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Cada cèl�lula en un organisme pluricel�lular ha estat programada durant el 

desenvolupament per respondre a tota una sèrie de senyals extracel�lulars generats per 

altres cèl�lules. Aquests senyals actuen mitjançant múltiples combinacions per tal de 

regular el comportament de la cèl�lula.

La senyalització cel�lular es  compon no només de senyals extracel�lulars, sinó també 

d’una sèrie de proteïnes receptores capaces d’unir i respondre de forma característica a 

molècules senyalitzadores. La majoria de receptors que existeixen són receptors cel�lulars 

de membrana, amb 3 famílies  majoritàries que els  conformen: receptors acoblats a canals 

iònics, receptors acoblats a proteïna G i receptors acoblats a proteïnes enzimàtiques. Un 

cop activats, els receptors generen una senyal intracel�lular mitjançant l’activació de 

diverses vies de senyalització intracel�lular.

Les cèl�lules diana poden utilitzar una gran varietat de mecanismes intracel�lulars per tal 

de respondre específicament als senyals extracel�lulars rebuts.

En aquest treball ens centrarem en una d’aquestes molècules de senyalització 

intracel�lular, l’adenosina 3’,5’-monofosfat cíclica o AMPc, en els receptors  encarregats 

d’activar la seva producció, dels senyals extracel�lulars que activen aquests  receptors, 

dels enzims  encarregats de regular la seva síntesi i degradació i d’algunes de les diverses 

vies de senyalització intracel�lular que poden estar modulades per l’AMPc durant la 

resposta immune.

1.AMPc

L’AMPc és un missatger secundari identificat per primer cop com a mediador intracel�lular 

als anys 50 (Sutherland and Rall 1958). Des  de llavors s’ha vist involucrat com a 

missatger secundari en totes les cèl�lules procariotes i animals estudiades.

Els  primers estudis  d’Earl Sutherland i col�laboradors sobre la glicogènesis produïda per 

l’adrenalina van establir grans avanços en l’estudi de l’activació hormonal de la glicogen 

fosforilasa. D’aquests treballs (Berthet et al. 1956; Rall et al. 1956) es va poder concloure 

que l’activació per l’hormona generava un factor activador termoestable, un nou 

ribonucleòtid d’adenina, l’AMPc. Va costar molt acceptar l’AMPc i el concepte de 

missatger secundari, però a partir dels  anys 70, amb l’arribada de noves tècniques per 

determinar els nivells d’AMPc, hi va haver un augment d’interès en aquestes molècules.
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La concentració basal d’AMPc dins la cèl�lula es troba als voltants de 10-7 M, però una 

senyal extracel�lular pot provocar un augment dels nivells d’AMPc intracel�lulars de més 

de 20 vegades en tan sols  segons. Per tal que es generi una resposta tan ràpida, es 

requereix un balanç altament regulat entre la síntesi i la degradació de la molècula. 

Aquesta regulació la duen a terme dues famílies d’enzims: les  adenilat ciclases, enzims 

encarregats de la síntesi de l’AMPc a partir d’ATP, i les fosfodiesterases  d’AMPc, enzims 

que hidrolitzen l’AMPc a 5’-AMP.

Com que aquestes proteïnes són una part central d’aquest treball, seran tractats amb més 

detall en capítols posteriors.

Moltes molècules de senyalització extracel�lular actuen incrementant els nivells d’AMPc, i 

ho fan bàsicament estimulant l’activitat de les adenilat ciclases més que inhibint l’activitat 

de les fosfodiesterases.

L’AMPc està implicat en el mecanisme d’acció i en els processos de transducció de senyal 

de múltiples molècules com són hormones, neurotransmissors, citocines i factors  de 

creixement. Degut a la gran varietat de molècules que senyalitzen a través de l’AMPc, 

aquest missatger secundari és clau en processos diversos com la contracció muscular, 

l’exocitosi, processos metabòlics, neurotransmissió, creixement, agregació de plaquetes, 

diferenciació cel�lular, transformació de fibroblasts, síntesis d’esteroides a l’ovari, 

mobilització de la glucosa al fetge o desenvolupament embrionari (Houslay 1998).

1.1. VIES DE SENYALITZACIÓ DE L’AMPC 

1.1.1.RECEPTORS ACOBLATS A PROTEÏNA G

Els receptors acoblats a proteïna G conformen la més àmplia família de receptors 

cel�lulars de membrana. Aquests receptors intervenen en la resposta cel�lular a una gran 

varietat de molècules senyalitzadores, incloent hormones, neurotransmissors i d’altres 

mediadors locals. Aquestes  molècules  que els activen poden ser molt variades, des de 

proteïnes i pèptids, passant per derivats  d’aminoàcids, fins a àcids grassos, llum, olors, 

etc.

Malgrat la diversitat estructural i funcional de los molècules que s’hi uneixen, tots els 

receptors acoblats  a proteïna G presenten una estructura força similar. Consisteix en una 

única cadena polipeptídica amb set dominis transmembranals. L’extrem amino es situa a 

l’exterior de la cèl�lula, mentre que el carboxil el trobem a l’interior. Tots utilitzen la mateixa 
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regió intracitoplasmàtica per interaccionar amb la proteïna G un cop s’uneix el lligand 

extracel�lular, la que uneix els segments transmembranals 5 i 6 (Gilman 1987). 

Quan els lligands extracel�lulars s’uneixen a aquests receptors es  produeix un canvi 

conformacional que porta a l’activació de les  proteïnes  trimèriques unides a GTP o 

proteïnes G. Aquestes proteïnes, ancorades a la part citoplasmàtica del receptor, on 

actuen com a connectors entre els receptors i els enzims o canals iònics. Hi ha diversos 

tipus de proteïnes G, cadascuna específica per un grup concret de receptors 

transmembranals i per un grup concret de proteïnes de senyalització intracel�lular. No 

obstant, totes presenten la mateixa estructura i actuen de forma similar (Wettschureck and 

Offermanns 2005).

1.1.2.PROTEÏNES G

Les proteïnes G estan formades per 3 subunitats  proteiques, �, � i �. En estat basal, la 

subunitat � uneix GDP i la proteïna es troba inactiva. Quan s’estimula per l’activació del 

receptor, la subunitat � allibera el GDP, permetent la unió de GTP en el seu lloc. Aquest 

intercanvi permet al trímer de dissociar-se en dos components activats: la subunitat � i el 

complex ��. La unió de GTP causa un canvi conformacional que permetrà a la subunitat � 

interaccionar amb les seves  proteïnes diana. El complex �� no canvia de conformació, 

però la regió que anteriorment quedava emmascarada per la subunitat � queda llavors 

exposada per tal d’interaccionar amb un grup diferent de proteïnes diana. Aquestes 

proteïnes diana poden ser tant enzims com canals  iònics localitzats a la membrana 

plasmàtica.

La subunitat � és una GTPasa, i una vegada ha hidrolitzat el GTP a GDP, es torna a 

associar amb el complex �� per formar una proteïna G inactiva, revertint d’aquesta 

manera el procés d’activació generat per la unió lligand-receptor (Figura 1).

Tots els receptors que actuen via AMPc estan acoblats  a proteïna G estimuladora (Gs), 

que activa l’adenilat ciclasa i d’aquesta manera produeix un augment de la concentració 

intracel�lular d’AMPc. Un altre tipus de proteïna G són les proteïnes  G inhibidores (Gi), 

que inhibeixen l’adenilat ciclasa, però actuen principalment regulant de forma directa els 

canals iònics més que disminuint els nivells d’AMPc (Neves et al. 2002).
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Figura 1. Síntesis i degradació de l’AMPc. Un cop s’ha activat el GPCR, la subunitat � de la proteïna G 

es dissocia i  activa l’Adenilat Ciclasa (AC). Aquesta produeix AMPc, que podrà ser degradat mitjançant les 
fosfodiesterases (PDE).

Encara que normalment és la subunitat � la que regula la ciclasa (G�S i G�i), el complex �� 

també ho pot fer a vegades, augmentant o disminuint l’activitat de l’enzim, depenent del 

complex �� i de la isoforma de la ciclasa.

1.1.3.SISTEMES EFECTORS DE L’AMPC

1.1.3.1.Proteïna cinasa A

L’AMPc exerceix el seu efecte en la majoria de cèl�lules  animals mitjançant l’activació de 

la proteïna cinasa dependent d’AMPc (PKA). Aquest enzim catalitza la transferència del 

grup fosfat terminal de l’ATP a serines o treonines específiques de les seves  proteïnes 

diana, regulant d’aquesta manera la seva activitat. Els substrats de la PKA són diferents 

segons el tipus cel�lular, fet que explica que els efectes de l’AMPc siguin tan variables 

depenent del tipus de cèl�lula. Un cop les subunitats catalítiques han exercit la seva 

activitat, són recaptades per les subunitats reguladores i la PKA torna al seu estat basal 

(Brandon et al. 1997).

En el seu estat inactiu, la PKA consisteix en un complex de dues  subunitats catalítiques i 

dues subunitats reguladores. La unió de l’AMPc a les  subunitats reguladores altera la 

seva conformació, provocant que aquestes es dissociïn del complex. Les subunitats 

catalítiques alliberades són llavors actives  per tal de fosforil�lar molècules substrat 

específiques.
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Les subunitats reguladores també són importants per la localització de la cinasa dins  la 

cèl�lula: les proteïnes d’ancoratge a PKA o AKAPs s’uneixen a les  subunitats  reguladores  i 

a la membrana o a un component del citoesquelet, fent que el complex enzimàtic es 

localitzi en un compartiment subcel�lular concret. Algunes d’aquestes  proteïnes 

d’ancoratge també uneixen altres cinases i fosfatases, creant així un complex de 

senyalització.

Les cèl�lules de mamífers  tenen almenys dos tipus de PKAs: les  de tipus I es troben 

principalment al citosol, mentre que les de tipus II són les que s’uneixen a través de les 

AKAPs a la membrana o al citoesquelet. En ambdós casos, un cop s’alliberen i s’activen 

les subunitats catalítiques, aquestes poden migrar cap al nucli, on poden fosforil�lar 

proteïnes de regulació gènica.

1.1.3.2.cAMP response element binding protein (CREB)

Una d’aquestes  proteïnes de regulació gènica que pot ser fosforil�lada al nucli és CREB 

(proteïna d’unió a l’element de resposta a AMPc). A través de la fosforil�lació d’aquesta 

proteïna o d’altres similars, el senyal d’AMPc és capaç d’activar l’expressió de gens els 

quals  el seu promotor contingui una o diverses seqüències  CRE (elements  de resposta a 

AMPc) (Borrelli et al. 1992).

Un cop activada la PKA, les subunitats  catalítiques viatgen cap al nucli i fosforil�len un 

residu de serina de CREB, que s’activa, i s’uneix llavors a seqüències CRE conservades. 

Un cop fosforil�lat, CREB recluta la proteïna coactivadora CBP (proteïna d’unió a CREB), 

que estimula la transcripció gènica.

Aquesta via de senyalització controla molts processos de les cèl�lules, des de la síntesis 

d’hormones a les cèl�lules endocrines fins  a la producció de proteïnes clau per la memòria 

a llarg termina al cervell (Silva et al. 1998).

1.1.3.3.Factor intercanviador de nucleòtids de guanina (GEFs)

Els  GEFs són components de les xarxes de senyalització intracel�lular que estimulen 

l’alliberació de GDP de les GTPases inactives per substituir-lo per GTP i permetre la seva 

activació. En un principi es creia que les accions de l’AMPc en la fisiologia de la cèl�lula 

eren degudes tan sols a l’activació de la PKA. Però el descobriment i la caracterització de 

la família de “sensors” d’AMPc Epac va canviar aquesta idea (Bos 2003). Epac funciona 

com una proteïna d’unió a AMPc amb activitat GEF intrínseca: Epac aparella la producció 

d’AMPc amb l’activació de Rap, una GTPasa de baix pes molecular de la família Ras. Els 
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processos cel�lulars estimulats com a conseqüència de l’activació de Rap mitjançant Epac 

inclouen l’adhesió cel�lular per integrines (Rangarajan et al. 2003), la formació de la 

barrera endotelial (Fukuhara et al. 2005), la formació de les unions tipus gap al cor 

(Somekawa et al. 2005), la senyalització a través de MAPK (Gerlo et al. 2006; Wang et al. 

2006), l’expressió gènica d’hormones (Gerlo et al. 2006), i l’activació de la fosfolipasa C-� 

(PLC-�) (Schmidt et al. 2001). Per tant Epac és una proteïna GEF activada directament 

per AMPc, també anomenada cAMP-GEF. Epac també pot interaccionar amb les 

GTPases de la família Ras, que es troben unides a membrana (Li et al. 2006). D’aquesta 

manera podem trobar Epac actuant en microdominis de membrana rics en aquestes 

GTPases.

1.1.3.4.Canals iònics dependents de nucleòtids cíclics

Els  receptors olfactius són GPCRs específics i actuen a través  de l’AMPc. Al ser 

estimulats per un odorant, activen una proteïna G específica del sistema olfactiu, que 

activa l’AC i augmenten els nivells d’AMPc. Aquest increment obre els canals iònics 

dependents d’AMPc, permetent una entrada de Na+ que despolaritza la neurona i inicia un 

impuls nerviós que viatjarà a través de l’axó fins al cervell.

També existeixen canals iònics dependents de GMPc. Aquests els trobem en cèl�lules 

fotoreceptores, on tenen la funció de traduir els estímuls sensorials lumínics en activitat 

neuronal (Zufall et al. 1994). 

Els  canals iònics dependents de nucleòtids cíclics es troben àmpliament distribuïts al SNC 

i els  canvis que generen en els nivells  de Ca+2 intracel�lular podrien implicar-los en la 

modulació de l’activitat neuronal i la plasticitat sinàptica (Zufall et al. 1997).

1.2. COMPARTIMENTALITZACIÓ DE LA SENYAL D’AMPc

La idea de que la senyalització intracel�lular es  troba compartimentalitzada va sorgir a 

principis dels  anys 80 d’un treball on s’examinaven les  conseqüències funcionals de 

l’activació de l’AC en cardiomiòcits  mitjançant dos GPCRs diferents: el receptor �-

adrenèrgic i el receptor de prostaglandina (Hayes et al. 1980). Mentre que la unió 

d’aquests receptors amb els seus agonistes produïa increments similars en l’AMPc 

“global”, la conseqüència funcional era totalment diferent. Només l’estimulació del receptor 

�-adrenèrgic un augment de la força i la taxa de contraccions, i l’activació de diverses 

isoformes de PKA. Això només es  podia explicar si la senyal d’AMPc es trobava 

compartimentalitzada en aquestes cèl�lules.
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L’activació de les ACs per GPCRs produeix una generació d’AMPc a la part citosòlica de 

la membrana plasmàtica. Aquesta producció pot delimitar-se encara més, ja que les ACs 

les podem trobar localitzades de forma restringida en regions de la membrana plasmàtica. 

Per exemple, a les caveoles i les densitats post-sinàptiques les ACs i els  GPCRs poden 

estar organitzats per formar complexes espacials i funcionals en certes regions 

membranals (Willoughby and Cooper 2007).

És molt important per la compartimentalització de la senyal d’AMPc que proteïnes 

efectores com PKA o Epac siguin captades  en complexes intracel�lulars  específics, 

juntament amb les seves proteïnes substrat. El descobriment de la família de proteïnes 

d’ancoratge AKAPs fou clau per explicar aquest concepte (Figura 2). Les AKAPs recluten 

específicament PKA (Carnegie et al. 2009). Algunes PKAs són espacialment restringides a 

la cèl�lula a través de la unió amb les AKAPs, juntament amb les seves proteïnes substrat. 

Això permet que les AKAPs generin complexes de senyalització concrets en una regió 

espacial que responguin a gradients intracel�lulars d’AMPc definits. Quan les PDEs es 

troben dins  d’aquests complexes o pròximes  a ells, l’acció coordinada entre elles i les ACs 

defineix els nivells  i la persistència de la senyal d’AMPc en una localització concreta de la 

membrana. Algunes AKAPs poden unir de forma addicional altres proteïnes de 

senyalització com diverses proteïnes cinases, fosfatases, GTPases i proteïnes 

adaptadores per aportar més estímuls  reguladors dins d’aquests complexes (Tasken and 

Aandahl 2004). A més, algunes AKAPs poden unir-se a GPCRs i ACs, dirigint l’activitat 

PKA a proteïnes diana associades directament amb la producció d’AMPc.
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Figura 2. Representació d’un microdomini. Es mostren algunes de les proteïnes implicades en generar 
aquests micro-ambients d’AMPc  que difereixen de la resta de regions del citosol. Les ACs es troben 

ancorades a la membrana per proteïnes scaffold pròximes als canals iònics dependents de nucleòtids cíclics 
(Fagan et al. 1998). També es creu que hi ha una PDE estimulada per PKA prop de l’activitat ciclasa (Li  et 

al. 1996). Modificat de (Cooper 2003). 
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2.ADENILAT CICLASES

Les Adenilat Ciclases  (AC) són els enzims encarregats de convertir l’ATP en AMPc i 

pirofosfat. Tot i que l’AMPc va ser descobert al voltant del anys 60, la primera AC no es va 

clonar fins l’any 1989 (Krupinski et al. 1989). Des de llavors s’ha avançat molt en el 

clonatge, la caracterització i l’anàlisi estructural de cadascuna de les isoformes de les 

ACs.

Les ACs vénen regulades per proteïnes G acoblades a receptors transmembranals. Per 

tant, senyals  extracel�lulars  activaran diversos receptors acoblats  a proteïna G que 

modularan els nivells d’AMPc intracel�lular i portaran a l’activació de diverses vies de 

senyalització i, finalment, a una resposta cel�lular. Segons les propietats i els nivells 

d’expressió relatius de cada isoforma en un teixit o cèl�lula concrets, els senyals 

extracel�lulars rebuts a través dels GPCRs poden ser integrats de forma diferent.

Totes elles  comparteixen una gran homologia de seqüència en l’estructura primària del 

seu domini catalític, així com la mateixa estructura tridimensional predita. Cadascuna de 

les AC consisteix en dos dominis hidrofòbics (de 6 regions  transmembrana cadascun) i 

dos dominis citoplasmàtics, resultant en una proteïna pseudosimètrica. Només els dominis 

citoplasmàtics (C1 i C2), que constitueixen el domini catalític, estan subjectes a 

regulacions intracel�lulars específiques per a cada subtipus d’AC. El domini C1 és 

important per la formació d’una estructura en forma de loop que uneix el pirofosfat al lloc 

actiu, mentre que el domini C2 juga un paper clau en la unió de la subunitat Gs� de la 

proteïna G. 

Fins a l’actualitat, nou isoformes d’AC transmembrana s’han identificat en mamífers, i una 

desena forma soluble (sAC), que no respon a proteïna G. Les ACs lligades a membrana 

es solen classificar en quatre categories diferents  segons les seves propietats 

reguladores. El Grup 1 consisteix en les ACs estimulades per Ca+2 (AC1, 3 i 8); el Grup 2 

(AC2, 4 i 7) són estimulades per G��; el Grup 3 el conformen les ACs inhibides per Ca+2 i 

Gi� (AC5 i 6); i el Grup 4 conté la isoforma AC9, insensible a l’agonista forskolina (Taules 

1 i 2). 

Mentre existeix una significant homologia de seqüència entre els  membres dels grups 2 i 

3, els membres del grup 1 són seqüencialment més distants (Kamenetsky et al. 2006). 

Això es veu reflectit en els patrons de regulació dels diversos grups. 
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Taules 1 i 2. Taula resum dels diferents mecanismes de regulació i  l’expressió tissular per a les 9 

isoformes d’Adenilat Ciclases.

Introducció

11

AC Expressió tissular
AC1 Cervell i glàndula adrenal
AC2 Cervell, pulmó, múscul esquelètic i cor
AC3 Epiteli olfactiu, pàncrees, cervell, cor, pulmó i testicles
AC4 Ubiqua
AC5 Cor, nucli estriat, ronyó, fetge, pulmó, testicles i glàndula adrenal
AC6 Cor, ronyó, fetge, pulmó, cervell, testicles, múscul esquelètic i glàndula adrenal
AC7 Ubiqua
AC8 Cervell, pulmó, pàncrees, testicles i glàndula adrenal
AC9 Ubiqua
sAC Testicles (però ha estat detectada en tots els teixits)

Regulació

AC
Localització 

cromosòmica Proteïnes GG reguladores Proteïnes cinases Calci RGS2 Altres

estimulen inhibeixen estimulen inhibeixen

AC1 7p2 Gs�
G�, i, z, o, 

G��
PKC� CaMK IV � CaM PAM

AC8 8q24 Gs� G�� � CaM PP2A

AC3 2p22-24 Gs� G�� PKC� CaMKII � CaM �

AC2 5p15 Gs�, G�� PKC�

AC4 14q11.2 Gs�, G�� PKC�

AC7 16q12-13 Gs�, G�� PKC� PAM

AC5 3q13.2-q21 Gs�, G�� G�, i, z PKC (�, �) PKA � Ca+2 lliure � PAM, Ric8a

AC6 12q12-13 Gs�, G�� G�, i, z
PKA, PKC (�, 

	)
� Ca+2 lliure � PAM, Snapin

AC9 16p13.3 Gs� PKC
� via 

calcineurina



2.1. MECANISMES DE REGULACIÓ DE LES ADENILAT CICLASES

2.1.1.REGULACIÓ PER PROTEÏNES G HETEROTRIMÈRIQUES

Totes les isoformes d’ACs transmembrana s’estimulen per la subunitat � de la proteïna 

unida a GTP Gs (Gs�). Existeix una variant, la Golf,�, que és altament homòloga a la Gs� 

i també estimula les  ACs (Jones and Reed 1989). La proteïna Golf es troba expressada 

principalment al sistema olfactiu, però també es troba a altres teixits, com el nucli estriat. 

En les neurones olfactives i de l’estriat és la subunitat Golf,� la que predomina per sobre 

de la Gs� (Herve et al. 1993). Aquestes proteïnes G s’uneixen al domini C2 de les ACs.

Les diverses  ACs presenten diferents  afinitats per la subunitat Gs�, fet que podria explicar 

les diverses respostes a hormones i neurotransmissors  que incrementen els nivells 

d’AMPc en diferents tipus cel�lulars.

Mentre que totes les formes d’AC són activades per Gs�, la inhibició a través de la 

subunitat Gi� sembla ser específica d’isoforma. Aquests  subunitat de la proteïna Gi actua 

com un inhibidor no competitiu per AC5 i AC6 (Chen-Goodspeed et al. 2005). La proteïna 

Gi� s’uneix al domini C1, i totes les altres ACs en són insensibles.

2.1.2.REGULACIÓ PER Ca+2 i CALMODULINA

El Ca+2 unit a la calmodulina és un important regulador de les ACs del grup 1. La Ca+2/

calmodulina activa AC1 i AC8 mitjançant la unió directa en el lloc d’unió a calmodulina 

situat a la regió C1 de l’AC1 o al domini C2 de l’AC8 (Cali et al. 1994). La calmodulina 

trencaria una interacció autoinhibitòria que es produeix entre els dominis C1 i C2 i la regió 

catalítica. L’activitat d’AC3 també ve estimulada de forma condicional per la calmodulina, 

però requereix la presència de Gs� o forskolina (Choi et al. 1992).

Un altre tipus de regulació pot ser la inhibició dependent de calmodulina mitjançant les 

calmodulina quinases (CaMK). Per exemple, CaMKII fosforil�la directament AC3 i inhibeix 

la seva activitat, i això serveix com un important mecanisme de retroalimentació en el 

sistema olfactiu (Wei et al. 1996); AC1 pot ser fosforil�lada per la CaMKIV, i aquesta 

modificació inhibeix l’activitat estimulada per calmodulina (Wayman et al. 1996).

Totes les isoformes d’AC són inhibides per concentracions elevades i no fisiològiques de 

Ca+2, mitjançant la competició pel Mg+2 al centre actiu. No obstant, AC5 i AC6 poden ser 

inhibides per Ca+2 a concentracions submicromolars (Guillou et al. 1999), fet que pot tenir 
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una gran importància fisiològica en la generació de senyals oscil�lants de Ca+2 i AMPc 

(Cooper and Brooker 1993).

2.1.3.REGULACIÓ PER PROTEÏNES CINASES

La majoria de les ACs vénen regulades per la PKA o la PKC. Per exemple, la PKA serveix 

com a inhibidor retroactiu per les isoformes AC5 i AC6 (Iwami et al. 1995). La regulació 

per PKC pot ser tant inhibidora com estimuladora. Normalment l’estimulació per PKCs 

convencionals (PKC� i PKC�) es  produeix de forma sinèrgica amb altres  formes de 

regulació. En el cas d’una PKC atípica, com la PKC�, l’estimulació de les ACs pot produir 

efectes temporals, prolongant la producció d’AMPc en presència d’inositol trifosfat (IP3), el 

missatger secundari que activa aquesta quinasa (Dessauer and Nguyen 2005). També es 

pot produir una inhibició per PKC, convencionals o atípiques: PKC� inhibeix l’AC4 

estimulada per Gs� (Zimmermann and Taussig 1996); i PKC� i PKC� inhibeixen l’activitat 

d’AC6 (Lai et al. 1997). Els llocs de fosforilació per PKC són força diferents entre les 

diverses isoformes.

S’ha demostrat que altres quinases també exerceixen un efecte regulador sobre les  ACs, i 

algunes fosfatases també podrien regular la seva activitat.

2.1.4.ACTIVACIÓ PER FORSKOLINA

La forskolina és  un diterpè derivat de l’arrel de la planta Coleus forskholii. Produeix una 

forta activació de totes les isoformes d’ACs lligades a membrana menys de l’AC9 (Hacker 

et al. 1998). Una única molècula de forskolina s’uneix entre els dominis C1 i C2, en el lloc 

estructuralment relacionat amb el centre actiu de l’AC (Dessauer et al. 1997). L’AC9 ha 

perdut un residu clau relacionat amb el lloc d’unió a forskolina i per això n’és  insensible. 

AC2, 4, 5, 6 i 7 són activades de forma sinèrgica per Gs  i forskolina, mentre que en AC1, 3 

i 8 l’efecte és additiu. 

2.2. ADENILAT CICLASES I FUNCIÓ CEREBRAL

2.2.1.PLASTICITAT SINÀPTICA I MEMÒRIA

Tot i que la majoria d’ACs es troben expressades a nivell cerebral, la seva expressió es 

troba restringida a certes estructures del SNC (Sanabra and Mengod 2011). Les ACs 

activades per Ca+2/calmodulina (AC1 i AC8) són les que tenen un paper clau en la funció 

cerebral, especialment en la plasticitat sinàptica, la potenciació a llarg termini (LTP) i la 

memòria.
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L’AC1 està expressada majoritàriament a l’hipocamp, el neocòrtex, el còrtex entorrinal, el 

cerebel, el bulb olfactiu i la glàndula pineal (Xia et al. 1991). Per poder estudiar la funció 

d’aquesta isoforma, ratolins knockout per AC1 (AC1-/-) foren generats per Wu i 

col�laboradors (1995). Els ratolins AC1-/- presentaven una activitat estimulada per Ca+2 

disminuïda al cerebel, el còrtex i la formació hipocampal. La disminució dels nivells 

d’AMPc estimulats per Ca+2 correlacionava amb una disminució de LTP al les  regions 

CA1/CA3 de l’hipocamp i al cerebel, i amb un dèficit en la memòria espacial (Storm et al. 

1998). Els dèficits observats a l’hipocamp es produïen a les  primeres fases de l’LTP, 

suggerint una contribució en la plasticitat enzimàtica d’aquesta activitat ciclasa. La 

sobreexpressió d’AC1 produeix una millora en la memòria de reconeixement i l’LTP degut 

a una millora en la senyalització ERK/MAPK (Wang et al. 2004).

L’AC8 també es troba expressada en múltiples regions cerebrals, com l’hipocamp, el bulb 

olfactiu, el tàlam, l’habènula, el còrtex cerebral i els nuclis supraòptic i paraventricular de 

l’hipotàlam (Cali et al. 1994). Els ratolins  AC8-/- mostren una activitat AC estimulada per 

Ca+2 disminuïda a l’hipocamp, l’hipotàlam, el tàlam i el tronc de l’encèfal, i no presenten 

LTP de fibres mossy (Schaefer et al. 2000). La plasticitat a curt termini també es veu 

afectada en aquests ratolins.

Encara que tinguin funcions comuns, també existeixen diferències en les vies que 

controlen AC1 i AC8. Per exemple, l’AC1 és necessària per la plasticitat homeostàtica 

durant activitats de deprivació (Gong et al. 2007), mentre que l’AC8 està més implicada en 

la plasticitat sinàptica relacionada amb l’ansietat (Schaefer et al. 2000).

2.2.2.PLASTICITAT SINÀPTICA RELACIONADA AMB EL DOLOR

S’ha pogut establir un paper clau de l’AMPc en la sensibilització dels nociceptors i en la 

projecció de neurones nociceptives de la medul�la espinal després d’estímuls nocius i 

inflamació (revisat a (Hucho and Levine 2007)).

L’AC1 té un paper important en el dolor muscular agut i crònic, tot i que altres ACs 

presents poden restablir la seva funció. L’AC5 també té un fort efecte en les  respostes 

agudes i cròniques al dolor; de fet els ratolins AC5-/- presenten una resposta al dolor 

atenuada (Kim et al. 2007).

Els  estudis farmacològics confirmen la medul�la espinal com el principal lloc d’acció per la 

resposta el dolor, i tant AC1 com AC5 les trobem expressada a nivell de la medul�la 

espinal (Ehnert et al. 2004).
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2.2.3.EXCITOTOXICITAT I NEURODEGENERACIÓ

L’AC1 estimulada per Ca+2 modula les respostes neuronals a excitotoxicitat i podria servir 

com a nova diana terapèutica pel tractament de l’excitotoxicitat neuronal en l’ictus i les 

malalties neurodegeneratives, ja que els ratolins AC1-/- presenten una mort neuronal 

disminuïda per excitoxicitat provocada per glutamat (Wang et al. 2007).

2.2.4.FUNCIONS MOTORES

L’estriat és la regió cerebral més important per la planificació i la programació dels 

moviments voluntaris, i aquestes funcions impliquen la senyalització a través dels 

receptors de dopamina. L’AC5 la trobem altament expressada a l’estriat, i els  animals 

AC5-/- mostren una reducció de l’activitat induïda per forskolina a l’estriat, però també al 

còrtex cerebral i el cerebel. Només un 10% de l’activitat AC estimulada pel receptor de 

dopamina D1 i un 17% de l’activitat estimulada pel receptor d’adenosina A2A resten a 

l’estriat d’aquests ratolins, mentre que l’activitat inhibitòria d’AC del receptor de dopamina 

D2 és totalment absent (Lee et al. 2002). L’AC5 és la isoforma acoblada al receptor D2 i té 

un paper molt important en els efectes secundaris motors de les  drogues antipsicòtiques. 

A més, l’AC5 és l’enzim de convergència entre les senyals  dopaminèrgiques D1 i D2, i la 

inhibició d’AC5 a través de la proteïna Gi� és crucial pel control motor depenent d’AMPc.

2.2.5.DROGODEPENDÈNCIA

2.2.5.1.Morfina

L’analgèsia induïda per opiacis és deguda a l’activació de la proteïna Gi acoblada al 

receptor opioide μ, i també, però no tant, al receptor opioide � . Les seves propietats 

analgèsiques estan relacionades a la inhibició de l’AC, la inhibició dels canals de Ca+2 

dependents de voltatge, i a l’activació dels canals de K+ per la proteïna Gi (Nestler and 

Aghajanian 1997). L’ús a llarg termini de morfina produeix una regulació a l’alça dels 

components de la transducció de senyal de l’AC (AC, PKA o CREB) en regions del cervell 

associades al reforç i la retirada en drogues. L’AC1 i l’AC8 es troben regulades a l’alça en 

exposicions a llarg termini de morfina.

L’AC5 també s’ha vist implicada com a mediador de l’acció de la morfina a l’estriat (Kim et 

al. 2006). Els nivells més alts  de receptors opioides μ els  trobem a l’estriat, implicats en 

mecanismes de recompensa (Mansour et al. 1994), i d’aquí els  efectes comportamentals 

de la morfina.
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La senyalització per AMPc és, doncs, important en la dependència a opioides: AC1 i AC8 

tenen papers importants  en la retirada, l’hiperlocomoció, i les respostes d’aprenentatge; 

mentre que l’AC5 es troba involucrada en els efectes en el comportament de la morfina, 

incloent analgèsia, locomoció, recompensa, tolerància i retirada.

2.2.5.2.Etanol

Un augment en els nivells d’AMPc (degut a la sobreexpressió d’AC7) resulta en nivells 

elevats de DARPP32 fosforil�lada, una fosfoproteïna regulada per dopamina i AMPc, i que 

ha estat relacionada amb els efectes motivacionals de l’alcohol (Donohue et al. 2005). 

L’activitat AC7 en plaquetes s’ha proposat com un marcador per l’alcoholisme (Tabakoff et 

al. 1988).

2.3. ADENILAT CICLASES I SISTEMA OLFACTIU

Els odorant interaccionen amb els receptors acoblats a proteïna G per estimular l’AC a 

través de la Golf. L’AMPc s’uneix directament al canals iònics dependents de nucleòtids 

cíclics  (CNG) produint una entrada de cations  (principalment Ca+2, però també Na+) i una 

petita despolarització de les neurones olfactives. L’entrada de Ca+2 obre els  canals de Cl- 

dependents de Ca+2, per polaritzar encara més la neurona, generant un potencial d’acció.

L’AC3, així com la proteïna Golf i els canals CNG, els trobem expressats  a l’epiteli olfactiu, 

i la supressió gènica d’AC3 confirma el seu paper clau en l’olfacte (Wong et al. 2000).

2.4. ADENILAT CICLASES I FUNCIÓ CARDÍACA

L’estimulació simpàtica al cor porta a un increment de l’activitat AC, que resulta en una 

activació de la PKA i la fosforilació d’un gran nombre de proteïnes efectores. Aquests 

substrats  de la PKA es troben implicats en la contractilitat cardíaca, la captació de Ca+2 i la 

relaxació cardíaca. L’AC5 i l’AC6 són les isoformes majoritàries al miòcits cardíacs.

L’eliminació del gen de l’AC5 porta a una disminució de l’activitat basal i estimulada a les 

membranes cardíaques i als miòcits aïllats (Okumura et al. 2003).

Però el major efecte de la supressió d’AC5 el trobem a la regulació de l’AMPc al sistema 

parasimpàtic. Aquesta eliminació resulta en una pèrdua completa de la inhibició per Gi 

mitjançant l’acetilcolina i en una significant reducció de la inhibició de la producció d’AMPc 

deguda al Ca+2 (Okumura et al. 2003). Aquests efectes en la regulació de la funció 

cardíaca parasimpàtica podrien explicar en part l’increment de la freqüència cardíaca 
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basal observat en els ratolins AC5-/-. Aquests animals tenen més esperança de vida i 

estan protegits en front miopaties cardíaques degudes a l’edat (Yan et al. 2007).

La supressió d’AC6 resulta en un fenotip diferent. Tant AC5 com AC6 s’expressen igual al 

néixer, però AC5 és la isoforma dominant en el cor adult. L’eliminació d’AC6 no produeix 

canvis en els nivells  d’AMPc en condicions  basals (Tang et al. 2008), però s’han observat 

nivells disminuïts d’AMPc en miòcits estimulats.

Ambdues isoformes són altament regulades amb un gran nombre d’inputs inhibitoris  per 

tal de controlar curosament els nivells d’AMPc. Clarament, el cor té moltes maneres de 

controlar de forma precisa la producció i la utilitat d’aquest missatger secundari.

2.5. ADENILAT CICLASES I DIFERENCIACIÓ CEL�LULAR

En la majoria de tipus cel�lulars, la concentració intracel�lular d’AMPc afecta a la 

progressió del cicle cel�lular. L’augment dels nivells  d’AMPc intracel�lulars normalment 

suprimeix els senyals mitòtics a través de la fosforilació de Raf per PKA (Chen and 

Iyengar 1994). La identitat molecular de cada isoforma expressada en una cèl�lula i 

l’habilitat d’aquesta isoforma per integrar els senyals provinents dels  receptors de factors 

de creixement són determinants en la proliferació cel�lular. La importància de l’AMPc en la 

diferenciació cel�lular s’ha pogut demostrar in diferents  tipus cel�lulars  on la diferenciació 

ve acompanyada per l’expressió d’ACs específiques.

