra que

tanto animales sham como animales isquémicos permanecen bajo los efectos de la anestesia durante el periodo

de oclusion (45 minutos). (B): nimero de células de diferentes poblaciones de linfocitos T en cada region

intestinal. Destaca la linfopenia en los IELs. Control, n=5-7; sham, n=5; isquemia, n=6. Los resultados estan

expresados como la media + SEM. Andlisis por ANOVA de dos vias (control, sham o isquémico) y por region,

seguido del test de Tukey para comparaciones multiples. * p<0.05, ** p<0.01.
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1.3 Adecuacion del modelo experimental para minimizar el efecto de la anestesia

Dado el efecto sham y, por tanto, la dificultad de identificar modificaciones verdaderamente asociadas a
la isquemia, decidimos explorar nuevas opciones que nos permitiesen reducir dichos efectos. Estudios
previos habian advertido de efectos sistémicos causados por el uso prolongado de la anestesia inhalada
en modelos de isquemia cerebral (Denes et al, 2011, 2014). Asi, decidimos modificar el modelo
convencional de isquemia intraluminal que se habia estado realizando en el laboratorio (modelo “tMCAo
dormido”) despertando al ratéon durante el periodo de oclusiéon (modelo “tMCAo despierto”),
distinguiendo dos periodos de anestesia separados por el tiempo de oclusién, de forma que el tiempo
de exposicion a la anestesia al que se verian sometidos los animales fuera menor que en el modelo
dormido (figura 22A). El analisis de las poblaciones linfocitarias del sistema inmune tras la aplicacién
de este modelo mostré que no se producia linfopenia en los IELs (figura 22B), ya que no observamos
diferencias entre los animales controles sin operar y los ratones sham. Detectamos un aumento en las
células Tyd después de la isquemia que no se observo en los animales sham ni tampoco en los animales

isquémicos del modelo dormido.

Ademas, analizamos la cantidad de linfocitos en muestras de sangre de animales isquémicos operados
bajo el modelo tMCAo despierto a través del sistema de hematologia ADVIA2120i (Siemens) del
laboratorio Core, del Centro de Diagndstico Médico del Hospital Clinic. Observamos que aquellos
animales con mayor volumen de infarto mostraban también un menor niimero de linfocitos en sangre

(figura 23), conforme se habia descrito previamente (Urra et al., 2009; Salas-Perdomo et al., 2018).

Alaluz de los resultados observados por citometria, realizamos los siguientes experimentos aplicando
la metodologia de cirugia del modelo tMCAo despierto, no sin antes confirmar que el cambio de modelo
no producia cambios ni en el volumen de infarto (figura 24A), ni en deficiencias neurolégicas medidas
por neuroscore (figura 24B), ni en el porcentaje de animales que morian después de la cirugia, antes de
la finalizacién del experimento (figura 24D). Del mismo modo que en el modelo tMCAo dormido, los

animales sham no desarrollan infarto (figura 24C).
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Figura 22. La disminucién de la anestesia revierte la linfopenia observada en el modelo dormido en los
IELs. (A): tiempo de exposicién a la anestesia en los grupos sham e isquémico del modelo tMCAo dormido (long
anesthesia) y el modelo tMCAo despierto (short anesthesia). (B): linfopenia en los IELs en diferentes poblaciones
de linfocitos T. Control, n=9; sham, n =13; isquemia, n =13. Los resultados estan expresados como la media + SEM.
Anélisis por ANOVA de dos vias por grupo (control, sham o isquémico) y por modelo (long vs short) seguido del

test de Tukey para comparaciones multiples. * p<0.05, ** p<0.01.

4 Figura 23. Correlacién entre el volumen de infarto y

los linfocitos detectados en sangre en animales

Blood Lymphocytes
(x10° cells/pl)

24 r2=0.4 e _
p< 0,005 isquémicos del modelo tMCAo despierto.
0 1
0 80

Infarct volume (%)

71



RESULTADOS CAPITULO I

A B
ns
404
60 ®e
- L ]
= o 304
Py 3 [ X X J
E 404 o
3 2 20- ®e
o <
2 3 i Sgg,u®
3] 2 000.e0° L]
& 204 10 0o’ % (T
£ o % fha : o
[ ]
0 T T
Long Short
Period of anesthesia Period of anesthesia
D
C
Long anesthesia Short anesthesia
. . 0 ong
sham ischemia sham ischemia o
40 8
% post-
surgery 4,35 6,96 ns
death

Figura 24. El cambio de modelo tMCAo dormido (long anesthesia) al modelo tMCAo despierto (short
anesthesia) no afecta al volumen de infarto, neuroscore, ni al porcentaje de mortalidad post-operatoria.
(A): volumen de infarto de los animales isquémicos del modelo de isquemia transitoria bajo condiciones
continuadas de anestesia (long) y en el modelo de isquemia despertando al animal (short). Animales isquémicos
del modelo tMCAo dormido, n =29; animales isquémicos del modelo tMCAo despierto, n=60. Los datos estan
expresados como la media + SEM. Analisis por T-Test. (B): comparacién del neuroscore de los animales isquémicos
entre el modelo tMCAo dormido y despierto. Animales isquémicos del modelo tMCAo dormido, n=29; animales del
modelo tMCAo despierto, n= 50. Los datos estan expresados como la media * SEM. Analisis por Mann-whitney.
(C): el cambio del modelo no afecta a los animales sham; (D): porcentaje de supervivencia entre ambos modelos.

Anilisis por Mantel-Cox test.
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Estos resultados indican que la operaciéon sham para el modelo de 45 minutos de tMCAo con anestesia
durante todo el proceso, produce cambios en las poblaciones del sistema inmune intestinal. Esos
cambios pueden evitarse al interrumpir la exposicién con la anestesia y reduciendo el tiempo de
contacto con la misma, lo que sugiere que una anestesia prolongada altera la respuesta del sistema
inmune intestinal, y que por tanto, los modelos experimentales de isquemia pueden introducir

artefactos atribuibles a periodos largos de exposicion a la anestesia.

1.4 Poblaciones intestinales de linfocitos T y B y su estado funcional

Tras minimizar el efecto sham mediante el cambio de modelo de isquemia, analizamos nuevamente las
poblaciones de linfocitos By T, con especial atencion en éstos tltimos para identificar qué consecuencias

tiene laisquemia en las poblaciones de células inmunes intestinales que no se han descrito previamente.

Los animales isquémicos mostraron una reduccién de los linfocitos en varias regiones intestinales 48
horas después de la reperfusiéon. Los principales cambios los encontramos en los mLN, en los que
detectamos una disminuciéon en el nimero de células B (CD45R+), linfocitos T CD4+ y células T

reguladoras (Treg) (figura 25), mientras que el nimero de células TyS aumenta en los IELs (figura 26).
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Figura 26. La isquemia aumenta el
nimero de células Ty8 en los IELs.
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RESULTADOS. CAPITULO I

A nivel funcional, las células CD3+*, sus subpoblaciones CD4+y CD8* asi como la poblaciéon CD3- CD11b-

de los ganglios mesentéricos producian mas interferon gamma (IFNy) después del ictus, pero no

interleucinas (IL) 4, 17A y 17F (figura 27).
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Figura 27. La isquemia aumenta el porcentaje de diferentes células productoras de IFNy en los mLN. Animales control

sin operar, n=5-8, sham, n=7-8, animales isquémicos, n=8-9. Los resultados estan expresados como la media + SEM. Anilisis

por ANOVA de dos vias por grupo (control, sham o isquémico) y por citoquinas, seguido del test de Tukey para comparaciones

multiples. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Nos planteamos si podria haber diferencias en el nimero de células detectadas en las diferentes

regiones intestinales asi como en la produccion de citocinas de los ganglios mesentéricos segun el

volumen de infarto. Realizamos una dicotomizacion por volumen de infarto, utilizando un umbral que

permitiera disponer 50% de los animales en un grupo de infarto moderado (con volumen inferior al

40%) y el otro 50% en un grupo de animales con mayor volumen (igual o superior al 40%). A través de

esta dicotomizacion en grupos detectamos que el mayor porcentaje en la produccién de IFNy por parte

tanto de células T CD4+ como de células CD3- CD11b- en los mLN lo presentaban los animales con mayor

volumen de infarto (figura 28A y 28B, respectivamente).
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Figura 28. La produccion de IFNy en los mLN depende del volumen de infarto. (A): porcentaje de células T CD4+
productoras de IFNy en mLN; (B): porcentaje de células CD3- CD11b- productoras de IFNy en mLN. Animales con infarto
moderado, n=6; animales con infarto grande, n=6. Los resultados estan expresados como la media + SEM. Andlisis por T-Test.
*p<0.05; **p<0.01.

1.5 Efecto del tratamiento con propranolol

Teniendo en cuenta los cambios inmunolégicos observados en las diferentes regiones intestinales,
especialmente en los ganglios mesentéricos, estudiamos el papel de la via B-adrenérgica y su
contribuciéon en la inmunomodulacion intestinal después del ictus. Esta via estd implicada en la
inmunodepresion asociada al ictus y a la susceptibilidad a la infeccién (Prass et al, 2003). Se ha visto
que el farmaco propranolol, un agente antagénico de los receptores -adrenérgicos, previene dicha
inmunosupresion (Prass et al., 2003) y también reduce la carga bacteriana en varios 6rganos después

del ictus (Prass et al.,, 2003; Stanley et al., 2016; McCulloch, Smith y McColl, 2017).

Para ello, administramos propranolol o su vehiculo en animales isquémicos justo antes de la

intervencion quirdrgicay a las 4, 8, 12, 24, 28, 32 y 36 horas post-reperfusion.

Observamos que mientras que en los animales isquémicos tratados con vehiculo se mantenia una

disminucién del nimero de células CD45+CD45R*, CD4+, y Treg de los mLN, en los animales tratados con
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propranolol esta situacion revertia (figura 29). Por el contrario, el aumento en el nimero de células Ty$

producido por la isquemia no disminuyé tras el tratamiento con propranolol (figura 30).
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Figura 29. El tratamiento con propranolol
previene los cambios inmunes en ganglios
mesentéricos. Animales tratados con vehiculo, n=6-
7; animales tratados con propranolol, n=7. Los
resultados estan expresados como la media + SEM.
Andlisis por ANOVA de dos vias por grupo
(propranolol o vehiculo) y por region, seguido del
test de Sidak para comparaciones multiples.

*p<0.05; **p<0.01.

Figura 30. El tratamiento con propranolol no
previene el aumento de células Ty$ en los IELs
después de la isquemia. Animales tratados con
vehiculo, n=7; animales tratados con propranolol,
n=7. Los resultados estan expresados como la media
+ SEM. Analisis por ANOVA de dos vias por grupo
(propranolol o vehiculo) y por regién, seguido del

test de Sidak para comparaciones multiples.
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Ademas, el tratamiento con propranolol evité el aumento de IFNy observado en las poblaciones de los
linfocitos CD3+, y en sus subpoblaciones CD4+y CD8+, asi como en la poblacion CD11b-CD3- de los mLN
(figura 31). Por tanto, concluimos que las alteraciones inmunoldgicas observadas en los mLN son

dependientes de la senalizacion -adrenérgica, mientras que las alteraciones en los IELs no lo son.
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Figura 31. El tratamiento con propranolol evita el aumento en el porcentaje de diferentes células
productoras de IFNy en los mLN. Animales tratados con vehiculo, n=7; animales tratados con propranolol, n=7.
Los resultados estan expresados como la media + SEM. Analisis por ANOVA de dos vias por grupo (propranolol o

vehiculo) y por citoquina, seguido del test de Sidak para comparaciones multiples. *p<0.05.

1.6 Resumen de resultados del capitulo I

En este capitulo se ha evaluado la respuesta de las células del sistema inmune intestinal, con especial
atencién sobre los linfocitos T, no sin antes detectar el efecto sham producido por la anestesia y que
encubria los cambios verdaderamente debidos a la isquemia. Ademas, se ha analizado el papel de la via

B-adrenérgica en el restablecimiento de dichos cambios.

Asi, hemos observado que la anestesia induce cambios en las poblaciones leucocitarias de los [ELs. Una

vez modificado el modelo, despertando al animal durante el tiempo de oclusién, y tras confirmar que el

78



RESULTADOS. CAPITULO I

cambio no afecta a nivel neurolégico ni a nivel de volumen de infarto ni tampoco al porcentaje de
mortalidad, y manteniéndose la linfopenia en circulacién previamente descrita en la literatura,
observamos que uno de los principales efectos de la isquemia ocurre a nivel de mLN, en los que se
detecta una disminucidn de linfocitos B y linfocitos T CD4*y Treg en los animales isquémicos. Ademas,
en los IELs detectamos un aumento de linfocitos Ty$. A nivel funcional, comprobamos que el mayor
efecto de laisquemia se da en los mLN, con una sobreproduccién de la citocina proinflamatoria IFNy por
parte de varias poblaciones linfocitarias. Ademas, los valores mas altos esta citocina se detectaron en

aquellos animales con mayor volumen de lesién isquémica.

La inhibicién de la via $-adrenérgica con el farmaco propranolol evit6 la disminucién del nimero de

linfocitos y la produccién de citocinas que se habia visto alterada en los mLN.
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2.1 Efecto de la anestesia sobre las poblaciones bacterianas y la produccién de acidos grasos de

cadena corta (SCFAs)

Estudios previos habian sugerido que las poblaciones bacterianas intestinales experimentaban cambios
en su composicion en respuesta al ictus (Singh et al.,, 2016; Spychala et al., 2018), por lo que quisimos

confirmarlo en nuestras muestras. En el capitulo 1.2 de resultados se confirmo el efecto de la anestesia

sobre las poblaciones intestinales de linfocitos. Con el fin de evaluar si la anestesia causaba alguna
afectacion a nivel de poblaciones microbianas y su metabolismo, analizamos el contenido de diferentes
poblaciones bacterianas mediante PCR cuantitativa, y la produccién de acidos grasos de cadena corta
(SCFAs, por sus siglas en inglés) mediante cromatografia de gases, en las muestras de heces y ciego de
los ratones isquémicos y sham, antes y después de la cirugia y que habian sido sometidos al modelo

tMCAo dormido, con exposicién continua a anestesia inhalada.

Observamos un efecto sham en las poblaciones de enterobacterias en muestras de heces, ya que
aumentaban tanto en los animales sham como en los isquémicos (figura 32), mientras que en el ciego no
se observo ningin aumento de estas bacterias (figura 33). El grupo de bacterias Clostridia claster IV y
XIVa mostr6 un aumento significativo en muestras de heces después de la isquemia que no se observé
en los animales sham (figura 32). Estas poblaciones también se vieron aumentadas en muestras de ciego

(figura 33).

En cuanto a la producciéon de SCFAs, observamos una disminuciéon de acido butirico en los animales
isquémicos, tanto en muestras de heces como en muestras de ciego (figura 34). El resto de los acidos

grasos analizados (propidnico y acético) no se vieron alterados tras la isquemia (figura 34).

Estos resultados muestran que las poblaciones de enterobacterias se ven afectadas por la propia
intervencion, mientras que en otras poblaciones de bacterias, asi como en la produccién de SCFAs, se
observan cambios atribuibles a la isquemia que no se detectan en muestras de animales sham. Dado que
decidimos aplicar un cambio del modelo en base a los resultados observados en la seccién 1.2 del
capitulo I de resultados, los andlisis de bacterias y de sus metabolitos que contintian en los siguientes

capitulos se realizaron a partir de muestras de animales operados bajo el modelo tMCAo despierto.
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Figura 33. En el modelo tMCAo dormido las poblaciones de Clostridia IV y XIVa aumentan en muestras de

ciego después de la isquemia. Animales sham, n=13; animales isquémicos, n=17. Los resultados estan
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Figura 34. En el modelo tMCAo dormido disminuye la concentracién de acido butirico en muestras de
heces y ciego. (A): concentraciones de 4cidos grasos en muestras de heces; (B): concentraciones de acidos grasos
en muestras de ciego. Animales sham, n=13-14; animales isquémicos, n=15. Los resultados estan expresados
como la media * SEM. El andlisis de los 4cidos grasos en heces se realiz6é por ANOVA de dos vias (sham e isquemia)

y por tiempo (antes y después), seguido del test de Sidak para comparaciones multiples. El analisis en muestras

de ciego se realiz6 por T-Test. *p<0.05.
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2.2 Cambios en las poblaciones bacterianas y SCFAs en heces y en ciego después del ictus

Dado los resultados de citometria descritos en el capitulo 1.4, ya con la aplicacién del modelo tMCAo

despierto, quisimos comprobar si la disminuciéon en células T observada en los mLN, ademas del
aumento de citocinas proinflamatorias como el I[FNy, podria tratarse de una respuesta inmunitaria

frente a una desregulacidn del contenido de las poblaciones bacterianas.

Analizamos diferentes poblaciones bacterianas y la producciéon de SCFAs a partir de muestras de heces,

antes y después de la cirugia, y de ciego de ratones controles (sin operar), sham e isquémicos.

Tanto en heces como en ciego, los animales isquémicos mostraron niveles mas elevados de bacterias de
la familia Enterobacteriaceae (figuras 35 y 36), bacterias responsables de un amplio rango de
enfermedades tanto en humanos como en animales (Paterson, 2012). No observamos diferencias ni en
heces ni en ciego en el contenido bacteriano entre sham e isquémicos para el resto de los grupos
bacterianos analizados (Clostridia clister XIVa y IV, Bacteroides, Bifidobacterium, Bacteroides y
Akkermansia). Tampoco detectamos diferencias en las concentraciones de los acidos grasos (acido
acético, acido propiénico y acido butirico) en las muestras de heces y ciego (figura 37A y 37B,

respectivamente).
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Figura 35. La isquemia produce un aumento en la familia de las enterobacterias en las heces. Animales
control sin operar, n=6; animales sham, n=7; animales isquémicos, n=6. Los resultados estan expresados como la
media + SEM. Andlisis por ANOVA de dos vias por grupo (control, sham o isquémico) y por tiempo (antes y

después), seguido del test de Sidak para comparaciones multiples. *p<0.05.
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Figura 36. La isquemia produce un aumento en la familia de las enterobacterias en el ciego. Animales

control sin operar, n=6; animales tratados sham, n=7; animales isquémicos, n=6. Los resultados estan expresados

como la media + SEM. Anadlisis por ANOVA de una via (control, sham o isquémico), seguido del test de Dunnett

para comparaciones multiples. *p<0.05; **p<0.01.
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Figura 37.No se observaron diferencias en las concentraciones de los SCFAs en muestras de heces y ciego.
(A): concentraciones de 4cidos grasos de cadena corta detectados en heces; (B): concentraciones de acidos grasos
de cadena corta en muestras de ciego. Animales control sin operar, n=6; animales sham, n=7; animales
isquémicos, n=6. Los resultados estan expresados como la media + SEM. Para el andlisis de las heces se realiz6
una ANOVA de dos vias por grupo (control, sham o isquémico) y por tiempo (antes y después), seguido del test
de Sidak para comparaciones multiples; para el andlisis del ciego se realizé una ANOVA de una via seguido del

test de Sidak para comparaciones multiples.

2.3 Efecto del propranolol sobre las poblaciones bacterianas y la producciéon de SCFAs

La familia Enterobacteriaceae muestra la capacidad de expandirse en microentornos intestinales
caracterizados por un estado de inflamacién (Lupp et al, 2007). El aumento de esta poblacién de
bacterias en muestras de heces y ciego de animales isquémicos, y el estado inflamatorio que observamos
en los mLN de animales que habian sufrido un ictus, nos llevé a pensar que el efecto antiinflamatorio del
propranolol en las muestras de ganglios podria ser debido a un efecto del mismo derivado de su accién

sobre las poblaciones de las enterobacterias.
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Los resultados mostraron que, nuevamente, los animales isquémicos presentan un aumento de
enterobacterias tanto en ciego como en heces que no es reversible por tratamiento con propranolol

(figura 38). En el caso del ciego, si bien el propranolol parece disminuir la cantidad de enterobacterias,

la diferencia no es significativa con respecto al vehiculo.

El resto de poblaciones bacterianas tampoco se vieron modificadas por el tratamiento ni en heces ni en

ciego (figura 39A y 39B, respectivamente).

En cuanto a la produccion de SCFAs, en muestras de heces detectamos una disminucién no significativa

tanto del acido acético, como del propiénico y del butirico (figura 40A), pero no asi en las muestras de

ciego (figura 40B).
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Figura 38. El propranolol no modifica las poblaciones de bacterias de la familia Enterobacteriaceae en
heces y en ciego. Animales tratados con vehiculo, n=7; animales tratados con propranolol, n=6. Los resultados
estan expresados como la media + SEM. Para el andlisis de las heces, se realizé un ANOVA de dos vias por grupo
(vehiculo o propranol) y por tiempo (antes y después), seguido del test de Sidak para comparaciones miultiples;

para el analisis del ciego se realiz6 por T-Test. *p<0.05; ***p<0.001.
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Figura 39. El propranolol no modifica las poblaciones bacterianas analizadas en heces y en ciego. (A):
poblaciones bacterianas en heces de animales tratados con vehiculo o con propranolol; (B): poblaciones bacterianas
en el ciego de animales tratados con vehiculo o con propranolol. Animales tratados con vehiculo, n=7; animales tratados
con propranolol, n=5-6. Los resultados estan expresados como la media * SEM. Para el andlisis de las heces, se realizé

un ANOVA de dos vias por grupo (vehiculo o propranol) y por tiempo (antes y después), seguido del test de Sidak para

comparaciones miultiples; el andlisis del ciego se realiz6 por T-Test.
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Figura 40. El propranolol no modifica la produccién de SCFAs en heces y en ciego. (A): concentraciones de
SCFAs en las heces de animales tratados con vehiculo o con propranolol; (B): concentraciones de SCFAs en el
ciego de animales tratados con vehiculo o con propranolol. Animales tratados con vehiculo, n=6-7; animales
tratados con propranolol, n=7. Los resultados estan expresados como la media + SEM. Para el analisis de las heces,
se realiz6 un ANOVA de dos vias por grupo (vehiculo o propranol) y por tiempo (antes y después), seguido del

test de Sidak para comparaciones multiples; el analisis del ciego se realizé por T-Test.

2.4 Efecto del tratamiento con el fairmaco LED209, bloqueante del receptor bacteriano QseC

Considerando los resultados negativos respecto a la capacidad del propranolol para evitar el aumento
de enterobacterias, pensamos en la intervencion de otras vias que regulasen la extension de las mismas.
Algunos investigadores consideran que el receptor de quorum sensing QseC podria actuar como un
receptor adrenérgico, capaz de bloquearse con inhibidores de la via a-adrenérgica (como Ila
fentolamina) pero no con inhibidores de la via 3-adrenérgica (como el propranolol) (Clarke et al., 2006;
Rasko et al., 2008). Este receptor es capaz de responder tanto a moléculas bacterianas (autoinductores)
como a la epinefrina y la norepinefrina del hospedador eucariético (Clarke et al., 2006). El bloqueo

bioquimico de este receptor con el fairmaco LED209 impidid la expansidn de las bacterias pertenecientes
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a la familia Enterobacteriaceae en modelos animales de enfermedad inflamatoria intestinal en raton
(Rooks et al., 2017). Por esta razon, pensamos que la via B-adrenérgica blogueada por el propranolol no era
suficiente debido a que la via de respuesta del receptor QseC podria estar mas relacionada con la via a-
adrenérgica como respuesta de las bacterias ante el aumento de catecolaminas liberadas post-isquemia

(reaccion de estrés inducida por la lesion cerebral).

Asi, decidimos administrar el farmaco LED209 y su vehiculo a animales control sin operar y a animales
isquémicos. Administramos el fArmaco 3 horas antes de la cirugia y 24 horas después de la primera dosis. A
las 48 horas post-reperfusion sacrificamos al animal para estudiar el efecto del farmaco sobre las poblaciones
de enterobacterias en heces, y en ciego, y determinar su efecto sobre la produccion de SCFAs.