2.6. ADENILAT CICLASES I FUNCIÓ ESPERMÀTICA

Els nivells intracel�lulars d’AMPc a l’esperma regulen la mobilitat dels espermatozous i la 

seva capacitat per fertilitzar l’òvul (Leclerc et al. 1996). Aquesta capacitat de l’esperma 

s’inicia per un increment de les concentracions de HCO3-, que activen directament l’única 

AC de mamífers que no està unida a membrana, la sAC. (Demarco et al. 2003). Aquest 

increment dels nivells d’AMPc és necessari per induir la capacitació de l’esperma a través 

de diverses vies de senyalització (Carrera et al. 1996). Els  ratolins  deficients  per sAC no 

mostren canvis en la histologia o el comportament, únicament són infèrtils i els seus 

espermatozous no es mouen (Esposito et al. 2004).

2.7. ADENILAT CICLASES COM A DIANA FARMACOLÒGICA

Les diverses isoformes d’ACs s’estan estudiant com a dianes terapèutiques potencials, 

degut a la seva implicació en nombrosos processos fisiològics. Alguns compostos ja es 

troben en ús clínic (com el compost NKH447, aprovat al Japó pel tractament de l’atac de 
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cor avançat), i d’altres estan encara en fases  preclíniques. És important trobar inhibidors  o 

activadors selectius per cada isoforma, ja que cadascuna té un paper diferent en la 

regulació dels nivells  d’AMPc en diversos teixits. Però aquest objectiu ha esdevingut un 

gran repte pels investigadors, ja que les nou isoformes d’ACs unides a membrana 

comparteixen una estructura molt similar i són altament homòlogues en els seus centres 

actius. Això ha fet que s’hagin centrat esforços en regular les concentracions i les 

propietats  farmacocinètiques dels compostos no selectius per tal de poder utilitzar-los amb 

finalitats terapèutiques  i esperant els  mínims efectes  adversos (revisat a (Pierre et al. 

2009)).
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3.FOSFODIESTERASES 

Les fosfodiesterases de nucleòtids cíclics (PDEs) són una família de fosfohidrolases 

relacionades entre si que catalitzen de forma selectiva la hidròlisis dels enllaços 3’ fosfat 

cíclic d’adenosina (AMPc) i/o guanosina (GMPc) 3’,5’ monofosfat cíclic.

Poc després del descobriment de l’AMPc per Sutherland i col�laboradors, es va descriure 

l’activitat PDE de nucleòtids cíclics (Butcher and Sutherland 1962). Amb el descobriment 

del GMPc, es va comprovar que tant AMPc com GMPc podien ser hidrolitzats pel mateix 

tipus d’activitat. Posteriorment, amb els  assajos realitzats utilitzant substrats radioactius, 

es va arribar a la conclusió que havien d’existir formes múltiples de PDEs amb propietats 

cinètiques i reguladores diferents (Thompson et al. 1979; Beavo et al. 1982). No obstant, 

fins  que no van arribar les tècniques de fraccionament d’alta resolució, els anticossos 

monoclonals, i les tècniques de seqüenciació i clonatge molecular, no es va poder 

demostrar el gran nombre de productes gènics diferents de les PDEs.

Cada únic tipus cel�lular pot expressar diverses PDEs. De fet, la naturalesa i localització 

d’aquestes PDEs funcionaran com a regulador de la concentració local d’AMPc o GMPc 

dins la cèl�lula. Les  PDEs es  regulen no tan sols a nivell genètic, sinó també per diversos 

mecanismes bioquímics com fosforilació/desfosforilació, unió al�lostèrica d’AMPc o GMPc, 

unió de Ca+2/calmodulina, i diferents interaccions proteïna-proteïna.

De forma generalitzada, aquestes proteïnes poden actuar com efectors en la transducció 

de senyals   per la seva interacció amb GPCRs (Stryer 1996); com a reguladors 

homeostàtics controlant els  nivells d’AMPc i GMPc; com factors clau en vies cel�lulars 

dependents de nucleòtids cíclics (Conti et al. 1995); o com a responsables  de la seva 

compartimentalització cel�lular (Houslay 1995; Baillie and Houslay 2005).

3.1. CLASSIFICACIÓ I NOMENCLATURA DE LES PDES

La superfamília de les PDEs la conformen 11 famílies diferents producte de 21 gens. No 

obstant, existeixen més de 21 ARNm i proteïnes que es transcriuen d’aquests gens degut 

als inicis  de transcripció alternatius i a l’splicing alternatiu de les molècules precursores de 

l’ARNm. Es calcula que es produeixen més de 100 ARNm diferents, i que la majoria es 

tradueixen a proteïnes.
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Les famílies de PDE es  classifiquen segons la seqüència d’aminoàcids que les 

conformen, les seves propietats  bioquímiques, la sensibilitat que presenten a inhibidors, 

els mecanismes reguladors i les seves afinitats per AMPc o GMPc (Taula 3).

Existeix una rellevància fisiològica de l’existència de múltiples isoformes de PDEs en 

l’organisme. Encara que existeixi certa redundància entre els diversos enzims, la majoria, 

sinó totes, les diferents variants de PDEs tenen papers fisiològics específics. 

Taula 3. Principals característiques de les famílies de fosfodiesterases (Bender and Beavo 2006).

El fet que existeixin diferents ARNm i seqüències proteiques, així com llocs  d’inici de 

transcripció alternatius regulats per diferents regions promotores, té una importància 

funcional.
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El gran nombre de PDEs presents en mamífers ha promogut certa polèmica en qüestions 

de nomenclatura. Això es va intentar solucionar fa uns anys, quan un grup d’experts en el 

tema van arribar a un sistema consens que des de llavors segueixen la majoria d’autors 

(Beavo et al. 1994). La nomenclatura d’una de les variants quedaria de la següent 

manera: mPDE4B2, on m designa l’espècie (mice o ratolí en aquest cas); PDE4 la família; 

B el gen dins la família; i 2 la variant d’splicing.

3.2. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LES PDES

Totes les PDEs comparteixen una estructura molt similar que pot dividir-se en tres dominis 

diferents: un domini a l’extrem amino (NH2), una regió conservada que conforma el domini 

catalític, i un tercer domini a l’extrem carboxil (COOH).

Els  plegaments i elements estructurals de cada domini catalític són força similars  tot i que 

la seqüència per a cadascun d’ells només presenti una homologia al voltant del 30% entre 

les diferents famílies, però fins a un 65% entre membres de la mateixa família. Aquests 

dominis catalítics contenen tres subdominis  formats bàsicament per 16 hèlixs. El centre 

actiu el conforma la unió d’aquestes hèlixs per residus altament conservats entre totes  les 

PDEs. A la zona d’unió a substrat ho trobem dos llocs  d’unió a cations divalents  (Zn+2 i Mg
+2). El lloc d’unió a Zn+2 té dos residus d’histidina i dos d’àcid aspàrtic absolutament 

conservats entre totes  les PDEs. Aquests residus formen part de la seqüència de 

reconeixement de les PDEs de nucleòtids cíclics, que a la vegada forma part d’un domini 

estructural que comparteixen les superfamílies d’enzims amb activitat fosfohidrolasa.

Els  estudis estructurals  han proposat un mecanisme molecular per explicar l’especificitat 

per nucleòtids cíclics de les PDEs, el que s’anomena intercanviador de glutamina. Sembla 

que existeix un residu de glutamina conservat que estabilitza la unió de l’anell de purina. 

Per tal de poder formar els ponts d’hidrogen en la hidròlisis tant d’AMPc com de GMPc, 

aquesta glutamina ha de ser capaç de rotar lliurement. Per les PDEs que hidrolitzen de 

forma selectiva AMPc a baixes concentracions, aquesta glutamina queda restringida de 

moviment per residus aminoacídics veïns  que afavoreixen la orientació per la unió 

d’AMPc. El mateix passa amb el GMPc, però amb una altra orientació de la glutamina 

afavorint la seva unió.

L’extrem N-terminal de la majoria de PDEs presenta funcions reguladores que tenen 

impacte en el domini catalític de l’enzim. Aquests dominis  són essencials per la unió a 

lligand, l’oligomerització i el reconeixement/fosforilació de quinases. Aquests dominis 
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també són capaços de controlar la conformació del domini catalític i presenten una 

marcada homologia entre les diverses PDEs que els presenten. També s’han descrit 

dominis reguladors a l’extrem C-terminal, bàsicament llocs de fosforilació per quinases.

3.3. PDEs COM A DIANA FARMACOLÒGICA

Els inhibidors de PDE s’uneixen a lloc actiu i es poden unir de tres formes diferents: a 

través de ponts d’hidrogen amb residus implicats en la unió a nucleòtids, a través  de la 

interacció amb residus hidrofòbics que conformen el lloc d’unió o a través de la interacció 

amb els cations divalents mitjançant molècules d’aigua (Card et al. 2004; Jeon et al. 

2005).

Una de les raons per les quals s’ha considerat les PDEs com a dianes terapèutiques  és el 

principi farmacològic bàsic que regular la degradació de qualsevol lligand o missatger 

secundari porta sovint a un canvi més ràpid i més gran en la seva concentració en 

comparació amb la regulació de la seva síntesis.

Una altra raó per la qual són bones dianes farmacològiques es  relaciona amb les 

concentracions dels seus substrats a les  cèl�lules. Els nivells  d’AMPc i GMPc en la 

majoria de cèl�lules són <1 a 10 μM. Això significa que un inhibidor competitiu no 

necessita competir amb nivells molt elevats de substrat endogen per ser efectiu. En el cas 

de les quinases, que utilitzen ATP com a substrat, molt abundant a nivell cel�lular, dificulta 

la creació d’inhibidors. Al mateix temps, un inhibidor com aquest ha de ser selectiu entre 

els altres milers d’enzims que utilitzen ATP. Però el fet que les PDEs són relativament 

úniques en els requeriments de reconeixement de substrat i que utilitzen un substrat que 

és de 100 a 1000 vegades més baix que l’ATP, fa que siguin una diana farmacològica molt 

més atractiva que d’altres enzims.

Els  primers inhibidors  de PDE tenien un índex terapèutic molt estret, ja que inhibien a la 

majoria o pràcticament tota l’activitat PDE en tots els teixits. Entre ells  destaquen les 

metilxantines (cafeïna, teofilina, IBMX o papaverina), inhibidors no selectius amb molts 

efectes secundaris. Més endavant es va desenvolupar una segona generació d’inhibidors, 

amb major afinitat i selectivitat per cadascuna de les famílies de PDEs. Dins d’aquest grup 

podem destacar els inhibidors  de PDE5 (sildenafil o Viagra, vardenafil i tadalafil) o els 

inhibidors de PDE4, àmpliament utilitzats en el tractament de diferents  patologies com les 

malalties respiratòries (cilomilast i roflumilast) o la depressió (rolipram).
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Se sap que s’expressen un gran nombre de PDEs en els teixits dels mamífers, i que 

cadascuna d’aquestes  PDEs té una estructura diferent en el lloc actiu. A més, el fet que 

existeixen diverses isoformes va lligat amb les  distintes  funcions fisiològiques  que 

exerceix cadascuna en l’organisme i, per inferència, a condicions patològiques vàries. Per 

tant, seria possible i d’un gran interès poder desenvolupar inhibidors selectius d’isoforma 

per tal de modificar o modular funcions específiques i condicions patològiques sense tenir 

efectes secundaris no desitjats degut a la inespecificitat del compost (Bender and Beavo 

2006).

A continuació passarem a resumir les principals característiques de cadascuna de les 11 

famílies de PDEs i les seves isoformes, fent principal èmfasis en la PDE4, essent part 

central d’aquest treball.

3.4. SUPERFAMÍLIA DE LES PDEs

3.4.1.FAMÍLIA PDE1

Les PDE1s, fosfodiesterases Ca+2/calmodulina dependents, van ser una de les primeres 

famílies en ser identificades  (Cheung 1970). La unió d’un complex Ca+2/calmodulina 

(CaM) per monòmer en els llocs d’unió propers a l’extrem N-terminal estimularà la 

hidròlisis  del nucleòtid cíclic. Les tres  isoformes de PDE1 que es  coneixen, PDE1A, 

PDE1B, i PDE1C, es  troben expressades en diferents  tipus cel�lulars i regions 

intracel�lulars i, d’aquesta manera, poden ajudar a regular de forma diferencial una sèrie 

de processos fisiològics dependents de nucleòtids cíclics d’una forma calci-dependent 

(Goraya and Cooper 2005).

Tots els enzims de la família PDE1 poden hidrolitzar tant AMPc com GMPc, però l’afinitat 

per cada nucleòtid varia segons la isoforma. Les PDE1As són altament específiques per 

GMPc; no obstant, a nivells elevats d’ambdós substrats, les taxes d’hidròlisis són més 

similars. Els enzims PDE1B també prefereixen GMPc com a substrat, mentre que les 

PDE1Cs hidrolitzen els dos nucleòtids per igual.

Les tres isoformes de PDE1 són productes de tres  gens diferents, i les  tres tenen variants 

úniques producte de l’splicing alternatiu o de llocs d’inici de transcripció alternatius. Les 

diferències que s’observen entre elles són bàsicament en l’afinitat per CaM, ja que les 

seqüències N-terminal en les  que difereixen es troben en els  dominis d’unió a CaM o bé 

molt a prop.
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Totes les isoformes de PDE1 es troben expressades en el cervell i en moltes neurones 

perifèriques, però en diferents quantitats  depenent de la regió (Yan et al. 1995). 

L’expressió de PDE1 es troba localitzada de forma diferent no només segons la regió, sinó 

també entre les neurones del mateix tipus dins d’una única regió. Algunes PDE1 també 

les trobem expressades en els testicles i l’esperma en el sistema reproductiu (Yan et al. 

2001), en el cor i els  vasos sanguinis, i en macròfags i cèl�lules T en el sistema immune 

(Essayan 2001). La majoria d’isoformes es creu que són citosòliques.

S’han descrit diverses funcions de les PDE1s. Les PDE1As participen probablement en la 

contracció de la musculatura llisa vascular (Nagel et al. 2006) i podrien tenir un paper en 

la funció espermàtica. La PDE1B es troba implicada en la senyalització dopaminèrgica 

(Reed et al. 2002) així com en l’activació i supervivència de les  cèl�lules del sistema 

immune (Bender et al. 2005). La PDE1C és necessària per la proliferació de les cèl�lules 

de la musculatura llisa vascular (Vandeput et al. 2007) i podria regular també la funció 

espermàtica i la senyalització neuronal.

3.4.2.FAMÍLIA PDE2

La PDE2 és un enzim de substrat dual que presenta la mateixa taxa d’hidròlisis  per AMPc 

i GMPc. La seva característica principal és que ve estimulada de forma al�lostèrica per la 

unió de GMPc a un dels seus  dominis GAF. Només se n’ha descrit una isoforma, la 

PDE2A. PDE2 s’expressa en un gran nombre de tipus  cel�lulars, té una regulació 

bioquímica força complexa, i té la capacitat d’hidrolitzar tant AMPc com GMPc amb 

activitat elevada, per tant és lògic pensar que estarà involucrada en regular una gran 

varietat de processos diferents i les seves funcions no poden ser generalitzades.

Les proteïnes PDE2 es troben expressades en cor, fetge, glàndula adrenal i plaquetes 

(Martins et al. 1982; Yamamoto et al. 1983); i també s’han identificat en cervell, cèl�lules 

endotelials i macròfags (Bender et al. 2004). Com en el cas de la resta de PDEs, la seva 

expressió és regulada, i un cop generada, es pot trobar en regions concretes o tipus 

cel�lulars específics dins d’un mateix teixit. 

Degut a la seva característica d’enzim de substrat dual, s’ha observat que sovint la PDE2 

intervé en la comunicació en les vies d’AMPc i GMPc; regula la secreció d’aldosterona a la 

glàndula adrenal (Cote et al. 1999), l’AMPc i la fosforilació per PKA dels canals de Ca+2 al 

cor (Verde et al. 1999), els nivells  de GMPc a les  neurones, la memòria a llarg termini 

(Boess et al. 2004), i la funció de barrera de les cèl�lules endotelials  sota condicions 

inflamatòries (Seybold et al. 2005).
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3.4.3.FAMÍLIA PDE3

La característica principal de la família de PDE3 és la seva propietat bioquímica 

d’hidrolitzar tant AMPc com GMPc, però amb la particularitat que la hidròlisis d’AMPc pot 

ser inhibida per GMPc. També es distingeix per l’habilitat de ser activada per diverses vies 

de fosforilació incloent la via de PKA i la via PI3K/PKB. In vitro, el GMPc pot actuar com 

un inhibidor de la hidròlisis d’AMPc. Aquesta inhibició també s’ha descrit en cèl�lules, com 

s’ha observat en plaquetes (Maurice and Haslam 1990), i es creu que passa el mateix a la 

resta de cèl�lules que contenen PDE3.

S’han identificat dues  isoformes de PDE3, PDE3A i PDE3B. Ambdues presenten un alt 

grau d’homologia entre els seus aminoàcids, al voltant del 80%, i propietats cinètiques 

similars. 

L’activitat de PDE3A i PDE3B ve regulada per fosforilació en resposta a estimulació 

hormonal en molts  tipus cel�lulars  (Shakur et al. 2001). Es creu que aquestes 

fosforilacions són importants per molts dels processos  biològics controlats per hormones 

com la insulina o la leptina.

S’han descrit tres variants de la isoforma PDE3A (PDE3A1/2/3) (Wechsler et al. 2002). En 

el cas de la PDE3B, s’han detectat proteïnes de diferents mides, però no s’han identificat 

variants d’splicing o d’inici de transcripció alternatiu. Es pensa que aquestes proteïnes de 

mides diverses que s’han aïllat dels teixits són degudes a la proteòlisis.

La isoforma PDE3A la trobem expressada de forma abundant a les plaquetes, i també a la 

musculatura llisa vascular, als miòcits cardíacs i als  oòcits. La PDE3B és una PDE 

majoritària del teixit adipós, el fetge i el pàncrees, així com de molts teixits del sistema 

cardiovascular (Shakur et al. 2001). 

La PDE3A regula la contracció cardíaca (Hambleton et al. 2005), l’agregació plaquetària 

(Sun et al. 2007), la contracció de la musculatura llisa vascular, la maduració dels oòcits 

(Richard et al. 2001) i regula l’alliberació de renina (Friis  et al. 2002). La PDE3B intervé en 

la senyalització per insulina, especialment en el seu efecte antilipolític (Degerman et al. 

1998), regula la proliferació i el cicle cel�lular i intervé en l’efecte inhibitori de la leptina 

sobre la secreció d’insulina i l’alliberació de renina (Zhao et al. 2002).

3.4.4.FAMÍLIA PDE4

Aquesta és una família d’enzims amb activitat PDE específica per AMPc a nivells  baixos 

de substrat. Aquesta activitat va ser caracteritzada en un principi pel fet que podia ser 

inhibida de forma selectiva pel compost rolipram. És una de les famílies de PDEs més 
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estudiada, i es coneix molt sobre les seves propietats bioquímiques, els gens i la seva 

funció fisiològica. 

3.4.4.1.Estructura de les PDE4

S’han descrit quatre gens (PDE4A-D), i cada gen conté múltiples variants. De fet, en 

l’actualitat n’hi ha descrites més d’una vintena, i cadascuna d’aquestes variants  es 

caracteritza per una regió N-terminal única, que codifica per dominis reguladors  i llocs de 

fosforilació. Per generar totes aquestes isoformes diferents s’han caracteritzat diversos 

promotors, tot i que un dels més comuns entre elles  és el promotor CRE, al qual s’uneix la 

proteïna d’unió a CRE (CREB) i que es regula a través de l’AMPc.

Les isoformes funcionals de PDE4 es poden dividir (Figura 3) en tres categories 

principals: llargues, curtes i supercurtes (Bolger et al. 1993; Houslay 2001). Les isoformes 

llargues es caracteritzen per dos dominis conservats a les quatre subfamílies de PDE4, 

anomenats upstream conserved regions 1 i 2 (UCR1 i UCR2). A diferència de les formes 

llargues, les curtes no contenen l’UCR1, mentre que les formes supercurtes no només els 

falta l’UCR1, sinó que tenen un UCR2 truncat. Aquestes dues regions s’uneixen a través 

de la regió d’unió 1 (LR1), la composició de la qual es diferent entre les subfamílies  de 

PDE4; l’UCR1 s’uneix a la regió catalítica a través de LR2, que també difereix entre les 

quatre variants  de la família. La unitat catalítica, composta per uns  300 aminoàcids, 

consta de tres subdominis  diferents. I també hi trobem una regió a l’extrem C-terminal, de 

la qual encara no se sap ben bé la seva funció, i que és única per cadascuna de les 

quatre subfamílies.

Els  dominis UCR1 i UCR2, quan van ser descrits per primer cop, es van proposar com 

elements característics  de les PDE4 (Bolger et al. 1993). Estudis més recents han pogut 

confirmar que UCR1 i UCR2 formen part de la maquinària molecular que confereix 

funcions reguladores clau a la unitat catalítica de les PDE4 (Beard et al. 2000). Això ajuda 

a explicar perquè l’splicing alternatiu de l’ARNm genera formes llargues, curtes o 

supercurtes que varien en UCR1/2 i per tant, tenen diferents propietats reguladores. El 

primer indici que UCR1/2 exercien un paper regulador es va observar al eliminar l’UCR2, 

en particular la seva regió N-terminal, que va portar a un increment de l’activitat catalítica 

de l’enzim. Això indicava que UCR2 podia tenir un efecte inhibitori constitutiu en l’activitat 

de PDE4 (Jin et al. 1992). Sorprenentment, aquesta part N-terminal de l’UCR2 que 

interacciona amb l’UCR1 és la que es troba absent en les formes supercurtes de PDE4.
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Figura 3. Estructura dels gens de les diverses variants de les quatre isoformes de PDE4. Les 

isoformes llargues contenen dos UCRs, mentre que les isoformes curtes els han perdut per splicing 
alternatiu. Modificat de (Bender and Beavo 2006).

3.4.4.2.Regulació per PKA

Les isoformes llargues de les  quatre subfamílies  de la PDE4 poden ser activades a través 

de la fosforilació de PKA d’un residu de serina a l’extrem N-terminal a la part final de la 

regió UCR1 (Sette and Conti 1996). Aquesta fosforilació incrementa l’activitat de PDE4 al 

voltant del 60% per a les isoformes llargues (MacKenzie et al. 2002).

La fosforilació per PKA de les diverses isoformes de PDE4 porta a l’activació d’aquestes, 

a una sensibilitat a Mg+2 alterada, a una sensibilitat a rolipram alterada i a la capacitat de 

modificar la inhibició produïda per ERK (descrit més endavant). Aquest mecanisme de 

regulació pot explicar en part el mecanisme de dessensibilització cel�lular a la 

senyalització per AMPc (Oki et al. 2000).
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3.4.4.3.Regulació per ERK-MAPK

La via de senyalització ERK-MAPK conforma una ruta per la qual diversos factors  de 

creixement i hormones exerceixen els seus efectes en el creixement cel�lular i la 

supervivència. El tercer subdomini de la unitat catalítica de totes les subfamílies  de PDE4, 

excepte PDE4A, conté un únic motiu consens per ERK que conté un residu de serina que 

pot ser fosforil�lat per aquesta cinasa (Baillie et al. 2000).

La fosforilació per ERK de les isoformes llargues de PDE4 porta a una inhibició de la seva 

activitat. En cèl�lules intactes, la inhibició per fosforilació d’ERK pot produir un increment 

localitzat dels nivells d’AMPc, permetent l’activació de la PKA. D’aquesta manera PKA pot 

fosforil�lar el residu de serina del domini UCR1 de la PDE4, eliminant així l’efecte inhibitori 

produït per la fosforilació d’ERK (Hoffmann et al. 1999). Per tant podem dir que l’efecte 

inhibitori d’ERK és transitori, ja que pot ser revertit ràpidament per l’acció de la PKA.

3.4.4.4.PDE4 i Complexes de Senyalització

Una de les característiques de les PDE4 és la seva capacitat per actuar en regions 

intracel�lulars específiques, formant part de microdominis de senyalització a través 

d’AMPc. Aquesta acció és deguda a la interacció d’aquets enzims amb diverses proteïnes 

scaffold, receptors, cinases, canals iònics o el sensor d’AMPc Epac, que faciliten la 

localització de les PDE4 i altres proteïnes efectores en aquests microdominis.

3.4.4.4.1.Arrestina

La família del gen de l’arrestina consisteix en quatre membres: �-arrestina 1 i �-arrestina 

2, i dos arrestines més del sistema visual (Luttrell and Lefkowitz 2002). Aquestes 

serveixen com a proteïnes scaffold de senyalització, i tenen un paper clau en mecanismes 

de dessensibilització cel�lular ja que desacoblen els GPCRs dels seus efectors cel�lulars.

Les � -arrestines formen un complex amb els enzims PDE4, facilitant l’enviament d’un 

enzim capaç de degradar AMPc als llocs de la membrana plasmàtica on es genera aquest 

AMPc. Les  isoformes de les quatre subfamílies de PDE4 poden interaccionar amb �-

arrestina1/2, fet que implica que una regió comú en la unitat catalítica de les PDE4 és el 

lloc d’unió per les �-arrestines (Perry et al. 2002).
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3.4.4.4.2.AKAPs

Aquestes proteïnes d’ancoratge s’uneixen a PKA, i són capaces de detectar gradients 

intracel�lulars d’AMPc i generar una resposta compartimentalitzada en les proteïnes  diana 

de PKA associades a o pròximes a elles.

L’habilitat de les  PDEs per interaccionar amb les AKAPs ofereixen la possibilitat de poder 

controlar l’activitat de PKA mitjançant la regulació de les  PDEs. Les isoformes llargues de 

PDE4 poden unir-se a l’AKAP450 a través del domini UCR2, menys la PDE4D3, que 

s’uneix a una AKAP específica de múscul a través d’una regió N-terminal específica 

(Dodge et al. 2001; Tasken et al. 2001).

3.4.4.5.Distribució tissular

Les quatre isoformes de la PDE4 es troben àmpliament distribuïdes en mamífers. tot i que 

la PDE4C mostra una expressió més restringida que la resta (Taula 3). En el nostre 

laboratori s’ha estudiat, mitjançant hibridació in situ, la distribució de l’ARNm de PDE4A-D 

en cervell de mamífers (Perez-Torres  et al. 2000). PDE4A, PDE4B i PDE4D es  presenta 

una àmplia localització neuroanatòmica, amb una expressió diferencial a nivell regional i 

cel�lular. 

Taula 3. Localització de les isoformes de PDE4 a nivell  tissular o cel�lular i  intracel�lular (Bender and Beavo 

2006). 
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Isoforma
Localització

Isoforma
Tissular/Cel�lular Intracel�lular

PDE4A Àmpliament expressada; ARNm trobat a 

molts teixits com el  sistema olfactiu, 

cèl�lules immunes i  testicles; alts nivells de 

les seves variants es troben distribuïts a 

nivell cerebral

La PDE4A és reclutada als lipid rafts a  les 

cèl�lules T  activades; poden interaccionar 

amb �-arrestina

PDE4B Alts nivells del seu  ARNm  detectats en 

diversos teixits; expressió notable en 

sistema immune i cervell

Pot ser reclutada per interaccionar amb �-

arrestina; es localitza als lipid  rafts en 

cèl�lules T activades
PDE4C Expressió més restringida; ARNm localitzat 

a pulmó, testicles, i línies cel�lulars d’origen 

neural

Bàsicament citosòlica; pot ser reclutada per 

�-arrestina

PDE4D ARNm àmpliament distribuït en  una gran 

varietat de teixits; nivells de  proteïna alts al 

cervell; l’expressió de  les seves variants 

sembla ser específica de teixits i  regions; 

les trobem en cèl�lules inflamatòries

Depenent de la  variant les podem trobar a la

fracció citosòlica o particulada; poden

interaccionar amb �-arrestina; reclutada als 

lipid rafts en cèl�lules T activades



Destaquem també la presència de PDE4 en cèl�lules inflamatòries i del sistema immune 

com neutròfils, macròfags, basòfils, plaquetes, eosinòfils, mastòcits, monòcits i limfòcits  B 

i T. Sembla ser que PDE4C és  l’única isoforma que no es troba present en aquestes 

cèl�lules (Engels et al. 1995).

3.4.4.6.Paper fisiològic de les PDE4

Es coneix força bé el paper fisiològic que exerceixen les PDE4 en els  diversos tipus 

cel�lulars. Almenys una de les isoformes es troba expressada a la majoria de cèl�lules i 

tenen un paper important en molts  processos biològics com la funció cerebral (Bradshaw 

and Porteous 2010; Li et al. 2011), l’activació de monòcits i macròfags (Shepherd et al. 

2004), la infiltració de neutròfils (Ariga et al. 2004), la proliferació de la musculatura llisa 

vascular (Tilley and Maurice 2002), la fertilitat (McKenna et al. 2005), la vasodilatació 

(Korkmaz et al. 2009), i la contracció cardíaca (Houslay et al. 2007).

Aquest gran coneixement és degut a la disponibilitat d’alguns inhibitors selectius per 

aquesta família, i també a l’existència d’animals knockout per a tres  de les isoformes 

(PDE4A, 4B i 4D).

Destacarem la importància de les PDE4s en la resposta inflamatòria, ja que aquesta 

funció és un dels temes centrals d’aquesta tesi.

3.4.4.6.1.PDE4s en la Resposta Inflamatòria

Els estudis amb animals knockout per les isoformes de PDE4 així com amb inhibidors 

selectius de PDE4 com el rolipram han estat de gran utilitat pel descobriment del paper 

regulador d’aquests enzims en la resposta inflamatòria i immune.

Els  primers treballs realitzats en cèl�lules del sistema immune durant la resposta 

inflamatòria a lipopolisacàrid (LPS) van mostrar que rolipram inhibia la producció de TNF-

� en monòcits humans perifèrics  estimulats in vitro amb LPS (Seldon et al. 1995). Aquesta 

inhibició es caracteritza per un augment dels nivells  intracel�lulars d’AMPc juntament amb 

l’activació de PKA, tot això degut a la prèvia activació del receptor de prostaglandina E2. 

Això es deu a la inhibició de la transactivació de la subunitat p65 del factor de transcripció 

NF	B, necessari per la transcripció de TNF-� (Takahashi et al. 2002). També es va 

observar un augment de la producció de citocines de tipus antiinflamatori com IL-10 

(Eigler et al. 1998), degut a l’activació de la via PKA/CREB/C/EBP, que permet l’activació 

del promotor d’IL-10 (Platzer et al. 1995). Més endavant, gràcies als estudis amb ratolins 
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knockout per PDE4B, es va descobrir que aquesta isoforma té un paper clau en la 

resposta inflamatòria, ja que l’estimulació per LPS in vitro en monòcits i macròfags no 

provoca canvis en la producció de TNF-� (Jin and Conti 2002; Jin et al. 2005). El paper de 

PDE4B en la resposta a LPS és tractat amb més detall en capítols posteriors.

També s’ha demostrat que els inhibidors de PDE4 suprimeixen respostes dels neutròfils, 

com la producció d’IL-8, la capacitat quimiotàctica i l’adhesió (Au et al. 1998; Sanz et al. 

2007). En particular, s’ha observat que PDE4B i PDE4D són les isoformes implicades en 

el reclutament de neutròfils en un model de dany pulmonar (Ariga et al. 2004).

La família de PDE4 té també un paper clau en la resposta immune dels limfòcits T. En 

estudis realitzats in vitro amb limfòcits  T humans  s’ha demostrat que PDE4A, PDE4B i 

PDE4D augmenten la seva expressió degut a l’activació d’aquestes cèl�lules, amb la 

PDE4D exercint la funció més important (Peter et al. 2007). L’observació que l’estimulació 

del receptor de cèl�lules T (TCR) provoca un augment dels nivells d’AMPc, juntament amb 

que nivells  elevats  d’aquest missatger inhibeixen la funció i proliferació dels limfòcits T, 

suggereix que la regulació per PDEs podria tenir un paper clau en l’activació de les 

cèl�lules T (Abrahamsen et al. 2004).

L’activació del limfòcit T només es produeix de forma completa en presència del 

coreceptor CD28. L’activació de TCR per si sol produeix una activació de la PKA i un 

augment dels nivells locals d’AMPc intracel�lular. Quan es produeix la unió entre el TCR o 

CD3 i el CD28, un complex format per �-arrestina i PDE4 és reclutat als lipid rafts (Figura 

4). Per tant, sembla que aquest reclutament de PDE4 mitjançant l’acció de CD28 potencia 

la resposta immune de les cèl�lules T i contraresta l’efecte inhibitori de l’AMPc en 

absència del coreceptor (Abrahamsen et al. 2004; Tasken and Stokka 2006). 

Estudis anteriors amb tècniques d’immunoprecipitació ja havien pogut demostrar que la 

PDE4B, i concretament la variant PDE4B2, es troba associada als lipid rafts en 

l’estimulació del TCR (Baroja et al. 1999); i treballs posteriors en cèl�lules T in vitro han 

observat una localització de la proteïna PDE4B2 a la sinapsis  immunològica a l’inici de 

l’activació del limfòcit T, que després es desplaça cap al costat contrari (Arp et al. 2003). 

Per tant queda clara la implicació de PDE4 en la regulació de l’activació de les cèl�lules T 

mitjançant la reducció dels nivells d’AMPc.
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Figura 4. Activació dels limfòcits T. PDE4B2 podria estar regulant els nivells d’AMPc intracel�lular als lipid 

rafts estimulant d’aquesta forma l’activació completa del TCR, que es troba parcialment inhibida per l’acció 
de PKA, que ve activada per l’AMPc (Abrahamsen et al. 2004).

3.4.5.FAMÍLIA PDE5

La PDE5 va ser originalment identificada, aïllada i caracteritzada de les plaquetes (Coquil 

et al. 1980) i el pulmó (Francis et al. 1980). No obstant, aquesta PDE va passar força 

desapercebuda fins al descobriment de la seva acció reguladora de la contracció de la 

musculatura llisa vascular i per ser la diana farmacològica del sildenafil. Per aquest motiu, 

actualment la PDE5 és coneguda com la diana farmacològica de molts  fàrmacs pel 

tractament de la disfunció erèctil i, més recentment, per la hipertensió pulmonar.

Aquest enzim es caracteritza per ser relativament específic per la hidròlisis de GMPc a 

nivells baixos de substrat i per la presència de llocs d’unió altament específics per GMPc. 

Només s’ha trobat un gen per PDE5, PDE5A, encara que tres variants d’aquesta isoforma 

s’han identificat sota el control diferencial de diversos promotors. 

La PDE5A és considerada una proteïna citosòlica. En rosegadors, nivells elevats de 

l’ARNm de PDE5A s’han localitzat en la musculatura llisa vascular, el cor, la placenta, el 

múscul esquelètic, el pàncrees, el cervell, el fetge, en diversos teixits gastrointestinals i el 

pulmó (Loughney et al. 1998). No obstant, els nivells  més elevats  de PDE5A s’han descrit 

en cerebel, ronyó i pàncrees (Kotera et al. 2000) i també en pulmó i cor (Giordano et al. 

2001). La proteïna PDE5A també la trobem a les  plaquetes, on va ser descrita per primera 

vegada.

La PDE5 és un regulador de la contracció de la musculatura vascular, especialment al 

penis  i al pulmó (Mullershausen et al. 2006); es troba implicat en la senyalització NO-
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GMPc a les plaquetes per tal de controlar l’agregació (Ito et al. 1996) i també té un paper 

en la regulació de la senyalització per GMPc al cervell (Rutten et al. 2005).

3.4.6.FAMÍLIA PDE6

Els membres de la família PDE6 són coneguts  com les PDEs dels fotoreceptors. 