El farmaco no consiguié disminuir el nimero de enterobacterias ni en heces ni en ciego (figura 41). En cuanto
a los SCFAs, si bien no observamos diferencias entre el tratamiento con el vehiculo y el farmaco, en muestras
de heces apreciamos una disminucion del &cido acético, propionico y butirico después de la isquemia que no
se detectd en tandas previas de experimentos (figura 42). También observamos una reduccién del &cido acético
en muestras de ciego exclusiva del tratamiento con LED209 solo en animales isquémicos (figura 43).
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Figura 41. El tratamiento con el fairmaco LED209 no previene el aumento de enterobacterias en heces y
ciego. Animales control sin operar tratados con vehiculo, n=5; animales control sin operar tratados con LED209,
n=7; animales isquémicos tratados con vehiculo, n=9-11; animales isquémicos tratados con LED209, n=11-12.
Los resultados estan expresados como la media + SEM. Para el andlisis de heces se ha realizado una ANOVA de
una via seguido del test de Sidak para comparaciones miltiples. El analisis del ciego se ha realizado por Mann-

Whitnney. **p<0.01; ***p<0.001.
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Acetate Propionate Butyrate

control ischemia control ischemia control ischemia

Figura 42. No hay diferencias entre el tratamiento con LED209 y el vehiculo en la produccién de SCFAs
después de la isquemia en muestras de heces. Animales control sin operar tratados con vehiculo, n=5;
animales control sin operar tratados con LED209, n=7; animales isquémicos tratados con vehiculo, n=8; animales
isquémicos tratados con LED209, n=11. Los resultados estan expresados como la media + SEM. Analisis por
ANOVA de dos vias por grupo (vehiculo o LED) y por tiempo (antes y después), seguido del test de Sidak para

comparaciones multiples. **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 43. El tratamiento con el firmaco LED209 produce una disminucion del acido acético en muestras
ciego. Animales control tratados con vehiculo, n=6; animales control tratados con LED209, n=4-8; animales
isquémicos tratados con vehiculo, n=8; animales isquémicos tratados con LED209, n=10-12. Los resultados estan
expresados como la media + SEM. Para el analisis del acido acético y del acido propiénico se ha realizado un
ANOVA de una via, seguido del test de Sidak para comparaciones multiples. Para el analisis de acido butirico se

ha realizado un test de Kruskal-Wallis, seguido del test de Dunn para comparaciones multiples. *p<0.05.
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2.5 Resumen de resultados del capitulo II

En este capitulo se ha evaluado la respuesta de la microbiota al ictus a través del andlisis de las
poblaciones bacterianas y de sus productos metabdlicos tanto en heces como en ciego, asi como el efecto

del tratamiento del propranolol y del farmaco LED209 sobre las mismas.

Estos resultados indican que las poblaciones bacterianas intestinales son capaces de responder a la

isquemia, tanto a través de modificaciones en la composicién microbiana como en la produccién de

SCFAs.

De forma consistente en varios analisis independientes, detectamos un aumento del nimero de
bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae tanto en heces (figura 44) como en ciego

después del ictus, efecto que no observamos en las muestras de los animales operados bajo el modelo

tMCAo dormido, o bien en animales sham.
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Figura 44. Las enterobacterias aumentan después de la isquemia de forma consistente en varios grupos
experimentales independientes. La grafica muestra de forma conjunta los resultados de la poblacién de
enterobacterias en muestras de heces de las diferentes tandas de experimentos. “Propran” = propranolol. Los

resultados estan expresados como la media + SEM. La estadistica corresponde al andlisis realizado en cada

experimento. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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El tratamiento con propranolol no consigui6 revertir dichos efectos lo que sugiere que el aumento de
estas bacterias no es dependiente de la via $-adrenérgica. El tratamiento mediante el farmaco LED209,
inhibidor del receptor QseC, similar a los receptores a-adrenérgicos, tampoco evité el aumento de
enterobacterias ni en las heces ni en el ciego. Al ser la primera vez que se aplicaba un protocolo con este
compuesto in vivo en el contexto del ictus, desconocemos si un posible cambio en la frecuencia de su

administracién podria dar resultados positivos en la prevencion del aumento de las enterobacterias.

En cuanto a la produccién de SCFAs observamos que, mientras que en el modelo dormido se produce
una disminucién del acido butirico tanto en heces como en ciego, este efecto no se repite de forma
consistente en el resto de los grupos experimentales con muestras de animales operados con el modelo
tMCAo despierto, aunque si se identifica una tendencia general en la disminucién de la concentracion
de SCFAs, especialmente en muestras de heces. Los tratamientos con propranolol y con LED209 no
produjeron cambios especificos en la concentracion de SCFAs, a excepcion del acido acético, que se vio

disminuido en muestras de ciego en animales isquémicos tratados con LED209

Es importante destacar el papel que ocupan las enterobacterias como patégenos oportunistas en las
infecciones (Paterson, 2012), especialmente en el caso del ictus (Zeng et al., 2019). Teniendo en cuenta
estos factores, pensamos que como consecuencia del ictus los ganglios mesentéricos estarian realizando
una respuesta proinflamatoria para contener una posible infeccion local, e impedir la propagacién
bacteriana al organismo. En caso de que esta respuesta fuera insuficiente, se favoreceria la expansion
bacteriana lo que podria dar lugar a una posible translocacién bacteriana a otros érganos. En el capitulo

[1I de resultados se estudio este aspecto.
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3.1 Estudio de la translocacion bacteriana mediante cultivos en placas

3.1.1 Efecto del tratamiento con propranolol

Tras observar el efecto inmunomodulador del propranolol en los mLN en respuesta a la isquemia,
pensamos que, si bien no revertia el aumento de las poblaciones bacterianas de enterobacterias, el

tratamiento con este firmaco podria tener un papel relevante en la translocacion bacteriana a los mLN.

Para ello, 48 horas después del ictus, sacrificamos ratones sham tratados con vehiculo, y animales
isquémicos tratados con propranolol o con vehiculo, extrajimos los mLN en condiciones estériles, y
cultivamos el homogenado de este tejido en placas con medio LB para la deteccién de unidades
formadoras de bacterias (CFU, por sus siglas en inglés, colony forming unit), durante 24 horas a 372C

(figura 45).

ischemia

sham vehicle propranolol

Figura 45. Crecimiento de bacterias en placas de agar. Muestras de ganglios mesentéricos de animales sham,

e isquémicos tratados con propranolol y vehiculo.

Los resultaron mostraron una mayor presencia de CFUs en los mLN de los animales isquémicos en
comparacion con los animales sham (figura 46). El propranolol no evité el aumento de CFUs en los
animales isquémicos tratados con este compuesto (figura 46). Tampoco observamos una correlacién
entre el numero de CFUs y mayor dafio neurolégico través de volumen de infarto o de neuroscore (figura
47). Curiosamente, si que observamos un menor volumen de infarto y neuroscore en los animales

tratados con propranolol, aspecto que se detallara mas adelante en el capitulo V.
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Figura 46 La isquemia produce un aumento de bacterias en
los mLN que no es reversible por tratamiento con
propranolol. Animales sham, n=13; animales isquémicos
tratados con vehiculo, n=13; animales tratados con propranolol,
n=9. Los resultados estan expresados como la media + SEM.
Andlisis por Kruskal-Wallis seguido de test de Dunn para

comparaciones multiples. *p<0.05.
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Figura 47. El volumen de infarto y la afectaciéon neurolégica no estan correlacionados con el nimero de

CFUs detectadas en cultivos de mLN en animales tratados con vehiculo y propranolol. (A) Correlacion entre

el nimero de CFUs y el volumen de infarto; r2 vehiculo = 0.046; r2 propranolol = 0.028; (B): Correlacion entre el

numero de CFUs y la afectacién neurolégica por neuroscore; r2 vehiculo = 0.028; r2 propranolol = 0.081.
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3.1.2 Efecto del tratamiento con LED209

Estudiamos el efecto del fairmaco LED209 en la translocacién bacteriana en varios 6rganos. Tras la
administracion del fairmaco o de su vehiculo y la induccién de la cirugia, sacrificamos a los ratones y
realizamos el cultivo del homogenado de muestras de mLN, higado y bazo en placas de agar con LB y
analizamos la cantidad de CFUs tras 24 horas a 37°C.

No encontramos diferencias en el nimero de CFUs detectadas en cultivos de muestras procedentes de mLN,

bazo e higado, entre animales tratados con vehiculo y con LED 209 (figura 48).

Como se abordara en el capitulo 5 de resultados, el tratamiento con el fArmaco LED 209 no afect6 ni al
volumen de infarto ni al comportamiento neurolégico. Por esta razon, correlacionamos el nimero de
CFUs con el volumen de infarto y el neuroscore. Del mismo modo, realizamos una dicotomizacion de las
CFUs y su correspondencia con volumen de infarto y neuroscore, en funcién de un umbral de CFUs (2,4
log CFU/ml), resultado de la mediana de los valores obtenidos a partir de muestras previas de cultivos
de mLN procedentes de animales control sin operar y animales sham (n=15, datos no mostrados).

Consideramos este valor para determinar si habia o no infeccién en los 6rganos estudiados.
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Figura 48. El tratamiento con el farmaco LED209 no impide la translocaciéon bacteriana a los mLN, al bazo
y al higado. Animales tratados con vehiculo, n= 6-11; animales tratados con LED, n=9-13. Los resultados estan

expresados como la media + SEM. Andlisis por T-Test.
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No observamos correlacion significativa entre el nimero de CFUs y el volumen de infarto en ninguno de
los 6rganos estudiados (figura 49A). Del mismo modo, en ningun tejido confirmamos una relacién entre
infeccion (valores de log CFUs/ml mayores a 2,4) y volumen de infarto (figura 49B), aunque en el higado
hay una tendencia no significativa por la que los animales infectados muestran un mayor volumen de

infarto.

Las CFUs y el neuroscore no correlacionaron en ningin tejido (figura 50A). Tampoco observamos que
los animales con mayor infeccién en ganglios mesentéricos correspondiesen con un peor neuroscore. Sin
embargo, los animales con infecciéon en bazo o en higado si mostraban un mayor déficit neurolégico

(figura 50B).

Observamos que la infeccion en un 6rgano o tejido concreto no correlacionaba con el volumen del infarto
cerebral ni con el comportamiento neurolégico. También analizamos la presencia de infeccién en uno o
mas tejidos de forma conjunta (figura 51). Asi, pudimos detectar que a pesar de que no todos los
animales con lesiones grandes se infectaron, si observamos que aquellos animales con infeccién
conjunta en bazo e higado eran los que tenian mayor lesién y déficit neuroldgico (area gris de la figura
51). Los animales que tenian infeccién en mLN (figura 48) pero no en bazo e higado no se presentan en

la figura 51.
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Figura 49. No hay correlacion entre el nimero de CFUs y el volumen de infarto ni los animales con mas
infeccion presentan mayor volumen de infarto. (A): correlacion entre el nimero de CFUs y el volumen de
infarto en mLN (r2 =0.17), bazo (r2 =0.20) e higado (r2 =0.15). (B): dicotomizacién del volumen de infarto de los
animales seglin el nimero de CFUs que presentaban en mLN, bazo e higado en funcién del umbral de infeccién.

Animales tratados con vehiculo, n= 6-11; animales tratados con LED, n=9-13. Los resultados estan expresados

como la media + SEM. Analisis por t-Test.
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Figura 50. No hay correlacién entre el nimero de CFUs y el neuroscore, pero los animales con mas
infeccion presentan mayor afectacion neuroldgica en bazo e higado. (A): correlacion entre el nimero de
CFUs y el neuroscore en mLN (r? =0.10), bazo (r? =0.22) e higado (r2 =0.37). (B): dicotomizacién del neuroscore
de los animales segin el nimero de CFUs que presentaban en mLN, bazo e higado en funcién del umbral de
infeccién. Animales tratados con vehiculo, n= 6-11; animales tratados con LED, n=8-12. Los resultados estan

expresados como la media # SEM. Analisis por t-Test.
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Figura 51. Representacion por colores de la distribucion de cada animal segin la infecciéon en higado y
en bazo. Los puntos del mismo color en cada uno de los érganos corresponden a un inico animal y es coincidente
entre las graficas A y B. (A): distribucion del volumen de infarto de los animales segtin el numero de CFUs que
presentaban en mLN, bazo e higado en funcién del umbral de infeccién; n= de un total de 15 animales hay 12
animales con infeccién en ambos tejidos. (B): distribucién del neuroscore de los animales segtin el nimero de
CFUs que presentaban en mLN, bazo e higado en funcién del umbral de infeccién; n= de un total de 14 animales

hay 11 animales con infeccién en ambos tejidos.

3.2 Estudio de la translocacion bacteriana mediante bacterias bioluminiscentes

Investigaciones previas habian sugerido que los microorganismos detectados en muestras de esputo,
sangre y orina de pacientes isquémicos con infeccion correspondian a bacterias comensales intestinales
(Stanley et al, 2016). Esos mismos estudios sugerian una posible translocaciéon bacteriana desde el
intestino a los pulmones de los animales isquémicos al observar una disminucion de la biomasa de las
comunidades bacterianas al mismo tiempo que un aumento de las mismas en los pulmones de los
animales isquémicos. Mediante un sistema de imagen quisimos confirmar si se producia tal
translocacion y si esta se podria observar. Para ello, en colaboracién con el laboratorio del Dr. Josep
Lluis Torres y gracias al trabajo de la investigadora Dra. Sara Ramos, del Instituto de Quimica Avanzada
de Catalufia (IQAC), se administré oralmente la cepa bacteriana no patogénica E.coli K-12 MG1655 previo
tratamiento de los ratones con un coctel de antibiéticos. Tras confirmar que la bacteria habia colonizado
exitosamente el tracto intestinal del ratdn, realizamos la cirugia en 6 ratones sham y 10 ratones
isquémicos. 48 horas después de la intervencidn, se sacrific6 al ratdn y se extrajeron sus érganos para
evitar el apantallamiento por la piel y visualizar de forma directa la sefial luminosa procedente de la

bacteria.
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En 2 de los 10 animales isquémicos detectamos luz no solo en regiones del intestino delgado y grueso,
sino también en los pulmones, mientras que en los 6 animales sham solo observamos luz en regiones

intestinales correspondientes al ciego, al colon y al intestino delgado (figura 52).