Existeixen tres gens a la família, PDE6A, PDE6B i PDE6C; a més, també existeixen les 

subunitats  PDE6 � i PDE6 � que modulen l’activitat i la localització d’aquests enzims. Les 

PDE6s les trobem altament expressades en els segments externs dels fotoreceptors de la 

retina dels mamífers, on intervenen en la conversió de la senyal lluminosa en una 

fotoresposta. La PDE6A i la PDE6B s’expressen en els bastons, mentre que la PDE6C la 

trobem en els cons. En resposta a un fotó de llum absorbit pel fotopigment del con o el 

bastó, una proteïna G anomenada transducina s’activa per intercanvi GDP-GTP. Llavors la 

transducina activada interacciona amb la PDE6, provocant la seva activació mitjançant 

l’eliminació de la subunitat � inhibidora. La PDE activada hidrolitza ràpidament el GMPc, 

produint una desactivació d’un canal catiònic dependent de GMPc de la membrana. Això 

genera una hiperpolarització de la membrana que inicia la fotorresposta de la neurona 

fotoreceptora (Ridge et al. 2003; Cote 2004).

L’eficiència catalítica d’aquesta família d’enzims és la més elevada de totes les PDEs. 

Sota un estímul lumínic, la quantitat total de GMPc a la retina pot canviar en menys de 15 

milisegons (Goldberg et al. 1983). Això permet a l’animal detectar i respondre de forma 

extremadament ràpida als canvis d’intensitat de llum, i presenta un gran avantatge en les 

espècies que tenen la visió com a sentit dominant.

Les PDE6s foren les primeres PDEs en les quals es van detectar mutacions genètiques 

causants de malalties, com per exemple la ceguesa nocturna estacionària (Gal et al. 

1994) i la retinitis  pigmentosa (McLaughlin et al. 1993), que afecten a les subunitats � i � 

de la PDE6. Es creu que la majoria de mutacions de PDE6 resulten en un mal plegament 

de la proteïna que porta a una disfunció progressiva i a la mort cel�lular. Qualsevol 

mutació que incrementi de forma crònica el GMPc en la cèl�lula fotoreceptora pot portar a 

la seva mort (Farber and Tsang 2003).

S’ha pogut detectar també la presència d’ARNm de PDE6 � i/o PDE6 � en teixits que no 

són la retina, amb una possible implicació durant el desenvolupament embrionari (Wang 

et al. 2004).
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A part de la seva funció en la transducció de senyal a la retina, es creu que la PDE6 

també pot estar implicada en la regulació de l’alliberament de melatonina a la glàndula 

pineal (Morin et al. 2001).

3.4.7.FAMÍLIA PDE7

La família PDE7 és altament selectiva per AMPc, especialment a concentracions baixes 

de substrat. Consisteix en dos gens, PDE7A i PDE7B. No es coneixen dominis reguladors 

en l’extrem N-terminal com en el cas  de la majoria de les PDEs, però s’hi troben llocs 

consens per la fosforilació de PKA en aquesta regió.

L’ARNm i la proteïna de PDE7 es troben expressats  en una àmplia varietat de cèl�lules del 

sistema immune (Nakata et al. 2002; Smith et al. 2003; Smith et al. 2004)), on la PDE7 té 

un paper important en l’activació dels limfòcits T (Nakata et al. 2002; Smith et al. 2004). 

Degut al gran valor de les  dianes farmacològiques implicades en els processos 

inflamatoris, molts esforços  s’han centrat en el desenvolupament d’inhibidors selectius de 

PDE7 i en inhibidors duals PDE4-PDE7.

La Km per la hidròlisis d’AMPc és molt baixa, per això es creu que aquests enzims 

regulen principalment els nivells basals d’AMPc. Ambdues  isoformes existents tenen molt 

poca afinitat per GMPc.

En els humans es  coneixen tres variants d’splicing de PDE7A (PDE7A1-3), que difereixen 

entre elles en les seves regions N- i C-terminal. La variant PDE7A2 conté una seqüència 

N-terminal única que fa que estigui localitzada a la fracció de membrana de les cèl�lules 

del múscul i el cor (Han et al. 1997). Les  tres variants d’splicing de PDE7B han estat 

identificades en rata i també contenen seqüències N-terminal úniques (Sasaki et al. 2002). 

Aquestes variants regulen la seva transcripció de forma diferencial, ja que només s’ha 

observat l’activació del promotor de la PDE7B1 en neurones estriatals degut a l’activació 

de PKA per AMPc . El promotor de PDE7A1 també ha estat caracteritzat i sembla que 

conté varis elements de resposta a AMPc que contribueixen a la seva activació, i 

l’activació de PKA en els limfòcits B regula a l’alça la PDE7A (Lee et al. 2002).

L’ARNm de la PDE7A1 el trobem expressat en múltiples teixits incloent els músculs, la 

melsa, el cervell, el pulmó, el timus, i vàries poblacions de limfòcits (Bloom and Beavo 

1996). L’ARNm de la PDE7B1 s’ha observat també en diversos teixits com el cor, el 

cervell, el pulmó, el ronyó, el fetge i els músculs (Gardner et al. 2000), mentre que l’ARNm 

de la PDE7B2 està restringit als testicles i el de la PDE7B3 només es troba al cor (Sasaki 

et al. 2002).
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Com ja hem mencionat abans, la PDE7 està implicada en l’activació de cèl�lules T i altres 

cèl�lules inflamatòries (Smith et al. 2004).

3.4.8.FAMÍLIA PDE8

La família PDE8 conté dos gens, PDE8A i PDE8B. Ambdues isoformes són específiques 

per AMPc i tenen una gran afinitat pel seu substrat. Les propietats catalítiques  de PDE8A i 

PDE8B han estat caracteritzades in vitro, i s’ha pogut observar que la seva afinitat per 

AMPc és la més elevada de totes les PDEs (Fisher et al. 1998).

La isoforma PDE8A té múltiples variants  produïdes per splicing alternatiu i per llocs d’inici 

de transcripció alternatius. Les  múltiples  variants de PDE8B es generen per splicing 

alternatiu.

L’ARNm de PDE8A el trobem expressat en gran varietat de teixits, però de forma elevada 

als testicles, la melsa, l’intestí prim, els  ovaris, el colon i el ronyó (Wang et al. 2001). A 

més, la variant PDE8A1 s’ha detectat en limfòcits T primaris  i línies de cèl�lules T (Glavas 

et al. 2001). L’expressió de PDE8B està més restringida i el seu ARNm el trobem tan sols 

en cervell i tiroides. La variant PDE8B1 s’expressa només en cervell, mentre que PDE8B3 

la trobem per igual a cervell i tiroides (Kobayashi et al. 2003).

La PDE8 té un paper funcional en l’activació de les cèl�lules  T (Vang et al. 2010), la funció 

espermàtica i les cèl�lules testiculars de Leydig (Vasta et al. 2006).

3.4.9.FAMÍLIA PDE9

La família PDE9 és una de les PDEs descobertes més recentment. Probablement és  la 

família de PDEs que presenta una major afinitat per GMPc. La PDE9A és l’única isoforma 

identificada fins  ara, però la síntesis del seu ARNm sembla ser molt complexa, ja que se 

n’han identificat 19 variants i molts ARNm els trobem expressats en múltiples teixits.

La PDE9A funciona com a regulador de la senyal de GMPc a nivell cerebral (van Staveren 

et al. 2002). La PDE9A es troba possiblement implicada en alguns processos patològics 

degut a la seva localització dins el genoma, ja que es  troba en una regió on hi trobem 

gens implicats en diverses malalties neurològiques com el trastorn bipolar (Guipponi et al. 

1998).

Aquest enzim és força insensible als inhibidors  de PDE clàssics, incloent els  no selectius. 

La seqüència d’aminoàcids del domini catalític de PDE9A té un baix grau d’homologia 

amb els  altres dominis catalítics de les  PDEs de mamífer, i això podria explicar la 

insensibilitat de l’enzim pels inhibidors (Fisher et al. 1998).

Introducció

35



La regulació del processament de l’ARNm de la PDE9A sembla ser força complex degut a 

la identificació de 19 variants  N-terminals. Totes aquestes variants utilitzen el mateix lloc 

d’inici de la transcripció, però es  produeix un splicing alternatiu que generarà ARNm únics 

en la seva regió amino. Les diferències no es troben ni en el domini catalític ni en cap altre 

domini regulador conegut.

En general, PDE9A es troba expressada de forma àmplia i s’ha detectat en gairebé tots 

els teixits  analitzats, amb nivells  especialment alts en ronyó, cervell, melsa, teixits 

gastrointestinals  varis i pròstata (Fisher et al. 1998; Wang et al. 2003). I encara que 

l’ARNm de la PDE9A s’hagi trobat expressat àmpliament al cervell de rata i ratolí, els 

nivells més elevats s’han detectat al bulb olfactiu, el gir dentat, les cèl�lules de Purkinge i 

el tubercle olfactiu (van Staveren et al. 2002).

Es creu que la funció de PDE9 és la regulació del senyals NO-GMPc a nivell neuronal.

3.4.10.FAMÍLIA PDE10

La família de PDE10 només conté un gen, PDE10A. Fins a l’actualitat, quatre variants 

d’aquest gen (PDE10A1-4) s’han descrit. Se sap poc sobre la funció de PDE10, però 

s’han desenvolupat alguns inhibidors selectius per tractament de l’esquizofrènia i el 

Parkinson.

Els  primers articles sobre PDE10 mostraven la seva presència en una àmplia varietat de 

teixits. Els  nivells d’ARNm es troben particularment elevats al cervell, on la senyal més 

elevada es detecta a l’àrea de l’estriat, però també es troba en abundància al cerebel, el 

tàlam, l’hipocamp i la medul�la espinal (Fujishige et al. 1999; Loughney et al. 1999; 

Soderling et al. 1999). També s’han detectat nivells alts els  testicles, principalment en els 

espermatozous en desenvolupament. El transcrit de PDE10 també s’observa en la 

glàndula tiroidea i la glàndula pituïtària, així com el múscul cardíac.

La PDE10A serveix com a regulador del GMPc al cervell i es creu que té un paper 

important en l’aprenentatge i la memòria (Piccart et al. 2011).

3.4.11.FAMÍLIA PDE11

La PDE11 és la família d’enzims de PDEs descoberta més recentment (Fawcett et al. 

2000). Tan sols  un producte gènic, la PDE11A, ha estat identificat. No obstant, quatre 

variants d’aquest gen han estat descobertes (PDE11A1-4). La PDE11A hidrolitza tant 

AMPc com GMPc, i no s’ha observat una preferència especial per cap dels dos nucleòtids. 
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El gen de la PDE11A ocupa més de 300 kb d’ADN genòmic i conté 23 exons de curta 

llargada. Les seves quatre variants tenen diferents extrems amino degut a llocs d’inici de 

la transcripció diferencials (Hetman et al. 2000).

S’ha demostrat que les variants de PDE11A presenten un patró d’expressió diferencial en 

els teixits. En humans, l’ARNm de la PDE11A1 es localitza principalment en múscul 

esquelètic i pròstata (Fawcett et al. 2000). L’ARNm de PDE11A3 es troba específicament 

als testicles i l’ARNm de PDE11A4 està altament expressat a la pròstata (Yuasa et al. 

2000).

Es creu que l’enzim PDE11 podria tenir un possible paper en la funció i el 

desenvolupament dels espermatozoides (Wayman et al. 2005). 
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4.EL SISTEMA IMMUNE

L’organisme està protegit dels agents  infecciosos i el dany que aquests  provoques per 

una varietat de cèl�lules efectores i molècules que de forma conjunta conformem el 

sistema immune.

Per tant, el sistema immune és l’encarregat de defensar-nos contra les agressions 

externes. La primera línia de defensa està formada per la immunitat innata, que respon 

de forma general a l’entrada de patògens, però no és capaç de respondre de forma 

específica ni pot proporcionar una resposta immune específica que previngui la reinfecció. 

Aquest paper el duu a terme la immunitat adaptativa, que es basa en la generació d’un 

ampli repertori de receptors específics  d’antigen en els limfòcits  que permeten al sistema 

immune reconèixer qualsevol antigen forà. Cèl�lules específiques  contra aquest antigen 

proliferen i es diferencien per tal d’eliminar el patogen responsable de la infecció. A més, 

es generaran cèl�lules de memòria que seran capaces de respondre de forma més ràpida 

i efectiva en el cas d’una reinfecció.

La regulació de les respostes immunes, tant estimulant-les com suprimint-les  (en el cas de 

les malalties autoimmunes com l’Esclerosis Múltiple), és el principal objectiu en la recerca 

dins el camp de la immunobiologia.

Les cèl�lules que conformen el sistema immune i que seran les principals protagonistes en 

la resposta immunològica són les següents:

Macròfags: fagociten, activen la resposta inflamatòria i presenten l’antigen.

Cèl�lules dendrítiques: capten i presenten l’antigen.

Neutròfils: fagociten i activen la resposta inflamatòria.

Eosinòfils: eliminen paràsits reconeguts pels anticossos.

Mastòcits: alliberen grànuls que contenen histamina i altres agents actius.

Basòfils: com els mastòcits, alliberen grànuls d’histamina, serotonina en baixes 

concentracions i altres substàncies químiques.

Cèl�lules B: s’encarreguen de la generació i producció d’anticossos.
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Cèl�lules T citotòxiques: maten les cèl�lules infectades per virus i altres patògens 

intracel�lulars.

Cèl�lules T helper (Th): activen a les cèl�lules B i als macròfags.

Cèl�lules T reguladores (Tregs): suprimeixen l’activació d’altres limfòcits i ajuden a 

controlar la resposta immune.

Cèl�lules NK: alliberen grànuls que poden produir la mort d’algunes  cèl�lules infectades 

per virus.

Figura 5. Llinatge de tots els tipus cel�lular que conformen el sistema immune. Totes les cèl�lules 

sanguínies, incloent les immunes, provenen d’un únic progenitor, cèl�lules mare hematopoètiques 
pluripotents procedents de la medul�la òssia. (Modificat del llibre Immunobiology,7ed.,© Garland Science 

2008).
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4.1. IMMUNITAT INNATA

La resposta immune innata és la primera barrera contra la infecció. Els mecanismes de la 

immunitat innata fan que el gran nombre de microorganismes amb els que estem en 

contacte diàriament siguin detectats i destruïts en qüestió de minuts a hores.

Té tres objectius principals:

� proporcionar més cèl�lules i molècules efectores al lloc d’infecció per tal d’eliminar 

els patògens de forma més eficient.

� delimitar la zona d’infecció per evitar que aquesta passi al torrent sanguini.

� promoure la reparació del teixit danyat.

L’habilitat d’aquests mecanismes de discriminar de forma altament efectiva entre el que és 

propi o forà contribueix a la inducció posterior d’una resposta immune adaptativa 

apropiada si és necessari.

El sistema immune innat utilitza una sèrie de receptors que reconeixen trets comuns entre 

la majoria de patògens. Si un microorganisme penetra en un teixit és reconegut mitjançant 

aquests receptors  pels macròfags. La unió del patogen al receptor de superfície porta a la 

fagocitosis i posterior mort dins del fagosoma.

A part, els  macròfags s’activen i alliberen citocines i quimiocines que desencadenaran una 

resposta inflamatòria i atrauran altres cèl�lules del sistema immune al lloc d’infecció, com 

per exemple DCs, que fagociten el patogen i son capaces de presentar l’antigen i iniciar 

una resposta immune adaptativa.

La resposta inflamatòria produirà diversos canvis:

� expressió de molècules d’adhesió en cèl�lules endotelials que permetrà la infiltració 

de leucòcits al teixit.

� expressió de mediadors d’inflamació (protaglandines, leucotriens  i factor d’activació 

plaquetària) i citocines (factor de necrosis tumoral, TNF-�).
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4.1.1.PATRONS DE RECONEIXEMENT EN EL SISTEMA IMMUNE INNAT

Les cèl�lules que conformen el sistema immune innat expressen receptors que reconeixen 

el que no es  propi i senyalitzen per una resposta cel�lular (revisat a (Janeway and 

Medzhitov 2002)).

Les molècules que reconeixen aquests receptors s’anomenen patrons moleculars 

associats a patogen o PAMPs i s’uneixen a receptors de reconeixement de patrons o 

PRRs.

Els  més coneguts  i els que tenen una via de senyalització més estudiada són els de la 

família dels receptors Toll-like (TLRs).

4.1.1.1.Receptors Toll-like (TLRs)

La família de TLR és la millor caracteritzada dels PRRs en mamífers. Els TLRs poden 

reconèixer diversos PAMPs (Takeda et al. 2003) com el lipopolisàcarid, LPS, (TLR4), 

lipoproteïnes bacterianes i àcids lipotèics (TLR2), flagelina (TLR5), CpG ADN de bacteris i 

virus (TLR9), ARN de doble cadena (TLR3) i ARN viral de cadena simple (TLR7).

Un cop unit el PAMP al seu TLR, l’activació de la via de senyalització s’origina en els 

dominis citoplasmàtics  TIR dels receptors. A aquest domini s’hi uneix un adaptador, 

MyD88, que va ser el primer en caracteritzar-se. Més tard es va descobrir que alguns 

TLRs podien senyalitzar a través d’una via independent. Per tant es coneix una via 

dependent de MyD88 comú a tots els  TLRs, menys TLR3, i una via independent de 

MyD88 característica de TLR3 i TLR4 (Dalpke and Heeg 2002).

4.1.1.1.1.Via dependent de MyD88

MyD88 té un domini TIR a la porció C-terminal i un domini de mort a la part N-terminal. 

MyD88 s’associa amb el domini TIR del TLR. Després de l’estimulació del receptor, 

MyD88 recluta el receptor d’IL-1 associat a quinasa (IRAK) al TLR a través  de la interacció 

dels dominis  de mort d’ambdues molècules. IRAK s’activa per fosforilació i s’associa a 

TRAF6, portant a l’activació de dues vies de senyalització diferents, i finalment a 

l’activació de JNK i NF	B, que portaran a l’expressió de gens de citocines proinflamatòries 

com TNF-�.
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Figura 6. Vies de senyalització de TLR3 i TLR4. MyD88 és un adaptador que conté un domini TIR, 

essencial per la inducció de citocines proinflamatòries via NF
B en tots els TLRs. No obstant, TLR3 i  TLR4 

senyalitzen també a través d’una via independent de MyD88, que porta a l’activació d’IRF-3 via TBK-1 i 
IKK	/i, i a l’expressió d’IFN-�. Es creu que PDE4B està implicada en la regulació d’aquestes vies, 

probablement regulant els nivells d’AMPc, que podria estar activant PKA i aquesta regulant algunes 
proteïnes de ambdues vies de senyalització. A part, PKA fosforilaria CREB, portant a l’expressió de gens 

CRE dependents com les PDEs.
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4.1.1.1.2.Via independent de MyD88

En el cas de TLR3 i TLR4, un altre adaptador, TRIF, s’uneix al domini TIR del receptor. Un 

cop activat el TLR, TRIF recluta a les quinases TBK-1 i IKK�/IKKi, que osforilaran i 

activaran el factor de transcripció IRF-3, que portarà a l’expressió de citocines 

antiinflamatòries com IFN-�.

Experiments realitzats en el laboratori del Dr. Conti han pogut demostrar que l’enzim 

PDE4B té un paper en la via de senyalització de TLR3 i TLR4, ja que l’activació ìn vitro 

d’aquests TLRs en macròfags de ratolins PDE4B-/- bloqueja les vies de senyalització 

dependents i independents de MyD88 inhibint l’expressió de citocines inflamatòries 

(Figura 6).

Aquests receptors els  trobem expressats en abundància en monòcits, tant en cèl�lules 

dendrítiques com en macròfags, i tenen un paper clau en l’inici de la resposta inflamatòria.

4.1.2.RESPOSTA IMMUNE INNATA INDUÏDA EN LA RESPOSTA INFLAMATÒRIA

Les respostes immunes innates poden eliminar de forma eficient la infecció o contenir-la 

mentre es desenvolupa la resposta immune adaptativa.

Aquesta resposta es caracteritza pel reclutament de cèl�lules  al lloc d’infecció per tal 

d’eliminar els patògens. L’activació dels TLRs indueix l’expressió de selectines, citocines, 

quimiocines i receptors  de quimiocines, entre d’altres, que regularan aquesta migració 

cel�lular.

Les citocines són secretades pels macròfags activats. Poden actuar d’una forma 

autocrina, afectant el comportament de la cèl�lula que ha alliberat la citocina; de forma 

paracrina, afectant el comportament de cèl�lules adjacents; i algunes citocines són el 

suficientment estables que poden actuar de forma endocrina, afectant el comportament de 

cèl�lules més distants, tot i que això dependrà de la capacitat de la citocina per entrar al 

torrent sanguini i de la seva vida mitjana a la sang (Ozato et al. 2002). Els macròfags 

poden secretar diverses citocines, com l’interleucina-1� (IL-1�), IL-6, IL-12 i TNF-�. El 

reconeixement de diferents classes de patògens mitjançant diversos TLRs resultarà en la 

inducció variant d’algunes d’aquestes citocines. Per exemple la secreció de TNF-�, degut 

a l’activació de TLR4, és particularment important en contenir la infecció.
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Entre les citocines  alliberades en els  teixits  durant les primeres fases de la infecció hi 

trobem a membres de la família de citocines quimioatraients anomenades quimiocines. 

Aquestes petites molècules indueixen quimiotaxis en cèl�lules responents properes. Totes 

les quimiocines  estan relacionades a nivell de seqüència aminoacídica, i els seus 

receptors són proteïnes transmembrana acoplades  a proteïna G. Les quimiocines 

funcionen com a quimioatraients  pels leucòcits, reclutant a monòcits, neutròfils i altres 

cèl�lules efectores  des de la sang al lloc d’infecció. Poden ser alliberades per diversos 

tipus cel�lulars i serveixen de guia a les cèl�lules implicades en la immunitat innata. També 

guien als limfòcits en la resposta immune adaptativa (Ono et al. 2003).

Però les quimiocines no actuen soles en el reclutament cel�lular. Necessiten també l’acció 

de mediadors vasoactius que aproximen els  leucòcits a l’endoteli dels vasos sanguinis, i 

citocines com TNF-� que indueixin l’expressió de les  molècules d’adhesió necessàries en 

les cèl�lules endotelials.

Tres  famílies de molècules  d’adhesió són importants  pel reclutament leucocitari. La família 

de les selectines, membres de la qual s¡indueixen en l’endoteli activat i inicien 

interaccions entre l’endoteli i els  leucòcits mitjançant la unió als lligands expressats en els 

leucòcits circulants.

El següent pas  en el reclutament de leucòcits depèn d’adhesions més  fortes, degudes a la 

unió de molècules d’adhesió intercel�lular (ICAMs) de l’endoteli, que formen part de la 

superfamília de les immunoglobulines, i les proteïnes leucocitàries  de la família de les 

integrines. Aquestes adhesions són promogudes per la inducció d’ICAM-1 en l’endoteli 

activat i l’activació d’un canvi conformacional en el seu lligand degut a la unió de 

quimiocines en els leucòcits. L’activació de l’endoteli és causat per interaccions amb 

citocines alliberades per macròfags, principalment TNF-�.

El procés  de migració dels  leucòcits a través dels vasos sanguinis, conegut com a 

extravessament, té lloc en quatre passos (revisat a (Alon and Feigelson 2002)). El primer 

pas implica a les selectines. Al detectar els senyal inflamatoris, els leucòcits rodolen 

(“roll”) per la superfície de les cèl�lules endotelials, un procés mediat per les selectines 

expressades en l’endoteli. Les selectines s’expressen ràpidament a la superfície 

d’aquestes cèl�lules per l’activació a través dels TLRs o del TNF-� secretat pels 

macròfags. Després, l’activació dels  TLRs condueix a la secreció de quimiocines, que 

s’uneixen a la superfície de l’endoteli vascular potenciant l’activació dels leucòcits 
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mitjançant la inducció de canvis  conformacionals de les integrines. Aquestes permetran 

l’adhesió dels leucòcits a la paret dels vasos de forma irreversible. L’expressió dels 

lligands de les integrines ve induïda també per l’activació de TLRs o indirectament per 

TNF-� o IL-1� secretats pels macròfags. En el tercer pas el leucòcit travessa la paret 

endotelial, un procés  conegut com diapedesis. Hi participen les integrines, a més d’altres 

molècules d’adhesió de la superfamília de les immunoglobulines, que s’expressen tant en 

leucòcits  com en les unions intercel�lulars de les cèl�lules endotelials. Llavors penetren a 

la membrana basal mitjançant l’ajuda d’enzims que trenquen les proteïnes de la matriu 

extracel�lular. El quart i últim pas és la migració dels leucòcits  a través del teixit sota la 

influència de les quimiocines (Figura 7).

Figura 7. Procés de migració dels leucòcits a través dels vasos sanguinis. Aquests procés té lloc  en 
quatre passos: “roll”, adhesió, diapedesis i  migració, tots ells regulats per quimiocines i diverses molècules 

d’adhesió. (Modificat del llibre Immunobiology,7ed.,© Garland Science 2008).
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4.2. IMMUNITAT ADAPTATIVA

La resposta immune adaptativa s’indueix quan una infecció no pot ser resolta mitjançant 

els mecanismes de defensa innats. El patogen continua replicant-se i l’antigen s’acumula. 

Juntament amb els canvis en l’ambient cel�lular produïts per la immunitat innata, això 

desencadena la resposta immune adaptativa.

Aquesta resposta s’inicia en els òrgans limfàtics perifèrics (nòduls limfàtics, melsa i teixits 

limfàtics associats a mucoses). Això significa que les cèl�lules T naïf específiques  per 

l’antigen apropiat necessiten trobar-se amb les DCs que presenten aquest antigen en els 

òrgans limfàtics perifèrics (Itano and Jenkins 2003). D’aquesta manera, cada cèl�lula T té 

una alta probabilitat de trobar-se antígens derivats de qualsevol patogen que hagi produït 

una infecció en qualsevol teixit del cos.

Quan una cèl�lula T naïf reconeix el seu antigen específic a la superfície d’una DC 

madura, deixa de migrar. Prolifera durant diversos dies, quan es produeix una expansió 

clonal i diferenciació, i dóna lloc a un clon de cèl�lules T efectores específiques per un únic 

antigen. Al final d’aquest període, les cèl�lules T efectores esdevenen capaces de sortir 

per les  vies limfàtiques eferents i tornar a entrar al torrent sanguini, des d’on migraran als 

llocs d’infecció.

L’entrada de les  cèl�lules T naïf als  òrgans limfàtics requereix l’acció de quimiocines i 

molècules d’adhesió (von Andrian and Mempel 2003), de forma molt similar a la migració 

dels leucòcits descrita anteriorment.

La distribució de l’antigen des del lloc d’infecció fins al teixit limfàtic més pròxim es duu a 

terme a través de la resposta immune innata. La reacció inflamatòria incrementa la taxa 

d’entrada de plasma als  teixits  infectats i això incrementa el drenatge de fluid extracel�lular 

en el sistema limfàtic, portant amb ell els antígens  lliures. Però aquests antígens  també 

poden ser captats per les DC madures al lloc d’infecció (Caux et al. 2000).

Les DC immadures residents dels teixits són activades via els seus TLRs, que senyalitzen 

la presència de patògens, el dany cel�lular o la producció de citocines  durant la resposta 

inflamatòria. Les DCs responen a aquests senyals migrant als  òrgans limfàtics i 

expressant molècules co-estimuladores que són necessàries, a part de l’antigen, per 

l’activació de les cèl�lules T naïf (Guermonprez et al. 2002).
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Les DCs provenen de progenitors mieloides i limfàtics de la medul�la òssia, i migren a 

través de la sang cap als teixits de tot el cos i també directament als òrgans limfàtics 

perifèrics. Les cèl�lules dendrítiques es classifiquen en dos subtipus:

� Cèl�lules dendrítiques convencionals (cDC): aquelles DCs que sembla que 

participen més activament en la presentació d’antigen i en l’activació de les 

cèl�lules T naïf.

� Cèl�lules dendrítiques plasmacitoides (pDC): una línia diferent de DCs que 

produeixen grans quantitats d’interferons, particularment en resposta a infeccions 

virals, però que no semblen ser importants per l’activació de les cèl�lules T naïf.

Les DCs poden captar l’antigen, principalment, mitjançant dos mecanismes, i presentar-lo 

llavors a les cèl�lules  T a través de les molècules del complex major 

d’histocompatibilitat o MHC. La primera ruta de captació d’antigen és a través  de 

receptors fagocítics, que reconeixen una gran varietat de bacteris  i virus. Els antígens 

captats  entren llavors a la via endocítica de la cèl�lula, on són processats, i es presenten a 

través de les molècules MHC de classe II per tal que siguin reconeguts per les cèl�lules T 

CD4 (Blander and Medzhitov 2006).

Una altra ruta és l’entrada directa del patogen al citosol, com en el cas de la infecció vírica 

(revisat a (Colonna et al. 2004). Els virus entren al citoplasma i sintetitzen les seves 

pròpies proteïnes  mitjançant la maquinària de la DC, portant a la generació de pèptids 

virals que podran ser presentats  a la superfície mitjançant les  molècules MHC de classe I i 

seran reconeguts per les cèl�lules T CD8.

Les DCs també són capaces de presentar antígens  de fongs i paràsits, a part dels de 

bacteris i virus.

La senyalització a través dels TLRs, a més d’activar les  DCs immadures, produeix una 

alteració significativa en els receptors de quimiocines  expressats per les DCs, que facilita 

la seva entrada als  teixits limfàtics  perifèrics. També s’ha pogut demostrar que l’eficiència 

en el processament de l’antigen es pot veure altament incrementada per senyals 

procedents de la via de TLR, augmentant el nombre de complexes pèptid:MHC en 

presència de lligands de TLRs.

Les DC madures també poden presentar alguns pèptids propis de l’organisme, la qual 

cosa pot presentar un problema en el manteniment de la tolerància. No obstant, existeixen 
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certs mecanismes de regulació per evitar respostes no desitjades. Els receptors de 

cèl�lules T que reconeixen antígens propis  són eliminats en primera instància a nivell del 

timus; les  DCs dels  teixits  que al final de la seva vida no han estat mai activades per 

patògens tornen als teixits  limfàtics locals; i si aquestes DCs presenten proteïnes pròpies, 

aquestes no activen a les cèl�lules  T perquè no expressen les molècules co-estimuladores 

necessàries.

Els  macròfags són una altre tipus cel�lular com pot actuar com a cèl�lules  presentadores 

d’antigen (revisat a (Underhill et al. 1999)). Els macròfags que han fagocitat 

microorganismes però han estat incapaços de destruir-los, contribueixen a la resposta 

adaptativa immune com a cèl�lules presentadores d’antigen. De forma sinèrgica, la 

resposta immune adaptativa potencia la capacitat fagocítica i microbicida d’aquestes 

cèl�lules per tal que puguin eliminar el patogen. Els macròfags quiescents no expressen 

molècules MHC, però el reconeixement de patògens mitjançant receptors tipus TLRs 

potencia l’expressió de molècules MHC de classe II i afavoreix la presentació de l’antigen. 

Passa el mateix amb les cèl�lules B. Aquest tipus cel�lular capta molècules solubles a 

través de les immunoglobulines de superfícies, les internalitza, i després les presenta 

formant complexes pèptid:MHC de classe II (Shirota et al. 2002).

4.2.1.ACTIVACIÓ DE LES CÈL�LULES T PER LES APCS

L’activació i diferenciació de cèl�lules  T naïf, el que s’anomena priming, genera una sèrie 

de cèl�lules T efectores. El priming de les cèl�lules T CD8 naïf genera cèl�lules T 

citotòxiques capaces d’eliminar de forma directa les cèl�lules infectades per patògens. En 

el cas de les  cèl�lules CD4, deriven a diversos tipus de cèl�lules efectores depenent del 

tipus de senyals  que reben durant el priming. Les activitats efectores de les CD4 poden 

incloure citotoxicitat, però bàsicament secreció de citocines que generen una resposta 

concreta a la cèl�lula diana.

Mentre van migrant, les cèl�lules T naïf es van unint de forma transitòria a cada APC que 

troben, i aquesta interacció ve donada per diferents molècules  d’adhesió expressades a 

ambdós tipus cel�lulars (revisat a (Bromley et al. 2001)). Aquesta unió transitòria és crucial 

a l’hora de donar temps suficient a la cèl�lula T per escrutar el gran nombre d molècules 

de MHC de cada APC buscant un pèptid específic. En aquells casos en els quals la 

cèl�lula T naïf reconeix un complex pèptid:MHC, la senyalització a través del receptor de 

la cèl�lula T (TCR) indueix canvis conformacionals en algunes molècules d’adhesió 
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augmentant la seva afinitat. D’aquesta manera s’estabilitza l’associació entre la cèl�lula T 

específica per l’antigen i l’APC que el presenta.

L’APC dóna tres tipus de senyals a les cèl�lules T naïf per la seva expansió i diferenciació. 

El primer senyal deriva de la interacció entre el complex pèptid:MHC i el TCR. El segon 

senyal és degut a co-receptors (CD4 i CD8) i molècules co-estimuladores, implicats 

principalment en promoure (o inhibir) la supervivència i l’expansió de les cèl�lules T 

(Gonzalo et al. 2001). El tercer senyal, dut a terme per les citocines, es veu implicat en la 

diferenciació de les cèl�lules T en diverses subpoblacions de cèl�lules efectores.

Figura 8. Cèl�lules T efectores en la resposta immune adaptativa. Les cèl�lules T, un cop activades, es 

diferencien en diverses subpoblacions, cadascuna amb una funció efectora concreta i amb un perfil 
d’alliberació de citocines determinat. (Modificat del llibre Immunobiology,7ed.,© Garland Science 2008).

Després de la fase proliferativa, les cèl�lules T actives es diferencien en cèl�lules T 

efectores capaces de sintetitzar les molècules  efectores necessàries per la seva funció 

específica com a cèl�lules T helper o citotòxiques (revisat a (Abbas et al. 1996)). A més, 

un cop diferenciades, la unió de la cèl�lula T amb el seu antigen específic resulta en un 

atac immune sense la necessitat de molècules  co-estimuladores  (London et al. 2000). 

També es produeixen canvis  en l’expressió de molècules d’adhesió i els seus receptors, 

permetent que aquestes cèl�lules s’infiltrin als llocs d’infecció (Dustin 2001).
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Les cèl�lules T es diferencien en dos grans grups: les  que expressen el co-receptor CD4 a 

la seva superfícies i les que expressen el co-receptor CD8. A la vegada, les cèl�lules  T 

CD4 es poden diferenciar en diverses subpoblacions: Th1, Th2, Th17 i cèl�lules T 

reguladores (Tregs). La seva diferenciació i funció ve resumida a la Figura 8.

4.2.1.1.Cèl�lules T CD8 citotòxiques

Són importants en la defensa contra patògens intracel�lulars, especialment virus. 

Reconeixen complexes pèptid:MHC de classe I a la superfície de les  cèl�lules  infectades. 

El principal mecanisme d’acció d’aquestes  cèl�lules  és l’alliberació Ca+2-dependent de 

grànuls citotòxics un cop han reconegut l’antigen a la cèl�lula diana. Alliberen tres tipus de 

proteïnes citotòxiques: granzims, que indueixen l’apoptosis de la cèl�lula infectada; 

perforines, que actuen afavorint l’alliberació dels  granzims; i granulines. També poden 

produir apoptosis  mitjançant la via de Fas. Produeixen també citocines com IHN-�, que 

inhibeix la replicació viral i indueix l’expressió de molècules  MHC de classe I i l’activació 

de macròfags (revisat a (Barry and Bleackley 2002)).

4.2.1.2.Cèl�lules Th1

Les cèl�lules Th1 tenen una funció dual. Una d’aquestes funcions és controlar els bacteris 

fagocitats pels macròfags però que han evitat els mecanismes d’eliminació de patògens. 

Les Th1 reconeixen els antígens bacterians presentats a la superfície dels macròfags 

infectats, els activen i estimulen la seva maquinària microbicida per tal d’eliminar el bacteri 

(Monney et al. 2002). La segona funció és estimular la producció d’anticossos contra 

patògens extracel�lulars mitjançant la generació de senyals co-estimuladors pels limfòcits 

B (revisat a (Ozdemir et al. 2010)).

L’activació dels macròfags es produeix per l’alliberació de molècules com IFN-� per part 

de les cèl�lules Th1. Això produeix la secreció de TNF-� per part dels macròfags, que 

actuarà de forma sinèrgica amb l’IFN-�. Les Th1 també alliberen TNF-�, que activa 

l’endoteli i afavoreix la infiltració de macròfags als llocs d’infecció.