48h Post-surgery (5’ exp)
A Before surgery (5’exp) B C D

Before surgery (1’exp)

Ischemia,
translocation
(2/10)

Before surgery (1’exp)

+

Ischemia, no
translocation
(8/10)

Before surgery (1’exp)

Pluc-BLI signal intensity

Sham, no
translocation
(6/6)

Figura 52. La isquemia induce la translocacién bacteriana a pulmones en un 20% de los ratones isquémicos.
(A): imagenes de los animales antes de la realizacion de la cirugia para confirmacién de colonizacién de las bacterias
bioluminiscentes. Para la deteccién de luz de la imagen del margen superior izquierdo fue necesario un periodo de
exposiciéon de 5 minutos. Exp= exposicidn. (B): imagenes abdominales de los ratones 48 horas después de la
intervencion y previamente al sacrificio. (C): imagenes correspondientes a los 6rganos extraidos inmediatamente
después del sacrificio del raton (Cl: colon, Cm: ciego, Kd: rifiones, Lv: higado, mLN: ganglios mesentéricos, Si: intestino
delgado, Spl: bazo, St: estdbmago). Las imagenes en color se generan seglin un patrén arbitrario que representa niveles
de intensidad, siendo el azul baja intensidad y el rojo alta intensidad. (D): imagenes aumentadas de los pulmones de

los animales isquémicos en los que se detectd emision de luz correspondiente a las bacterias bioluminiscentes.
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3.3 Resumen de resultados del capitulo III

Alo largo de este capitulo se ha estudiado la translocacién bacteriana tras el infarto cerebral, a través

de la intervencién con fArmacos y mediante técnicas de imagen.

Se ha observado signos de translocacién bacteriana a los mLN en algunos de los animales isquémicos.
Los resultados del tratamiento con propranolol indican que la translocacién bacteriana a los mLN no es
dependiente de la via 3-adrenérgica. Ademas, en algunos animales encontramos crecimiento bacteriano
en uno o mas 6rganos, y observamos que los animales con infeccién presentaban una mayor alteracion

neuroldgica.

El tratamiento con el farmaco LED209 no evité la translocacién alos mLN, higado y bazo en comparacion
alos animales que habian recibido vehiculo, y tampoco detectamos una correlacion entre el volumen de
la lesion isquémica y el dafio neurolégico y el nimero de CFUs. Sin embargo, cuando dicotomizamos
todos los valores de neuroscore y volumen de infarto en funcién de un umbral de infeccién sf observamos
que aquellos animales que mostraban un nimero de CFUs por encima de dicho umbral en las muestras
de homogenado de bazo e higado correspondia con los animales con mayor afectacién neurolégica por
neuroscore. También observamos que no todos los animales infectados lo hacian de forma simultanea
en mLN, bazo e higado, lo que sugiere una ausencia de relacidn entre el grado de infeccion y el tejido

afectado.

Los resultados en la detecciéon de luz en pulmén por E.coli bioluminiscente sugieren una posible
translocacion desde el intestino, lugar donde se habia producido la colonizacién inicial, a los pulmones.
Dado que solo lo hemos observado en 2 de 10 animales isquémicos necesitamos un mayor nimero de
réplicas para confirmar si este efecto es dependiente o no del estado neurolégico y del volumen de

infarto.
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4.1 Estudio ex vivo e in vivo de la permeabilidad de la barrera intestinal después del ictus

En colaboracién con la empresa SIAL (Serveis Integrats d’Animals de Laboratori) de la Dra. Patrocinio
Vergara, y el laboratorio del Dr. Marcel Jiménez, y gracias a la aportacion de las investigadoras Sara
Traserra y Emma Martinez, todos ellos pertenecientes a la unidad de Fisiologia de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB), pudimos estudiar la integridad de la
barrera intestinal analizando la permeabilidad de la misma al FITC dextrano de 4 KDa, una molécula
fluorescente no digerible cominmente utilizada para estudios de esta naturaleza. En el laboratorio se
aplicaron tanto metodologias in vivo como ex vivo para su andlisis. Para la metodologia in vivo,
administramos FITC dextrano (500 mg/kg) via oral en animales control sin operar, sham e isquémicos
después de 3 o 24 horas post-cirugia, y tras 60 minutos, cuantificamos la cantidad de la molécula
extravasada en el plasma del ratén. Ademas, se observo el recorrido del FITC dextrano a lo largo del
intestino delgado exponiendo el tejido en un sistema de imagen (The Image Quant LAS 4000, GE
Healthcare), que permite la excitacion de la molécula fluorescente y la recogida de su sefial. Para el
estudio ex vivo, se utiliz6 el sistema de la cAmara de Ussing, que a través de la exposicién de un segmento
especifico de tejido intestinal permite simular situaciones fisioldgicas intestinales. Cada 15 minutos
durante 1 hora se obtuvieron muestras para analizar la cantidad de FITC dextrano que habia
extravasado desde el dominio apical haciala membrana basolateral del fragmento de intestino expuesto,
tanto en animales control sin operar como en animales sham e isquémicos, a las 3 y 24 horas después

de la intervencién.

La medicién de la permeabilidad mediante trazabilidad de la molécula de FITC dextrano, no mostré
diferencias aparentes entre ninguno de los grupos, ni a través de la metodologia de la cimara de Ussing

(sistema ex vivo) (figura 53A) ni a través de la administracion oral (sistema in vivo) (figura 53B).

113



RESULTADOS. CAPITULO IV

e Control
A =*- Control B ® Sham 2h
- sham 3h A ischemia 3h
- ischemia 3h v Sham 24h
-+ sham 24h + ischemia 24h
-®- ischemia 24h

= £
2 5 o ns
_'g =l
'P L]
T E 2
0 = (]
] a .
7} £ [ ] A v
£ s 1 A Yy *o
£ - 11% -~
s ]
E k] P " ol I
o E | A Ah
p D 0
e
Cantrol 3h 24 h
Time (min) Time (hours)

Figura 53. La isquemia no produce cambios en la permeabilidad intestinal a las 3 y a las 24 horas post-
reperfusion medido por extravasacion de FITC-dextrano. (A) Porcentaje de FITC-dextrano medido cada 15
minutos en la hemicamara del lado de la serosa por el sistema de la cAimara de Ussing. Cada punto corresponde
a la media del valor de permeabilidad del grupo, entre 2 y 4 réplicas por animal. Animales control sin operar,
n=8, niumero de réplicas =26; animales sham 3 horas después de la intervencién, n=8, niumero de réplicas =30;
animales isquémicos 3 horas post-reperfusion, n=7, nimero de réplicas =27; animales sham 24 horas después
de la intervencidén, n=8, nimero de réplicas =31; animales isquémicos 24 horas post-reperfusiéon, n=9, numero
de réplicas= 29, a tiempo 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Los resultados estan expresados como la media + SEM.
Andlisis por ANOVA de dos vias seguido del test de Tukey para comparaciones multiples. (B) Cantidad de FITC
dextrano en pug/ml cuantificado en plasma 60 minutos después de su administraciéon por via oral. Animales
control sin operar, n=9, animales sham a 3 horas, n=8, animales isquémicos a 3horas, n=9, animales sham a 24
horas, n=8, animales isquémicos a 24 horas, n=7. Los resultados estan expresados como la media + SEM. Analisis

por ANOVA de dos vias seguido del test de Sidak para comparaciones multiples.
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4.2 Efecto de la isquemia en la motilidad intestinal

Valoramos la motilidad intestinal mediante el analisis del recorrido realizado por el FITC dextrano a lo
largo del intestino delgado después de su administracién oral (500 mg/kg). Dicho andlisis reveld
diferencias entre los grupos sham e isquémicos a 3 horas en relacion al control sin operar, pero no entre
los animales isquémicos y los animales sham (figura 54). A las 3 horas después de la reperfusion, tanto
en los animales sham como en los animales isquémicos, el FITC dextrano habia recorrido la mitad del
intestino delgado, mientras que a las 24 horas el FITC dextrano alcanzaba el ciego en los dos grupos de
animales, de forma similar al control. Esto podria sugerir una posible accién residual de la anestesia
sobre la motilidad intestinal durante las primeras horas después del ictus, y que dejaria de tener efecto

a partir de las 24 horas post-isquemia.
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Figura 54. La isquemia no afecta a la motilidad intestinal a las 3 y a las 24 horas post-reperfusion (A)
Imagenes del paquete intestinal (desde el estomago hasta el final del colon) 1 hora después de la
administracién oral de FITC-dextrano en los grupos control, sham e isquémico a las 3 y 24 horas post-ictus.
Barra de escala: 4 cm. (B) Cuantificacion del recorrido del FITC dextrano considerando la longitud total del
intestino delgado. Animales control sin operar, n=5, animales sham a 3 horas después de la intervencién, n=5;
animales isquémicos 3 horas post-reperfusién n=6; animales sham 24 horas después de la intervencién; n=8,
animales isquémicos 24 horas post-reperfusién, n=7. Los resultados estan expresados como la media + SEM.

Analisis por test de Kruskal-Wallis seguido del test de Dunn para comparaciones multiples. *p<0.05; **p<0.01.
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4.3 Cambios electrofisioldgicos en el intestino delgado después de la isquemia

A través del sistema de la cAmara de Ussing también estudiamos pardmetros electrofisioldgicos, como
la corriente de cortocircuito y la diferencia de potencial (Isc y Ddp respectivamente, ambos indicadores
del grado de secrecidn idnica), y la resistencia transepitelial (TER, indicador electrofisioldgico de la
permeabilidad del tejido) en animales control sin operar, sham e isquémicos, a las 3 y 24 horas post-
reperfusion. Medimos varias réplicas de estos parametros para cada animal, utilizando fragmentos

intestinales correspondientes a la region del yeyuno.

A nivel de parametros eléctricos, observamos diferencias en los valores de corriente de cortocircuito
(Isc) (figura 55A) y en la diferencia de potencial (Ddp) (figura 55B) entre animales sham e isquémicos 3

horas después de la oclusion.

Los animales isquémicos que a 3 horas mostraban un mayor dafio neurolégico también presentaban
una mayor secrecion ionica (figura 55C). En cuanto a la resistencia transepitelial (TER) detectamos una
disminucién de la misma entre los animales control sin operar y animales isquémicos a las 24 horas
post-ictus, lo que podria sugerir una alteracién de las uniones interepiteliales a nivel de barrera

intestinal (figura 55D).
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Figura 55. La isquemia afecta a la corriente de cortocircuito intestinal 3 horas después de la reperfusion.
(A): Valores de corriente de cortocircuito; (B): diferencia de potencial, (C): correlacion de la Isc y el dafio
neurolégico; (D): resistencia transepitelial. Cada punto corresponde a la media del valor de cada parametro
considerando entre 2 y 4 réplicas por animal. Animales control sin operar, n=8, nimero de réplicas =26; animales
sham 3 horas después de la intervencién; n=7, nimero de réplicas =27; animales isquémicos 3 horas post-
reperfusion, n=7, nimero de réplicas =26; animales sham 24 horas después de la intervencidn, n=8, nimero de
réplicas =32; animales isquémicos 24 horas post-reperfusion (n=9, numero de réplicas= 34). Los resultados estan
expresados como la media + SEM y fueron analizados por una ANOVA de dos vias seguida del test de Sidak de

comparaciones multiples, salvo la figura C, que corresponde a una regresidn lineal. *p<0.05; **p<0.01.
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4.4 Resumen de resultados del capitulo IV

Los valores de permeabilidad intestinal medidos a través de la cuantificaciéon FITC dextrano tanto ex
vivo como in vivo indican que la isquemia no produce grandes alteraciones en la permeabilidad intestinal
ni a 3 ni a 24 horas post-reperfusion. No obstante, los resultados de resistencia transepitelial sugeririan
que la isquemia podria afectar a las uniones interepiteliales del intestino a 24h. La motilidad intestinal
no se veria afectada de forma especifica por la isquemia, ya que si bien a 3 horas post-reperfusién la
motilidad intestinal es menor que a 24 horas, no hay diferencias entre animales sham e isquémicos. Sin
embargo, la isquemia sf induce un aumento de la secrecion intestinal 3 horas después de la reperfusion
que se reestablece pasadas las 24 horas, mostrando ademdas una correlaciéon entre mayor dafio
neuroldgico y mayor secrecidn idnica. Estos datos sugeririan que si bien el infarto cerebral no causa
aumentos masivos de la permeabilidad intestinal, si podria tener un papel modulador sobre la secreciéon
intestinal en las primeras horas post-isquemia y podria causar alguna alteracién en la resistencia del
epitelio. Queda por esclarecer si dichas alteraciones son causa o consecuencia de los cambios en la

microbiota intestinal y si pueden facilitar la translocacién bacteriana e infeccion.
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5.1 Efecto del propranolol en el volumen de infarto y la afectacion neuroldgica

Tras el tratamiento con propranolol, evaluamos la afectaciéon neuroldgica de los animales isquémicos
tratados y sus vehiculos determinando el volumen de infarto y el neuroscore 48 horas después del ictus.
Comprobamos que el tratamiento con propranolol reduce drasticamente el volumen de infarto y mejora

el comportamiento neuroldgico (figura 56).
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Figura 56. El propranolol disminuye el volumen de la lesidon cerebral y mejora la afectaciéon neuroldgica.
(A): volumen de infarto; (B): neuroscore. Animales tratados con vehiculo, n=19; animales tratados con
propranolol, n=15. Los resultados estan expresados como la media + SEM, y fueron analizados mediante T-test

para el volumen de infarto y Mann-Whitney para el neuroscore. ***p<0.001.

5.2 Efecto del farmaco LED209 en el volumen de infarto y la afectacion neuroldgica

El estudio del volumen de infarto y de la afectacion neuroldgica 48 horas después de la isquemia y tras
el tratamiento con el fairmaco LED209 mostré que no se producen cambios en comparacion con los

animales que habian recibido el vehiculo (figura 57)
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Figura 57. El fairmaco LED209 no afecta al volumen de infarto ni a la respuesta neuroldgica. (A): Volumen
de infarto; (B): neuroscore. Animales tratados con vehiculo, n=11, animales tratados con LED209; n=12-13. Los

resultados estan expresados como la media + SEM, y fueron analizados mediante T-test.

5.3 Resumen de resultados del capitulo V

El tratamiento con propranolol mejor6 considerablemente el volumen de infarto y la puntuacién por
neuroscore. Esto indica un efecto protector neuroldégico del farmaco frente al ictus. El tratamiento con
propranolol se inicié justo antes de la intervencion quirtrgica, con el objetivo de bloquear la

sefializacion aferente adrenérgica antes que se diera esta respuesta a consecuencia del ictus.

Por otro lado, el tratamiento con LED209 como agente bloqueante de receptores QseC en las bacterias,
no produjo ningdn cambio en la lesiéon cerebral ni en el comportamiento neurolégico, pero tampoco
detectamos alteraciones en la microbiota intestinal después del tratamiento. Por consiguiente, seran
necesarios mas experimentos para confirmar una posible implicaciéon patogénica de las bacterias como

agente agravante de un ictus.
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DISCUSION

1. Sobre el efecto de la anestesia en las poblaciones del sistema inmune intestinal

La anestesia es necesaria en modelos experimentales de ictus, pero constituye un artefacto ya que los
pacientes no estan anestesiados cuando sufren un ictus. No obstante, en la clinica los pacientes que han
sufrido un ictus son sometidos a sedacion, anestesia local o anestesia general cuando son tratados con
trombectomia mecanica (una terapia endovascular parala eliminacién de codgulos y el restablecimiento
del flujo sanguineo). La eleccién del tipo de anestesia es un factor importante, ya que, aunque la
anestesia local o la sedaciéon permite mantener hemodindmicas mas controladas, no impide el
movimiento del paciente, lo que puede dificultar la intervencién (Anastasian, 2014). Sin embargo,
aunque la anestesia generalizada permite el control del movimiento y evita el dolor del paciente, puede
tener efectos no deseados en la recuperacién. Un meta-analisis reciente demostré que pacientes que
habian sufrido un ictus sometidos a trombectomia mecanica bajo anestesia general pueden tener peor
prondstico en comparacion con los pacientes que habian sido sedados o habian recibido anestesia local,

aunque es necesario confirmar estos resultados en ensayos controlados (Brinjikji et al., 2017)

En nuestros resultados hemos confirmado que la exposicién prolongada a anestesia inhalada con
isofluorano reduce el nimero de linfocitos intraepiteliales en el intestino delgado en animales
isquémicos y animales sham sometidos al modelo de cirugia de isquemia transitoria focal. Previamente,
se ha reportado en modelos ex vivo que la exposicion de linfocitos T humanos a isofluorano y
sevofluorano favorece la apoptosis de estas células mediante la liberacién de citocromo ¢ mitocondrial
hacia el citosol. Los linfocitos intraepiteliales participan en funciones tanto de defensa contra patégenos
como en el mantenimiento de la barrera epitelial intestinal (Cheroutre, Lambolez y Mucida, 2011), por
lo que una reducciéon de estas poblaciones podria comprometer la salud del hospedador frente a

infecciones.

Estudios previos en modelos de ictus mediante craneotomia demostraron que el isofluorano reduce la
circulacion de leucocitos, y que en combinaciéon con la manipulacién quirdrgica, moviliza los
granulocitos desde la médula 6sea (Denes et al., 2014). Aunque la combinacién de la anestesia y el estrés
quirargico parecen tener efectos aditivos, la exposicién aguda a anestesia por si sola produce una

depresion transitoria del sistema inmune (Hansbrough et al., 1985; Atallah et al., 1991).

Gracias al uso de animales sham en paralelo con la cirugia para la induccién del ictus pudimos detectar
el efecto sistémico de la anestesia sobre las poblaciones del sistema inmune intestinal, lo que resalta la

importancia de los controles quirtrgicos.
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2. Sobre los cambios en las poblaciones de células del sistema inmune intestinal

En nuestros resultados observamos que después de la isquemia se produce una disminucién de células
Treg en los mLN acompafiada, a nivel funcional, de un aumento del porcentaje de células CD4 y CD8
productoras de IFNy (respuesta proinflamatoria). Ademas, detectamos un aumento del nimero de
células TyS en los IELs. Este comportamiento podria ser la respuesta para combatir la infeccion que se
observa en los ganglios mesentéricos a consecuencia del ictus, como indican los resultados de contaje
de CFUs en muestras de homogenado de mLN de animales isquémicos en comparacion con los animales
sham. Para hacer frente a la infeccidn bacteria, se favoreceria la respuesta proinflamatoria (IFNy) en
detrimento de la antiinflamatoria (Treg). Es importante recordar que uno de los aspectos que
caracterizan al sindrome de inmunodepresion por ictus es la activacion del sistema nervioso simpatico,
favoreciendo asi una respuesta antiinflamatoria. Las investigaciones previas indican que el tratamiento
con propranolol, un bloqueante de la via 3-adrenérgica, evita la respuesta antiinflamatoria, favoreciendo
la respuesta proinflamatoria gracias a la reversion de la disminuci6n de los niveles de IFNy en muestras
de bazo, timo y sangre, disminuyendo de este modo la infeccién (Prass et al, 2003). En nuestros
resultados y con muestras de ganglios mesentéricos, 6rgano no estudiado previamente en este contexto,
observamos que el tratamiento con propranolol promueve la respuesta antiinflamatoria (aumento de
células Treg en muestras de ganglios mesentéricos de los animales tratados frente a los que han recibido
vehiculo) y disminuye la proinflamatoria (reduccion de los niveles del porcentaje de células productoras
de IFNY), si bien no produce cambios en las células TyS de los linfocitos intraepiteliales. Se podria pensar
que esta respuesta se da a consecuencia del potencial papel del propranolol controlando la infeccidn,
por lo que no seria necesario poner en marcha mecanismos proinflamatorios. Sin embargo, en el contaje
de CFUs de las muestras de homogenado de mLN, no vemos diferencias entre los animales isquémicos
tratados con propranolol y aquellos tratados con vehiculo. Asi, el papel del propranolol como agente en
la inmunomodulacién intestinal queda adn por esclarecer, por lo que se necesitan mas experimentos

que ayuden a comprender su funcionamiento.

Varias publicaciones mencionan el papel de las células TyS en la regulaciéon de la permeabilidad
bacteriana a través de la secrecion de interleucina IL-17(Lee et al, 2015) ademds de su papel en la
defensa contra patogenos (Sheridan et al, 2013; Nielsen, Witherden y Havran, 2017). Detectamos 48
horas después de la isquemia un aumento de estas células entre los linfocitos intraepiteliales, cambio
no acompafiado de un aumento de la interleucina IL-17, y que ademas no es reversible por tratamiento
con propranolol. Aunque no encontramos diferencias mayores en la permeabilidad intestinal a las 3 y
24 horas post-isquemia mediante deteccion de FITC dextrano, si que observamos una disminucion de la
resistencia transepitelial que sugiere una posible alteracion en las uniones interepiteliales de la pared

intestinal. El aumento de las células Tyd en los IELs podria tener un papel protector frente a la posible
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translocacion bacteriana a nivel del epitelio intestinal, con uno efecto proinflamatorio local no
dependiente de la via adrenérgica. Sin embargo, no detectamos un aumento de IL-17, interleucina que
estaria implicada en la respuesta inflamatoria (Lee et al.,, 2015). No obstante, dado que el aumento de
células TyS podria reflejar una posible funcién defensiva frente al aumento de enterobacterias seria
necesario estudiar el fenotipo o el transcriptoma de estas células para poder caracterizar su funcién. Es
importante recordar que, a pesar del tratamiento con propranolol o con LED209, las enterobacterias en
muestras de heces y ciego permanecen aumentadas de forma significativa después de la isquemia. Estas
bacterias muestran una gran capacidad de expansién en entornos intestinales inflamatorios (Lupp et al,
2007). Ademas, recientemente se ha visto que pacientes con niveles elevados en estas bacterias se
incluyen dentro del grupo de alto riesgo de padecer un ictus (Zeng et al.,, 2019). Un posible experimento
para confirmar el papel de las células Tyd seria valorar la permeabilidad intestinal con las técnicas
utilizadas en esta tesis en animales isquémicos deficientes del receptor TCR y6 (Fujihashi et al., 1996),
esperando que estos animales muestren niveles superiores de permeabilidad intestinal después de un

ictus en comparacidn con los animales salvajes.

3. Sobre los cambios en las poblaciones bacterianas y los SCFAs

Enlos animales sometidos al modelo tMCAo dormido, observamos un aumento de bacterias clostridiales
(Clostridia cluster IV 'y Clostridia clister XIVa), ademds de una disminucion de acido butirico. Estos datos
parecen contradecirse ya que la mayoria de las especies bacterianas productoras de acido butirico
pertenecen a estos dos clusters (Geirnaert et al., 2017), por lo que seria esperable observar un aumento
de &cido butirico en estos animales. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la anestesia podria estar
afectando las poblaciones bacterianas ya que, en este caso, no observamos el aumento persistente de
enterobacterias que detectamos de forma recurrente en las muestras de heces y ciego de animales
operados bajo el modelo tMCAo despierto. En definitiva, el estudio del efecto de la anestesia en las
poblaciones bacterianas debe tenerse en cuenta en las investigaciones dirigidas al estudio de la
microbiota intestinal y que utilizan modelos animales sometidos a intervenciones quirtrgicas. En

nuestro caso, no hemos ahondado mas en este tema al no tratarse del objetivo principal de esta tesis.

Los mismos investigadores que asociaron el aumento de enterobacterias a grupos de pacientes con alto
riesgo de sufrir un ictus (Zeng et al, 2019) también demostraron que este mismo grupo mostraba
concentraciones reducidas de acido butirico en las heces (ademas de una disminucién de bacterias
productoras de butirato). Nosotros observamos de manera reiterada que el ictus produce un aumento
de la familia Enterobacteriaceae que no es posible revertir mediante tratamiento con propranolol o con
LED209. Estos resultados sugieren que el control de la expansion de esta familia bacteriana se regula

mediante otras vias no adrenérgicas.
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En relacién a la produccién de SCFAs después del ictus, identificamos una tendencia general de la
disminucidn de estos acidos grasos, sobre todo en muestras de heces. Estos resultados van en linea con
las observaciones del trabajo de Sadler y colaboradores (Sadler et al., 2019), quienes demuestran que la
isquemia produce una disminuciéon de estas moléculas en muestras de plasma. Estos mismos
investigadores demostraron que la suplementacidon con SCFAs en agua de bebida, reduce la frecuencia
de células T detectadas en cerebro y en bazo de animales isquémicos. Teniendo en cuenta que la
neuroinflamaciéon detectada en cerebros isquémicos se debe en parte a la infiltracién de linfocitos T
circulantes, futuros tratamientos para reducir esta situacién podrian basarse en la administracion de

SCFAs, aunque para ello es necesario aiin mayor investigacidn.

Los tratamientos con propranolol y con LED209 no produjeron cambios especificos en la concentracién
de SCFAs, a excepcién de las muestras de ciego de animales isquémicos tratados con LED209, donde

observamos una disminucion del acido acético que habria que confirmar en otros experimentos.