Les Th1 produeixen una gran varietat de citocines, quimiocines i molècules de superfície 

que no només activen als  macròfags infectats, sinó que maten els macròfags quiescents 

infectats  de forma crònica, estimulen la producció de nous macròfags a la medul�la òssia i 

recluten macròfags circulants al lloc d’infecció. D’aquesta manera, les Th1 controlen i 

coordinen la defensa de l’organisme contra els patògens intracel�lulars.
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4.2.1.3.Cèl�lules Th2

Les Th2 activen a les cèl�lules B naïf. Estimulen la generació i la producció d’anticossos 

de la classe IgE per part de les cèl�lules B, la primera funció de les  quals és lluitar contra 

infeccions parasitàries. L’IgE és també l’anticòs responsable de les reaccions al�lèrgiques.

Per tant, la funció d’aquestes cèl�lules és  estimular la producció d’anticossos específics 

per part dels limfòcits  tipus  B i ajudar en la generació de la resposta humoral (revisat a 

(Ozdemir et al. 2010)).

4.2.1.4.Cèl�lules Th17

És una de les  primeres poblacions a ser induïda en la resposta immune adaptativa a 

patògens extracel�lulars. Estan implicades en estimular la resposta dels  neutròfils  per tal 

d’ajudar en l’eliminació d’aquests patògens.

S’ha descrit, en els  últims anys, un paper clau d’aquestes cèl�lules en els mecanismes 

patològics de malalties autoimmunes com l’Esclerosis  Múltiple. Per aquest motiu la funció 

de les Th17 en aquesta malaltia serà tractada en capítols posteriors.

4.2.1.5.Cèl�lules Tregs

La seva funció és suprimir les respostes de les cèl�lules T. Estan implicades en limitar la 

resposta immune i en prevenir respostes autoimmunes. Existeixen dos grups  de Tregs. Un 

grup esdevé regulador quan les cèl�lules  encara es troben al timus i es coneix com a 

Tregs naturals. L’altre grup s’anomena Tregs adaptatives i es diferencien a partir de les 

cèl�lules T CD4 naïf de la perifèria sota ambients de citocines concrets. 

Aquestes últimes tenen un paper regulador clau en Esclerosis Múltiple i la seva funció es 

troba descrita en capítols posteriors.

Les diverses subpoblacions de cèl�lules T CD4 (Tregs, Th17, Th1 i Th2) tenen diferents 

funcions cadascuna. Les Tregs mantenen la tolerància i limiten la immunopatologia, 

mentre que les Th17 amplifiquen la inflamació aguda als llocs d’infecció. Les cèl�lules  Th1 

són crucial per la immunitat cel�lular a través de cèl�lules fagocítiques, i també ajuden a la 

producció d’anticossos. Les Th2 potencien la producció d’alts  nivells  d’anticossos 

neutralitzants (IgG i IgA), o IgE, i l’activació de mastòcits. A més, poden regular-se unes a 

altres mitjançant la producció de citocines.
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Si una subpoblació concreta és activada primer i de forma preferencial, pot llavors 

suprimir el desenvolupament d’una altra subpoblació. Per aquest motiu certes respostes, 

especialment les cròniques, són dominades per Th1 o bé Th2, i un cop una subpoblació 

esdevé dominant és difícil canviar la resposta cap a l’altra (revisat a (Kidd 2003).

4.2.2.MEMÒRIA IMMUNOLÒGICA

Quan una infecció es resol de forma eficient pel sistema immune adaptatiu es  produeix la 

mort de la majoria de cèl�lules efectores i es generen cèl�lules  de memòria. Els  estímuls 

específics que havien reclutat les cèl�lules efectores desapareixen i aquestes entren en 

apoptosis. Les cèl�lules mortes són ràpidament eliminades per cèl�lules fagocítiques. Per 

tant, el final de la infecció no porta només a l’eliminació del patogen, sinó també a la 

pèrdua de la majoria de cèl�lules efectores específiques. No obstant, algunes cèl�lules 

efectores es  mantenen, esdevenint cèl�lules T i B de memòria. Aquestes  permetran al 

sistema immune respondre de manera més ràpida i eficient als patògens que ja hagin 

entrat en contacte prèviament amb el nostre organisme (revisat a (Lanzavecchia and 

Sallusto 2005)).
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5.L’AMPc EN LA RESPOSTA IMMUNE

Canvis  específics en l’ambient extracel�lular són captats  pel sistema immune i resulten en 

l’activació de les cèl�lules immunes. Aquestes es comuniquen amb el seu ambient a través 

d’una gran varietat de receptors de superfície que reconeixen i uneixen molècules 

presents en l’ambient extracel�lular. Aquests receptors, a través de diferents  vies  de 

senyalització intracel�lular, produiran una resposta cel�lular a través d’alteracions de 

l’expressió gènica.

Uns d’aquests receptors els conformen la família de receptors  de membrana acoblats a 

proteïna G, que al activar-se produeixen la síntesis d’AMPc com a missatger secundari. 

Pèptids bacterians, mediadors de la resposta inflamatòria i quimiocines senyalitzen a 

través d’aquesta família de receptors.

Alguns dels  receptors acoblats a proteïna G�s més coneguts  tenen com a lligands 

l’epinefrina i la norepinefrina, la histamina, la serotonina i algunes prostaglandines (PGE2 i 

PGI2). Pel contrari, entre els lligands  de receptors acoblats  a G�i, que inhibeixen l’AC i la 

producció d’AMPc, trobem algunes quimiocines i alguns leucotriens.

Just després del seu descobriment, l’AMPc es va mostrar com un missatger secundari 

que actuava en resposta a una gran varietat d’hormones, mediadors inflamatoris i 

citocines, i que modulava la resposta inflamatòria immune in vivo i un gran nombre de 

processos cel�lulars in vitro.

Al lloc d’inflamació, els mastòcits són estimulats i alliberen els seus grànuls mediadors 

vasoactius i altres mediadors  inflamatoris. Els leucòcits circulants s’adhereixen a l’endoteli 

vascular i s’acumulen a la zona de la infecció degut a la senyalització de factor 

quimiotàctics. Els estímuls fagocítics produeixen l’alliberació d’enzims lisosomals i ROS 

en neutròfils, eosinòfils i macròfags. El reconeixement d’antígens específics estimula la 

proliferació i la diferenciació de diverses subpoblacions limfocitàries. Diversos  treballs han 

provat que nivells elevats d’AMPc redueixen: l’alliberació d’histamina i leucotriens per part 

de mastòcits  (Shichijo et al. 1999; Jin et al. 2010)); el moviment de monòcits i neutròfils 

(Jin et al. 2010); l’alliberació d’enzims lisosomals, ROS, factor d’activació plaquetària i 

leucotriens per part dels neutròfils (Steadman et al. 1996); l’alliberació de ROS dels 

eosinòfils (Ezeamuzie and Taslim 2008); l’alliberació de citocines i NO en macròfags (Chio 

et al. 2004); la proliferació dels limfòcits (Duhant et al. 2002); i les funcions  efectores dels 

limfòcits T citotòxics (Kadoshima-Yamaoka et al. 2009). No obstant, s’ha de tenir en 
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compte que la capacitat dels  nivells  elevats d’AMPc per suprimir certes funcions cel�lulars 

no és uniforme, i depèn bàsicament de l’estímul inicial.

Es creu que l’AMPc és part d’un mecanisme endogen per inhibir la resposta inflamatòria i 

prevenir que els  efectes beneficiosos d’una inflamació aguda progressin a una inflamació 

crònica i a la destrucció tissular que hi ha associada.

Però també cal tenir en compte que moltes situacions patològiques que predisposen a 

infeccions estan associades a increments dels nivells  d’AMPc, i que estratègies 

terapèutiques per interrompre la generació i/o l’acció de l’AMPc tenen un gran potencial 

immunoestimulador.

5.1. AMPc i LA RESPOSTA IMMUNE INNATA

Increments de l’AMPc intracel�lular suprimeixen la funció immune de monòcits, macròfags 

i neutròfils, el que col�lectivament coneixem com a fagòcits, a través de la modulació de 

tres funcions efectores claus en aquestes  cèl�lules: la generació de mediadors 

d’inflamació (ex: quimiocines i citocines); la fagocitosis; i l’eliminació intracel�lular dels 

patògens fagocitats. La funció de les DCs, importants adaptadors cel�lulars  de la 

immunitat innata i adquirida, també és altament susceptible a la regulació per AMPc 

(Aronoff et al. 2006). La majoria de mediadors de la immunitat innata actuen a través de 

receptors acoblats a proteïna G�i i els  seus efectes immunomoduladors depenen de la 

reducció dels nivells d’AMPc.

Els  leucòcits responen a la invasió microbiana mitjançant la producció d’una sèrie de 

mediadors proinflamatoris  i antiinflamatoris. Nivells  elevats d’AMPc intracel�lular 

suprimeixen l’expressió de citocines proinflamatòries  com TNF-� i IL-12 (van der Pouw 

Kraan et al. 1995; Aronoff et al. 2006); quimiocines (Aronoff et al. 2006); i leucotriens (Luo 

et al. 2004). Pel contrari, l’AMPc indueix la producció de citocines antiinflamatòries com 

IL-10 i estimula l’expressió de proteïnes supressores de la senyalització de citocines  en 

cèl�lules mononuclears  perifèriques i neutròfils (Gasperini et al. 2002). Els efectes de 

l’AMPc en la generació de mediadors d’inflamació es creuen deguts  a la via de PKA 

principalment.

L’AMPc modula també el procés de fagocitosis mitjançant diversos tipus de receptors. 

Nivells elevats d’AMPc intracel�lular suprimeixen la fagocitosis induïda per receptors de 

complement, receptors  Fc� i receptors tipus scavenger (Makranz et al. 2006). També s’ha 

pogut demostrar que l’AMPc pot inhibir i també promoure la reestructuració del 
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citoesquelet d’actina durant la fagocitosis induïda per Fc� (Zalavary and Bengtsson 1998; 

Ydrenius et al. 2000). La inhibició de l’activitat fagocítica per AMPc pot venir també 

modulada per la regulació de l’expressió dels receptors fagocítics.

Nivells elevats d’AMPc també suprimeixen la capacitat microbicida dels  leucòcits per 

bacteris, virus, fongs i paràsits. Dianes potencials per la regulació a través d’AMPc 

inclouen la producció i l’alliberació de ROS (Nogueira-Machado et al. 2006) i NO (Chang 

et al. 2006), l’acció del fagosoma, i l’alliberació d’enzims lisosomals (Di et al. 2006; 

Kalamidas et al. 2006). 

5.2. AMPc i LA RESPOSTA IMMUNE ADAPTATIVA

L’AMPc modula la resposta immune adaptativa mitjançant la inhibició de la proliferació de 

les cèl�lules T induïda pel receptor de cèl�lules  T (TCR) (Kammer 1988). Els efectes de 

l’AMPc en aquestes cèl�lules són deguts a l’activació de la via de PKA. L’activació del 

TCR, però, no és suficient per la plena activació de la cèl�lula T in vivo. Necessita de 

l’estimulació simultània del co-receptor CD28, que prevé la mort cel�lular i promou la 

producció d’IL-12 i l’expansió clonal dels limfòcits T (Acuto and Michel 2003). En el 

sistema immune, PGE2 i altres lligands que incrementen els  nivells d’AMPc unint-se als 

GPCRs inhibeixen l’activació de cèl�lules T induïda per TCR exercint importants  funcions 

immunoreguladores.

Encara que la PKA pugui modular la senyalització a través del TCR a diversos nivells 

(revisat a (Torgersen et al. 2002)), els efectes inhibitoris de l’AMPc observats degut a la 

fosforilació del TCR, suggereixen un paper important de Csk, enzim diana de la PKA. 

Les proteïnes implicades en la senyalització del TCR es troben localitzades  als lipid rafts, 

regions de la membrana amb dominis de lípids resistents a detergents. Quan el TCR 

s’uneix al seu lligand, aquesta unió resulta en una ràpida producció d’AMPc als lipid rafts, 

resultant en una activació de la PKA associada a aquestes regions. Però quan es 

produeix una co-estimulació per CD28, els nivells d’AMPc disminueixen (Abrahamsen et 

al. 2004). Per tant, la producció d’AMPc induïda per TCR ha d’anar acompanyada per una 

degradació d’aquest segon missatger per tal que es  produeixi una activació completa de 

la cèl�lula T.

En el cas de les  DCs, encarregades de la presentació de l’antigen a les cèl�lules  T, els 

nivells d’AMPc són capaços de modular la producció de citocines. Nivells elevats d’AMPc 

en aquestes cèl�lules promouen l’alliberació de citocines proinflamatòries com IL-6 i IL-23, 
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que potencien la diferenciació de la subpoblació de cèl�lules Th17. Pel contrari, nivells 

baixos d’AMPc promouen la síntesis de citocines tipus IL-12 (que promou el 

desenvolupament de les Th1) i IL-27 (que potencia la diferenciació de les  Tregs) (Hansen 

and Caspi 2010) (Figura 9).

Figura 9. AMPc i cèl�lules dendrítiques. La transcripció d’IL-6 i  IL-23 s’indueix per la producció d’AMPc, 
que activa la via de la PKA, i que porta a l’expressió gènica d’aquestes citocines. IL-6 i  IL-23, juntament amb 

TGF-� i IL-1, indueixen el  factor de transcripció ROR-�t a les cèl�lules T, activant la producció de citocines 

Th17-específiques. IL-6 suprimeix directament l’expressió del  factor de transcripció FoxP3, que estabilitza el 
fenotip de les Tregs. La disminució dels nivells d’AMPc  inhibeix l’expressió d’IL-6 i IL-23. En la seva 

absència, FoxP3 es regula a l’alça activant la cèl�lula T en presència de TGF-� i bloqueja la diferenciació a 

Th17 per inhibició directa de ROR-�t. La resposta Th1 no s’afecta per aquest procés. Modificat de (Hansen 

and Caspi 2010).
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6.LA RESPOSTA NEUROIMMUNE

Durant els últims  anys hi ha hagut un interès creixent en l’estudi de les interaccions entre 

el sistema nerviós  i el sistema immune durant el desenvolupament, la homeòstasis i la 

resposta a danys, el que anomenem Neuroimmunologia. La majoria d’interaccions 

impliquen tant SNC com sistema immune incloent: funcions fisiològiques d’ambdós 

sistemes en condicions basals o malalties; el mal funcionament d’un o ambdós sistemes 

que pot portar al desenvolupament de patologies; i els factors físics, químics i ambientals 

que afecten els dos sistemes al llarg de la vida.

Malgrat l’estat d’immunoprivilegi que s’ha guanyat el SNC degut a la seva incapacitat per 

desenvolupar una resposta immune i processar antígens, existeix una comunicació 

bidireccional entre aquests i el sistema immune. Encara que aquest immunoprivilegi sigui 

parcialment veritat, el SNC mostra una reacció immune innata molt ben organitzada en 

resposta a infeccions sistèmiques i al dany cerebral (Rivest 2003). 

Les cèl�lules immunes i les  molècules neurimmunes com les citocines, les quimiocines i 

els factors de creixement són capaces de modular la funció cerebral a través de diverses 

vies de senyalització. Factors  d’estrés immunològics, fisiològics i psicològics fan que 

citocines i altres molècules del sistema immune actuïn com a mediadors de les 

interaccions amb els sistema neuroendocrí, neuropeptídic i neurotransmissor.

La via de comunicació entre cervell i sistema immune produeix una sèrie de senyals que 

activen les cèl�lules glials del SNC produint l’alliberació de citocines proinflamatòries.

La neuroinflamació i l’activació de la resposta neuroimmune tenen un paper molt important 

en l’etiologia d’una gran varietat de patologies neurològiques com l’ictus, el Parkinson, 

l’Alzheimer, l’Esclerosis Múltiple, el dolor o la demència associada a SIDA. No obstant, 

citocines i quimiocines també poden exercir les seves  funcions moduladores en 

condicions basals.

El sistema nerviós es troba sota la monitorització constant tant dels  sistema immune innat 

com de l’adaptatiu. Però la desregulació de la seva resposta, el mal funcionament dels 

mecanismes de comunicació entre sistema immune innat i adaptatiu, i les  alteracions en 

els mecanismes de desenvolupament de la resposta immune innata poden predisposar al 

SNC a autoimmunitat i neurodegeneració (Hauser and Oksenberg 2006). L’Esclerosis 

Múltiple és un clar exemple d’aquest desordre neuroimmunològic.
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7.ESCLEROSIS MÚLTIPLE i EAE

7.1. ESCLEROSIS MÚLTIPLE

L’Esclerosis Múltiple (EM) és  una de les malalties  neurològiques més comuns en adults 

joves a Europa i Amèrica del Nord (Noseworthy et al. 2000). A nivell mundial, al voltant 

d’un milió de persones es veuen afectades per aquesta malaltia inflamatòria crònica del 

SNC.

Els  símptomes de l’EM són deguts  a la disrupció de les  baines de mielina dels axons  del 

SNC degut a un atac per part del sistema immune. Aquests símptomes inclouen des de 

debilitat d’alguna de les extremitats fins  a paràlisis, atàxia i dèficits  cognitius, i portaran 

finalment a la mort del pacient.

L’EM es diagnostica per Ressonància Magnètica, revelant d’aquesta manera múltiples 

lesions o plaques que es distribueixen a través de la substància blanca de cervell i 

medul�la espinal. Les plaques es poden classificar en actives, cròniques actives o 

inactives. Els anàlisis histològics de les plaques actives revelen infiltració de cèl�lules T, 

macròfags i cèl�lules B, desmielinització, dany axonal i reactivitat astrocítica i microglial 

(Lassmann et al. 2001). A nivell histològic, Lassmann i col�laboradors  classifiquen les 

lesions en 4 subtipus, segons si presenten: (I) desmielinització per macròfags, (II) 

desmielinització per anticossos, (III) oligodendropatia distal, o (IV) desmielinització 

secundària al dany oligodendrocític.

Es creu que aquests canvis inflamatoris es deuen a una resposta de tipus autoimmune 

contra components de la mielina. Però altres possibilitats inclouen el fet que aquesta 

reacció inflamatòria vagi dirigida en primera instància contra un agent infecciós no 

conegut (Kakalacheva et al. 2011); o que la resposta inflamatòria sigui secundària a un 

procés neurodegeneratiu.

Tot i que les seves causes són desconegudes, diversos estudis es centren en la cerca de 

modificacions genètiques que augmentin el risc a desenvolupar EM (Oksenberg and 

Baranzini 2010), en els possibles  factors ambientals  desencadenants de la malaltia (Lauer 

2010)i en la interacció gens-ambient (Giovannoni and Ebers 2007).

Els  coneixements actuals sobre l’EM com a malaltia autoimmune es basen en estudis 

directes de les lesions de pacients  amb aquesta patologia i de models animals que 

presenten desmielinització de tipus  inflamatori. Entre aquests cal destacar 
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l’Encefalomielitis  Autoimmune Experimental o EAE, l’ús  de la qual ha permès profunditzar 

en els mecanismes immunològics de la malaltia (Steinman 2003).

7.2. LA RESPOSTA IMMUNE EN EL MODEL ANIMAL D’EAE

El model animal d’Esclerosis Múltiple més àmpliament utilitzat és l’encefalomielitis 

autoimmune experimental (EAE) (Zamvil and Steinman 1990; Gold et al. 2006). L’EAE pot 

ser induïda mitjançant la immunització de soques susceptibles  d’animals 

d’experimentació, tant en primats com en rosegadors, amb autoantígens de mielina 

emulsionats en adjuvant de Freund complet (CFA). Una setmana després de la 

immunització, cèl�lules T CD4+ autorreactives  específicament contra l’antigen de mielina 

s’activen i “expand” en els òrgans limfoides perifèrics (Wekerle et al. 1994). Deu dies 

després de la immunització, les cèl�lules T activades comencen a travessar la barrera 

hematoencefàlica (BHE) de forma massiva; pel contrari, les cèl�lules T inactives no són 

capaces de travessar-la (Flugel et al. 2001). Les cèl�lules T CD4+ autorreactives contra 

l’antigen de mielina són reactivades a l’espai perivascular mitjançant el complex major 

d’histocompatibilitat (MHC) de tipus II (Kawakami et al. 2005). Aquí, els antígens de 

mielina són bàsicament presentats a les cèl�lules T que infiltren per les cèl�lules 

presentadores d’antigen (APCs) perivasculars  i no per les APCs locals del SNC, la 

micròglia (Greter et al. 2005). Aquest fet provoca una major activació de les cèl�lules T i la 

producció de citocines com interleucina (IL)-17, interferó (IFN)-�, IL-6, i factor de necrosis 

tumoral (TNF)-�, així com de quimiocines , en el SNC. Seguidament, cèl�lules del sistema 

immune com granulòcits  i macròfags són atretes al parènquima del SNC, provocant 

inflamació tissular i desmielinització. La secreció de molècules com l’òxid nítric (NO) i el 

TNF, i la degradació de la mielina són conseqüència d’aquesta resposta (Probert et al. 

2000; Willenborg et al. 2007). De manera similar que en l’EM, els episodis inflamatoris en 

EAE disminueixen de forma espontània i els animals es recuperen parcialment, suggerint 

que la inflamació mitjançant cèl�lules  T en el SNC està regulada fins i tot en absència de 

teràpia. Depenent de la soca de ratolí utilitzada i l’autoantigen emprat per la immunització, 

es poden produir episodis  de recaiguda i recuperació (McRae et al. 1992; Gold et al. 

2000).  

Degut a que el model EAE comparteix moltes característiques clíniques i 

histopatològiques amb l’EM, es creu que l’EM és una malaltia autoimmune causada per 

cèl�lules T MHC tipus II específiques contra antigen de mielina (Sospedra and Martin 

2005). No obstant, una de les crítiques principals  sobre el model recau en el fet que el 
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model d’EAE és un model d’autoimmunitat induïda, mentre que l’EM es desenvolupa de 

forma espontània en humans. A més, en el model animal d’EAE no es  produeix 

desmielinització per anticossos ni immunopatologia causada per cèl�lules T CD8+, 

processos que es creuen importants en la malaltia en humans.

Però a part d’ajudar en el coneixement de les característiques clinicopatològiques de l’EM, 

el model EAE ha estat extremadament útil per entendre la biologia de les cèl�lules T CD4+ 

autorreactives in vivo. Després de ser activades, les cèl�lules T naïf es diferencien en 

diferents subpoblacions de cèl�lules T efectores, que anomenem Th, produint diverses 

citocines i realitzant diferents funcions efectores. En un inici, es creia que les cèl�lules Th 

podien adquirir tant un fenotip productor de IFN-�, Th1, com un fenotip productor d’IL-4, 

Th2 (Mosmann and Coffman 1989). Aquest paradigma ha canviat després del 

descobriment d’una tercera subpoblació de cèl�lules  Th que produeixen IL-17 i presenten 

característiques efectores diferents (Korn et al. 2007). En els últims  anys s’han publicat 

diversos estudis  sobre aquesta subpoblació de cèl�lules T: s’han identificat les citocines 

responsables de la seva diferenciació, els factors de transcripció claus per la seva 

generació, i s’han establert les seves funcions en la resposta inflamatòria i 

l’autoimmunitat. Encara que primer es pensava que les cèl�lules Th1 eren les úniques 

considerades patogèniques en EAE, s’ha demostrat que les Th17 són encara més potents 

a l’hora de provocar una resposta inflamatòria en aquest model animal. A part de les 

cèl�lules T efectores, el compartiment cel�lular T CD4+ perifèriques el conformen una altra 

subpoblació de cèl�lules T reguladores (T-regs) que modulen la resposta de les Th i han 

demostrat un efecte supressor en el desenvolupament d’EAE. La identificació de Foxp3 

com el principal factor de transcripció en la generació de les T-regs , ha permès definir 

amb exactitud les  poblacions de T-reg (Schubert et al. 2001), permetent l’estudi de la seva 

interacció amb les cèl�lules Th patogèniques i el seu paper en la regulació de la resposta 

inflamatòria autoimmune.

7.2.1.IMMUNITAT ADAPTATIVA

7.2.1.1.Cèl�lules Th1

Encara que l’especificitat contra l’antigen de mielina és crucial per la capacitat 

encefalitogènica d’un clon de cèl�lula T, altres factors com l’alliberació d’uns tipus 

específics de citocines i l’expressió de certes molècules d’adhesió pel tràfic de cèl�lules  T 

són també essencials.
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La resposta descontrolada de Th1 resulta en autoimmunitat específica de teixit. De fet, les 

cèl�lules Th1 amb especificitat contra antígens de mielina propis  poden produir el 

desenvolupament d’EAE en ser transferides en animals  no immunitzats  prèviament, el que 

s’anomena transferència adoptiva d’EAE (Kuchroo et al.,  1993). La diferenciació de les 

cèl�lules Th1 és depenent de IFN-�, secretat en primera instància per les cèl�lules del 

sistema immune innat. Llavors el fenotip Th1 s’estabilitza per l’acció d’IL-12, citocina 

secretada per les  APCs activades. Un cop s’ha unit al seu receptor, IFN-� indueix la 

transcripció del factor T-bet en les cèl�lules T CD4+ naïf. T-bet és un potent transactivador 

del gen d’ IFN-� i també indueix l’expressió del receptor d’IL-12 per tal que les Th1 puguin 

respondre a aquesta citocina. D’aquesta manera IL-12 estabilitza el fenotip de Th1 induint 

també l’expressió d’ IFN-� (Glimcher 2001). 

Les cèl�lules  Th1 també expressen un perfil de receptors de quimiocines diferents de les 

cèl�lules Th2, que les dirigiran cap a òrgans específics segons la producció de diverses 

quimiocines. Les Th1 provoquen una cascada de mecanismes efectors  un cop són al lloc 

de la inflamació. Primer de tot, l’ IFN-� indueix l’expressió de molècules MHC de tipus I i II 

en cèl�lules epitelials i APCs. Seguidament, les Th1 produeixen una sèrie de quimiocines 

que atrauran a cèl�lules  mononuclears i faran que els infiltrats siguin majoritàriament 

macròfags. Els  macròfags són les principals cèl�lules que infiltren en les  lesions d’EAE i 

EM i són importants cèl�lules efectores en el procés de desmielinització; els  macròfags 

activats  produeixen TNF-� i NO i fagociten de forma activa la mielina en un procés 

anomenat citotoxicitat depenent d’anticòs produïda per cèl�lules. Per tant, l’autoimmunitat 

mitjançant la resposta Th1 pot explicar molts dels aspectes clínics i histopatològics 

presents en l’EM.

7.2.1.2.Cèl�lules Th17

El concepte de resposta autoimmune per Th1 va canviar amb el descobriment d’una nova 

subpoblació de cèl�lules Th efectores que presentaven un perfil diferent en la producció de 

citocines i en els seus mecanismes efectors, les Th17.

Es va observar la presència d’una subpoblació de Th que produïen IL-17 i no IFN-� com a 

resposta a IL-23 (Langrish et al. 2005). Degut a la producció de la citocina IL-17, a 

aquesta subpoblació se l’anomenà cèl�lules Th17. En estudis posteriors, es va poder 

observar clarament que l’absència d’algun component de l’eix IL-23/Th17 protegia o 

atenuava de forma considerable el desenvolupament de l’EAE. A més, IL-17 es va trobar 
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elevada en les  lesions de moltes  malalties autoimmunes, incloent l’EM (Lock et al. 2002). 

Tots aquests  resultats suggerien un paper important d’IL-17 i de les  cèl�lules Th17 en la 

inducció de la resposta inflamatòria i autoimmune.

Algunes de les citocines de la família IL-17 tenen propietats proinflamatòries, induint la 

producció d’IL-6, Il-1�, i TNF-�, així com quimiocines i metaloproteinases en els  teixits 

afectats. Ja que els  receptors per la família IL-17 no s’expressen tan sols en cèl�lules 

hematopoètiques, sinó també en cèl�lules epitelials i endotelials, les citocines IL-17 

produeixen un ampli espectre de respostes tissulars.  

Com s’ha comentat anteriorment, IL-23 manté o estimula l’expansió de les cèl�lules Th17 

de memòria tant in vitro com in vivo, però no és el factor de diferenciació per aquestes 

cèl�lules, ja que les cèl�lules T naïf no expressen el receptor per aquesta citocina. De fet, 

diversos grups van observar que la combinació de TGF-� i IL-6 produïa la diferenciació a 

cèl�lules T productores d’IL-17 de les cèl�lules T naïf i que, a més, induïa l’expressió del 

receptor d’IL-23 en aquestes cèl�lules (Bettelli et al. 2006; Mangan et al. 2006; Veldhoen 

et al. 2006). Fou una gran sorpresa descobrir que TGF-�, considerada una citocina amb 

efectes immunosupressors (Li et al. 2006), fos necessària, juntament amb IL-6, per la 

inducció de les Th17. En realitat, TGF-� sol, es capaç d’induir la generació de T-regs 

Foxp3+ i inhibir la proliferació de les  cèl�lules T naïf. Però paradoxalment, TGF-� és 

actualment considerat part del còctel de diferenciació d’una subpoblació de cèl�lules Th 

amb alta capacitat proinflamatòria. En base a això, es va proposar una relació recíproca 

entre T-regs i Th17, on IL-6 tenia un paper essencial en modular el balanç entre aquests 

dos tipus cel�lulars (Bettelli et al. 2006; Korn et al. 2007) regulant l’inici de la resposta 

autoimmune en vers la tolerància.

Mentre IL-6 sembla ser produït per cèl�lules de sistema immune innat després de ser 

activades per agents microbians mitjançant receptors  com els  receptors  tipus Toll (TLRs), 

TGF-� sembla ser secretat per cèl�lules T naïf, T-regs i també DCs. Un cop TGF-� i IL-6 

han produït la diferenciació a Th17, la citocina IL-23 sembla indispensable per iniciar la 

resposta inflamatòria tissular de les cèl�lules Th17 (Zhou et al. 2007), suggerint que 

aquesta citocina podria conferir patogenicitat a les Th17. 

Actualment, no està clar si les cèl�lules  Th17 i les Th1 han de cooperar per tal d’induir la 

resposta inflamatòria autoimmune en SNC que s’observa en els animals EAE. És possible 

que les Th17, degut a la seva capacitat d’infiltració, representin la primera onada de 
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cèl�lules Th efectores i preparin el terreny per la posterior infiltració d’altres  cèl�lules T 

efectores. Una altra hipòtesis és que les cèl�lules  T CD4+ que produeixen tant IFN-� com 

IL-17 esdevinguin cèl�lules productores tan sols d’una de les  citocines, canviant així les 

freqüències d’ambdues poblacions durant el transcurs de la malaltia.

Pel que fa als estudis en humans, cèl�lules T IL17+ s’han detectat en lesions actives  i 

actives cròniques de pacients amb EM (Lock et al. 2002; Tzartos et al. 2008), i molècules 

relacionades amb l’eix IL-23/Th17 s’han trobat associades  a inflamació crònica del SNC 

en malalts d’EM (Illes et al. 2008). A més, les cèl�lules Th17 han estat identificades en 

humans, on, de forma similar al ratolí, expressen nivells  elevats  de receptors d’IL-23. 

Contràriament, s’ha demostrat que TGF-� juntament amb IL-6 no són capaces d’induir la 

producció d’IL-17 en cèl�lules T naïf d’humans, i s’ha suggerit que tant IL-1� i IL-6 o IL-1� i 

IL-23 serien els factors de diferenciació de les Th17 humanes (Acosta-Rodriguez et al. 

2007; Wilson et al. 2007). També s’ha pogut demostrar el paper de TGF-� en la 

diferenciació de les cèl�lules Th17 humanes. Il-21 i IL-6, juntament amb TGF-�, poden 

induir la diferenciació a Th17 de les cèl�lules T naïf (Manel et al. 2008; Volpe et al. 2008). 

Per altra banda, s’ha observat que TGF-� inhibeix l’expansió de les  Th17 del 

compartiment de cèl�lules T de memòria (Acosta-Rodriguez et al. 2007).

7.2.1.3.Cèl�lules T-regs

Aquesta subpoblació immunosupressora de cèl�lules T CD4+, les T-regs, es caracteritza 

per l’expressió de CD25 i el Foxp3, pel que també s’anomenen CD4+ CD25+ T-regs  o 

Foxp3+ T-regs. Foxp3 és un factor de transcripció que estabilitza el fenotip funcional 

d’aquestes cèl�lules (Gavin et al. 2007). L’eliminació de les CD4+ CD25+ T-regs abans de 

la immunització augmenta la severitat de l’EAE i fa que les  soques resistents a la malaltia 

siguin susceptibles (Reddy et al. 2004). A més, la transferència adoptiva d’aquestes 

cèl�lules abans de l’inici de la malaltia atenua l’EAE (Hori et al. 2002). 

Mentre que la ràtio entre les cèl�lules T efectores específiques d’antigen i les T-regs està a 

favor de les efectores al pic de la malaltia, això canvia durant la remissió, on hi ha una 

disminució massiva del nombre de cèl�lules T efectores i un manteniment del número de 

T-regs en el SNC. Aquesta ràtio no és  l’únic paràmetre a tenir en compte durant la 

regulació de la resposta autoimmune, ja que altres factors com la presència d’IL-6 i TNF-� 

al lloc de la inflamació s’ha demostrat que impossibiliten la supressió de les Th efectores 

per part les T-regs, fent-les  resistents a aquesta immunomodulació (Korn et al. 2007). Això 
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podria explicar  perquè malgrat la presència  de T-regs en els llocs d’inflamació, la 

immunopatologia no pot ésser controlada de forma eficient, com s’ha pogut observar en 

pacients d’EM i altres malalties autoimmunes. 

7.2.2.IMMUNITAT INNATA

7.2.2.1.Receptors Toll-like (TLRs)

Per tal d’induir l’EAE, els autoantígens de mielina s’han d’emulsionar amb un adjuvant 

com l’adjuvant complet de Freund (CFA), que conté Mycobacterium tuberculosis, i es 

necessiten injeccions addicionals de toxina pertússica. El descobriment que certes 

molècules bacterianes podien desencadenar la resposta immune innata i una subseqüent 

resposta immune adaptativa contra un antigen va centrar l’atenció en el paper de 

l’adjuvant durant l’activació de les cèl�lules T CD4+ en el model EAE.

Els  TLRs es troben principalment en DCs, macròfags/micròglia i mastòcits. Aquests 

receptors no reconeixen antígens específics com fan les cèl�lules T o els anticossos, sinó 

que s’uneixen al que anomenem patrons moleculars associats a patògens o PAMPs, que 

poden ser lípids, lipopèptids, proteïnes o àcids nuclèics, i que s’expressen normalment en 

els microbis (Akira and Hemmi 2003). 

Els  TLRs senyalitzen a través de la proteïna adaptadora MyD88. Els  receptors TLR3 i 

TLR4 són les excepcions: TLR3 senyalitza a través de la via MyD88-independent; TLR4 

senyalitza a través d’ambdues  vies. En mamífers, MyD88 controla l’activació induïda per 

CFA de les DC mieloides  i dirigeix la polarització en vers  una resposta immune de tipus 

Th1 (Schnare et al. 2001). De fet, els  ratolins  MyD88-/- són resistents a EAE, i s’ha 

demostrat que MyD88 és necessari per l’expressió de citocines proinflamatòries com IL-6 i 

IL-23p40 en DCs esplèniques, i per la diferenciació de les cèl�lules Th17 (Prinz et al. 

2006; Marta et al. 2008).

Els  TLRs també s’expressen en cèl�lules del SNC i poden influenciar en la resposta 

immune local. S’ha observat un augment de l’expressió de TLRs en lesions cerebrals de 

pacients  amb EM i en cèl�lules mononuclears del LCR, així com en lesions cerebrals 

d’animals amb EAE (Bsibsi et al. 2002; Andersson et al. 2008). La micròglia duu a terme 

diversos programes específics  d’activació segons els  diferents senyals  dels TLRs i 

conforma un enllaç entre les respostes immunes innata i adaptativa, on les cèl�lules T 

CD4+ són activades i proliferen (Jack et al. 2007). Per tant, els senyals dels  TLRs són uns 

potents moduladors de l’activació microglial.
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7.2.2.2.Cèl�lules Densrítiques (DCs)

L’acumulació de DCs al SNC (Matyszak and Perry 1996; Fischer and Reichmann 2001) és 

força abundant, malgrat el caràcter d’immunoprivilegi del SNC, i és degut a que aquest té 

les seves pròpies APCs residents (micròglia i astròcits). Per tant, en un inici fou de vital 

importància el fet de determinar l’orígen d’aquestes DCs – si derivaven de precursors 

glials o provenien d’infiltrats  perifèrics. Es va poder determinar que en un context de 

neuroinflamació, les  DCs CD11c+ derivaven principalment de precursors de la medul�la 

òssia (Bailey et al. 2007; Deshpande et al. 2007). 