Llama la atencién que en el tratamiento con LED209, cuya via de administracion es oral, haya una
disminucidn significativa de todos los SCFAs en las muestras de heces de animales isquémicos que han

recibido tanto vehiculo como LED en comparacién a las muestras obtenidas previamente a la

administracion y a la cirugia (figura 42 de resultados). Aunque parece haber una tendencia, este efecto
no es significativo en las muestras de heces de animales isquémicos tratados con propranolol, el cual se

administré via intraperitoneal (figura 40A de resultados). En base a estas observaciones, se podria

pensar que es debido a la composicion del vehiculo en el cual se disuelve el compuesto. Sin embargo, de
ser este el caso deberiamos haber observado algin cambio en los animales control, a los que también
administramos el vehiculo. Una explicacion alternativa podria ser que la via de administraciéon podria
estar actuando sobre la actividad metabolica de las bacterias, por lo que seria recomendable incluir un

grupo control de la via de administracion.

4. Deteccion de CFUs, infeccion y efectos de los farmacos

Teniendo en cuenta las diferentes vias de conexion entre el cerebro y el intestino, es posible especular
que, a consecuencia de la isquemia, la funcién del intestino puede verse alterada, incluyendo las
comunidades bacterianas contenidas en su interior. Sin embargo, la informacién sobre la funcién
intestinal y la posible translocacion de bacterias comensales desde el intestino después del ictus es
limitada. Se trata de una cuestion polémica en la que la informacion es variable entre los diferentes

estudios realizados hasta el momento.

En el trabajo de esta tesis, reportamos un aumento de la translocacién bacteriana en muestras de mLN

de animales isquémicos pasadas las 48 horas después del ictus. Estos datos coinciden con los reportados
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por investigaciones previas (Crapser et al., 2017), en los que también se apreciaron mayor nimero de
CFUs en animales isquémicos en comparacién con animales sham 3 dias después de la isquemia. Estos
resultados contrastan por los reportados por otras investigaciones, como las realizadas por Oyama y
colaboradores (Oyama et al, 2018) en las que, tras cultivar el homogenado de muestras de mLN 24
horas después de la inducciéon de una isquemia de 60 minutos, no observaron evidencias de
translocacion bacteriana entre los grupos sham, sin operar e isquémicos. Del mismo modo, tampoco se
reportaron casos de translocacidon bacteriana en la lamina propia de muestras de intestino analizadas

por hibridacioén in situ mediante sondas genéricas de deteccion de bacterias (Singh et al., 2016).

A pesar del aumento de CFUs en mLN, no detectamos correlacion entre el nimero de CFUs en ganglios,
bazo e higado y volumen de infarto y neuroscore. Un estudio del 2006 tampoco detect6 correlacién entre
el nimero de CFUs en tejido pulmonar y el volumen de infarto (Schulte-Herbriiggen et al, 2006). No
obstante, si que observamos que los animales que presentaban algtn tipo de infeccién correspondian a
los animales con peor estado neurolégico (volumen de infarto y neuroscore). Los datos clinicos indican
que pacientes que han sufrido un ictus severo y muestran un mayor volumen de infarto tienen también
mas posibilidades de sufrir una infeccion (Wartenberg et al, 2011; Urra et al., 2017). El intestino se
conecta a nivel sanguineo con el higado mediante la vena porta, y al bazo mediante el sistema linfoide,
lo que supone dos vias de facil acceso para las bacterias para alcanzar estos drganos y producir una
infeccion. Ademas, observamos animales que tenian infeccién en mLN pero no en bazo y en higado. Este
resultado es acorde con el papel de los ganglios como barrera defensiva para contener la dispersion

bacteriana a los 6rganos periféricos.

En relacidn a la via de translocacién bacteriana, no hay un consenso sobre la ruta de transporte. Sobre
la via de entrada a través de la sangre de los microorganismos del intestino, algunos estudios apoyan
este proceso, ya que han detectado cultivos positivos en muestras de sangre de animales isquémicos
(Prass et al,, 2003; Wong et al., 2011), mientras que otros estudios experimentales no han detectado
presencia bacteriana en muestras de sangre de animales isquémicos (Oyama et al, 2018). Del mismo
modo, en estudios clinicos no han detectado bacterias en muestras de sangre de pacientes isquémicos
en la fase aguda del ictus (Gumbinger et al., 2013). Esto podria deberse a que la via de translocacién se
realice mediante la linfa, con opsonizacién por IgA. Esta inmunoglobulina es capaz de neutralizar las
bacterias que han traspasado la barrera epitelial mediante su devoluciéon al lumen intestinal o
favoreciendo su eliminacion a través de la presentacidn a células fagociticas, como células dendriticas o
neutrdfilos (Cerutti y Rescigno, 2008). En futuros experimentos habria que determinar la cantidad de
IgA presente en el contenido luminal de animales isquémicos y sham, esperando un aumento de IgA en
los ratones que han sufrido el ictus. De hecho, en el trabajo de Stanley y colaboradores (Stanley et al,
2016) confirmaron un aumento de células B productoras de IgA en los ganglios mesentéricos 24 horas

después de la isquemia.
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4.1 Sobre el efecto del propranolol

Los resultados muestran una ausencia de efecto del propranolol en la disminucién de CFUs en los
ganglios mesentéricos, lo que coincide con lo reportado por otros investigadores a las 24 horas post-
reperfusion (Stanley et al., 2016). Estos mismos autores aseguran que el tratamiento con propranolol,
realizado inmediatamente tras la reperfusion (nosotros lo aplicamos justo antes de la intervencion
quirargica), a las 4 y a las 8 horas post-reperfusion, mejoro los niveles de permeabilidad intestinal 24
horas después del ictus, si bien previamente (y parad6jicamente) demostraron que a las 24 horas post-
isquemia no hay diferencias de permeabilidad entre animales isquémicos y sham. Estos investigadores
demostraron que el propanolol reduce la carga bacteriana en muestras procedentes de lavado
bronqueoalveolar, higado, bazo y pulmones, pero no encontraron diferencias entre los ganglios
mesentéricos de ratones tratados con salino y con propranolol después del ictus. Nuestros resultados
indicarian que la translocacidn bacteriana no es dependiente de la via catecolaminérgica, y abren la

posibilidad a la participacién de otras vias implicadas en la infeccion, como la via linfatica.

4.2 Sobre el farmaco LED209

Al observar que el aumento de bacterias que velamos en heces y en ciego eran mayoritariamente
enterobacterias y que el tratamiento con propranolol no prevenia dicho aumento, consideramos una
aproximacion farmacoldgica dirigida a los receptores bacterianos. Partimos de la hipdtesis de que el
bloqueo de estos receptores podria impedir el crecimiento de enterobacterias tras la isquemia cerebral
y prevenir la translocaciéon bacteriana, lo cual podria constituir una alternativa a los antibioticos. De
hecho, el propranolol no tiene ningin efecto sobre el receptor QseC (Rasko et al.,, 2008). Esto nos llevd
al tratamiento con el fArmaco LED209. En esta tesis se ha aplicado por primera vez en el ambito de la
isquemia cerebral, el tratamiento mediante un agente no antibiético dirigido a receptores del sistema
de quorum sensing presente en bacterias. Un trabajo previo habia demostrado que este farmaco
atenuaba los efectos de la enfermedad inflamatoria intestinal en modelos in vivo y bloqueaba la
expansidn de las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (Rooks et al., 2017). Para ello,
administraron el farmaco diariamente mediante sonda oral a lo largo de la duracién del experimento
(un minimo de 10 dias hasta 28 dias). En el trabajo en el que se descubrié la naturaleza bloqueadora del
farmaco LED209 (Rasko et al., 2008) aplicaron el fairmaco en modelos de infeccién aguda, mediante
sonda oral y 3 horas antes de la inoculacién de diferentes cepas bacterianas, lo que nos inspiré a aplicar
el compuesto también 3 horas antes de la realizacién de la isquemia, y una segunda y ultima dosis
pasadas las 24 horas desde su induccidon, para finalmente, sacrificar a los animales a las 48 horas
después del ictus. Nuestros resultados indican que el tratamiento, tal como lo administramos, no impide

el aumento de enterobacterias inducido por la isquemia. Tampoco observamos que el farmaco
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disminuyera el nimero de CFUs detectadas en los cultivos de homogenados de mLN, bazo e higado.
Mientras que el trabajo de Rooks et al indica que la aplicacion del fairmaco produce una disminucion de
la expansidén de enterobacterias en su modelo de enfermedad inflamatoria intestinal, los trabajos
previos en los que se us6 el fairmaco demostraron la capacidad del LED209 como agente bloqueante de
la expresidn de los genes de virulencia de las bacterias, pero no de su expansion (Rasko et al., 2008;
Curtis etal.,, 2014). Larazén por la que no detectamos ningin efecto del faArmaco en cuanto a su actuaciéon
sobre las enterobacterias y el nimero de colonias detectadas en placas podria ser que el tiempo para
ver un efecto del farmaco es demasiado corto, o porque se necesita una dosis mayor, o bien
sencillamente por la diferencia de modelos (el modelo de colitis utilizado por Rooks vs modelo de

isquemia transitoria).

Como se ha comentado, el tratamiento con LED209 no redujo el nimero de CFUs detectadas en muestras
de ganglios mesentéricos, bazo e higado. Dado que el valor umbral utilizado es el resultado de la mediana
de CFUs obtenidas a partir de homogenado de ganglios mesentéricos de animales sham y controles sin
operar, para futuros experimentos se podria determinar si el valor umbral en los otros 6rganos
estudiados (bazo e higado) es el mismo y establecer las dicotomias en funcion del valor especifico para

cada é6rgano.

El receptor QseC responde al bloqueo mediante farmacos inhibidores de receptores a-adrenérgicos,
como la fentolamina, pero no a inhibidores de receptores de naturaleza (-adrenérgica, como el
propranolol (Clarke et al., 2006; Rasko et al., 2008). Aunque se sabe que el firmaco LED209 no es toxico
para el hospedador en respuesta a la epinefrina y norepinefrina del mismo, cabe preguntarse qué efectos
puede tener sobre el sistema adrenérgico de dicho hospedador. Hasta ahora, solo se ha estudiado su
efecto en ensayos basados en células con isoformas de receptores 3-adrenérgicos humanos, en los que
no se ha observado efecto del LED209, pero no se ha estudiado con receptores de naturaleza a-
adrenérgica (Rasko et al., 2008). Dado que en nuestro modelo experimental el compuesto LED209 no
ha frenado el aumento de enterobacterias de la microbiota intestinal, deducimos que lo mas probable
es que este aumento ni dependa de vias adrenérgicas ni se pueda prevenir bloqueando los sensores
bacterianos Qsec, al menos con LED209. No obstante, el campo de los receptores sensores bacterianos
avanza rapidamente y deberia seguir estudidandose como estrategia potencial para el control selectivo

del crecimiento de la microbiota intestinal como alternativa al uso de antibidticos.
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5. Sobre las bacterias bioluminiscentes

Aunque la aspiracion y la disfagia siguen siendo agentes clave en el desarrollo de neumonias asociadas
al ictus isquémico, algunos investigadores sostienen que estas infecciones no pueden explicarse
unicamente por estos factores ya que, entre otros, pacientes sanos que también muestran problemas de
aspiracion no desarrollan neumonias (Shim y Wong, 2018), indicando la posibilidad de otras causas que
promuevan la infecciéon pulmonar. En las investigaciones de Stanley (Stanley et al, 2016) se lleg6 a
vincular las infecciones pulmonares de los pacientes isquémicos con una translocacion de bacterias
comensales intestinales a los pulmones de estos pacientes. En nuestro trabajo, utilizando bacterias
quimioluminiscentes, por primera vez en el ambito del estudio cerebro-intestino en el ictus, hemos
visualizado la presencia de bacterias en los pulmones en el 20% de los animales isquémicos,
potencialmente atribuible a una translocacién bacteriana a consecuencia de la isquemia cerebral.
Nuestros resultados se aproximan a lo observado en estudios clinicos, en los que sefialan que el ratio de
infeccion pulmonar en pacientes isquémicos es del 10% (Westendorp et al., 2011). La técnica que hemos
utilizado (inoculaciéon mediante sonda oral) permite especular que el resultado de la luz en los pulmones
sea debido a que una parte de las bacterias hubiesen colonizado la parte alta del tubo digestivo y
accedido facilmente a los pulmones, sin necesidad de vincular el efecto a la isquemia. Sin embargo, de
ser este el caso, seria esperable detectar un comportamiento similar en al menos uno de los animales
sham, siguiendo la proporcion de translocacién de los animales isquémicos (animales isquémicos con
luz en pulmén: 2/10; animales sham con luz en pulmén: 0/6). Pensamos que la presencia de luz en los
pulmones podria estar relacionado con el volumen de infarto y el neuroscore pero dado el bajo nimero
de animales isquémicos con luz en los pulmones, no pudimos estudiar una correlacién entre la severidad
de la lesion y la deteccion de luz fuera del intestino, por lo que seria necesario aumentar el niumero de

animales en futuros experimentos.