Estudis en models animals d’EM han demostrat que les DCs es localitzen a l’interior dels 

focus d’inflamació de les lesions (Serafini et al. 2000; Fischer and Reichmann 2001). 

També s¡ha pogut observar la presència d’aquestes cèl�lules en pacients amb EM, tant a 

les meninges com en les lesions del parènquima cerebral (Serafini et al. 2006). 

S’ha pogut demostrar que l’EAE pot ser induïda tan sols amb la transferència adoptiva de 

DCs que presentin l’antigen MOG35-55 en animals receptors naïf (Weir et al. 2002), 

mostrant el paper clau d’aquestes cèl�lules en la resposta neuroinflamatòria. A més, s’ha 

observat una correlació entre el número de DCs i la severitat de la malaltia (Whartenby et 

al. 2005). Això, juntament amb el fet que són l’únic tipus cel�lular clau per la inducció de la 

malaltia, subratllen la importància de les DCs en la patologia autoimmune del SNC.

Un altre paper clau d’aquestes  cèl�lules  resideix en el fet que no són tan sols capaces 

d’activar les cèl�lules T naïf, sinó que polaritzen la seva diferenciació cap a un fenotip 

Th17. Això ho duen a terme mitjançant la creació d’un ambient de citocines adequat, 

mitjançant la secreció de TGF-�, IL-6 i IL-23 (Bailey et al. 2007; Deshpande et al. 2007). 

7.2.2.3.Macròfags / Micròglia

Els  macròfags perivasculars són un tipus cel�lular important en el SNC. Es troben 

localitzats  en els vasos sanguinis cerebrals, entre les membranes basals endotelial i glial, 

una situació estratègica per trobar-se amb els patògens  i assistir en el control de les 

respostes immunes adaptativa i innata en el SNC (Fabriek et al. 2005). Els macròfags 

s’activen en entrar en contacte amb el patogen o antigen, però també mitjançant citocines 

tipus Th1, com IFN-� i TNF-�. En animals EAE, la supressió d’aquestes cèl�lules elimina la 

simptomatologia clínica de la malaltia, però no hi ha canvis en el nombre de cèl�lules T 

CD4+ infiltrades, suggerint que els  macròfags no tenen un paper clau en el procés 

d’infiltració de les cèl�lules T en el SNC (Tran et al. 1998).
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La micròglia són els macròfags residents del SNC que provenen de precursors de la 

medul�la òssia. En condicions inactives, la micròglia pot sobreviure al microambient del 

SNC, suggerint que aquestes cèl�lules són clau en el manteniment de l’homeòstasi 

(Nimmerjahn et al. 2005). No obstant, en resposta a un estímul inflamatori, la micròglia 

s’activa, augmenta l’expressió de CD45, MHC i molècules co-estimuladores, la capacitat 

fagocítica, i és capaç d’estimular la proliferació de les subpoblacions Th1 i Th2 (Aloisi 

2001). 

S’ha demostrat que aquestes poblacions cel�lulars  tenen diverses funcions en el model 

d’EAE: actuen com a APCs, promouen dany tissular mitjançant la secreció de diverses 

citocines proinflamatòries, quimiocines, metaloproteinases, glutamat i òxid nítric, i 

s’encarreguen de fagocitar els debris de mielina.

Igual que els  macròfags, la micròglia expressa una sèrie de receptors de superfície 

capaços de reconèixer els patògens (com els TLRs), i que els activen per tal d’amplificar 

la resposta inflamatòria del SNC (Aloisi 2001). D’aquesta manera, la micròglia actua com 

una primera línia de defensa al SNC, mitjançant l’inici d’una potent resposta 

proinflamatòria contra els agents patògens (Carpentier et al. 2008).

Pel que fa al seu paper com a APCs, s’ha observat en el model d’EAE, una 

sobreexpressió de les molècules MHC de classe II en aquestes cèl�lules. Els macròfags i 

la micròglia fagociten la mielina, processen l’antigen i el presenten a les  cèl�lules T. 

Sembla que l’expressió d’MHC II en la micròglia afavoreix la remissió de la 

simptomatologia mitjançant l’activació de les T-regs, mentre que la seva expressió en els 

macròfags perivasculars promou l’EAE gràcies a l’activació de subpoblacions de cèl�lules 

Th (Hickey and Kimura 1988; Almolda et al. 2010). Els macròfags i la micròglia són 

capaces de presentar l’antigen a les  cèl�lules T de forma més eficient que d’altres cèl�lules 

glials com els astròcits, però no tant eficientment com les DCs.

A part de la funció com a presentadores d’antigen, els  macròfags/micròglia són capaços 

de secretar una abundant quantitat de molècules efectores, tant citocines  proinflamatòries 

(IFN-�, IL-6 i TNF-�), com antiinflamatòries (IL-10 i TGF-�) (Raivich and Banati 2004). A 

més, són capaces de respondre de forma força eficient a l’estimulació per IL-17, tot i 

expressar nivells  baixos del receptor per aquesta citocina. També secreten un ampli 

espectre de quimiocines, molt importants  per al reclutament i la infiltració de leucòcits en 

el SNC. Estudis  en animals knockout per alguna d’aquestes molècules mostren una 

reducció en la severitat de l’EAE, així com una aparició tardana de la simptomatologia i 
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nivells disminuïts de DCs i macròfags en la medul�la espinal d’aquests ratolins (Dogan et 

al. 2008). A més de la secreció de citocines i quimiocines, els macròfags/micròglia 

produeixen radicals  lliures com l’òxid nítric (NO) durant el transcurs de l’EAE. Aquestes 

cèl�lules expressen de forma constitutiva la sintasa d’òxid nítric induïble (iNOS), que és 

l’encarregada de generar l’NO (Kim et al. 2000). Una altra de les molècules efectores que 

poden produir aquestes cèl�lules en grans quantitats és el glutamat, el principal 

neurotransmissor excitador del SNC. De forma general, nivells  elevats de glutamat 

extracel�lular són tòxics per neurones i oligodendròcits, un fenomen que s’anomena 

excitotoxicitat glutamatèrgica. En el model d’EAE, la producció de glutamat per part de 

macròfags i micròglia s’ha pogut correlacionar amb el dany axonal. De fet, si es bloqueja 

el receptor AMPA/kainat (un receptor de glutamat), el curs de la malaltia s’alenteix, i es 

produeix una reducció de la desmielinització i del dany axonal (Fallarino et al. 2010). 

Cal destacar també l’important paper de la micròglia en la patologia de l’EAE. Estudis en 

ratolins transgènics  als quals  se’ls ha eliminat la micròglia han demostrat que aquest fet 

produeix, durant l’EAE, una reducció en el dia d’inici de la malaltia, la progressió i la 

desmielinització (Heppner et al. 2005), mostrant la importància d’aquestes cèl�lules en la 

severitat de l’EAE.

Per tant, podem dir que macròfags i micròglia duen a terme un ampli espectre de funcions 

efectores essencials pel control de la resposta de les cèl�lules T que contribueixen 

d’alguna manera en l’inici i la progressió de l’EM i el seu model animal, l’EAE.

7.2.2.4.Astròcits

Els  astròcits també poden ser considerats com a APCs residents del SNC. Encara que el 

seu paper en la neuroimmunologia es creu més regulador, existeixen evidències sobre la 

seva contribució i capacitat per presentar antígens i activar les cèl�lules T.

Durant l’EAE, les cèl�lules  T naïf entren en contacte per primer cop amb l’antigen de 

mielina en la perifèria, però necessiten ser reactivades  un cop han entrat al SNC. És 

possible que els astròcits  siguin en part responsables d’aquesta reactivació de les 

cèl�lules T específiques de mielina. Diversos estudis han pogut demostrar que els 

astròcits  estimulats amb IFN-� són capaços d’induir la diferenciació i la proliferació 

d’aquesta subpoblació de cèl�lules T (Carpentier et al. 2005; Constantinescu et al. 2005). 

De fet, els astròcits  murins expressen nivells  baixos de MHC de classe II que es regulen a 

l’alça després de l’estimulació amb IFN-�.
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De forma similar a les APCs, els astròcits  reaccionen al dany tissular. Són capaços de 

modificar la resposta en els altres tipus cel�lulars del SNC mitjançant la producció de 

citocines, convertint-los en potents reguladors de la resposta neuroimmune. Els  astròcits 

poden tant potenciar com inhibir l’activació de la micròglia. En l’EAE i l’EM, els astròcits 

produeixen molècules immunosupressores com TGF-� i IL-10. El TGF-� pot actuar en la 

micròglia induint la inhibició de l’expressió de l’MHC de classe II i de l’activació microglial 

(Aloisi et al. 2000). Els astròcits també poden actuar contenint la inflamació mitjançant la 

formació d’una barrera física que s’anomena cicatriu glial, caracteritzada per canvis 

morfològics i d’expressió gènica induïts  per la resposta inflamatòria (Voskuhl et al. 2009). 

Per tant, sembla que els  astròcits en aquest cas tindrien un paper important en la 

regulació de la resposta immune atenuant la neuroinflamació.

Tant si els  astròcits poden o no presentar l’antigen a les cèl�lules T durant l’EM, poden 

generar un ambient que promogui l’activació d’aquestes cèl�lules. Els astròcits poden 

secretar IL-12 (activa Th1), IL-4 (Th2), IL-23 (Th17), IL-6 i TGF-� (Th17), cadascuna de 

les quals pot potenciar la diferenciació de les cèl�lules T naïf en un subtipus diferent de 

cèl�lules Th en presència d’antigen (Constantinescu et al. 2005). També tenen un paper 

important en el reclutament de cèl�lules  T al SNC. Els  astròcits  produeixin quimiocines que 

exerceixen aquesta funció en diverses fases del model EAE. Curiosament, TNF-� i IL-1� 

estimulen als astròcits a secretar quimiocines que atrauen DCs immadures. Per tant, els 

astròcits  poden reclutar APCs més eficients en un ambient ple de debris de mielina al 

mateix temps que les cèl�lules T específiques de mielina necessiten ser reactivades, 

potenciant d’aquesta manera el desenvolupament de la malaltia (Ambrosini et al. 2005).

En conclusió, el sistema immune innat pot exercir efectes tant beneficiosos com 

perjudicials durant el transcurs de l’EAE i l’EM. Les cèl�lules del sistema immune innat 

cooperen amb les del sistema immune adaptatiu per assegurar-se un bon funcionament 

en la resposta. Però el mal funcionament del sistema immune innat pot portar a accions 

potencialment patogèniques del sistema immune adaptatiu, a més de provocar dany 

tissular per ell mateix. Les APCs en el SNC són clau per la defensa envers  els patògens, 

però poden produir una resposta inflamatòria mantinguda en el temps que pot ser 

perjudicial pels oligodendròcits i la mielina. Els macròfags/micròglia regulen a l’alça les 

proteïnes típiques  de la maquinària de presentació antigènica, així com la secreció de 

citocines inflamatòries com TNF-�. Les DCs, tot i no ser cèl�lules residents del SNC, han 

sorgit com a cèl�lules clau en l’activació de les cèl�lules T autorreactives tant a la perifèria 
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com en el SNC. A més, sembla que tinguin una participació directa en la resposta 

inflamatòria tipus Th17. I finalment els astròcits, que són el tipus cel�lular més nombrós del 

SNC i són crucials pel manteniment de la integritat de la BHE. No obstant, poden produir 

dany mitjançant la secreció de quimiocines que reclutaran infiltrats  cel�lulars del sistema 

immune que poden atacar els oligodendròcits i la seva mielina.
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La regulació dels nivells intracel�lulars d’AMPc és un mecanisme important en el control 

de diversos processos fisiològics, entre ells  el de la resposta neuroimmune. En aquesta 

modulació, les fosfodiesterases (PDEs) tenen un paper molt important. L’objectiu principal 

d’aquesta tesi va ser estudiar l’expressió de les PDEs específiques d’AMPc, concretament 

les de la família PDE4, en el SNC en relació amb la resposta inflamatòria en el model murí 

d’Esclerosis Múltiple, l’Encefalomielitis Autoimmune Experimental (EAE). Per aquest motiu 

es van plantejar els següents objectius específics:

1. Estudi del model animal d’EAE en ratolins wildtype. Avaluació simptomatològica, 

histopatològica i de la resposta neuroimmune en aquests animals.

2. Canvis  en l’expressió de l’ARNm de les PDE de la família 4 en el model EAE en 

ratolins wildtype.

3. Canvis  en l’expressió de la proteïna PDE4B en SNC en el model EAE en ratolins 

wildtype.

4. Identificació dels tipus  cel�lulars  en SNC que sobreexpressen l’isoforma PDE4B en 

el model EAE en ratolins wildtype.

5. Estudi del model EAE en ratolins knockout per a PDE4A i PDE4B. Avaluació 

simptomatològica, histopatològica i de la resposta neuroimmune en aquests 

animals.
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1. OBTENCIÓ DELS TEIXITS

Els treballs presentats en aquesta tesi es  van realitzar amb cervells  i medul�les espinals 

de ratolins de la soca C57BL6.

En tot moment els animals van ser manipulats  seguint la legislació espanyola vigent sobre 

protecció d’animals  d’ús en experimentació i altres propòsits científics, d’acord amb les 

normes de la Unió Europea de benestar animal (O.J. of E.C. L358/1 18/12/1986), la 

normativa sobre l’ús d’animals  de laboratori de la Unió Europea (86/609/EU) i seguint els 

procediments aprovats pel Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de la 

Generalitat de Catalunya.

Es va intentar minimitzar al màxim el nombre d’animals utilitzats i el seu patiment durant 

els processos  experimentals. Els ratolins es van estabular sota cicles de 12 hores de llum/

foscor, en una temperatura ambiental constant, amb lliure mobilitat, i aigua i menjar ad 

libitum.

1.1. MODELS ANIMALS UTILITZATS

1.1.1.MODEL D’ENCEFALITIS AUTOIMMUNE EXPERIMENTAL (EAE)

El model es realitzà en ratolins femella C57BL6 (15-20gr) de 6 setmanes d’edat (Charles 

River Laboratories, França).

L’EAE va ser induïda mitjançant una immunització subcutània amb 100μg de pèptid 

sintètic de glicoproteïna oligodendrocítica de mielina (myelin oligodendrocyte glycoprotein, 

MOG), dels aminoàcids 35 al 55 (MOG35-55) (Sigma-Aldrich, Steinhem, Alemanya), 

barrejat amb 100μl d’adjuvant de Freund incomplet (Sigma-Aldrich) complementat amb 

500μg de Mycobacterium tuberculosis (soca H37Ra, Difco, Detroit, MI, EUA). 200ng de 

toxina pertússica es van injectar via intraperitoneal els dies 0 i 2 post-immunització. Els 

animals control es van realitzar mitjançant immunització subcutània amb adjuvant de 

Freund incomplet complementat amb M. tuberculosis i sense pèptid de MOG35-55, o bé 

amb salí. Els ratolins van ser pesats i examinats diàriament per la detecció de signes 

neurològics utilitzant la següent escala: 0 = sense símptomes clínics; 1 = pèrdua del to 

muscular de la cua; 2 = debilitat muscular d’una o ambdues potes del darrera; 3 = 

paraparesis  d’una de les potes del darrera; 4 = paràlisis  dels membres posteriors; i 5 = 

estat moribund amb poc moviment i problemes respiratoris (McFarlin et al. 1974). Els 

animals van ser sacrificats els dies 10, 15, 21 i 30 postimmunització.
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1.2. PREPARACIÓ DEL TEIXIT

Els ratolins van sacrificar-se per dislocació cervical o sobredosis d’isoflurà, es van 

extreure de forma immediata el cervell i la medul�la espinal, es van submergir en solució 

salina (NaCl 0,9%) a 4°C, i es van congelar ràpidament en neu carbònica i foren guardats 

a -20°C fins a la seva utilització. 

Els  teixits  congelats van ser tallats en seccions coronals de 14μm de gruix mitjançant un 

micròtom-criòstat (Microm HM500 OM) en portaobjectes  pretractats amb APTS (3-

aminopropyltriethoxysilane, Sigma-Aldrich) i es van mantenir a -20°C fins al moment de 

ser processats.

La regió cervical de la medul�la espinal va ser dissecada per tal de procedir a l’extracció 

de l’ARN.

Per als cultius primaris de leucòcits, la melsa d’aquests ratolins es va extreure en 

condicions estèrils. Es va homogeneïtzar de forma manual en medi de cultiu RPMI-5 

(RPMI 1640, 5% fetal bovine serum o FBS, 2 mM L-glutamina, 50 μM 2-mercaptoetalona, 

100 unitats/ml penicil�lina i 100 μg/ml estreptomicina sulfat) en plaques de petri. Es  van 

passar les cèl�lules per un filtre de niló de 200 μm per tal disgregar-les. Les cèl�lules es 

van incubar durant 5min a temperatura ambient amb solució de lisis  ACK (0.15 M NH4Cl, 

10 mM KHCO3, 0.1 mM Na2EDTA, p� 7.2-7.4) per eliminar selectivament els eritròcits. Es 

van cultivar les  cèl�lules restants (leucòcits) en una placa de 96 pous, 5x 105 cèl�lules/pou, 

en RPMI-10 (igual que l’anterior, però amb 10% FBS) durant 4 hores a 37ºC 5% CO2.

Materials i Mètodes

74



2.TÈCNIQUES I MÈTODES EXPERIMENTALS

2.1. HIBRIDACIÓ IN SITU

La tècnica d’hibridació in situ ens permet observar en seccions de teixit, i de forma directa, 

la distribució anatòmica i cel�lular de l’ARNm que codifica per a una determinada proteïna.

La detecció d’una cadena simple d’ARNm en seccions  de teixit animal requereix de la 

síntesi i el marcatge d’una sonda apropiada (oligonucleòtids o ribosondes), és a dir, d’una 

cadena d’àcids nuclèics la seqüència de la qual sigui complementària a l’ARNm de la 

proteïna en estudi. El procés d’hibridació té lloc gràcies a la formació de ponts d’hidrogen 

entre bases complementàries: guanina i citosina (G i C, unides per tres ponts  d’hidrogen), 

i adenina i uracil o timidina (A i U o T, unides per només dos ponts d’hidrogen).

En aquest treball es va realitzar hibridació in situ mitjançant oligonucleòtids  de DNA. Es 

van realitzar experiments d’hibridació in situ senzilla, amb sondes marcades de forma 

radioactiva amb 33P. Els procediments es descriuen amb més detall a continuació.

2.1.1.HIBRIDACIÓ IN SITU AMB OLIGONUCLEÒTIDS

2.1.1.1.Sondes de DNA

Les sondes d’hibridació que es  van utilitzar van ser oligonucleòtids sintètics (de 45 a 48 

bases) complementaris a la seqüència d’ARNm en estudi. El seu disseny es va realitzar 

tenint en compte la seva especificitat per hibridar exclusivament un ARNm segons el 

percentatge de nucleòtids C i G. Abans de sintetitzar els oligonucleòtids  es va comprovar 

que la seqüència per a cadascun d’ells hibridava únicament amb l’ARNm d’interès 

mitjançant l’aplicació BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Aquest programa 

permet la comparació de la seqüència d’un oligonucleòtid concret amb totes  les 

seqüències contingudes en la base de dades (EMBL o GenBank) per assegurar-nos que 

les nostres sondes no presenten similituds amb altres ARNm que no siguin del nostre 

interès.

Tots els oligonucleòtids  van ser sintetitzats  i purificats per HPLC per Isogen Bioscience BV 

(Maarsden, Holanda).
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2.1.1.2.Hibridació in situ radioactiva 

2.1.1.2.1.Marcatge radioactiu dels oligonucleòtids

Els oligonucleòtids es van marcar amb 33P, un isòtop radioactiu que ens permet una 

detecció ràpida de la senyal d’hibridació i amb gran sensibilitat. Vam utilitzar  

oligonucleòtids complementaris a l’ARNm que codifica per PDE4A (L27057, 3649-3693 

bp), PDE4B (NM_017009, 2639-2687, 2537-2581 bp), PDE4D (NM_017032, 1917-1961) i 

les variants d’splicing de PDE4B, PE4B1 (AF202732, 383-427, 506-550 bp), PDE4B2 

(L27058, 545-589 bp), PDE4B3 (U95748, 700-744, 616-660, 556-600 bp) i PDE4B4 

(AF202733, 264-308, 171-215).

Les sondes es  van marcar a l’extrem 3’ amb [33P]�-dATP ([33P]�-desoxiadenosina trifosfat, 

3000 Ci/mmol; Perkin-Elmer, ) mitjançant l’enzim desoxinucleotidil transferasa terminal 

(TdT, 5000 U/ml, Calbiochem, La Jolla, CA, USA). En la reacció de marcatge s’incubaren 

2 pmols de sonda, 17 pmols de [33P]�-dATP i 5 unitats de TdT en un tampó de cacodilat 

de potassi (1mM) i clorur de cobalt (1.5mM) pH 7.2 a 37°C durant 1-2h. La reacció es va 

aturar escalfant a 65°C durant 5 minuts.

2.1.1.2.2.Purificació de les sondes marcades

Els nucleòtids no incorporats  en la sonda van ser eliminats de la mescla de la reacció per 

purificació per cromatografia utilitzant columnes illustra ProbeQuant G-50 Micro Columns 

(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), que contenen SephadexTM G-50 DNA Grade F.

El principi de purificació de la sonda amb aquestes  columnes es basa en la filtració del 

gel. Les molècules més grans que els porus del Sephadex, en aquest cas  els 

oligonucleòtids marcats radioactivament,  són excloses del gel i s’elueixen primer. La 

mescla de la reacció de marcatge es dilueix en tampó STE (150mM NaCl, 10mM Tris-HCl, 

1mM EDTA), es  carrega a la columna, prèviament reconstituïda per agitació i centrifugació 

durant 1 minut a 735 x g, i es centrifuga durant 2 minuts  a la mateixa velocitat per recollir 

l’oligonucleòtid marcat.

2.1.1.2.3.Preparació del teixit

En aquest treball es  va utilitzar teixit congelat de ratolí, tractat segons un protocol descrit 

anteriorment pel nostre laboratori (Vilaro et al. 1992).

Les seccions es van descongelar sota un corrent d’aire fred, es van fixar per immersió en 

una solució del 4% de paraformaldèhid en tampó fosfat salí (1xPBS: 2.6mM KCl, 1.4mM 

KH2PO4, 136mM NaCl, 8mM Na2HPO4 pH 7.5) a 4°C durant 20 minuts. Seguidament es 
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va realitzar un rentat en 3xPBS i dos en 1xPBS, de 5 minuts cadascun. Les seccions es 

van incubar després a 20°C durant 2 minuts amb pronasa predigerida (24 U/ml, 

Calbiochem) en 50mM Tris-HCl, pH 7.5, i 5mM EDTA. L’activitat proteolítica de l’enzim es 

va aturar mitjançant immersió dels teixits en una solució salina de glicina (2 mg/ml en 

PBS) durant uns 30 segons. Es van rentar dos  cops durant 30 segons en 1xPBS, i 

finalment es van deshidratar en etanol del 70 i el 100%, 2 minuts en cadascun.

2.1.1.2.4.Hibridació del teixit

Les sondes van utilitzar-se a una concentració final de 1.5-3 x 107 cpm/ml en un tampó 

que contenia formamida al 50%, 4xSSC (1xSSC: 150mM NaCl, 15mM citrat sòdic), 1x 

solució de Denhardt (0.02% Ficoll, 0.02% polivinilpirrolidona, 0.02% albúmina de sèrum 

boví), 10% de sulfat de dextrà, 1% sarkosil, 20mM tampó de fosfat sòdic pH 7.0, 250 μg/

ml d’ARNt de llevat i 500 μg/ml d’ADN d’esperma de salmó (Cortes et al. 1993).

Per la hibridació les seccions de teixit es van incubar amb 100 μl d’aquesta solució i 

recoberts amb Nescofilm (Bando Chemical Ind., Kobe, Japó) per evitar l’evaporació de la 

mescla. La hibridació es va realitzar dins de caixes amb un ambient humit durant 16-20h 

en un incubador a 42°C.

2.1.1.2.5.Rentats

Per tal d’eliminar l’excés de sonda no hibridada o que s’uneix de forma inespecífica al 

teixit, es  van submergir els portaobjectes hibridats  en tampó de rentat (0.6M NaCl, 10mM 

Tris-HCl pH 7.5). Es van realitzar quatre rentats de 45 minuts a 60°C. Finalment els teixits 

es van deshidratar en dos gradients d’etanol del 70 i el 100%, 5 minuts en cadascun, a 

temperatura ambient.

2.1.1.2.6.Exposició i obtenció dels autorradiogrames

Els autorradiogrames es  van obtenir per exposició de les seccions de teixit hibridades a 

una pel�lícula fotogràfica Biomax-MR (Kodak, Rochester, USA). L’exposició es va realitzar 

a -80°C, temperatura necessària perquè tinguin efecte les pantalles intensificadores de 

l’emissió radioactiva de 33P, durant un temps variable (d’entre 2 a 4 setmanes) en funció 

de la intensitat de la senyal generada per la sonda radioactiva hibridada. Al finalitzar 

l’exposició, les pel�lícules fotogràfiques es van revelar amb LX24 (Kodak), es fixaren amb 

AL4 (Kodak), durant 5 minuts  cadascun a 21°C, i es  van rentar durant 10 minuts  en aigua 

corrent i uns segons  amb aigua destil�lada. Aquest mètode permet l’observació 

macroscòpica de les regions que expressen amb més abundància l’ARNm d’interès.  
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Per a la visualització microscòpica de l’ARNm sobre els cossos cel�lulars, es  va utilitzar 

una tècnica d’immersió en emulsió fotogràfica líquida o dipping. Aquesta tècnica consisteix 

en submergir els portaobjectes amb les  seccions hibridades en una emulsió fotogràfica de 

sals de plata (emulsió nuclear K5, Ilford, Mobberly, UK), prèviament diluïda 1:1 amb aigua 

destil�lada, a 42°C. L’exposició es va realitzar durant un període variable d’entre 1 i 2 

mesos a 4°C. Passat aquest temps, les  seccions es van revelar amb D-19 (Kodak) i es 

van fixar amb Hypam (Ilford), durant 5 minuts cadascuna, i es van muntar amb Mowiol 

(Calbiochem). Algunes  d’aquestes seccions es van tenyir amb violeta de cresil (0.25%) 

per tal de poder observar de forma conjunta els cossos cel�lulars  i la senyal 

autorradiogràfica en forma de precipitats de grans de plata.

2.1.1.2.7.Controls d’especificitat

Els oligonucleòtids  poden unir-se a altres components del teixit com lípids, ADN o ARN no 

homòlegs, donant una senyal inespecífica. Per aquest motiu es van realitzar diversos 

controls d’especificitat per tal d’optimitzar les condicions experimentals per la hibridació de 

les diferents sondes.

- Comprovació de la coincidència del patró d’expressió de diferents  oligonucleòtids 

complementaris  per diferents regions  del mateix ARNm. Per cada ARNm en estudi es  van 

provar dues o més sondes diferents de forma independent en seccions  consecutives del 

mateix animal i que mostraren patrons d’hibridació idèntics.

-  Cohibridació de la sonda marcada amb un excés del mateix oligonucleòtid sense marcar 

(de 100 a 1000 vegades la concentració de l’oligonucleòtid marcat). El resultat és una 

abolició per complet de la senyal d’hibridació específica; el senyal autorradiogràfic restant 

es considera com a soroll de fons.

- Anàlisis de l’estabilitat tèrmica dels híbrids formats. Es va realitzar rentant seccions 

consecutives hibridades amb una mateixa sonda a temperatures creixents de 50, 60 i 

80°C. Quan la hibridació és específica, s’observa un descens brusc de la intensitat de 

senyal a temperatures properes a la Tm dels híbrids  (temperatura a la que es dissocien el 

50% dels híbrids). Això ens va permetre trobar la temperatura òptima de rentat per cada 

sonda, que sempre ha de ser inferior a la Tm, i que en aquest cas va ser de 60°C per 

totes les sondes utilitzades en aquest treball.

- Verificació de que la senyal obtinguda prové de cossos cel�lulars mitjançant la tècnica de 

dipping.
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2.2. qRT-PCR  o PCR SEMIQUANTITATIVA DE TRANSCRIPCIÓ INVERSA

La tècnica de PCR ens permet detectar els nivells d’expressió d’un ARNm de forma 

quantitativa o semiquantitativa del teixit o de les cèl�lules en estudi. En aquest cas  hem 

utilitzat l’expressió semiquantitativa com a mètode d’anàlisis, comparant l’expressió de 

cada ARNm en estudi entre mostres anomenades “casos” i mostres “control”. 

Parlem de PCR de transcripció inversa ja que l’ARN extret del teixit en estudi es 

retrotranscriu a ADN complementari (ADNc) mitjançant l’enzim transcriptasa inversa i el 

producte resultant és el que s’amplifica en la PCR.

2.2.1.EXTRACCIÓ DE L’ARN DE LES MEDUL�LES ESPINALS CERVICALS

Segments cervicals  de les medul�les espinals (10-15 mg) es van homogeneïtzar 

mitjançant el reactiu de Trizol® i un aparell homogeneïtzador de teixits  (Polytron PT1200, 

Kinematica AG). L’ARN total es va aïllar utilitzant el kit PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). 

S’utilitza 1ml de Trizol® per cada 50-100 mg de teixit congelat (la mostra no hauria de 

sobrepassar el 10% del volum de Trizol®). L’extracció de l’ARN d’aquest kit es basa en la 

combinació de la lisis  de guanidina-isocianat i de la utilització de columnes de silica-gel 

que uneixen de forma específica l’ARN, per tal d’eluir-lo en l’últim pas de la purificació i 

utilitzar-lo per la RT-PCR. Les mostres d’ARN es van tractar amb DNase I (Invitrogen) per 

eliminar l’ADN genòmic i que aquest no interferís en la RT-PCR.

En tot moment es  va utilitzar material lliure de RNAses i es va treballar en una zona lliure 

de RNAses mitjançant la neteja amb RNAseZap (Ambion, Carlsbad, CA, USA).

La mostra d’ARN obtinguda es va quantificar mitjançant un espectofotòmetre (NanoDrop , 

mesurant l’absorció a 260 i 280 nm i determinant la concentració d’ARN de la mostra. 1 μl 

de cada mostra va ser emprat per analitzar el número d’integritat de l’ARN (RNA integrity 

number, RIN), que determina la qualitat d’aquest ARN. S’avalua mitjançant la ratio entre 

l’ARN ribosòmic 28S i 18S, donant valors entre 1 i 10. En aquest treball només es van 

utilitzar mostres amb un RIN superior a 5. Les mostres  es van guardar a -80ºC fins  a la 

seva utilització.

2.2.2.RT-PCR

Mostres d’ARN total, d’1 μg cadascuna, es van retrotranscriure a ADNc mitjançant el kit 

iScript (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). El cicle de transcripció inversa és de 5min a 25ºC, 
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30min a 42ºC i 5min a 85ºC. Un cop finalitzat, les mostres es  van guardar a -20ºC fins a 

ser utilitzades. La quantificació de l’ARNm per a cadascun dels gens estudiats es va 

realitzar amb el kit SsoFast EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) en triplicats  amb un volum de 

reacció de 20 μl en cada triplicat. L’ EvaGreen® és un fluoròfor incorporat als nucleòtids 

que es comporta de forma similar al SYBR® Green i que es llegeix a la mateixa longitud 

d’ona, però que presenta una major sensibilitat. Els primers utilitzats van ser sintetitzats 

per Biomers.net Gmbh (Ulm, Germany) a una concentració final de 300 nM i les seves 

seqüències es troben detallades a la Taula 1. 

Taula 1. Llista dels primers utilitzats en la RT-PCR per a cadascun dels gens analitzats. Es detalla la seva 
seqüènica, el número d’accés a GenBank, la seva temperatura òptima d’annealing i el % d’eficiència.

Es van utilitzar 10 ng d’ARN de les mostres per a la seva amplificació en cadascun dels 

triplicats. Les mostres es van processar en un iCycler iQ (Bio-Rad) i els resultats es van 

analitzar mitjançant el software del mateix equip. Per a la quantificació relativa, n-vegades 

la diferencia d’expressió es va determinar mitjançant el mètode de comparació dels 

llindars de cicle (cycle threshold, CT) o mètode Pfaffl (2-

CT), normalitzant cadascun dels 

gens estudiats  a un gen de referència, hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT), 

un enzim implicat en el metabolisme de les purines i àmpliament usat com a gen de 

referència.  Per tal de validar cadascun dels  primers, es van realitzar RT-PCRs per 
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Gen Seqüència primers Núm. GenBank Temperatura 
annealing

Eficiència
%

PDE4A Sense 5’-CTTCTGCGAGACCTGCTCCA-OH
Antisense 5’-GAGTTCCCGGTTCAGCATCC-OH NM_019798.5 60ºC 106,2

PDE4B Sense 5’-GCCACTGGATGAGAGGAGCA-OH
Antisense 5’-CCTTTTCCGGTCCCTCAGAA-OH NM_019840.2 60ºC 91,3

PDE4B2 Sense 5’-CGGCAAGCAAACAATGAAGG-OH
Antisense 5’-CTGGCCATAGCCGAGTCTCC-OH BC023751 60ºC 93,9

PDE4D Sense 5’- ACCGCCAGTGGACGGACCGGA-OH
Antisense 5’- CATGCCACGCTCCCGCTCTCGG-OH NM_011056.2 60ºC 110,2

IL-17A Sense 5’- GAAGCTCAGTGCCGCCA-OH
Antisense 5’- TTCATGTGGTGGTCCAGCTTT-OH NM_010552 60ºC 108,5

FoxP3 Sense 5’- GGCCCTTCTCCAGGACAGA-OH
Antisense 5’- CTGATCATGGCTGGGTTGT-OH NM_054039 60ºC 92,7

TNF�
Sense 5’- TGATCCGCGACGTGGAA-OH

Antisense 5’- ACCGCCTGGAGTTCTGGAA-OH NM_013693.2 60ºC 111,2

IFN-� Sense 5’- TGCTGATGGGAGGAGATGTCT-OH
Antisense 5’- TTTCTTTCAGGGACAGCCTGTT-OH NM_008337 60ºC 107,1

IL-1�
Sense 5’- TGGTGTGTGACGTTCCCATTA-OH

Antisense 5’- CAGCACGAGGCTTTTTTGTTG-OH NM_008361.3 60ºC 108,7

IL-6 Sense 5’- CCAGTTTGGTAGCATCCATC-OH
Antisense 5’- CCGCAGAGGAGACTTCACAG-OH NM_031168.1 60ºC 108,2

TGF-� Sense 5’- TGCGCTTGCAGAGATTAAAA-OH
Antisense 5’- AGCCCTGTATTCCGTCTCCT-OH NM_011577.1 61,8ºC 105,4

Tbx21 Sense 5’- GGACGATCATCTGGGTCACATTGT-OH
Antiense 5’- GCCAGGGAACCGCTTATATG-OH NM_019507 61,8ºC 108,1

Gata3 Sense 5’- TCTGGAGGAGGAACGCTAATG-OH
Antisense 5’- GGCTGGAGTGGCTGAAGG-OH NM_008091 61,8ºC 107,6

Rorc Sense 5’- AGCAGTGTAATGTGGCCTAC-OH
Antisense 5’- GCACTTCTGCATGTAGACTG-OH NM_011281 62ºC 102,1

HPRT Sense 5’- TGGTGAAAAGGACCTCTCGAA-OH
Antisense 5’- TCAAGGGCATATCCAACAACA-OH NM_013556 60ºC

62ºC
98,2
90,9



determinar la seva eficiència. Això es va fer mitjançant l’amplificació de concentracions 

seriades d’ARN per tal d’establir una recta estàndard i d’aquests manera l’eficiència de 

PCR de cada primer usat. Es  van considerar primers amb una eficiència correcta entre 90 

i 110%. També es van amplificar els gens amb un gradient de temperatura en la part 

d’aparellament o annealing del cicle per tal d’establir quina temperatura oferia una millor 

eficiència del primer. L’eficiència i la temperatura òptima d’aparellament per a cada primer 

es  detallen a la Taula 1. Es va afegir un protocol de fusió o melting del protocol 

d’amplificació per tal de verificar que no es produïa dimerització entre els primers durant la 

reacció.

Es van utilitzar protocols diferents de 40 cicles segons els primers: PDE4A, PDE4B, 

PDE4B2, PDE4D, IL-17A, TNF-�, IFN-�, IL-1� i IL-6 (30s  a 95ºC, 1min a 60ºC i 30s a 

72ºC); FoxP3 (1min a 95ºC, 1min a 60ºC i 1min a 72ºC); TGF-�, Tbx21, Gata3 i Rorc (30s 

a 95ºC, 1min a 62ºC i 30s a 72ºC).

Els  productes o transcrits resultants de la reacció es  van visualitzar mitjançant SYBRSafe 

(Invitrogen) en gels d’agarosa al 3,4% per tal de comprovar que la seva longitud era la 

correcta i que no es produïen amplificacions inespecífiques d’altres transcrits (Figura 1).

Figura 1. Detecció per SYBRSafe dels transcrits amplificats per RT-PCR en un gel  d’agarosa. Si 
l’amplificació és correcta, només es detecta una banda. Aquí es senyala la detecció d’una segona banda 

degut a amplificació inespecífica.
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2.3. IMMUNOHISTOQUÍMICA

Aquesta tècnica ens permet conèixer a nivell cel�lular la localització de proteïnes  en el 

teixit. La seva visualització depèn de l’especificitat de l’anticòs per la proteïna i de la 

tècnica de detecció o revelat que s’utilitzi. En aquest treball es  van utilitzar dues tècniques 

diferents: detecció per anticòs secundari conjugat biotina que forma un complex amb 

estreptavidina i reacciona amb la diaminobenzidina (DAB) per donar lloc a un precipitat de 

color marró; detecció per anticòs secundari conjugat amb un fluoròfor que emet llum 

fluorescent al ser excitat per una determinada longitud d’ona.

2.3.1.PREPARACIÓ DEL TEIXIT

Es van utilitzar seccions consecutives  de talls  coronals de teixit de ratolí congelat, igual 

que per la hibridació in situ. Les seccions es van descongelar a temperatura ambient, es 

van fixar per immersió en una solució del 4% de paraformaldèhid en 1xPBS a 4°C durant 

20 minuts. Seguidament es van realitzar dos rentats en 1xPBS, de 5 minuts cadascun.

2.3.2.ANTICOSSOS UTILITZATS

Taula 2. Anticossos primaris
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Anticòs Antigen Població cel�lular Dilució Casa comercial
rabbit anti- PDE4B PDE4B - 1:50 Dr. Cherry

rabbit anti-PDE4B PDE4B - 1:200
FabGennix Inc., Frisco, 

TX, USA

rat anti-mouse CD11b CD11b

Micròglia, macròfags, cèl�lules

dendrítiques, cèl�lules de Kupfer,

granulòcits

1:100
AbD Serotec, Oxford,

UK

hamster anti-mouse CD11c CD11c
Cèl�lules dendrítiques i algunes 

cèl�lules T activades
1:100

eBioscience,  San Diego,

CA, USA

rabbit anti-CD3 CD3� Limfòcits T, cèl�lules NK 1:100
D a k o , G l o s t r u p ,

Denmark
rabbit anti-Iba1 Iba1 Micròglia i macròfags 1:500 Wako, Neuss, Germany

rat anti-mouse MBP MBP Oligodendròcits mielinitzants 1:200 Abcam, Cambridge, UK

rat anti-mouse Neutrophil
M e m b r a n a 

neutròfils
Neutròfils 1:100 Abcam, Cambridge, UK

mouse anti-mouse GFAP GFAP Astròcits i glia de Bergmann 1:500
S i g m a - A l d r i c h , 

Steinhem, Germany



Taula 3. Anticossos secundaris

2.3.3.PROTOCOL D’IMMUNOHISTOQUÍMICA

2.3.3.1.Revelat amb DAB

Les seccions es van incubar 15min en una solució 0.3% H2O2 (Sigma) en 1xPBS. 

Després de rentar 5min en 1xPBS, es va realitzar una pre-incubació (15min a temperatura 

ambient) i la incubació amb l’anticòs primari (1h a 37ºC) en una solució 1xPBS amb 2% 

de normal goat serum (NGS, Vector Lab.); posteriorment, la incubació amb l’anticòs 

secundari biotinilat (30min a 37ºC) en 1xPBS amb 2% NGS. L’excés d’anticòs es va 

eliminar amb tres  rentats en 1xPBS a temperatura ambient. A continuació es van incubar 

les seccions amb la solució ABC del kit Vectastain Elite ABC (Vector Lab.) a 37ºC durant 

30min. La reacció colorimètrica es  va realitzar amb una solució amb DAB (0.05M Tris-HCl; 

0.3mg/ml DAB; 0.64mg/ml NaN3; 0.06mg/ml H2O2) durant 5-10min a temperatura ambient. 

Finalment es van rentar els talls en 1xPBS i aigua destil�lada, i es van muntar amb Mowiol 

per tal de poder observar-los al microscopi.

2.3.3.2.Immunofluorescència

Després de rentar 5min en 1xTBS (50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, pH 7.4), es va realitzar 

una pre-incubació (1h a temperatura ambient) i la incubació amb l’anticòs primari (tota la 

nit a 4ºC) en una solució 1xTBS amb 10% de NGS i 0.05% Triton X-100; posteriorment, la 

incubació amb l’anticòs secundari fluorescent (1h a temperatura ambient) en 1xTBS amb 

5% NGS i 0.05% Triton X-100. L’excés d’anticòs es va eliminar amb tres rentats en 1xTBS 

a temperatura ambient. Finalment es van rentar les seccions en aigua destil�lada, i es  van 

muntar amb VECTASHIELD® + DAPI (Vector Lab.) per tal de tenyir els nuclis de les 

cèl�lules i poder observar-los al microscopi.

En el cas d’immunofluorescència doble, es va seguir el mateix protocol incubant els dos 

anticossos  (tant primaris com secundaris) de forma conjunta. Pel que fa a la 

immunofluorescència doble amb dos anticossos secundaris generats  en la mateixa 
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Anticòs Espècie hoste Dilució Casa comercial
biotinylated anti-rabbit IgG (H+L) goat 1:100 Vector Lab., Burlingame, CA, USA
anti-rabbit IgG Alexa Fluor® 555 donkey 1:500 Molecular Probes, Leiden, Netherlands

anti-mouse IgG Alexa Fluor® 488 goat 1:500 Molecular Probes, Leiden, Netherlands

anti-rat IgG Alexa Fluor® 488 goat 1:500 Molecular Probes, Leiden, Netherlands



espècie (rabbit anti-PDE4B + rabbit anti-CD3 o rabbit anti-Iba1), primer es va realitzar el 

protocol per un anticòs i, seguidament després dels rentats amb 1xTBS, es va realitzar el 

mateix protocol per l’altre anticòs.

2.4. TINCIONS HISTOLÒGIQUES

2.4.1.VIOLETA DE CRESIL (TINCIÓ DE NISSL)

El violeta de cresil interactua amb els  àcids nucleics  i marca tant el nucli cel�lular com el 

citoplasma. L’hem utilitzat per determinar zones d’infiltració cel�lular en les  mateixes 

seccions histològiques utilitzades per hibridació in situ.

Les seccions de teixit es van incubar durant 10min a temperatura ambient en una solució 

al 0.25% de violeta de cresil (Sigma), es van rentar en aigua destil�lada i es van 

deshidratar en concentracions creixents d’etanol. Es van incubar dos cops durant 5 min en 

Histoclear (National Diagnostics, Heesle Hull, UK) i es van muntar amb Entellan (Merck).

2.4.2.LUXOL FAST BLUE

Aquest producte tenyeix de forma específica la mielina. Es va utilitzar en seccions 

pròximes a les utilitzades pels experiments d’hibridació in situ i immunohistoquímica.

Les seccions es van descongelar sota un corrent d’aire fred, es van fixar per immersió en 

una solució del 4% de paraformaldèhid en 1xPBS a 4°C durant 20 minuts i es van rentar 

en 1xPBS dues vegades durant 5min. Després d’incubar-les durant 4-8h en una solució 

1:1 d’alcohol/cloroform, es  van rehidratar en alcohol 95%. La tinció es va realitzar amb 

una solució de Solvent Blue 38 (Sigma-Aldrich) al 0.1%, incubant els  teixits tota la nit a 

56ºC, seguit per una incubació de pocs segons  en una solució de carbonat liti al 0.05% en 

alcohol per tal de diferenciar entre substància blanca i substància gris en el talls  de cervell 

i medul�la espinal. Després de rentar les seccions en aigua, es van tenyir les cèl�lules en 

violeta de cresil durant 30-40s, es van tornar a rentar en aigua, es van submergir durant 

1s en xilè i es van muntar amb Entellan.

2.4.3.FLUOROJADE B

El FluoroJade és un fluorocrom derivat de la fluoresceïna que marca de forma específica 

les neurones en degeneració.
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Les seccions es van descongelar sota un corrent d’aire fred, es van fixar per immersió en 

una solució del 4% de paraformaldèhid en 1xPBS a 4°C durant 20 minuts i es van rentar 

en aigua destil�lada durant 2min. Seguidament es  van incubar en una solució 1% NaOH 

en alcohol al 80%; en etanol al 70%; i en una solució de KMnO4 al 0.06%. La tinció es va 

realitzar amb 4ml d’una solució estoc (0.01% FluoroJade B en aigua destil�lada) en 96ml 

d’àcid acètic al 0.1% durant 20min a temperatura ambient i protegit de la llum. Es van 

rentar les seccions amb aigua destil�lada i es van assecar durant 5-10min a 50ºC. Es van 

submergir durant 1min en xilè i es van muntar amb Entellan.

2.5. ESTIMULACIÓ DE LEUCÒCITS IN VITRO i ELISA

Per tal d’avaluar la resposta inflamatòria dels leucòcits en ratolins EAE wt, PDE4B-/- i 

PDE4A-/- es  van realitzar estimulacions  in vitro amb l’antigen de mielina utilitzats per la 

immunització.

2.5.1.ESTIMULACIÓ DE LEUCÒCITS IN VITRO AMB MOG35-55

Els  leucòcits  aïllats de la melsa en cultiu (Apartat 1.2) foren estimulats amb 25 μg/ml del 

pèptid MOG35-55 i els sobrenedants d’aquestes cèl�lules van ser recollits 24, 48, 72 i 120h 

post-estimulació. Les mostres es  van congelar de forma immediata en neu carbònica i es 

van guardar a -20ºC fins a la seva utilització.

2.5.2.DETECCIÓ DE CITOCINES PER ELISA

En els sobrenedants recollits  dels  cultius de leucòcits es  va detectar la presència de 

diverses citocines mitjançant la tècnica d’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o 

Assaig per Immunoabsorció Lligat a Enzims). Aquesta tècnica es basa en la presència 

d’un anticòs immobilitzat que capta l’antigen (en aquest cas la citocina) i un altre anticòs 

que reconeix aquest antigen conjugat a un enzim que produirà una reacció colorimètrica 

al afegir-hi el seu substrat.

Es van utilitzar els kits: Mouse TNF alpha ELISA Ready-SET-Go!® (eBioscience, San 

Diego, CA, USA) per a la detecció de TNF-�; Mouse IL-4 ELISA Ready-SET-Go!® 

(eBioscience) per a la detecció d’IL-4; i BD OptEIA ™ Mouse IFN-� ELISA Kit II (BD 

Biosciences, San Diego, CA, USA) per a la detecció IFN-�. La reacció colorimétrica es va 

quantificar en un espectrofotòmetre . En cada placa es  van analitzar concentracions 
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seriades de l’antigen a detectar per tal de construir una recta patró i extrapolar així les 

densitats òptiques realtives obtingudes a concentracions de pg/ml. 

2.6. ANÀLISIS DELS RESULTATS

2.6.1.HIBRIDACIÓ IN SITU RADIOACTIVA

Les seccions es van examinar en camp fosc en un microscopi Zeiss  Axioplan (Zeiss, 

Oberkochen, Germany) equipat amb un condensador de camp fosc. Un il�luminador 

Darklite (Micro Video Instruments, Avon, MA, USA) es va utilitzar per millorar la 

visualització dels grans de plata de les seccions histològiques hibridades. 

2.6.2.IMMUNOHISTOQUÍMICA

Les seccions de teixit revelades amb DAB o d’immunofluorescència es van observar 

mitjançant un Olympus BX51 Stereo Microscope (Olympus, Tokyo, Japan) equipat amb 

filtres específics  per detectar en camp clar les emissions dels fluoròfors conjugats amb els 

anticossos secundaris.

2.6.3.PREPARACIÓ DE LES FIGURES

Les fotografies dels films autorradiogràfics de les seccions hibridades es van obtenir a 

través d’un macroscopi Wild 420 (Leica, Solms, Germany) equipat amb una càmera digital 

DXM1200 F (Nikon, Tokyo, Japan) i els software ACT-1 Nikon. Les  microfotografies  de les 

seccions hibridades i d’immunohistoquímica amb DAB es van fer en un microscopi Zeiss 

Axioplan equipat amb l’il�luminador Darklite i la càmera digital DXM1200 F (Nikon) i el 

software ACT-1 Nikon. Les seccions d’immunofluorescència es van fotografiar en 

l’Olympus BX51 Stereo Microscope equipat amb la càmera digital DP71 (Olympus).

Els  fotomuntatges de les figures es  van preparar amb el programa Adobe Photoshop CS4 

(Adobe Software, San Jose, CA, USA). Els únics paràmetres que es  van modificar 

digitalment foren la brillantor i el contrast. Per les seccions d’immunofluorescència doble 

es va utilitzar aquest mateix programa per fusionar la senyal dels dos fluoròfors en la 

mateixa imatge.

2.6.4.AMPLIFICACIÓ PER RT-PCR

Els resultats obtinguts  van ser analitzats mitjançant el programa iCycler (Bio-Rad), per tal 

d’obtenir els CTs per a cadascun dels triplicats de la placa. L’expressió relativa es va 

calcular segons el mètode 2-

CT. Els  gràfics i l’anàlisi estadístic de les dades es va dur a 
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terme amb el programa GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, 

USA).

2.6.5.DETECCIÓ DE CITOCINES PER ELISA

Un cop extrapolats els  valors  obtinguts per espectrofotometria a partir de la recta patró 

obtinguda, les gràfiques per a les concentracions de cadascuna de les citocines 

analitzades i l’anàlisi estadístic dels  resultats es va realitzar mitjançant el programa 

GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc.).
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1.Estudi del model animal d’EAE en ratolins wildtype

El primer objectiu d’aquest treball fou la posada a punt del model animal d’EAE en ratolins 

wildtype de la soca C57BL6. Per tal de validar el nostre model i poder-lo utilitzar en 

estudis posteriors, volíem determinar les característiques clíniques  i histopatològiques de 

la malaltia, així com la resposta neuroinflamatòria produïda per la immunització.

La monitorització dels  animals durant un període de 30 dies en relació a l’aparició de 

simptomatologia clínica ens va permetre establir l’incidència de la malaltia en els nostres 

grups de ratolins, així com el dia d’aparició dels primers símptomes (Taula 1) i l’evolució 

d’aquests durant el transcurs de la malaltia (Figura 1).

Taula 1. Incidència, dia d’inici dels símptomes i mortalitat durant el  transcurs de l’EAE en els tres grups de 
ratolins wildtype utilitzats.

Els  animals comencen a mostrar dèficits neurològics al voltant del dia 14 post-

immunització (p.i.) i arriben a un pic entre els dies 17 i 21. En aquest treball ens vam 

centrar en la resposta dels animals abans de l’aparició de la malaltia (dia 10), just després 

de l’aparició dels símptomes (dia 15), al voltant del pic (dia 21), i fins el dia 30.

Figura 1. Evolució dels símptomes clínics en el  model  EAE en ratolins wildtype. Els valors representen la 
Mitjana ± SEM de tres grups experimentals independents. Els grups 1 i  2 foren sacrificats al dia 21 post-

immunització, mentre que els ratolins del grup 3 es van mantenir fins el dia 30.
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Incidència Dia d’inici Mortalitat
Grup 1 (n=10) 7/10 (70 %) 14 ± 2 0/10
Grup 2 (n=10) 8/10 (80 %) 14 ± 3 0/10
Grup 3 (n=8) 6/8 (75 %) 15 ± 2 0/8



Un cop determinades les característiques clíniques del model animal d’Esclerosis  Múltiple 

(EM), vam voler correlacionar-les amb canvis  histopatològics a nivell del SNC. En 

seccions coronals de medul�la espinal de ratolins  sacrificats  30 dies p.i. vam poder 

observar la presencia de zones de desmielinització en regions que presentaven una 

abundant infiltració cel�lular (Figura 2A). També es va poder detectar degeneració 

neuronal a nivell de cerebel i medul�la espinal coincidint amb focus d’infiltració (Figura 

2B). Experiments d’immunohistoquímica per la proteïna SMI32 (neurofilament-H 

hiperfosforilat que en EAE i EM es detecta en axons danyats) van determinar que es 

produïa també dany axonal a nivell del SNC en els ratolins amb EAE.

Figura 2. Característiques histopatològiques del model EAE. (A) Tinció de Luxol Fast Blue + Violeta de 
Cresil en medul�la espinal  d’un ratolí EAE 30 post-immunització. El quadre d’ampliació detalla una zona 

d’elevada infiltració cel�lular (Violeta de Cresil) on es pot observar desmielinització (Luxol Fast Blue). (B) 
Tinció de FluoroJade B, marcador de neurodegeneració, en cerebel i medul�la espinal d’un animal EAE 21 

dies post-immunització. La tinció és negativa en el  cerebel (Cb) d’un animal control  (A), mentre que es pot 
observar tinció de neurones en degeneració (fletxes) en els talls de cerebel  i medul�la espinal (SC) d’un 

animal EAE (B i D). Aquestes coincideixen amb regions d’elevada infiltració cel�lular (DAPI+) en la medul�la 
espinal (asterisc) (C). (A) Barres = 0,5mm i 100μm. (B) Barra = 50μm. 

Per tal d’avaluar la resposta neuroimmunològica en aquests  animals, es van determinar 

els nivells d’expressió per RT-PCR de l’ARNm de diversos marcadors inflamatoris i de 

sistema immune en la regió cervical de la medul�la espinal, on havíem pogut detectar els 

canvis histopatològics descrits  anteriorment. Es van analitzar els nivells  d’expressió de 

citocines proinflamatòries (TNF-�, IL-1�, IFN-�, IL-6, IL-17) i antiinflamatòries (TGF-�), i 

factors de transcripció característics de les diverses subpoblacions de cèl�lules T 

implicades en el model d’EAE com Th1 (Tbx 21), Th2 (Gata 3), Th17 (Rorc) i T-regs 

(FoxP3), separant els grups experimentals  per puntuació clínica (Figura 3) o bé per dies 

p.i. (Figura 4).
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Figura 3. Canvis d’expressió de l’ARNm de diversos marcadors de resposta immune en medul�la espinal de 
ratolins EAE 21 dies post-immunització amb diferent simptomatologia clínica (Mean clinical  score). Les 

barres representen la Mitjana ± SEM, * P < 0.05 i ** P < 0.01. n=25.
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Figura 4. Canvis d’expressió de l’ARNm de diversos marcadors de resposta immune en medul�la espinal de 
ratolins EAE a diferents temps post-immunització. Les barres representen la Mitjana ± SEM, * P < 0.05 i ** P 

< 0.01. n=5 per a cada grup experimental.
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Els resultats confirmen la presència d’una resposta immune i neuroinflamatòria en els 

animals als quals se’ls  ha induït l’EAE, en alguns casos  independentment de si presenten 

simptomatologia clínica o no.

En relació a la puntuació clínica dels animals, els resultats  mostren un augment 

d’expressió de l’ARNm de TNF-�, IL-1�, IFN-� i IL-6 respecte el grup control (immunitzat 

amb CFA però sense el pèptid de MOG35-55), de forma independent a la presència de 

símptomes. També s’observa un augment de l’ARNm de la citocina antiinflamatòria TGF-� 

en els grups d’animals que presentaven simptomatologia clínica. En el cas d’IL-17, els 

resultats mostren una tendència a la sobreexpressió sobretot en animals sense 

símptomes d’EAE o amb simptomatologia menys severa. Pel que fa als marcadors de 

cèl�lules T, no s’observen canvis  per a Gata3 (marcador de cèl�lules Th2), mentre que hi 

ha una disminució significativa de l’expressió de Rorc (marcador de cèl�lules Th17) en el 

grup d’animals  sense símptomes de la malaltia, i una tendència a la sobreexpressió de 

FoxP3 (marcador de Tregs) en tots els grups de ratolins amb EAE (Figura 3).

Segons els dies  p.i., els  resultats obtinguts mostren una disminució d’IL-1� i IL-6 respecte 

els animals control amb CFA als  10 dies p.i., amb un pic de sobreexpressió als 21 dies p.i. 

Aquest pic també s’observa per IFN-�. En el cas  de TNF-� i IL-17, es detecta un augment 

de la seva expressió a partir del dia 15 p.i. Pel que fa a la citocina antiinflamatòria TGF-� 

es  va observar una sobreexpressió del seu ARNm a 30 dies p.i. Vam detectar una 

tendència a l’augment per Rorc en el grup de 30 dies p.i. i una disminució significativa 

respecte el grup control de l’expressió de Tbx21 (marcador de cèl�lules Th1) en el grup de 

10 dies p.i.
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2.Canvis en l’expressió de l’ARNm de les PDE de la família 4 en el 
model EAE en ratolins wildtype

Mitjançant RT-PCR de l’ARN extret de seccions medul�lars de ratolins EAE 10, 15, 21 i 30 

p.i. vam voler analitzar si es  produïen canvis  en l’expressió de l’ARNm de les 3 isoformes 

de PDE4 que s’expressen a nivell del SNC i sistema immune, com són PDE4A, PDE4B i 

PDE4D (Figura 5). També vam intentar determinar quin era el patró d’expressió per 

aquestes isoformes a diversos  temps post-estimulació amb l’antigen de mielina MOG35-55. 

Per tal de determinar-ho, es van realitzar cultius primaris de limfòcits i macròfags  de melsa 

de ratolins EAE sacrificats 12 dies  p.i. Es van estimular les cèl�lules amb MOG35-55 i es 

van analitzar els  nivells  d’expressió de les isoformes de PDE4 a 24, 48, 72 i 120 hores 

post-estimulació (Figura 6). Els  resultats mostren un augment significatiu de l’expressió 

de PDE4B 30 dies p.i. respecte el grup control, però també un augment de PDE4A i 

PDE4D respecte el grup d’animals  de 21 dies p.i.; i una tendència d’augment en 

l’expressió de l’ARNm de PDE4B i sobretot PDE4D a les 120h post-estimulació antigènica 

dels cultius primaris de melsa.

Figura 5. Canvis d’expressió de l’ARNm de les diferents isoformes de PDE4 en medul�la espinal de ratolins 
wt EAE a diferents dies pos-immunització. Els resultats mostren els canvis d’expressió respecte els diferents 

grups. Els valors representen la Mitjana ± SEM. * P < 0.05 respecte els animals control; # P < 0.05 respecte 

els grup 21 dies post-immunització.
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Figura 6. Canvis d’expressió de l’ARNm de les diferents isoformes de PDE4 en leucòcits estimulats in vitro 
amb l’antigen MOG35-55. Els resultats mostren els canvis d’expressió respecte a cèl�lules no estimulades a 

diferents temps (24, 48, 72 i 120 hores) post-estimulació. Els valors representen la Mitjana ± SEM.

Aquests canvis els  vam poder confirmar mitjançant experiments d’hibridació in situ per a 

les diferents isoformes de les PDE4 (PDE4A, PDE4B i PDE4D) en el cervell de ratolins 

EAE. Els resultats mostren un augment de l’expressió de l’ARNm de PDE4B de forma 

dispersa en seccions coronals del cervell d’aquests animals (Figura 7). 

Figura 7. Expressió de l’ARNm de la PDE4A, PDE4B i  PDE4D en el  tronc  encefàlic de ratolins EAE 21 p.i. 
Les imatges macroscòpiques dels films autorradiogràfics mostren la regulació a l’alça de l’ARNm de PDE4B   

(fletxes) en seccions coronals de SNC en animals EAE. Barra = 2mm. 

Per tal de determinar quina de les variants  d’splicing de PDE4B era responsable d’aquest 

augment, es van realitzar experiments d’hibridació in situ per a PDE4B1, PDE4B2, 

PDE4B3 i PDE4B4 en els animals EAE (Figura 8). Els autorradiogrames mostren que tan 
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sols l’ARNm la variant d’splicing PDE4B2 mostrava un patró d’expressió que coincidia 

amb l’observat e per a PDE4B.

Figura 8. Expressió de l’ARNm de la PDE4B1, PDE4B2, PDE4B3 i  PDE4B4 en el  tronc encefàlic de ratolins 
EAE 21 p.i. Les imatges macroscòpiques dels films autorradiogràfics mostren la regulació a l’alça de l’ARNm 

de PDE4B2 (fletxes) en seccions coronals de SNC en animals EAE. Barra = 2mm.

Basant-nos en els resultats de RT-PCR en medul�la espinal i hibridació in situ en cervell 

de ratolins  EAE wildtype i en treballs anteriors realitzats en rata al nostre laboratori 

(Reyes-Irisarri...), vam decidir estudiar si aquests canvis  observats en l’isoforma PDE4B 

eren deguts a la regulació a l’alça d’una de les seves variants  d’splicing, la PDE4B2. Els 

resultats obtinguts per RT-PCR mostren un augment significatiu, respecte els animals 

control, de l’expressió de l’ARNm de PDE4B2 en seccions medul�lars de ratolins EAE 30 

dies p.i. (Figura 9A). Aquest augment també sembla produir-se de forma dependent de la 

puntuació clínica (Figura 9B), ja que s’observa una tendència a la sobreexpressió 

d’aquest ARNm en els ratolins EAE amb una simptomatologia clínica més severa (Clinical 

Score = 3-4). 
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Figura 9. Canvis d’expressió de l’ARNm de PDE4B2 en medul�la espinal de ratolins EAE wildtype (A) 
segons els dies post-immunatzació o (B) segons la puntuació clínica de l’animal als 21 dies post-

immunització. Les barres representen la Mitjana ± SEM, * P < 0.05.

Per tal de corroborar aquests  resultats a nivell histològic, vam detectar l’expressió de 

l’ARNm de PDE4B2 en diverses seccions coronals de la regió del tronc encefàlic de 

ratolins EAE 30 dies p.i. i animals control mitjançant la tècnica d’hibridació in situ 

radioactiva (Figura 10). Els resultats  mostren una regulació a l’alça d’aquest ARNm en 

forma de clapes  de color negre formades pel revelat de la senyal autorradiogràfica a 

diferents nivells  de la regió del tronc encefàlic (Figura 10A-C) dels animals EAE, mentre 

que no s’observen canvis en la senyal d’hibridació en els animals control (Figura 10D-F).

Figura 10. Expressió de l’ARNm de la PDE4B2 en el tronc  encefàlic  de ratolins EAE 30 p.i. (A-C) respecte a 
ratolins control (D-F). Les imatges macroscòpiques dels films autorradiogràfics mostren la regulació a l’alça 

d’aquest ARNm en seccions coronals de SNC en animals EAE i no en animals control. Cal  destacar el  patró 
d’expressió dispers que mostra la PDE4B2. Barra = 2mm.

Els  anàlisis  de correlació ens van mostrar una correlació significativa (correlació de 

Pearson, R= 0.927; P< 0.05) entre els nivells d’expressió de l’ARNm de PDE4B2 i la 

severitat de la malaltia en ratolins amb diverses puntuacions clíniques analitzats en el pic 

simptomàtic del model EAE (Figura 11A). Al comparar els nivells  d’expressió de PDE4B2 i 

algunes de les  citocines i marcadors de resposta immune analitzats, tan sols vam poder 

detectar correlacions  significatives (correlació de Pearson) entre PDE4B2 i l’ARNm del 

factor de transcripció FoxP3 (R= 0.71; P< 0.001) (Figura 11B) i la citocina antiinflamatòria 

TGF-� (R= 0.64; P< 0.005) (Figura 11F).
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Figura 11. Correlació entre la simptomatologia clínica i l’expressió de PDE4B2 i entre l’expressió d’alguns 
marcadors inflamatoris i  PDE4B2 en ratolins EAE. L’anàlisi  de correlació es va dur a terme mitjançant el 

mètode de Pearson i s’observa als gràfics de la següent manera: (A) símptomes clínics (R= 0.927; P< 0.05); 
(B) TNF-� (R= 0.393; P> 0.05); (C) IL-17 (R= 0.161; P> 0.05); (D) FoxP3 (R= 0.71; P< 0.001); (E) IL-6 (R= 

0.12; P> 0.05); (F) TGF-� (R= 0.643; P< 0.005). Cada punt a la gràfica representa un animal. R: coeficient 

de correlació. 
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3.Canvis en l’expressió de la proteïna PDE4B en el model EAE en 
ratolins wildtype

Un cop observada aquesta sobreexpressió de l’enzim PDE4B en els ratolins EAE, i 

concretament la seva variant d’splicing PDE4B2, vam voler analitzar si aquests canvis es 

produïen també a nivell de proteïna. Amb aquesta finalitat, vam realitzar experiments 

d’immunohistoquímica (IHC) en seccions coronals de medul�la espinal i cervell de ratolins 

EAE amb diferents puntuacions clíniques. La falta d’anticossos específics per les variants 

d’splicing de PDE4B va limitar el nostre estudi a aquesta isoforma. Els  resultats van 

mostrar la presència de cèl�lules  positives per PDE4B tant en cervell (Figura 12) com en 

medul�la espinal (Figura 13) de ratolins EAE que no eren presents en els animals control.
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Figures 12 i 13. Immunohistoquímica contra PDE4B en cervell (Figura 12) i  medul�la espinal  (Figura 13) de 
ratolins EAE a 21 dies post-immunització. S’observa la presència de cèl�lules PDE4B+ en animals EAE, però 

no en els ratolins control. Barra = 5μm.

Comparant aquests resultats d’IHC amb les seccions  dels autorradiogrames on es 

marcava l’ARNm de PDE4B2 amb sondes radioactives vam poder comprovar que 

coincidien els dos marcatges i que, a la vegada, colocalitzaven amb zones d’infiltració 

cel�lular detectades mitjançant la tinció de Violeta de Cressyl (Figura 14). Per tant, aquest 

augment d’expressió de l’ARNm de la variant d’splicing PDE4B2 també succeeix a nivell 

de la proteïna PDE4B en ratolins EAE.
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Figura 14. Comparació de diverses seccions coronals de cervell de ratolí EAE 21 dies post-immunització en 
(A) hibridació in situ radioactiva (ISHH) de l’ARNm de PDE4B2, (B) immunohistoquímica (IHC) de PDE4B i 

(C) tinció de Violeta de Cresil. Les imatges mostren que la sobreexpressió de l’ARNm de PDE4B2 i l’enzim 
PDE4B coincideix amb zones d’infiltració cel�lular (marcatge amb Cresil).

Aquests primers experiments de canvis d’expressió de la proteïna PDE4B es van realitzar 

amb un anticòs proporcionat pel Dr. James A. Cherry (Boston University, Boston, MA 

02215, USA) revelat amb 3,3'-Diaminobenzidine (DAB). Els experiments amb 

immunofluorescència van ser realitzats amb un anticòs contra PDE4B comercial 

(FabGennix Inc., Frisco, TX, USA).
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Figura 15. Expressió de PDE4B en medul�la espinal  d’un ratolí EAE 30 dies post-immunització. (A) 
Augment d’una microfotografia feta en camp fosc d’una secció incubada amb emulsió fotogràfica on es 

mostra el patró de sobreexpressió de l’ARNm de PDE4B2 visualitzat mitjançant hibridació in situ radioactiva 
(agrupaments de grans de plata). (B) Immunohistoquímica de cèl�lules PDE4B+ (vermell) que s’observen en 

àrees amb una gran infiltració de cèl�lules, detectades aquí mitjançant la tinció de DAPI (blau). Les línies 
delimiten aquesta zona d’infiltració. Barra = 50μm.

Igual que en els resultats  mostrats  anteriorment, vam poder detectar la presència 

d’aquesta proteïna en seccions coronals de medul�la espinal de ratolins EAE (Figura 15B) 

que coincidien amb la sobreexpressió de l’ARNm de PDE4B2 (Figura 15A) i àrees 

d’infiltració cel�lular (Figura 15B). En general aquestes àrees es troben situades a prop de 

les meninges, l’aqüeducte, les parets del quart ventricle i els microvasos sanguínis.
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4.Identificació dels tipus cel�lulars que sobreexpressen l’isoforma 
PDE4B en el model EAE en ratolins wildtype

Un cop detectat el canvi d’expressió a nivell de la proteïna PDE4B en els animals  EAE, el 

següent objectiu va ser determinar en quins tipus  de cèl�lules  es  produïa l’expressió 

d’aquesta isoforma. Per això es van realitzar immunofluorescències  dobles en seccions de 

medul�la espinal de ratolins EAE per a PDE4B i diversos anticossos contra macròfags/

micròglia (cèl�lules CD11b+ i Iba1+), oligodendròcits (cèl�lules MBP+), astròcits (cèl�lules 

GFAP+), cèl�lules  T (cèl�lules  CD3+), neutròfils i cèl�lules dendrítiques (cèl�lules CD11c+). 

Vam poder observar que tant macròfags/micròglia com cèl�lules dendrítiques expressaven 

la proteïna PDE4B (Figura 16A-I). 

Figura 16. Immunohistoquímica per a cèl�lules presentadores d’antigen en talls consecutius de medul�la 
espinal de ratolins EAE 30 dies post-immunització. Doble immunofluorescència de cèl�lules PDE4B+ 

(vermell) i  (A-C) cèl�lules dendrítiques CD11c+ (verd), (D-F) macròfags/micròglia CD11b+ (verd), (G-I) 
macròfags/micròglia Iba1+ (verd), i  (J-L) cèl�lules T CD3+ (verd) i nuclis cel�lulars DAPI+ (blau). El quadre 

d’augment a L mostra l’estructura tipus sinapsi que formen les cèl�lules CD3+ i les PDE4B+. Cal destacat la 
polarització de PDE4B cap a la zona de contacte entre ambdues cèl�lules (fletxa). Les puntes de fletxa 

senyalen les cèl�lules on colocalitzen les dues proteïnes marcades. Barres = 50 i 10μm.
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Sorprenentment, no vam detectar colocalització entre cèl�lules T i cèl�lules PDE4B+ 

(Figura 16J-L), tot i que vam poder observar la polarització de PDE4B en la zona de 

contacte entre ambdues cèl�lules (Figura 16L) o sinapsis immunològica.

No es va observar expressió de PDE4B en astròcits  reactius o neutròfils  infiltrats en 

ratolins EAE (Figura 17A-F). Els oligodendròcits es mostraren clarament absents en les 

àrees amb una abundant infiltració cel�lular, indicant desmielinització (Figura 17G-I).

Figura 17. Immunohistoquímica per a neutròfils i  cèl�lules glials en talls consecutius de medul�la espinal de 
ratolins EAE 30 dies post-immunització. Doble immunofluorescència de cèl�lules PDE4B+ (vermell) i (A-C) 

neutròfils (verd), (D-F) astròcits GFAP+ (verd) i (G-I) oligodendròcits MBP+ (verd). Barra = 50μm.
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5.Estudi del model EAE en ratolins knockout per a PDE4A i PDE4B

Una estància al laboratori del Dr. Marco Conti a la University of California San Francisco 

ens va donar la oportunitat d’avaluar el model EAE en ratolins knockout de PDE4, 

concretament de PDE4A i PDE4B. L’objectiu era analitzar tant la simptomatologia clínica 

com els canvis histopatològics  i la resposta neuroinflamatòria en aquests animals per tal 

de poder entendre una mica millor el paper d’aquests enzims durant el desenvolupament 

de la malaltia.