6. Sobre la permeabilidad de la barrera intestinal

La contencion fisica que permite la barrera intestinal es esencial para mantener la separacion entre el
interior intestinal y el medio externo. Segin varios estudios previos, la permeabilidad de la barrera
intestinal se ve comprometida como consecuencia del ictus isquémico (Stanley etal.,, 2016; Crapser et al.,
2017). Sin embargo, se trata de un tema controvertido, ya que las investigaciones no coinciden en el
momento post-isquemia en el que se produce dicha disrupcion intestinal ni tampoco en los motivos.
Tanto en el trabajo de Crapser (Crapser et al., 2017) como en el trabajo de Stanley (Stanley et al., 2016),
la técnica utilizada para la determinacion de la integridad intestinal es la administracion oral de FITC
dextrano de 4KDa y posterior cuantificacion en plasma. El trabajo realizado por Stanley y colaboradores

(Stanley et al,, 2016) sitia en las 3 horas post-isquemia como el inico momento en el que hay diferencias
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en la extravasacién de FITC dextrano entre animales isquémicos y sham, si bien observaron un aumento
de la permeabilidad vascular en muestras de yeyuno e ileon a las 3 horas post-reperfusion. Los mismos
investigadores observaron una disminuciéon de la expresion de ZO-1 en el ileon de los animales
isquémicos a las 24 horas post-isquemia, a pesar de no haber reportado diferencias de permeabilidad a
este tiempo. Por el contrario, las investigaciones de Crapser y colaboradores (Crapser et al.,, 2017) sitdan
en las 24 horas post-ictus el punto en el que se produce la mayor permeabilidad intestinal, aunque solo
considera animales envejecidos para el estudio con esta molécula. Teniendo en cuenta estos datos, en
esta tesis estudiamos la permeabilidad intestinal de animales isquémicos, sham y animales control sin
operar, mediante inoculacién oral de FITC dextrano de 4KDa y mediante el sistema de la camara de
Ussing, siendo esta ultima una metodologia no utilizada previamente en estudios del ambito del ictus.
Después de la administraciéon no observamos diferencias de permeabilidad entre animales isquémicos
y animales sham a las 3 y a las 24 horas después de la isquemia. En linea con nuestros resultados, el
estudio realizado por Oyama y colaboradores (Oyama et al, 2018) tampoco detecté diferencias de
permeabilidad entre animales isquémicos y sham. En dicho trabajo se midi6 la permeabilidad intestinal
mediante el test de manitol/lactulosa/sucralosa (el manitol es un monosacarido utilizado para el
estudio del transporte transcelular; la lactulosa es un disacarido con transporte paracelular,
metabolizado en el colon y utilizado para medir la permeabilidad en el intestino delgado; y la sucralosa
es también un disacarido que no puede ser metabolizado y permite evaluar la permeabilidad de todo el
intestino), y ademas estudiaron la integridad de las uniones celulares en ileon y colon mediante
expresion de claudina-1 y ocludina por western-blot. Los investigadores no observaron diferencias de
permeabilidad entre animales isquémicos y sham ni a las 48 horas ni a las 72 horas después del ictus
pero si confirmaron una disminucién de claudina-1 en el ileon, tanto de animales sham como
isquémicos, en comparacion con los animales control, a las 24 y 72 horas post-isquemia. En nuestro
caso, mediante el sistema de la cAimara de Ussing tampoco detectamos cambios de permeabilidad con el
uso de FITC dextrano. Sin embargo, si detectamos una disminuciéon del valor de la resistencia
transepitelial (TER) en los animales isquémicos a 24 horas post-reperfusién en comparacién con los
animales controles, pero no entre animales isquémicos y sham. Niveles bajos de resistencia
transepitelial estan asociados a una alta permeabilidad (Thomson et al, 2019). Estudios previos han
demostrado que valores bajos de resistencia epitelial se relacionan con una disminucién del nimero de
cadenas proteicas implicadas en las uniones estrechas entre las células epiteliales (Claude, 1978) o a
deficiencias en la expresion de dichas proteinas, como JAM-A (Laukoetter et al., 2007). Los animales
isquémicos muestran una disminucién de TER que podria sugerir una desregulacion de las proteinas de

union, pero solo en comparacién con los controles.

Por tanto, en lineas generales, nuestros resultados demuestran que la isquemia no produce grandes

cambios la permeabilidad intestinal en tiempos tempranos después de la inducciéon de la isquemia (3 y
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24 horas post-ictus), pero si podria inducir pequefias alteraciones de las uniones epiteliales del intestino
que pudieran permitir el acceso al exterior de algunas bacterias del interior intestinal. No hemos
analizado la integridad de las uniones celulares, por lo que en futuros estudios podriamos indagar mas
en profundidad en este aspecto, asi como ampliar el rango de horas post-ictus mediante ambas
metodologias (in vivo y ex vivo), con el fin de confirmar si la permeabilidad intestinal es un factor que se

ve afectado con el tiempo, o bien para descartar su relaciéon con la isquemia cerebral.

Teniendo en cuenta que los cambios que observamos a nivel de inmunologia intestinal y que la deteccion
de bacterias bioluminiscentes en los pulmones se ha observado pasadas las 48 horas después de la
isquemia, es posible que la razén por la que no detectemos cambios en la permeabilidad intestinal sea
por la ventana temporal con la que hemos trabajado para este factor, a las 3 y a las 24 horas post-
reperfusion. En futuros experimentos se debe contemplar esta opcién y estudiar los parametros de
permeabilidad a las 48 horas y asi valorar esta situacion con el resto de informacidn obtenida también

a este mismo tiempo.

7. Sobre la motilidad intestinal

Otra consecuencia que tener en cuenta a causa del impacto del ictus es la afectacion a la motilidad
intestinal. Se ha reportado que después del ictus una de las complicaciones intestinales mas frecuentes
es el estrefiimiento, seguido de la disminucién de la frecuencia del movimiento intestinal (Engler et al.,
2014). Nosotros analizamos la motilidad intestinal mediante el recorrido de avance del FITC dextrano
de 4 KDa a lo largo del intestino delgado, entre animales isquémicos y sham, a las 3 y a las 24 horas post-
reperfusién, sin observar ninguna diferencia entre los animales sham e isquémicos, si bien si
observamos una disminucién en relaciéon a los animales control sin operar, tanto en animales
isquémicos como sham a las 3 horas, quiza debido a un posible efecto residual de la anestesia sobre la
motilidad intestinal al haber pasado pocas horas desde la induccién de la isquemia hasta el momento
del sacrificio. En el trabajo de Stanley y colaboradores (Stanley et al, 2016) se midieron, mediante la
técnica de bafio de érganos, las amplitudes de las contracciones proximales y distales del ileon, sin
encontrar diferencias entre los animales isquémicos y sham a las 24 horas post-reperfusion. Por el
contrario, en el trabajo desarrollado por Singh y colaboradores (Singh et al, 2016) muestran una
disminucién de la motilidad intestinal en el intestino delgado de animales isquémicos 24 horas después
de la intervencién mediante el andlisis de la cantidad de FITC dextrano en diferentes tramos intestinales.
Asi, los resultados de motilidad intestinal después del ictus varian entre estudios. Hay que tener en
cuenta que algunas de las técnicas utilizadas, como la técnica de bafio de 6rganos, necesitan un

fragmento pequefio del tejido intestinal y excluye el resto del tejido.
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8. Sobre la corriente idnica y la afectacion neuroldgica

Si bien no observamos diferencias en la motilidad, si detectamos un aumento de la corriente iénica
(aumento de la secrecién intestinal) en animales isquémicos 3 horas después del ictus, que
correlacionaba con aquellos animales con peor neuroscore, y que vuelve a los valores del control a las
24 horas. Por tanto, el valor de la corriente de cortocircuito a 3 horas es un parametro que refleja la
relacién cerebro-intestino, puesto que a mayor dafio neurolégico, mayor secreciéon. Con los datos
actuales no podemos confirmar que este resultado sea debido a la accién de neuronas secretoras
intestinales. Para confirmarlo se podria plantear un experimento mediante la cAmara de Ussing en el
que se use tetradotoxina, una neurotoxina que bloquea los canales de sodio, impidiendo asi el potencial
de accién neuronal. Afiadido en el lado de la serosa, en el caso de que el incremento de la corriente en
los animales isquémicos fuera el resultado de una activacién neuronal, se deberia esperar una reduccion
de los valores de corriente de cortocircuito similares a los que se observarian en los animales sham
(quienes podrian presentar una posible reduccién de la corriente por disminucién del tono basal, pero

que seria comparativamente menor a la esperable en los isquémicos).

9. Sobre el efecto de los farmacos en el volumen de la lesion

9.1 Sobre el efecto del propranolol, el volumen de infarto y la respuesta inmune

La aplicacion de carvedilol, un agente -bloqueante, antes de la induccién de la isquemia en ratas,
permitié una reduccién del volumen de infarto de hasta el 40% y mejoro el déficit neurolégico (Savitz
etal., 2000). Del mismo modo, la administracién del propranolol junto la administracién de mifrepistona
(agente bloqueante del eje HPA) redujo el volumen de infarto en los animales isquémicos (Romer et al.,
2015). Sin embargo, en el estudio realizado por Prass y colaboradores (Prass et al, 2003), si bien el
propranolol disminuy6 drasticamente la mortalidad después de la isquemia, no modificé el volumen de
infarto. En estos dos ultimos casos, la administraciéon de la primera dosis del fairmaco se realiz6
inmediatamente después de la cirugia. Nuestros resultados muestran que el propranolol disminuye el
volumen de infarto y mejora la puntuacién neuroldgica. En trabajos de modelos de isquemia cerebral
transitoria en ratas se ha observado que la reperfusién producida tras la retirada del filamento puede
producir hiperemia, asociada a una peor lesidn cerebral (Onetti et al, 2015). Dado el papel del
propranolol como agente antihipertensivo y su administraciéon previa al dafio por ictus, es plausible
pensar que estd impidiendo un aumento de la presién arterial, lo que evitaria una mayor lesién por
reperfusion y consecuentemente, daria un menor volumen de infarto. Teniendo en cuenta esto, no

podemos descartar que el efecto del propranolol en la reversién de los cambios inmunolégicos en los
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mLN se deba a una menor respuesta inmune en consonancia con el volumen de infarto y no tanto a una

accion directa del fAirmaco sobre el sistema inmune.

9.2 Sobre el efecto del LED209

El inhibidor del receptor bacteriano QseC, el compuesto LED209 que se habia utilizado previamente in
vivo (Rooks et al.,, 2017) no impidio el crecimiento de enterobacterias inducido por la isquemia, ni afectd
al volumen de la lesidn. Seria necesario realizar estudios con otras dosis y/o pautas de administracion
o bien otros inhibidores para concluir si las catecolaminas liberadas post-isquemia podrian afectar

directamente a las poblaciones bacterianas del intestino y estas a la lesion cerebral.

10. Resumen/modelo

Los resultados de esta tesis ponen de manifiesto la comunicacién entre el cerebro y el intestino después
del ictus isquémico y la posibilidad de modular dicha comunicacién. En la figura 58 se recoge a modo

ilustrativo la relacion de los resultados de este proyecto de investigacion.

La isquemia produce un aumento de linfocitos intraepiteliales T8y al mismo tiempo que un aumento de
IFNy y disminucion de linfocitos Treg en ganglios mesentéricos a las 48 horas después de la reperfusion
(ntmero 1 de la figura 58). Esta situacion responde a un contexto proinflamatorio, que se refuerza con
el aumento en heces y en ciego de enterobacterias (2). Este entorno proinflamatorio se ve disminuido
en parte por el tratamiento con el (-bloqueante propranolol, que evita en ganglios mesentéricos la
disminucién y el aumento de células Treg e IFNy respectivamente, aunque no previene el aumento de
linfocitos T8y (3). Tampoco evita la expansion de enterobacterias, efecto que también se mantiene
después del tratamiento con LED209 (4, 5). Se plantea la posibilidad de que el aumento en linfocitos T8y
se trate de una estrategia protectora frente al incremento inevitable de bacterias de la familia

Enterobacteriaceae. Ambos factores favorecerian el mantenimiento de la respuesta local inflamatoria.