Tot i el nombre reduït d’animals dels que vam poder disposar, els  resultats mostren un inici 

avançat de la malaltia en el grup de ratolins PDE4B-/- (Taula 2), així com una tendència a 

menys severitat simptomatològica en els  animals PDE4A-/- (Figura 16) en comparació 

amb el grup wildytpe (wt).

Taula 2. Incidència, dia d’inici dels símptomes i mortalitat durant el  transcurs de l’EAE en els ratolins 
PDE4A-/-, PDE4B-/- i wildtype (wt) utilitzats.

Figura 18. Evolució dels símptomes clínics en el model EAE en ratolins PDE4A-/-, PDE4B-/- i wildtype 

(WT). Els valors representen la Mitjana ± SEM dels tres grups experimentals analitzats, * P < 0.05 i  ** P < 

0.005.
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Incidència Dia d’inici Mortalitat
PDE4A-/- (n=4) 3/4 (75 %) 16 ± 4 0/4
PDE4B-/- (n=5) 4/5 (80 %) 10 ± 0.5 0/5
wt (n=4) 3/4 (75 %) 15 ± 2 0/4



Els animals PDE4B-/- comencen a mostrar dèficits neurològics al voltant del dia 10 p.i., 

arriben a un pic el dia 14 i a partir de llavors sembla que hi ha una tendència a la remissió 

de la simptomatologia fins el dia 21. En el cas dels ratolins PDE4A-/-, l’inici dels  símptomes 

es produeix com en els wt, però mostren una puntuació clínica al voltant de 1 que es 

manté durant el transcurs de la malaltia.

Per tal d’avaluar la resposta neuroimmunològica en aquests  animals, i comparar-la entre 

els ratolins  wt i els  knockout, es van realitzar anàlisis d’expressió per RT-PCR de diversos 

marcadors inflamatoris i de sistema immune en la regió cervical de la medul�la espinal en 

animals EAE 21 dies post-immunització. Es van determinar els nivells d’expressió de 

citocines proinflamatòries (TNF-�, IL-1�, IFN-�, IL-6, IL-17) i antiinflamatòries (TGF-�), i 

factors de transcripció característics de les diverses subpoblacions de cèl�lules T 

implicades en el model d’EAE com Th1 (Tbx 21), Th2 (Gata 3), Th17 (Rorc) i T-regs 

(FoxP3) (Figura 19). Els resultats mostren una disminució significativa en els nivells 

d’expressió d’alguns d’aquests marcadors (TNF-� i IFN-�) en els animals knockout 

respecte el grup wt. No obstant, també s’observa una tendència a canvis d’expressió per 

altres marcadors  com: disminució dels nivells de FoxP3 en ratolins EAE PDE4B-/-; 

reducció de l’expressió d’IL-1� en el grup PDE4A-/-; i sobreexpressió de l’ARNm d’IL-6 en 

el grup d’animals PDE4B-/-. No s’observen canvis en els  nivells d’expressió dels factors de 

transcripció característics de les poblacions de cèl�lules T efectores entre els tres grups 

d’animals induïts amb EAE.
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Figura 19. Canvis d’expressió de l’ARNm de diversos marcadors de resposta immune en medul�la espinal 
de ratolins EAE wildtype (WT), PDE4B-/- i  PDE4A-/- 21 dies post-immunització. Les barres representen la 

Mitjana ± SEM. * P < 0.05 i ** P < 0.01 respecte el grup control; # P < 0.05 i ## P < 0.01 respecte el grup WT.
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Per tal de confirmar els resultats  obtinguts per RT-PCR, vam realitzar experiments amb 

limfòcits de la melsa aïllats d’animals EAE wt i knockout i estimulats amb l’antigen de 

mielina. Seguidament es va recollir el sobrenadant d’aquestes cèl�lules a diferents temps 

post-estimulació per analitzar-lo mitjançant la tècnica d’ELISA. En aquest sobrenadant es 

recullen i detecten les citocines alliberades per les cèl�lules un cop estimulades amb el 

seu antigen específic. 

El primer va ser comprovar resultats previs obtinguts amb macròfags i monòcits de 

ratolins wt i knockout per PDE4B estimulats in vitro amb LPS, on no s’observava 

producció de TNF-� (REF Conti). Els nostres resultats mostren que l’estimulació dels 

limfòcits de ratolins EAE PDE4B-/- no produeix canvis en l’alliberació de TNF-� (Figura 

20A), mentre que sí que es produeix un augment en la producció d’aquesta citocina en 

animals PDE4A-/- (Figura 20B) i animals wt (Figura 20C).

Figura 20. Producció de TNF-� en limfòcits de ratolins EAE wt i  knockout post-estimulació amb l’antigen de 

mielina. Els limfòcits aïllats de ratolins EAE 21 dies post-immunització (A) PDE4B-/- , (B) PDE4A-/- i  (C) 
wildtype  foren estimulats o no amb MOG35-55 i  els seus sobrenadants analitzats per ELISA contra la citocina 

TNF-� a diversos temps post-estimlació. * P < 0.05 respecte els limfòcits no estimulats.
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Figura 21. Producció d’IL-4 en limfòcits de ratolins EAE wt i  knockout post-estimulació amb l’antigen de 
mielina. Els limfòcits aïllats de ratolins EAE 21 dies post-immunització PDE4B-/- i wildtype foren estimulats 

amb MOG35-55 i els seus sobrenadants analitzats per ELISA contra la citocina IL-4 a diversos temps post-
estimulació. 

També es van comparar els nivells de producció d’IL-4 entre els limfòcits estimulats 

d’animals EAE wt i PDE4B-/-, per comprovar si es produïa una polarització de la resposta 

de cèl�lules T cap a Th2. Els resultats mostren que no existeixen canvis  en la producció 

d’aquesta citocina entre els dos grups experimentals (Figura 21).

Finalment, es va intentar corroborar els resultats significatius  obtinguts per l’ARNm d’IFN-� 

a nivell de síntesis de proteïna. Es van analitzar els sobrenadants de limfòcits estimulats 

amb MOG35-55 en els  tres grups d’animals  EAE: wt, PDE4B-/- i PDE4A-/-. Els resultats 

mostren que els  dos  grups d’animals knockout alliberen menys IFN-� al medi extracel�lular 

després de l’estimulació amb l’antigen de mielina (Figura 22). S’observa una disminució 

significativa dels nivells d’IFN-� en limfòcits PDE4B-/- tan sols 24h post-estimulació, tot i 

que es detecta una tendència a aquesta disminució pels limfòcits PDE4B-/- respecte els wt 

a 48, 72 i 120h post-estimulació amb MOG35-55, i també en limfòcits PDE4A-/- a 120h post-

estimulació.
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Figura 22. Producció d’IFN-� en limfòcits de ratolins EAE wildtype (WT) i knockout post-estimulació amb 
l’antigen de mielina. Els limfòcits aïllats de ratolins EAE 21 dies post-immunització PDE4B-/-, PDE4A-/- i WT 

foren estimulats amb MOG35-55 i  els seus sobrenadants analitzats per ELISA contra la citocina IFN-� a 
diversos temps post-estimlació. . * P < 0.05 respecte els limfòcits estimulats dels animals WT.

Els resultats  obtinguts  per immunohistoquímica no van revelar diferències 

histopatològiques importants entre els tres grups experimentals. L’activació microglial es 

mantenia en zones perivasculars i en els òrgans circumventriculars d’aquests animals 

transgènics amb EAE, i no vam observar diferències entre el nombre de limfòcits infiltrats. 

Cal destacar però que la detecció del dany axonal mitjançant el marcador SMI32 va 

mostrar un marcatge més extens per el grup PDE4B-/- (Figura 23B) respecte els animals 

wildtype (Figura 23A), mentre que en els ratolins  PDE4A-/- el vam trobar localitzat de 

forma més restringida (Figura 23C).
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Figura 23. Immunohistoquímica per a la detecció del dany axonal en ratolins EAE 21 dies post-immunització 
wildtype  (A), PDE4B-/- (B) i  PDE4A-/- (C). La presència de dany axonal es detecta pel  marcatge de SMI32 

(vermell). Aquest neurofilament hipofosforil�lat s’acumula als axons de neurones afectades per la 
desmielinització (fletxes). Barra = 100 μm.
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Els resultats obtinguts en aquesta tesi mostren una implicació de les  PDEs de la família 4 

durant la patologia del model animal d’Esclerosis  Múltiple, EAE, concretament la isoforma 

PDE4B i la seva variant d’splicing PDE4B2. El seu paper sembla clau en la regulació dels 

nivells d’AMPc intracel�lulars en les cèl�lules  presentadores d’antigen com macròfags, 

micròglia i cèl�lules  dendrítiques, i modulant d’aquesta manera l’ambient de citocines 

produït durant la resposta neuroimmune.

1.El model d’EAE en ratolins wildtype

Degut a la limitada disponibilitat de teixit cerebral de pacients amb EM en fase activa, 

especialment aquells que es troben en les primeres fases de la malaltia, una gran varietat 

de models animals s’han desenvolupat per estudiar el mecanismes moleculars de la mort 

neuronal i la degeneració axonal durant la resposta neuroinflamatòria en aquesta 

patologia autoimmune del SNC (Wekerle et al. 1994). La progressió de la malaltia, les 

cèl�lules del sistema immune implicades i el dany tissular difereixen entre les diferents 

espècies i soques utilitzades, permeten la investigació de diversos aspectes  de la 

patologia que puguin ser extrapolats a la malaltia en humans (Gold et al. 2006).

El model EAE en la soca de ratolins C57BL/6 s’ha utilitzat per estudiar certs aspectes de 

la neuroinflamació crònica, essent el millor model per l’estudi de la desmielinització 

mitjançant cèl�lules T i macròfags  (Gold et al. 2006). La immunització en aquest model 

mitjançant MOG indueix un atac sever seguit per una recuperació incompleta i, de forma 

freqüent, un estadi secundari progressiu de deteriorament clínic permanent, com el que es 

troba en les fases tardanes de l’EM (Mendel et al. 1995). Aquest procés es produeix 

també en els nostres  grups d’animals  EAE, amb un primer atac sever al voltant del dia 14 

post-immunització que arriba al seu màxim pel que fa a simptomatologia clínica al voltant 

dels 21 dies, i es manté de forma progressiva crònica fins al dia 30 en el cas dels  nostres 

experiments.

La presència d’infiltrats cel�lulars i zones de desmielinització, observat en els animals 

EAE, és freqüent en aquest model animal, sobretot en la medul�la espinal i en estadis 

primerencs de la malaltia (Vogt et al. 2009). Aquestes lesions inflamatòries s’ha demostrat 

que són més actives en els animals  entre els dies 14 i 21 post-immunització, i que la mida 

d’aquestes lesions correlaciona amb la puntuació clínica dels animals (Recks et al. 2011). 

També trobem degeneració axonal (SMI32+) i neuronal (FluoroJade B+) en aquestes 
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regions, de forma similar al que s’observa en les  lesions desmielinitzants de pacients  amb 

EM (Kornek et al. 2000; Peterson et al. 2001), tot i que en alguns casos la presència de 

dany axonal es troba en absència de desmielinització (DeLuca et al. 2006).

A part de la desmielinització, la inflamació és crítica pel dany neuronal degut a la capacitat 

citotòxica de molècules  proinflamatòries i cèl�lules efectores que participen en la patologia 

de l’EM i l’EAE (Ferguson et al. 1997). En el nostre model observem una sobreexpressió 

de l’ARNm de citocines proinflamatòries com TNF-� i IL-1�, citocines secretades 

majoritàriament per macròfags i micròglia i que promouen la inflamació (Hanisch 2002). El 

TNF-� es coneix com la citocina més neurotòxica, ja que produeix neurodegeneració per 

activació de les vies  de mort cel�lular i per excitotoxicitat (Venters et al. 2000; Takeuchi et 

al. 2006). Il-1�, per la seva banda, és una citocina involucrada en la inflamació per 

cèl�lules Th17 i el dany en el SNC en model EAE induint el reclutament de leucòcits i la 

producció d’altres citocines proinflamatòries  (Furlan et al. 2007). En el cas d’IFN-�, del 

qual també observem una sobreexpressió en els ratolins EAE, és una citocina implicada 

en la diferenciació de les  cèl�lules  Th1 que s’expressa al SNC a l’inici dels  símptomes de 

l’EAE, incrementant molt la seva expressió durant el pic de la malaltia (Renno et al. 1998). 

També s’observa un augment de l’expressió de l’ARNm de TGF-� i el factor de 

transcripció de les cèl�lules  Tregs FoxP3. Aquestes cèl�lules es  troben presents durant el 

desenvolupament de l’EAE, i s’associen amb la protecció i la recuperació d’aquests 

animals (McGeachy et al. 2005). Es creu que la inducció d’aquestes cèl�lules ve 

potenciada per la citocina TGF-�, responsable de la seva expansió i manteniment (Li et al. 

2006). L’observació d’una disminució de l’expressió del factor de transcripció Gata3 

(cèl�lules Th2) abans  de l’aparició de la malaltia i la recuperació dels nivells control durant 

la fase progressiva crònica pot afavorir l’aparició de l’EAE, ja que nivells elevats de 

cèl�lules Th2 s’han relacionat amb la remissió o recuperació en EAE i EM (Duda et al. 

2000; Araki et al. 2003; Bai et al. 2009).

2.Canvis d’expressió de PDE4 en el model d’EAE

La implicació de l’AMPc i les seves vies de senyalització durant la resposta 

neuroinflamatòria és àmpliament acceptada i la possibilitat de manipular els  nivells 

d’AMPc mitjançant inhibidors de PDEs per controlar la inflamació ha despertat un gran 

interès. La inhibició específica dels enzims de la família de PDE4 produeix efectes 

antiinflamatoris  com la supressió o estimulació de diverses citocines (revisat a (Torphy 
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1998; Banner and Trevethick 2004) i la inhibició de la secreció de TNF-� per part de 

monòcits i macròfags (Sommer et al. 1995; Jin and Conti 2002). Molts  inhibidors  de PDE4 

es troben actualment en desenvolupament pel tractament de malalties respiratòries 

inflamatòries, com l’asma o la malaltia pulmonar obstructiva crònica (MPOC), així com la 

colitis ulcerosa o malaltia de Crohn. Les probabilitats d’aquests inhibidors  per ser efectius 

es basen en el coneixement actual sobre el paper de PDE4 en suprimir la resposta 

inflamatòria de cèl�lules implicades en la patologia d’aquestes malalties (Spina 2008; 

Hatzelmann et al. 2010). A més, el tractament amb l’inhibidor selectiu de PDE4 rolipram 

d’animals amb EAE a mostrat una millora de la simptomatologia clínica d’aquests 

(Sommer et al. 1995; Folcik et al. 1999; Moore et al. 2006).

De les quatres isoformes de PDE4, només tres es troben expressades al SNC i al sistema 

immune: PDE4A, PDE4B i PDE4D. Els resultats mostren un augment de la isoforma 

PDE4B en la medul�la espinal de ratolins EAE amb símptomes més severs. No obstant, 

quan estimulem els limfòcits i macròfags aïllats de la melsa d’aquests animals  amb 

l’antigen de MOG s’observa una tendència a la sobreexpressió de PDE4B i PDE4D. 

Aquestes isoformes són les  més implicades en la resposta inflamatòria: sembla que 

PDE4B i PDE4D tenen un paper clau en l’activació de les cèl�lules T (Baroja et al. 1999; 

Abrahamsen et al. 2004).

3.Expressió de PDE4B en el model d’EAE

En aquest treball ens vam centrar en el paper de PDE4B, i concretament en la seva 

variant d’splicing PDE4B2, degut a resultats previs  obtinguts  en el laboratori en el model 

EAE en rates (Reyes-Irisarri et al. 2007). La sobreexpressió de l’ARNm de PDE4B2 va ser 

detectat al voltant de l’inici de la malaltia, i augmentava de forma significativa en animals 

amb una EAE progressiva crònica. Aquesta regulació transcripcional a l’alça es  va 

detectar en diverses  àrees del SNC, indicant que aquesta sobreexpressió començava a la 

medul�la espinal en l’inici de l’EAE i que s’anava expandint cap a àrees anteriors del 

cervell. Aquest patró és  comparable al que s’observa pels infiltrats cel�lulars en el SNC de 

ratolins C57BL6J amb EAE (Brown and Sawchenko 2007), suggerint que potser algunes 

d’aquestes cèl�lules podrien estar implicades  en l’augment d’expressió de l’ARNm de 

PDE4B2. La correlació observada entre l’ARNm de PDE4B2 i la simptomatologia clínica 

en aquests animals també recolza aquesta hipòtesis, ja que símptomes clínics més severs 

s’associen amb un nombre més elevat d’infiltrats cel�lulars (Recks et al. 2011). 
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Dins dels infiltrats cel�lulars  que s’observen en el model EAE, les cèl�lules T són una de 

les poblacions més abundants. Les poblacions efectores Th1 i Th17 són les que tenen un 

paper patogènic clau en el model d’EAE (Zamvil and Steinman 1990), mentre que la 

subpoblació de cèl�lules Tregs FoxP3+ es troben implicades en la regulació de la resposta 

immune (Korn et al. 2007). La correlació observada entre l’expressió relativa de l’ARNm 

del factor de transcripció FoxP3 i PDE4B2 suggereix que en els animals amb EAE té lloc 

una diferenciació de les cèl�lules T cap a un fenotip FoxP3+, i que PDE4B2 podria exercir 

un paper en aquest procés, possiblement estabilitzant el fenotip funcional d’aquestes 

Tregs (Gavin et al. 2007). La diferenciació de les cèl�lules T en Tregs o Th17 és 

dependent de l’ambient de citocines. TGF-� i IL-6 són importants per mantenir el balanç 

entre aquestes  dues poblacions cel�lulars (Deshpande et al. 2007; Korn et al. 2007; 

Fallarino et al. 2010). La correlació observada entre l’ARNm de TGF-� i PDE4B2, i 

l’absència de correlació amb IL-6, donen suport a la hipòtesis  que aquest enzim podria 

tenir un possible paper en la diferenciació de les cèl�lules Tregs.

4.Tipus cel�lulars que expressen PDE4B en model d’EAE

Els primers resultats per immunohistoquímica de PDE4B mostraven una expressió 

d’aquest enzim en medul�la espinal i tronc encefàlic de ratolins EAE i no en el grup 

d’animals control. Aquestes regions coincidien amb aquelles on observàvem una 

sobreexpressió de l’ARNm de PDE4B2 i també amb zones amb una elevada infiltració 

cel�lular. Per aquest motiu ens vam qüestionar si les cèl�lules que expressaven PDE4B 

podien ser cèl�lules del sistema immune o bé cèl�lules residents del SNC activades per la 

resposta immune.

En el model d’EAE, les cèl�lules presentadores  d’antigen (APCs) perifèriques, com les 

cèl�lules dendrítiques (DCs) i els macròfags associats amb les meninges i els vasos 

sanguinis  del SNC es postula que faciliten la capacitat encefalitogènica de les  cèl�lules  T, 

permetent la seva infiltració i l’inici d’una cascada inflamatòria que resultarà en dany 

tissular (Greter et al. 2005). També cal destacar que les cèl�lules dendrítiques i els 

macròfags s’infiltren al SNC, on produiran una reactivació dels limfòcits, juntament amb 

les APCs residents del SNC, la micròglia (revisat a (Almolda et al. 2011)). Els nivells 

d’AMPc intracel�lular controlen, entre d’altres vies de senyalització, l’activació o supressió 

de les APCs i l’ambient de citocines durant la resposta immune (Fassbender et al. 2010; 

Garay et al. 2010). Aquestes informacions, juntament amb el fet que es va observar una 
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colocalització entre PDE4B i marcadors cel�lulars per les diverses poblacions d’APCs 

(cèl�lules dendrítiques, micròglia i macròfags) ens  fa pensar en un possible paper 

d’aquesta isoforma en el procés de presentació de l’antigen regulant els nivells d’AMPc.

Sorprenentment, l’expressió de PDE4B no semblava colocalitzar amb les cèl�lules T 

infiltrants, contradient resultats prèviament publicats on s’observava una colocalització de 

l’ARNm de PDE4B2 amb les cèl�lules T en rates amb EAE (Reyes-Irisarri et al. 2007). 

Això ens indicaria que, encara que sembla que PDE4B podria estar afectant la 

diferenciació de cèl�lules T, no ho faria a través de mecanismes intracel�lulars intrínsecs a 

aquestes cèl�lules. No obstant, la polarització observada per la proteïna PDE4B en el punt 

de contacte entre les cèl�lules T i les cèl�lules PDE4B+, recolzaria també la hipòtesis que 

aquest enzim tingui un paper durant el procés de presentació d’antigen en el parènquima 

cerebral. Aquest punt de contacte, conegut com a sinapsis  immunològica, es manté de 

forma transitòria durant la presentació de l’antigen per part de l’APC a la cèl�lules T 

específica i es clau per l’activació i diferenciació d’aquestes cèl�lules (Fooksman et al. 

2010). A diferència de resultats previs  que demostraven la implicació i expressió de 

PDE4B en l’activació de les cèl�lules T (Baroja et al. 1999), aquí mostrem que no hi ha 

presència de PDE4B en les  cèl�lules T, sinó en les APCs tant perifèriques com residents 

del SNC, i que aquest enzim podria tenir un paper important en alguna de les  seves 

funcions.

5.El model EAE en ratolins knockout per PDE4A i PDE4B

Com ja s’ha comentat anteriorment, l’administració d’inhibidors  selectius  de PDE4 en 

animals EAE produeix una millora de la simptomatologia clínica, així com una reducció de 

les lesions inflamatòries (Moore et al. 2006). Per tant seria lògic pensar que l’eliminació 

d’alguna de les isoformes de PDE4 podria tenir efectes beneficiosos en animals als que 

se’ls indueix EAE.

En base els resultats obtinguts sobre la sobreexpressió de PDE4B observada en ratolins 

EAE wildtype, vam induir l’EAE en ratolins PDE4B-/- i vam comparar-los amb ratolins 

wildtype i ratolins  que els hi faltes  una altra isoforma de PDE4, PDE4A-/-. De forma 

sorprenent, vam poder observar dos fenòmens. Un que els animals EAE PDE4B-/- 

presentaven un inici temprà de la malaltia, en comparació amb el grup wildtype, i l’altre 

que els ratolins PDE4A-/- tendien a iniciar els símptomes més tard i que aquests eren 
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menys severs també en comparació amb el grup wildtype. Segons els resultats previs 

obtinguts en animals EAE wildtype, esperàvem una certa protecció envers la inducció de 

l’EAE en el grup PDE4B-/-, i cap diferència entre els animals  PDE4A-/- i els wildtype. 

L’estimulació per LPS de monòcits i macròfags aïllats de ratolins  PDE4B-/- no produïa 

producció de TNF-� (Jin and Conti 2002), essent aquesta una de les citocines amb més 

activitat proinflamatòria durant la patologia autoimmune (Kuroda and Shimamoto 1991). 

En el cas dels ratolins PDE4A-/-, no mostren grans alteracions en la resposta immune, tan 

sols menys hiperreactivitat de les  vies respiratòries en presència d’al�lèrgens (Ariga et al. 

2004).

Centrant-nos en la citocina TNF-�, de gran interès  en el desenvolupament del model EAE, 

vam observar que tant PDE4B-/- com PDE4A-/- expressaven menys ARNm de TNF-� 

després de la inducció de l’EAE respecte els animals wildtype. Era d’esperar en els 

PDE4B-/-, però en el cas del grup PDE4A-/- podria ser degut a la menor severitat dels 

símptomes, ja que l’expressió de TNF-� correlaciona amb la progressió de l’EAE 

(Issazadeh et al. 1995). A més, l’estimulació in vitro amb MOG dels  leucòcits d’aquests 

animals va mostrar que tan sols en el cas de PDE4B-/-, l’estimulació no produïa 

l’alliberació de TNF-�, mentre que els leucòcits aïllats  del grup de ratolins PDE4A-/- 

responien a l’estimulació antigènica i eren capaços de produir TNF-� com a resposta.

Les citocines proinflamatòries IFN-� i IL-1� les  trobem sobreexpressades en el model 

animal d’EAE. La sobreexpressió d’IFN-� a nivell del SNC provoca una desmielinització 

progressiva en ratolins (Renno et al. 1998); i IL-1� és capaç de causar la mort 

d’oligodendròcits en cultiu (Takahashi et al. 2003) i sembla important en el dany neuronal i 

axonal al SNC de pacients amb EM (de Jong et al. 2002). Els  resultats  mostren una 

disminució en l’expressió de l’ARNm d’aquestes citocines en el grup d’animals PDE4A-/-. 

Això podria relacionar-se amb la tendència observada d’una menor severitat del model 

EAE en aquest grup d’animals.

Com ja s’ha comentat anteriorment, IL-6 i TGF-� són citocines molt importants en el 

balanç entre les subpoblacions  de cèl�lules T efectores  Th17 i Tregs (Korn et al. 2007). La 

combinació de TGF-� i IL-6 produeix la diferenciació a cèl�lules productores d’IL-17 (Th17) 

a partir de cèl�lules T naïf (Mangan et al. 2006); no obstant, TGF-�, considerada una 

citocina amb capacitats immunosupressores, es capaç d’induir la generació de T-regs 

Foxp3+ i inhibir la proliferació de les cèl�lules T naïf (Li et al. 2006). Els  resultats  van 

mostrar una tendència a l’augment de l’expressió de l’ARNm d’IL-6 en el grup d’animals 
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EAE PDE4B-/-, així com una disminució significativa de l’expressió de TGF-� respecte els 

ratolins EAE wildtype. Aquest canvi en el balanç entre aquestes dues citocines podria 

comportar una major diferenciació de cèl�lules Th17 a partir de les cèl�lules  T naïf, que 

aportarien més patogenicitat al model i podrien ser la conseqüència d’un inici més avançat 

de l’aparició dels símptomes clínics en els  ratolins PDE4B-/-. A més, sembla que els nivells 

d’expressió del factor de transcripció FoxP3, característic de les  cèl�lules Tregs, es troben 

a uns  nivells similars  als dels animals control, fet que ens portaria a pensar que la 

disminució de TGF-� estaria impedint la diferenciació de les Tregs. Es coneix que la 

regulació dels nivells  d’AMPc en cèl�lules  dendrítiques té un paper clau en l’ambient de 

citocines alliberades (Fallarino et al. 2010) i l’eliminació de l’enzim PDE4B en aquestes 

cèl�lules podria estar modulant aquest procés (Figura 1). 

Figura 1. Possible paper de PDE4B en la regulació de la resposta immune en cèl�lules dendrítiques. 
En la hipòtesis que proposem, PDE4B actuaria disminuint els nivells d’AMPc  intracel�lular en els animals 

EAE wildtype, fet que afavoriria la diferenciació de Tregs com a mecanisme neuroprotector. En els ratolins 
PDE4B-/-, la falta d’aquest enzim elevaria els nivells d’AMPc  intracel�lular, afavorint la producció d’IL-6 i  la 

diferenciació de Th17, fet que podria explicar una major patogenicitat i  un inici  temprà de l’EAE en aquests 
animals. Modificat de (Hansen and Caspi 2010).
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Com ja s’ha mencionat, els experiments de colocalització han mostrar l’expressió de 

PDE4B en APCs com les  cèl�lules dendrítiques. No obstant, no s’observa un augment en 

l’ARNm del factor de transcripció característic de les Th17, Rorc, en els  animals PDE4B-/-, 

sinó que els seus nivells d’expressió són més baixos que els dels animals control. Més 

experiments per aïllar, caracteritzar i quantificar les diverses subpoblacions de cèl�lules 

efectores en els  diferents grups de ratolins EAE serien necessaris per tal d’esbrinar quines 

podrien ser les conseqüències d’aquest possible canvi en el balanç de TGF-� i IL-6.

Una altra possible explicació seria que en el grup d’animals  EAE PDE4B-/- es produís un 

canvi en el balanç Th1/Th2 i s’afavorís la resposta tipus Th2. El biaix cap a Th2 s’ha 

demostrat que empitjora els símptomes de l’EAE induïda per MOG (Lafaille et al. 1994). 

Però els nivells  de producció d’IL-4, citocina característica d’aquests  subpoblació de 

cèl�lules efectores, post-estimulació antigènica en els  leucòcits del grup PDE4B-/- no 

canvien respecte els animals wildtype. A més, els nivells  del factor de transcripció Gata3 

es mantenen similars als tres grups experimentals amb EAE.

IFN-� és  una citocina característica de la subpoblació de cèl�lules  Th1, i a la vegada és 

capaç d’inhibir el factor de transcripció Rorc i així la diferenciació de les cèl�lules T naïf a 

Th17 (Axtell et al. 2010). Aquesta citocina és considerada proinflamatòria, però en el cas 

del model EAE produiria una disminució del nombre de cèl�lules  Th17. Per aquest motiu 

vam determinar la producció d’IFN-� post-estimulació antigènica en els leucòcits aïllats 

dels ratolins  knockout i wildtype. En els leucòcits d’animals PDE4A-/-, tot i observar una 

menor expressió de l’ARNm d’IFN-� en la seva medul�la espinal, semblava que aquestes 

cèl�lules eren capaces de produir IFN-� en resposta al seu antigen específic. Els  resultats 

per PDE4B-/- foren diferents, amb una disminució de l’alliberació d’IFN-� per part 

d’aquestes cèl�lules post-estimulació antigènica. Aquestes observacions podrien indicar 

menys resposta Th1 en aquests animals transgènics  i una tendència a afavorir la resposta 

Th17 degut a la falta d’inhibició del factor de transcripció Rorc. 

IL-12, produïda per les APCs, és una citocina particularment efectiva en la inducció d’IFN-

� (Watford et al. 2003). La transcripció d’aquesta citocina pot estar regulada a través de 

l’AMPc; de fet se sap que PGE2, que produeix un augment dels nivells  d’AMPc, és capaç 

d’inhibir la producció d’IL-12 en monòcits humans (van der Pouw Kraan et al. 1995). 

Aquesta inhibició es produeix en les cèl�lules dendrítiques  a través d’un mecanisme 

dependent de la via AMPc/PKA (Thierfelder et al. 1996). Per tant, la falta de PDE4B en les 
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cèl�lules dendrítiques d’aquests  animals  mantindria nivells elevats d’AMPc intracel�lular 

que podrien estar inhibint la producció d’IL-12 i d’aquesta forma l’alliberació d’IFN-� per 

part de les  cèl�lules Th1 (Figura 2). Experiments per determinar els nivells d’IL-12 post-

estimulació en aquestes cèl�lules i la implicació de PDE4B en aquest procés s’haurien de 

realitzar per tal de poder comprovar aquesta hipòtesis.

Figura 2. Possible paper de PDE4B en la síntesis d’IFN-� induïda per IL-12. L’elevació dels nivells 
intracel�lulars d’AMPc produïda per la senyalització a través de diversos receptors acoblats a proteïna G 

(PGE2, histamina, receptors � -adrenèrgics i  d’adenosina) es mantindria en animals sense PDE4B en 
cèl�lules dendrítiques. L’AMPc, a través d’una via dependent de PKA, inhibiria la producció d’IL-12, que a la 

vegada bloquejaria l’alliberació d’IFN-� per part de les cèl�lules T. Basat en (Kang et al. 2005).

Tot i no observar canvis histopatològics clars entre els tres grups de ratolins  EAE, un 

anàlisis preliminar del dany axonal mitjançant el marcatge de SMI32 semblava mostrar 

més presència d’aquest en el teixit cerebral dels ratolins  PDE4B-/-, fet que podria 

correlacionar amb una aparició avançada dels símptomes d’EAE en aquests ratolins. En 

EAE i EM, els  axons danyats esdevenen SMI32+ (Wang et al. 2005; Petzold et al. 2008). 

Aquest dany axonal és dependent del temps en ratolins  immunitzats amb MOG (Soulika et 

al. 2009), fet que ens portaria a pensar que si el grup d’animals  PDE4B-/- han iniciat abans 

el desenvolupament de la malaltia puguin haver acumulat més dany axonal. 
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TNF-� també podria tenir un possible paper en aquest procés. Tot i les  propietats 

proinflamatòries conegudes d’aquesta citocina, s’han descrit accions  reparadores 

d’aquesta en oligodendròcits a través del receptor de TNF-� TNFR2 (Arnett et al. 2001). 

La falta de producció de TNF-� en els  monòcits i macròfags d’aquests  animals 

transgènics podria tenir efectes negatius en el desenvolupament de l’EAE. Cal destacar 

doncs les dues vessants de TNF-�: la possible acció remielinitzant a través de 

l’estimulació de la proliferació dels oligodendròcits via senyalització a través de TNFR2; o 

bé l’acció desmielinitzant i inflamatòria d’aquesta citocina mitjançant la unió a TNFR1 

(Probert et al. 2000).

Cal tenir en compte que aquests  resultats obtinguts amb animals transgènics són molt 

preliminars i que el nombre d’animals utilitzats és baix. Caldria repetir aquests 

experiments per tal de confirmar la seva validesa i realitzar-ne de nous per tal de 

comprovar algunes de les hipòtesis que es plantegen en aquesta discussió.
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Conclusions

Discussió



1. El model EAE es caracteritza per la presència d’infiltrats cel�lulars  i zones de 

desmielinització al SNC, així com per degeneració axonal i neuronal, i per una 

resposta neuroimmune amb sobreexpressió de citocines proinflamatòries.

2. De les tres isoformes de PDE4 que es troben expressades en el SNC (PDE4A, 

PDE4B i PDE4D), només l’ARNm de la isoforma PDE4B es troba sobreexpressat 

en el SNC de ratolins amb EAE.

3. De les quatre variants  d’splicing de PDE4B, tan sols  l’ARNm de PDE4B2 es  troba 

sobreexpressat en els SNC de ratolins amb EAE progressiva crònica i en aquells 

que presenten una simptomatologia més severa.

4. La sobreexpressió de l’ARNm de PDE4B2 comença a la medul�la espinal i es va 

expandint cap a àrees anteriors del SNC en els ratolins EAE, seguint un patró 

comparable al dels infiltrats cel�lulars presents en aquests  animals, suggerint que 

aquesta sobreexpressió podria tenir lloc en aquestes cèl�lules.

5. La sobreexpressió de l’ARNm de PDE4B2 correlaciona amb l’expressió observada 

per FoxP3 (factor de transcripció característic de les  cèl�lules Tregs) i TGF-� 

(citocina antiinflamatòria capaç d’induir la generació de les cèl�lules Tregs), indicant 

un possible paper d’aquest enzim en la diferenciació d’aquest tipus de cèl�lules T.

6. La proteïna PDE4B es troba expressada en les cèl�lules presentadores  d’antigen 

(cèl�lules dendrítiques, macròfags  i micròglia) en el SNC de ratolins amb EAE, 

indicant que el control dels  nivells d’AMPc en aquest tipus de cèl�lules per part de 

PDE4B2 podria tenir un paper important en la regulació d’alguna de les seves 

funcions.

7. Els  ratolins PDE4B-/- amb EAE presenten un inici temprà de la malaltia en 

comparació amb el grup wildtype, a diferència de la protecció envers la inducció 

d’EAE que s’esperava per aquests animals transgènics degut a la millora 

observada en animals EAE tractats amb inhibidors selectius per a PDE4.

8. Els  animals amb EAE PDE4B-/- presenten un augment de l’expressió de l’ARNm 

d’IL-6 i una disminució de TGF-�, suggerint que el canvi en el balanç d’aquestes 

citocines podria comportar una major diferenciació de les cèl�lules Th17. No 

obstant, els nivells  del factor de transcripció d’aquestes cèl�lules T (Rorc) són més 

baixos respecte els animals wildtype.
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9. Els  leucòcits aïllats dels ratolins amb EAE PDE4B-/- i estimulats amb l’antigen de 

mielina presenten una disminució en l’alliberació d’IFN-�, fet que podria indicar una 

baixa resposta Th1 i una tendència a afavorir la resposta Th17 degut a la falta 

d’inhibició del factor de transcripció Rorc, que es troba reduït en aquests animals.

10.L’eliminació de PDE4B en les cèl�lules presentadores d’antigen mantindria nivells 

elevats d’AMPc intracel�lular, que podrien estar inhibint la producció d’IL-12 i 

d’aquesta forma l’alliberació d’IFN-� per part de les cèl�lules Th1.