En relacion a la translocacién bacteriana (6) la isquemia también favorece este proceso a ganglios
mesentéricos, como sugiere el crecimiento de CFUs en placas de agar (6a). El tratamiento con
propranolol no disminuye el nimero de CFUs entre animales tratados con el fairmaco y animales
tratados con vehiculo (7). De igual manera, la inoculacién oral de LED209 no produce diferencias
significativas en el nimero de CFUs en muestras de ganglios, bazo e higado de animales isquémicos
tratados con este producto y animales que recibieron solo el vehiculo (8). Considerando el papel -
bloqueante del propranolol, y la similitud del receptor QseC con receptores o-adrenérgicos,
proponemos que la via adrenérgica no esta implicada en el proceso de translocacion bacteriana, aunque

también valoramos la posibilidad de replantear el procedimiento experimental del tratamiento con
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LED209 u otros bloqueantes de receptores sensores de las bacterias. Aunque no correlacionamos el
volumen de infarto ni el neuroscore con el nimero de CFUs contabilizadas, si observamos que aquellos
animales que presentan infeccién tanto en bazo como en higado tienen un mayor volumen de infarto y
peor comportamiento neuroldgico, lo que sugiere que un volumen de infarto grande no asegura que se
produzca infeccién pero aumenta el riesgo, de manera que la infeccién en varios drganos periféricos si

se asocia a una mayor lesion cerebral.

Ademas, la induccién de la isquemia en animales a los que se les habian administrado bacterias
bioluminiscentes mediante via oral y que habian colonizado el tracto digestivo, muestra que en al menos
un 20% de los ratones isquémicos se detecta luz en los pulmones (6b), lo que indica que las bacterias
después del ictus son capaces de desplazarse desde regiones intestinales hacia 6rganos periféricos. Sin
embargo, puesto que no observamos cambios en la motilidad intestinal ni grandes diferencias en la
permeabilidad intestinal (9), surgen los siguientes planteamientos: puede que la translocacién via
paracelular no se produzca hasta las 48 horas después del ictus, o bien hay otras vias de translocaciéon
bacteriana que no son dependientes del transporte paracelular. A pesar de ello, la alteracion de la
resistencia epitelial sugiere pequefias alteraciones en la pared epitelial que podrian facilitar una discreta
translocacion que explicara los demdas cambios observados en esta tesis. Teniendo en cuenta el papel de
los linfocitos Toy en el mantenimiento de la barrera epitelial intestinal y su aumento a las 48 horas
después del ictus, cabe plantearse la posibilidad de que dicho aumento de linfocitos esté previniendo
una permeabilidad mayor. En cambio, si observamos un cambio de corriente (Isc) asociado a la
isquemia, por el que los animales con peor comportamiento neurolégico corresponden con los animales

que muestran mayor secrecion iénica.

El volumen de infarto y el comportamiento neurolégico estan disminuidos en los animales isquémicos
que han recibido tratamiento con propranolol, como habian sugerido publicaciones previas, mientras

que el tratamiento con el fairmaco LED209 no interviene en la modulacion de la lesion cerebral (10).

Estos resultados nos indican la necesidad de realizar mas experimentos para confirmar la implicaciéon
de las células del sistema inmune intestinal tanto en la inflamacién como en la proteccién de la
integridad de la barrera intestinal asi como determinar el papel de las bacterias como agente agravante

de un ictus.

137



DISCUSION

Figura 58. Representacion esquematica de los principales resultados de la tesis e interpretacion de los
mismos. BT= bacterial translocation (translocacién bacteriana). 1) Sistema inmune intestinal. 2) Cambios en las
poblaciones bacterianas. 3) Sistema inmune intestinal después del tratamiento con propranolol (“prop” =
propranolol). 4) Cambios en las poblaciones bacterianas después del tratamiento con propranolol. 5) Cambios
en las poblaciones bacterianas después del tratamiento con LED209. 6) Translocacién bacteriana, 6a.
Crecimiento en placas de agar, 6b. Bacterias bioluminiscentes. 7) Tratamiento con propranolol para translocacién
bacteriana. 8) Tratamiento con LED209 para translocaciéon bacteriana. 9) Integridad fisica intestinal. 10)

Volumen de infarto y comportamiento neurolégico después de los tratamientos. Imagenes obtenidas de Servier

Medical Art (http://smart.servier.com) y medicalart.com y flaticon (vector poop: http://bitly/330CR0r; vector
aproximacion http://bitly/390nErY; vector bacteria: http://bitly/2U6yjrr. (Imagen del transporte paracelular

del intestino: modificada de Nagpal y Yadav, 2017).

N
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Considerando los resultados de esta tesis, concluimos que:

9.

La intervenciéon sham para el modelo de 45 minutos de tMCAo dormido, produce cambios en las
poblaciones del sistema inmune intestinal. Esos cambios pueden evitarse al interrumpir la
exposicion con la anestesia y reduciendo el tiempo de contacto con la misma.

La anestesia prolongada con isofluorano disminuye el nimero de linfocitos intraepiteliales.

La isquemia cerebral reduce las poblaciones de células T y B y favorece el aumento de la
produccién de IFNy en los ganglios mesentéricos.

La isquemia cerebral aumenta la respuesta inmune intestinal mediada por los linfocitos Tyo
intraepiteliales.

La via [3-adrenérgica estd implicada en las alteraciones inmunes de los ganglios mesentéricos,
pero no actua sobre los linfocitos intraepiteliales

La isquemia cerebral induce un aumento de las enterobacterias de la microbiota intestinal que
no estd mediado por la via adrenérgica

La isquemia cerebral facilita la translocacién bacteriana a ganglios mesentéricos.

Las infecciones se observan en los animales con peor estado neurolégico. Parte de las infecciones
puede ser el resultado de la translocaciéon desde el intestino.

La isquemia cerebral afecta a la secrecién idnica intestinal.

10. El propranolol puede tener efectos protectores en la isquemia cerebral.
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ANEXO I: REACTIVOS

Metodologia Reactivo

RPMI 1640
FBS
Estreptomicina/Penicilina
Gentamicina
HBSS sin CaZ+ni Mgz+, 10X
Hepes
Bicarbonato de sodio (NaHCO3)
DTT

Citometria de flujo HBSS sin Ca2*ni Mg?+, 1X

percoll©
PBS 1x
EDTA
Azida (NaN3)
L-glutamina
Colagenasa IV
Cloruro calcico (CaCly)

Cloruro magnésico (MgClz)

Casa comercial; referencia del

producto
Gibco; Ref.: 32404-014
Gibco; Ref.: 10500064
Gibco; Ref.: 15140122
Gibco; Ref.: 15750060
Gibco; Ref.: 14185052
Sigma; H3375
Sigma; Ref.: S6014-500G
Sigma; Ref.: D9779-5G
Gibco; Ref.: 14175053
Ge Healthcare; Ref.: 17-0891-01
Gibco; Ref.: 10010023
Sigma; E1644
Sigma; Ref.: 8223350100
Sigma; Ref.: G-8540-25G
Sigma; C5138-500MG
Sigma; 449709-10G

Sigma; M1028-10X1ML

Los reactivos de citometria contintian en la siguiente pdgina
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ANEXO I: REACTIVOS

Metodologia Reactivo

Solucién de fijacién para Treg:
FoxP3 Transcription Factor

Fixation

Solucioén de fijacion para

citocinas: Cytofix Fixation

Citometria de flujo

Solucién de permeabilizacion
para Treg: FoxP3 Transcription

Factor Permeabilization

Solucién de permeabilizacion
para citocinas: Cytofix

Permeabilization

Permeabilidad intestinal

FITC- Dextrano 4 KDa
in vivo

Cloruro potasico (KCI)

Fosfato monosdédico dihidratado

(NaH2P04X 2H20)

Cloruro de calcio dihidratado

(CaClz X 2 HzO)

Sulfato de magnesio

Cémara de Ussing heptahidratado (MgSO4 x 7H20)
Cloruro sédico (NaCl)
Bicarbonato de sodio

Glucosa (CsH1206)

Manitol (C6H1406)

FITC- Dextrano 4 KDa

164

Casa comercial; referencia del

producto

eBiosciences; Ref.: 00552100

BD; Ref.: 554722

Bioscience; Ref.:0083356

BD; Ref.: 554723

Sigma-Aldrich; Ref.: 46944

PanReac; Ref.: 131494.1211

PanReac; Ref.: 122018.1210

Sharlau; Ref.: CA01931000

Sharlau; Ref.: MA0084

PanReac; Ref.: 121659.1211
PanReac; Ref.: 131638.1211
Merck; Ref.: 1.08342.1000
Sigma-aldrich; Ref.: M4125-100G

TDB; Ref.: 677 SEK



ANEXO I: REACTIVOS

Metodologia

Crecimiento de bacterias en

placas

Deteccién de SCFAs

Administracién de

propranolol

Administracién de LED 209

Bacterias bioluminiscentes

Tincién del infarto cerebral

Reactivo

Brain Heart Infusion (BHI)

Agar

Metanol

Acido formico

Acido 2-etilbutirico

propranolol

LED 209 (N-fenil-4-

benzenosulfamida)

Bicarbonato de sodio

polietilenglicol (PEG)

DMSO

Tween-80

Ampicilina

Metronidazol

Neomicina

Vancomicina

2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC)

Casa comercial; referencia del

producto
ThermoFisher; Ref.: CM1135B

Sigma-Aldrich; Ref.: A 5306,
250g

Sigma-Aldrich; Ref.: 1.06009
Sigma-Aldrich; Ref.: 33015-M

Sigma-Aldrich; Ref.: 109959-
100ML

Sigma-Aldrich; Ref.: P0884-5G

MedChemExpress; Ref.: HY-
19748

Sigma; Ref.: S6014-500G

Fluka; Ref.: 81268

Sigma; Ref.: D2650-5x 5ml

Sigma; Ref.: P1754

Sigma; Ref.: ROAMP

Sigma; Ref.: M1547-5G

Sigma; Ref.: N6386-5G

Sigma; Ref.: SBRO0001-10ML

Sigma; Ref.: T8877-100G
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ANEXO II: ANTICUERPOS

Marcaje Anticuerpo y fluoréforo
CD16/CD32 BD FcBlock

Aqua live/dead cell fixable

Beads fluorescentes

CD45R-V540
CD8-BV605
CD103-BV711

Anticuerpos utilizados para el CD45-BV780

marcaje de leucocitos

CD69 AF488
NK1.1-PerCP/Cy5
IL10R-PE
YSTCR-PE/Cy7
CD3 AF647
CD4 AF700
CD11b-APC/Cy7

Aqua live/dead cell fixable

Beads fluorescentes
Anticuerpos utilizados para el

marcaje de células Treg
CD3-V450

CD8-BV605

Casa comercial; referencia
BD Pharmingen; Ref.: 553142
Molecular probes; Ref.: L34957

Beckman Coulter; Ref.:

7547053
BD Biosciences; Ref.: RA3-6B2
Biolegend; Ref.: 53-6.7
BD Biosciences; Ref.: M290
BD Horizon; Ref.: 30-F11
Biolegend; Ref.: H1.2F3
Tonbo-Biosciences; Ref.: PK136
Biolegend; Ref.: 1B1.3a
eBiosciences; Ref.: GL3
BD Pharmingen; Ref.: 17A2
Biolegend; Ref.: GK1.5
BD Pharmingen; Ref.: M1-70
Molecular probes; Ref.: L34957

Beckman Coulter; Ref.:

7547053

Tonbo Biosciences; Ref.: 75-

0032-U100

Biolegend; Ref.: 100744

Los anticuerpos para el marcaje de Treg contintian en la siguiente pdgina

166



ANEXO II: ANTICUERPOS

Marcaje

Anticuerpos utilizados para el

marcaje de células Treg

Anticuerpos utilizados para la

deteccién de citocinas

intracelulares

Anticuerpo y fluoréforo
CD45-BV780
CD4-FITC
CD152-PE
FoxP3-PE/Cy7
CD25-APC

Aqua live/dead cell fixable

Beads fluorescentes

CD3-V450

CD8-BV605
CD45-BV780

[L4-AF488

IFNy-PerCP/Cy5.5

IL17F-PE/Cy7

IL17A-APC

CD4-AF700

CD11b-APC/Cy7

Casa comercial; referencia
eBioSciences; Ref.: 47-0451-82
ABDserotec; Ref.: MCA4635F
Biolegend; Ref.: 106306
eBioSciences; Ref.: 25-5773
Biolegend; Ref.: 102012
Molecular probes; Ref.: L34957

Beckman Coulter; Ref.:

7547053

Tonbo Biosciences; Ref.: 75-

0032-U100
Biolegend; Ref.: 100744
eBioSciences; Ref.: 47-0451-82
eBioSciences; Ref.: 53-7041-82

eBioSciences; Ref.: 45-7311-82
(100 pug)

eBioSciences; Ref.: 12-7471-82
(100 pg)

eBioSciences; Ref.: 17-7177-81
(50 pg)

Biolegend; Ref.: 100430

BD pharmingen; Ref.: 557657
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