11.Els  resultats mostren una disminució en l’expressió de l’ARNm de les  citocines 

proinflamatòries IFN-� i IL-1� en animals PDE4A-/- amb EAE, fet que podria 

relacionar-se amb la tendència observada d’una menor severitat simptomatològica 

d’aquests animals respecte els ratolins wildtype.

CONCLUSIÓ FINAL

L’alteració selectiva de la PDE4B2 en el model d’EAE en ratolí i la seva participació en el 

desenvolupament de la malaltia com s’ha observat en els animals PDE4B-/- presenta 

noves possibilitats  sobre l’ús  d’inhibidors selectius per les  diverses isoformes (o variants 

d’splicing), tant per aplicacions terapèutiques com per investigar mecanismes inflamatoris 

en malalties neurodegeneratives.
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ABSTRACT
Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an animal model of  Multiple Sclerosis that 
courses with neuroinflammation, axonal damage and demyelination. The model is characterized by 
T- and B-cell responses to myelin oligodendrocyte glycoprotein which produce a wide range of pro- 
and anti-inflammatory cytokines. The modulation of cAMP levels through pharmacological 
manipulation of  phosphodiesterases (PDEs) provokes profound anti-inflammatory responses. In 
the EAE model, amelioration of the clinical signs and delayed onset is observed after PDE4 
inhibition and the PDE4B gene has been related to the inflammatory immune response in mice. 
Here we analyzed post-immunization changes in the expression of  mRNA coding for the PDE4B2 
splice variant by semiquantitative real-time PCR and in situ hybridization. The results showed an 
upregulation of PDE4B2 mRNA in the spinal cord of  EAE mice which correlates with FoxP3 and 
TGF-� mRNAs expression in a score-dependent manner. We also found that PDE4B enzyme is 
mainly localized in antigen-presenting cells (APCs) such as dendritic cells, microglia/macrophages. 
The results point to an important role of the PDE4B enzyme, and PDE4B2 splice variant in 
particular, during EAE pathogenesis by modulating cAMP levels in APCs and controlling the 
cytokine environment for T-cell differentiation.

INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is one of the most 
common neurological disorders in young 
adults. It is believed to be a chronic 
inflammatory disease of the central nervous 
system (CNS) in which a T helper-cell 
m e d i a t e d a u t o i m m u n e p r o c e s s i s 
associated wi th myel in destruct ion 
(Frohman et al.,  2006; Lassmann et al.,  
2001; Lassmann et al.,  2007). 
E x p e r i m e n t a l a u t o i m m u n e 
encephalomyelitis (EAE) is an animal model 
o f M S t h a t i s  i n d u c e d b y a c t i v e 
immunization against myelin antigens in 
genetically susceptible mice strains and 
reproduces the immunopathology seen in 
many MS cases  (Swanborg,  1995). Several 
days after immunization, immune cells  start 
to infiltrate the CNS and microglial cells are 
activated, predominantly affecting the spinal 
cord but also other brain structures  like the 
cerebellum and the optic tract (Brown and 
Sawchenko,  2007). This is followed by 
axonal damage and demyelination (Soulika 
et al.,  2009). 

Pharmacological manipulation of cAMP 
levels using specific PDE4 inhibitors 
provoke profound ant i- inf lammatory 
responses (Nielson et al.,  1990; Torphy,  
1998), for example, suppression or 
stimulation of cytokine production, inhibition 
of T-cel l prol i ferat ion (Banner and 
Trevethick,  2004) and production of tumor 
necrosis  factor (TNF-�) by monocytes (Jin 
and Conti,  2002; Sommer et al.,  1995). In 
the EAE model,  amelioration of the clinical 
signs and delayed onset is  observed after 
PDE4 inhibition with Rolipram (Folcik et al.,  
1999; Moore et al.,  2006; Sommer et al.,  
1995). Furthermore, the PDE4B gene has 
been related to the inflammatory response 
in mouse monocytes and macrophages (Jin 
et al.,  2005) and previous publications by 
our group have shown that the PDE4B 
m R N A s p l i c e v a r i a n t P D E 4 B 2 i s 
upregulated in the brains of rats with EAE 
(Reyes-Irisarri et al.,  2007b). 
Therefore, we examined the role of the 
observed transcriptional induction of the 
PDE4B2 mRNA the immunolog ica l 
response in the CNS of an EAE mouse 
model. The model is characterized by T- 
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a n d B - c e l l r e s p o n s e s t o m y e l i n 
oligodendrocyte glycoprotein (Iglesias et al.,  
2001). Depending on the composition of the 
i n f l a m m a t o r y e n v i r o n m e n t , t h e 
differentiation of T-helper (Th)-cells is 
directed towards effector or regulatory T-
cells. Several groups  have addressed the 
involvement of Th17-positive cells  as 
autoimmune effectors in EAE and of 
Foxp3+cells as  regulatory T-cells (for review 
see (Korn et al.,  2007; Langrish et al.,  
2005; Segal,  2010). Among others, TGF-� 
and IL-6 are known to affect the course of 
differentiating T-cells (Fallarino et al.,  2010; 
Tzartos et al.,  2008).
Here we analyzed post-immunization 
changes in the expression of mRNA coding 
for the PDE4B2 sp l ice var iant by 
semiquantitative real-time PCR and in situ 
hybridization. 
Furthermore, the correlation between 
infiltrating cell populations, cytokine 
production and PDE4B2 mRNA expression 
in the brain of animals with EAE of varying 
score and at different time points after 
immunization was analyzed. The results 
point to an important role of the PDE4B2 
m R N A s p l i c e v a r i a n t d u r i n g E A E 
pathogenesis. The upregulation of PDE4B2 
mRNA in the EAE mice correlated with the 
Foxp3+ transcription factor and TGF-� 
mRNAs in a score-dependent manner. The 
induced PDE4B protein was mainly 
observed in antigen-presenting cells such 
as dendrit ic cel ls (DCs), microglia/
macrophages and also astrocytes. 

MATERIALS AND METHODS

EAE induction and treatment 
Six-week-old female C57BL6 mice (15-20 
g) were purchased from Charles River 
L a b o r a t o r i e s  ( Ly o n , F r a n c e ) . A l l 

experimental procedures followed the 
European Communities Council Directive of 
November 24, 1986 (86/609/EEC), and 
were approved by the ethic committee of 
the University of Barcelona and of the 
Generalitat de Catalunya. All efforts  were 
made to minimize the number of animals 
used and their suffering. The mice were 
maintained on a 12-h light/dark cycle at a 
constant environmental temperature with 
free access to food and water for 1 week 
prior to experimentation.
EAE was induced by subcutaneous 
immunization with 100μg MOG35-55 peptide 
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) in 
100μl complete Freund’s adjuvant (Sigma-
Aldrich) enriched with Mycobacterium 

tuberculosis (Difco, Detroit, MI, USA) on day 
0, followed by 200ng of pertussis toxin 
injected intraperitoneally on days 0 and 2. 
“CFA control mice” received CFA and 
pertussis toxin, but no MOG35-55 peptide, 
and normal control mice received saline 
only.
Animals  were weighed and examined daily 
and the severity of their clinical disease was 
graded using a five-point scale: Grade 0 = 
no disability; 1 = a flaccid tail; 2 = a mild but 
definite weakness  of one or both hind legs; 
3 = moderate paraparesis of one hind leg; 4 
= no hind leg movement; 5 = a moribund 
state with l i t t le or no spontaneous 
movement and impaired respirat ion 
(McFarlin et al.,  1974). 

Tissue preparation
The brain and spinal cord were removed, 
rapidly frozen on dry ice and stored at -20 
°C on post-immunization days 10, 15, 21 
and 30. For in s i tu hybr id iza t ion , 
immunohistochemistry and histology, 14-μm 
thick coronal tissue sections of whole brain 
were cut on a microtome-cryostat (Microm 
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HM500 OM, Walldorf, Germany), thaw-
mounted on 3-aminopropyltriethoxysilane-
coated slides  (Sigma-Aldrich), and stored at 
-20 °C until further processing. 

Hybridization probes
We used an ol igonucleot ide probe 
complementary to the mRNA coding for the 
PDE4B2 splice variant (L27058, 545-589 
bp). The mRNA region was chosen because 
it shares no similarities with other PDE4B 
splice variants (Reyes-Irisarri et al.,  2008). 
The hybridization conditions used to detect 
all mRNAs have been described elsewhere 
(Reyes- I r isarr i e t a l . ,  2005) . Al l 
oligonucleotides were synthesized and were 
then purified by high-performance liquid 
chromatography (Isogen Bioscience BV, 
Maarsden, The Netherlands). 
The specificity of the autoradiographic 
signal obtained by in situ hybridization 
histochemistry experiments was confirmed 
by a series of routine controls as described 
previously (Pompeiano et al.,  1992). 
Oligonucleotides were labeled at their 3´-
end using [�-33P] dATP (3000 Ci/mmol, New 
England Nuclear, Boston, MA, USA) with 
r e c o m b i n a n t t e r m i n a l 
deoxynucleotidyltransferase (TdT) (Roche 
Diagnostics, Penzberg, Germany). Labeled 
probes were purified using ProbeQuant 
G-50 Microcolumns (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK).

Luxol Fast Blue staining
S e c t i o n s w e r e f i x e d i n 4 % 
paraformaldehyde in PBS for 20 min and 
rinsed twice in PBS for 5 min each. After 
4-8h in alcohol/chloroform the sections were 
rehydrated in 95% alcohol. Staining with 
Solvent Blue 38 (Sigma-Aldrich) Staining 
Solution (0.1%) at 56ºC o.n. was followed 
by differentiation in a lithium carbonate 

solution (0.05%) and alcohol. After a water 
rinse, the sections were counterstained for 
30-40 sec in Cresyl-Violet (Sigma-Aldrich) 
then rinsed in water, dried, soaked with 
xylene, and mounted with Entellan.

In situ hybridization histochemistry
The protocols for in situ hybridization 
histochemistry were based on previously 
described procedures  (Reyes-Irisarri et al.,  
2007a; Tomiyama et al.,  1997). Hybridized 
sections were either exposed to Biomax-MR 
(Kodak, Rochester, NY, USA) or dipped into 
Ilford K5 nuclear emulsion (Ilfor, Mobberly, 
Cheshire, UK). 

Immunohistochemistry
The fol lowing ant ibodies (see also 
Supplemental Table 1) were used: rabbit 
anti-human CD3 (Dako Cytomation, 
Glostrup, Denmark), rabbit anti-PDE4B 
(FabGennix, Inc., Frisco, TX, USA), rabbit 
anti-Iba1 (Wako, Neuss, Germany) to detect 
microglia/macrophages, and rabbit anti-
GFAP (DakoCytomat ion , G los t rup , 
Denmark) to detect astrocytes; and the 
monoclonal antibodies  rat anti-MBP 
(Abcam, Cambridge, UK) to detect 
oligodendrocytes, rat anti-NIMP-R14 
(Millipore, CA, USA) for neutrophil staining, 
and rat anti-CD11b (AbD Serotec, Oxford, 
UK) for microglia. Immunohistochemistry 
was performed as follows: sections were 
f i x e d f o r 2 0 m i n a t 4 ° C i n 4 % 
paraformaldehyde, and rinsed three times in 
1x TBS (Tris Buffer Saline; 50 mM Tris.HCl, 
150 mM NaCl, pH 7.4) for 5 minutes. Pre-
incubation and incubation with antibodies 
were performed in 1x TBS with 0.05% Triton 
X-100 (Sigma-Aldrich) solution containing 
1 0 % n o r m a l g o a t s e r u m ( Ve c t o r 
Laboratories, Burlingame, CA, USA) in 
0.3M glycine (Calbiochem, Dramstadt, 
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Germany). Primary antibody was incubated 
at 37°C o.n. and secondary antibodies or 
Alexa Fluor® (Molecular Probes, Leiden, 
The Netherlands) at 37°C for 30 minutes. 
Control slides  were incubated without 
primary antibody. After rinsing in 1x TBS 
and in distilled water the sections were 
mounted with VECTASHIELD® + DAPI 
(Vector Laboratories) to stain the nuclei. 

Analysis of the results
Hybridized tissue sections were examined 
in bright- and dark-field under a Zeiss 

Axioplan microscope (Zeiss, Oberkochen, 
Germany) equipped with bright- and dark-
field condensers for transmitted light and 
with epi-illumination. A Darklite illuminator 
(Micro Video Instruments, Avon, MA, USA) 
was used to improve the visualization of 
autoradiographic silver grains and capture 
bright- and dark-field images. Double 
immunof luorescence- labe led t issue 
sections were analyzed using an Olympus 
BX51 Stereo Microscope (Olympus, Tokyo, 
Japan). 

Figure 1.   Clinical and histological evaluation of  EAE in 
C57BL/6 mice. (A) Mean ± SD clinical score as a function 
of  days after immunization with the MOG peptide.  Clinical 
Score;  0 = no disability, 1 = flaccid tail, 2 = a mild but 
definite weakness of  one or both hind legs, 3 = moderate 
paraparesis  of  one hind leg, 4 = no hind leg movement,  5 = 
a moribund state with little or no spontaneous movement 
and impaired respiration. (B) Histopathological analysis of 
spinal cord section stained with Luxol/Cresyl-Violet to 
evaluate myelin depletion and inflammatory  infiltrates 
respectively. The strong cellular invasion observed here, 
30 days post-immunization, were found associated with 
demyelination. Scale bars = 0.5 mm and 100 μm.

Preparation of the figures 
Photographs of the film autoradiograms of 
hybridized sections  were obtained using a 
Wild 420 macroscope (Leica, Solms, 
Germany) equipped with a digital camera 
(DXM1200 F, Nikon, Tokyo, Japan) and 
ACT-1 Nikon software. Microphotographs of 
the hybridized tissue slides were taken with 
a Zeiss Axioplan microscope, equipped with 
a Darklite illuminator and a digital camera 
(DXM1200 F, Nikon) with ACT-1 Nikon 
software. Double immunofluorescent-
labeled sections were photographed in an 
Olympus BX51 Stereo Microscope 
equipped with a digital camera (DP71, 
Olympus, Tokyo, Japan). The figures were 
assembled using Adobe Photoshop (Adobe 
Systems, San Jose, CA, USA); only 
contrast and brightness were adjusted to 
optimize the images. 

RNA isolation and qRT/PCR
Cervical spinal cords were homogenized 
using TRIzol® Reagent ( Invi t rogen, 
Car lsbad, CA, USA) and a t issue 
homogenizer (Polytron PT1200, Kinematica 
AG, Lucerne, Swiss). Total RNA was 
isolated using a PureLink RNA Mini Kit 
according to the manufacturer’s  instructions 
(Invitrogen) and stored at -80ºC. Before 
cDNA synthesis, RNA samples  were treated 
with DNase I (Invitrogen) to remove the 
genomic DNA.  Samples  of total RNA (1 μg 
each) were reverse-transcribed into cDNA 
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using the iScript kit (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA). Gene transcripts were quantified by 
quantitative real-time RT-PCR using the iQ 
SYBR Green Supermix kit (Bio-Rad) in 
triplicate in 25 μl reaction volumes. Primers 
were synthesized by Biomers.net Gmbh 
(Ulm, Germany); their sequences are listed 
in Supplemental Table 2. Samples  were 
run on an iCycler iQ (Bio-Rad). For relative 
quantif ication, the n-fold differential 
expression was determined by the 
comparative cycle threshold (CT) method 
(2–– CT) , normal ized to the HPRT 
endogenous reference gene. Negative 
control experiments were performed without 
the addition of template cDNA. End reaction 
products were visualized using SYBRSafe 
(Invitrogen) in 3.4% agarose gels to verify 
the correct product sizes.

RESULTS
The chronic model of EAE in C57BL/6 mice

EAE was induced in C57BL/6 mice by 
immunization with MOG35-55 in Complete 
Freund`s adjuvant on day 0. Clinical signs 
and score were monitored up to day 30. 
Mice began to show neurological deficits on 

days 12 and 13, reaching a peak between 
days 17 and 21. We focused on the 
response in animals before the onset of 

EAE at day 10, just after the onset of 
disease on day 15, around the peak on day 
21, and on day 30. The chronic neurological 
deficits are summarized in Figure 1A. CFA 
control mice showed no clinical score (data 
not shown). Demyelination and cellular 
infiltration in brain parenchyma were 
observed by staining the spinal cord and 
brain sections  with Luxol/Cresyl-Violet (Fig. 
1B). Observations with SMI-32 and 
FluoroJadeB also confirmed the presence 
of axonal damage and neurodegeneration 
in our EAE model (data not shown). 

PDE4 mRNA expression in the central 

nervous system of mice with EAE 
We analyzed the mRNA levels of the 
PDE4B2 splice variant in mouse brain and 
spinal cord at different times post-
immunization. The results obtained in spinal 
cord sections of EAE and control mice using 
semiquantitative real-time RT-PCR revealed 
upregulation of PDE4B2 mRNA expression 
that increased with the time after MOG35-55 
immunization, being statistically significant 
in animals at 30 days post-immunization 
(Fig. 2A). We also observed a trend for 

PDE4B2 mRNA upregulation at higher 
disease scores (Fig. 2B). Changes in 
various inflammatory markers (TNF-�, IL-6, 
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FoxP3, Il-17, IFN-�, IL-1� and TGF-�) were 
also investigated via semiquantitative real-
time RT-PCR to validate the immune 
response in our model (data not shown).
The expression pattern of PDE4B2 mRNA 
using radioactive in situ hybridization 

histochemistry in the brain stem from EAE 
mice with established disease, i.e. 30 days 
post-immunization, is shown in Figure 3A-C, 
and for CFA-control mice in Figure 3D-F. 
The 

Figure  2. Expression of  PDE4B2 mRNA in spinal cord of  EAE mice represented by  (A) clinical score at 21 days post-
immunization and (B) 10, 15, 21 and 30 days post-immunization. PDE4B2 mRNA expression was determined by 
semiquantitatice real-time RT-PCR (corrected for the housekeeping gene HPRT). Error bars indicate SEM value. *,  P< 
0.05.

Figure 3. PDE4B2 splice variant mRNA expression in mice with EAE 30 days following immunization. Macroscopic 
photographs of  film autoradiographic images of  spinal cord and coronal sections of  CNS parenchyma showed 
upregulation of  the mRNA hybridization in immunized mice (A-D) compared to control (E-H). Note how the strong mRNA 
upregulation throughout the whole CNS appears to have a scattered pattern. Scale bar = 2mm. 
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 u p r e g u l a t i o n o f 
P D E 4 B 2 m R N A 
expression is  visible as 
d a r k p a t c h e s o f 
autoradiographic grains 
at several levels of the 
brain stem of the EAE 
mouse shown in this 
figure, whereas in CFA-
treated control mice no 
a l t e r a t i o n s i n t h e 
hybr id izat ion s ignal 
were observed. 
The mRNA levels  for 
PDE4B2 revealed a 
significant correlation 
(Pearson correlation, 
R= 0.927; P< 0.05) with 
d isease sever i ty in 
a n i m a l s  e x h i b i t i n g 
different clinical scores 
a t the peak o f the 
disease (Fig. 5A). 
Figure 4. PDE4B expression in 
the spinal cord of  a mouse with 
E A E 3 0 d a y s f o l l o w i n g 
i m m u n i z a t i o n . ( A ) H i g h -
m a g n i f i c a t i o n d a r k - f i e l d 
microphotograph of  emulsion-
dipped section show PDE4B2 

mRNA upregulation pattern visualized by  in situ hybridization (clusters of  silver grains). Note the similarity  to pattern of 
cellular infiltration.  (B) Clear immunohistochemistry  staining of  PDE4B+-cells (red) were observed in areas with strong 
invasion of inflammatory cells, represented here with DAPI counterstaining (blue). Scale bar = 50 μm. 
Comparison of the expression levels of 
PDE4B2 and inflammatory markers such as 
TNF�, IL-17, TGF-�, IL-6 and FoxP3 (Figs. 
5B-F) revealed statistically significant 
correlations (Pearson correlation) between 
PDE4B2 and FoxP3 mRNA expression (R= 
0.71; P< 0.001) (Fig. 5B) and with TGF-� 
(R= 0.64; P< 0.005).

PDE4B protein expression in the central 
nervous system of mice with EAE

In order to determine whether PDE4B2 
mRNA upregulation in the cellular infiltrates 

of the EAE brain corresponded to an 
increase in the amount of synthesized 
protein we incubated tissue sections with an 
antibody against PDE4B (Fig. 4B) and 
compared them to a consecutive spinal cord 
section hybridized for PDE4B2 mRNA, and 
v i s u a l i z e d b y l i q u i d e m u l s i o n 
autoradiography (Fig. 4A). Areas with strong 
invasion of inflammatory infiltrates, as also 
observed with DAPI, coincided with clear 
immunostaining of PDE4B+-cells  (Fig. 4B). 
In general these areas were close to the 
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Figure 5. Correlation between clinical score and PDE4B2 expression and between 
some inflammatory  markers (TNF-�, FoxP3 and IL-17) and PDE4B2 expression in 
spinal cords of  EAE mice. mRNA expression of  PDE4B2 and inflammatory  markers was 
determined by  semiquantitative real-time RT-PCR. HPRT was used as an internal 
control for normalization of  each gene analyzed. The correlation between the mRNA 
level of  PDE4B2 and clinical score or inflammatory  markers mRNA expression of 
individual mice was assessed by  Pearson correlation analysis, and was as follows: (A) 
clinical score (R= 0.927; P< 0.05); (B) TNF-� (R= 0.393; P> 0.05); (C) IL-17 (R= 0.161; 
P> 0.05); (D) FoxP3 (R= 0.71; P< 0.001);  (E) IL-6 (R= 0.12; P> 0.05); (F) TGF-� (R= 
0.643; P< 0.005). Each dot represents one mouse. R: correlation coefficient. 



meninges, aqueduct, 4th 
ven t r i c le wa l l s and 
microvessels.
We further identified the 
nature of the cellular 
infiltrates expressing 
PDE4B protein. For this, 
tissue sections were 
double-stained with the 
PDE4B antibody and 
with antibodies against 
microglia/macrophages 
(CD11b+ and Iba1+-
cells), oligodendrocytes 
(MBP+-cells), astrocytes 
(GFAP+-cells), T-cells 
( C D 3 + - c e l l s ) , 
n e u t r o p h i l s , a n d 
dendritic cells  (CD11c+-
ce l l s ) (F ig . 6 ) . We 
observed that microglia/
m a c r o p h a g e s a n d 
dendritic cells partly 
colocalized with PDE4B
+ - c e l l s ( F i g . 6 A - I ) . 
S u r p r i s i n g l y , n o 
c o l o c a l i z a t i o n w a s 
observed between T-
cells and PDE4B+-cells 
(Fig. 6J-L), but polarization of PDE4B at the 
contact point of the cells  could be detected 
(Fig. 6L). Oligodendrocytes were clearly 
absent in the areas showing cellular 
inf i l t rat ion, indicat ing demyelinat ion 
(Supplemental Fig. 1).

DISCUSSION

The involvement of cAMP signaling 
pathways during neuroinflammation is well 

recognized and particular interest has 
focused on the 
possibility of manipulating cAMP levels with 
PDE inhibitors to control inflammation.
Specific inhibition of the PDE4-family has 
anti-inflammatory effects such as cytokine 
suppression or stimulation (reviewed in 
(Banner and Trevethick,  2004; Torphy,  
1998)) and inhibition of TNF-� secretion (Jin 
and Conti,  2002; Sommer et al.,  1995). 
Several PDE4 inhibitors  are currently under 
deve lopment fo r the t rea tment o f 
inflammatory airway diseases, such as 
asthma and chronic obstructive pulmonary 
disease (COPD), along with inflammatory 
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Figure 6.  Immunohistochemistry  for antigen-presenting cells in consecutive spinal cord 
sections from a 30 days post-immunization mouse. Staining with the PDE4B antibody  in 
mice with EAE was observed in association with areas that demonstrated strong 
invasion of  inflammatory  infiltrates. Dual immunostaining localization of  PDE4B+-cells 
(red) and (A-C) CD11c+-dendritic cells (green), (D-F) CD11b+-microglia/macrophages 
(green), (G-I) Iba1+-microglia/macrophages (green), and (J-L) CD3+-T cells (green) and 
DAPI+-nuclei (blue). Magnification box in L shows the synapse-like structure of  CD3+-T 
cells  and PDE4B+-cells.  Note the polarization of  PDE4B (red) at the contact  point of  the 
cells  (arrow).  Colocalization of  both proteins (arrowheads). Scale bars = 50 μm and 10 
μm. 



bowel disease, based on the knowledge of 
the role of PDE4 in suppressing the function 
of a range of inflammatory and resident 
cells related to these diseases (Hatzelmann 
et al.,  2010; Spina,  2008). Additionally, as 
mentioned in the introduction, amelioration 
of the clinical signs and a delayed onset is 
observed in EAE after PDE4 inhibition with 
Rolipram (Folcik et al.,  1999; Moore et al.,  
2006; Sommer et al.,  1995). However, 
inhibition of the PDE4-family implies  the 
general inhibition of the four PDE4 
subfamilies, PDE4A, PDE4B, PDE4C and 
PDE4D, all of which show a tissue- and cell-
specific distribution (Cherry and Davis,  
1999; Miró X et al.,  2002; Pérez-Torres et 
al.,  2000; Reyes-Irisarri et al.,  2008) as 
well as intracellular compartmentalization 
(Arp et al.,  2003). Furthermore, the emetic 
side effects observed in clinical trials with 
PDE4 inhibitors  (Hebenstreit et al.,  1989) 
are related to the expression of PDE4 
mRNAs present in the area postrema 
(Takahashi et al.,  1999; Pérez-Torres et al.,  
2000; Mori et al.,  2010). For this reason, 
more detailed knowledge about the 
anatomical and cellular localization and 
involvement of specific PDE4 mRNA splice 
variants in the EAE model would allow 
progress in the therapeutic use of these 
inhibitors in MS patients. 
This  study revealed that the only PDE4 
subfamily showing alterations in mice with 
EAE was the PDE4B family. Furthermore, 
upregulation of PDE4B2 mRNA splice 
variant expression was observed in the 
spinal cord and brain stem early during 
disease, confirming previous results in the 
EAE rat brain (Reyes-Irisarri et al.,  2007b). 
Upregulation of PDE4B2 mRNA expression 
was observed around the onset of the 
disease, and was significantly elevated in 
a n i m a l s  w i t h o n g o i n g E A E . T h i s 

transcriptional upregulation was found in 
severa l b ra in a reas , ind ica t i ve o f 
overexpression beginning in the spinal cord 
during disease onset and later spreading 
throughout the posterior brain areas. This 
pattern is  comparable to that observed for 
infiltrating cells  in the EAE brain during 
disease (Brown and Sawchenko,  2007), 
suggesting that many of these cells  express 
PDE4B2 at high levels. The correlation 
between PDE4B2 mRNA expression and 
the clinical score reported here further 
supports this  assumption, since an 
advanced clinical score is associated with 
an elevated number of cellular infiltrates 
(Brown and Sawchenko,  2007). 
In the EAE model, peripheral antigen-
presenting cells  (APCs) like DCs and 
macrophages associated with the meninges 
and CNS blood vessels are postulated to 
allow encephalitogenic T-cells  to recognize 
their antigens, leading to infiltration and 
initiating an inflammatory cascade that 
culminates in tissue damage (Greter et al.,  
2005; Sospedra and Martin,  2005). DCs 
and macrophages are also known to 
infiltrate the CNS where lymphocytes are 
reactivated by the main APC population in 
the parenchyma, namely microglia, as 
reviewed in (Almolda et al.,  2011). 
Activation/suppression of the APCs and the 
cytokine environment are, among others 
th ings, cont ro l led by cAMP leve ls 
(Fassbender et al.,  2010; Garay et al.,  
2010; Kambayashi et al.,  2001). Taken 
together, the upregulation of PDE4B2 
mRNA observed as patches in the brain 
parenchyma around microvessels and the 
role of cAMP in the antigen presentation 
process suggest that the PDE4B2 enzyme 
could regulate cAMP levels in the APCs in 
blood vessel-enriched areas of the CNS. 
T h i s i s f u r t h e r s u p p o r t e d b y t h e 
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colocalization shown between PDE4B and 
the cellular markers of different APC 
p o p u l a t i o n s ( D C s , m i c r o g l i a a n d 
macrophages). 
The T-cell populations that have a crucial 
role in the EAE model are Th1- and Th17-
positive (Segal,  2010; Tzartos et al.,  2008; 
Zamvil and Steinman,  1990; Komiyama et 
al.,  2006). These immune cells  infiltrate and 
attack oligodendrocytes and activate 
resident microglia and astrocytes, leading to 
demyelination and axonal damage (Soulika 
et al.,  2009; Lassmann et al.,  2001). 
Another T-cell population, FoxP3+Treg, 
regulates the immunological response e.g. 
by the secretion of anti-inflammatory 
cytokines (Korn et al.,  2007). The 
correlation that we observed between the 
relative expression of the transcription 
factor FoxP3 and PDE4B2 mRNA suggests 
that in mice with EAE, greater differentiation 
towards the FoxP3+Treg phenotype takes 
place, and that PDE4B2 might play a role in 
this  process, perhaps by stabilizing the 
functional phenotype of these cells (Gavin 
et al.,  2007). The conversion of T-cells into 
Foxp3+ T-regs or Th17+-cells is dependent 
on the inflammatory environment. Among 
others, the cytokines TGF-� and IL-6 are 
important in the balance between these two 
cell populations (Deshpande et al.,  2007; 
Fallarino et al.,  2010; Korn et al.,  2007). 
The correlation observed between TGF-� 
and PDE4B2 mRNA and the lack of 
correlation with IL-6 further supports the 
hypothesis that this enzyme has a possible 
role in T-regs differentiation. However, the 
augmented PDE4B protein expression was 
not observed to colocalize with infiltrating T-
cells. This indicates that the enzyme does 
not affect T-cell differentiation through a T-
cell related intracellular mechanism. 
Nevertheless, the polarization observed for 

PDE4B protein at the contact point of 
CD3+-cells and PDE4B+-cells  might imply a 
role of this enzyme during the antigen-
presenting process in brain parenchyma. 
On the other hand, here we show 
localization of PDE4B in microglia/
macrophages that coincides with the 
expression of TGF-� mRNA following brain 
injury (Lindholm et al.,  1992). IL-6 
production and subsequent PKA/cAMP 
pathway activation has also been observed 
in the same cell populations (Hashioka et 
al.,  2007; Delfino and Walker,  1999; 
Fallarino et al.,  2010), connecting both 
cytokines to PDEs in a spatial and 
mechanistic manner. 
Given the correlation observed between the 
relative expression of Foxp3 or TGF-� and 
PDE4B2 mRNA and the presence of 
PDE4B in APCs like DCs, microglia and 
macrophages, we postulate that PDE4B, 
and PDE4B2 in particular, plays  an 
important role in the conversion of T-cells 
into Th17+ or Foxp3+ T-reg by regulating 
cAMP levels in APCs.

Based on these results, the importance of 
cAMP regulation by the PDE4B enzyme in 
APC activation/suppression and T-cell 
d i fferent iat ion may have relevance 
regarding the pathogenesis and possible 
therapeutic targets of this disease. 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Supplemental Table 1. List of the antibodies used.

Antibody
Epitope

(Immunogen)
Host

(Formulation)
Distributer

PDE4B
N-terminal and C-terminal peptides that are 
common in all PDE4B subtype variants

Polyclonal rabbit
(affinity purified IgG)

FabGennix Inc.
Frisco, TX, USA

CD11b
Thioglycollated-elicted Peritoneal 
Macrophages (TPM)

Monoclonal rat
(ion exchange 
chromatography 
purified IgG)

AbD Serotec, 
Oxford, UK
(MCA711G)

CD11c Reacts with mouse CD11c, the integrin �

Monoclonal Armenian 
Hamster
(ion exchange 
chromatography 
purified IgG)

eBioscience,  San 
Diego, CA, USA
(14-0114)

CD3
Synthetic peptide comprising aa 156-168 
from the cytoplasmic part of the human 
CD3�-chain coupled to thyroglobulin

Polyclonal rabbit
(affinity purified IgG)

Dako Cytomation 
Glostrup, Denmark
(A 0452)

Iba 1
Raised against synthetic peptide 
corresponding to C-terminus of Iba1

Polyclonal rabbit 
(affinity purified anti-
rabbit IgG)

Wako, Neuss, 
Germany
(019-19741)

MBP
Synthetic peptide comprising aa 82-87 
(DENPVV)

Monoclonal rat
(tissue culture 
supernatant IgG)

Abcam, 
Cambridge, UK
(ab7349)

Neutrophil, 
(NIMP-R14)

Neutrophil membrane. Highly purified 
BALB/c mouse Neutrophils

Monoclonal rat
(IgG fraction)

Abcam, 
Cambridge, UK
(ab2557)

GFAP, clone G-
A-5

Purified GFAP from pig spinal cord was used 
as the immunogen

Monoclonal mouse
Sigma-Aldrich, 
Steinheim, 
Germany
(G 3893)

Biotinylated anti-
rabbit IgG (H+L)

Immunoglobulin biotinylated
Goat
(affinity purified anti-
rabbit IgG)

Vector 
Laboratories, 
Burlingame, CA, 
USA
(BA-1000)

Alexa Fluor® 555
Reacts with IgG heavy chains and all classes 
of immunoglobulin light chains from rabbit

Donkey
(affinity purified anti-
rabbit IgG)

Molecular Probes, 
Leiden, The 
Netherlands
(A31572)

Alexa Fluor® 488
Reacts with IgG heavy chains and all classes 
of immunoglobulin light chains from rabbit

Goat
(affinity purified anti-
mouse IgG)

Molecular Probes, 
Leiden, The 
Netherlands
(A-11017)

Alexa Fluor® 488
Reacts with IgG heavy chains and all classes 
of immunoglobulin light chains from rabbit

Goat
(affinity purified anti-
rat IgG)

Molecular Probes, 
Leiden, The 
Netherlands
(A-11006)

PDE, phosphodiesterase; GFAP, glial fibrillar acidic protein; MBP, myelin basic protein
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Supplemental  Figure 1. Immunohistochemistry  for glial cells in consecutive spinal cord sections from 
a 30 days post-immunization mouse. Staining with the PDE4B antibody  in mice with EAE was 
observed in association with areas that demonstrated strong invasion of  inflammatory  infiltrates. Dual 
immunostaining localization of  PDE4B+-cells (red) and (A-C) neutrophils (green), (D-F) GFAP+-
astrocytes (green) and (G-I) MBP+-oligodendrocytes (green). Scale bar = 50 μm.



Supplemental Table 2. Sequences of primers used for real time RT-PCR.

Gene Primer sequence Database number

PDE4A
Sense 5’-CTTCTGCGAGACCTGCTCCA-OH

Antisense 5’-GAGTTCCCGGTTCAGCATCC-OH
NM_019798.5

PDE4B
Sense 5’-GCCACTGGATGAGAGGAGCA-OH

Antisense 5’-CCTTTTCCGGTCCCTCAGAA-OH
NM_019840.2

PDE4B2
Sense 5’-CGGCAAGCAAACAATGAAGG-OH

Antisense 5’-CTGGCCATAGCCGAGTCTCC-OH
BC023751

PDE4B3
Sense 5’- GTGTGTAACTTGCAGACAAACCCC-OH

Antisense 5’- ATCAGGCTGCCTTTGCCTCT-OH
BC049864.1

PDE4D
Sense 5’- ACCGCCAGTGGACGGACCGGA-OH

Antisense 5’- CATGCCACGCTCCCGCTCTCGG-OH
NM_011056.2

IL-17A
Sense 5’- GAAGCTCAGTGCCGCCA-OH

Antisense 5’- TTCATGTGGTGGTCCAGCTTT-OH
NM_010552

FoxP3
Sense 5’- GGCCCTTCTCCAGGACAGA-OH

Antisense 5’- CTGATCATGGCTGGGTTGT-OH
NM_054039

TNF�
Sense 5’- TGATCCGCGACGTGGAA-OH

Antisense 5’- ACCGCCTGGAGTTCTGGAA-OH
NM_013693.2

IFN-�
Sense 5’- TGCTGATGGGAGGAGATGTCT-OH

Antisense 5’- TTTCTTTCAGGGACAGCCTGTT-OH
NM_008337

IL-1�
Sense 5’- TGGTGTGTGACGTTCCCATTA-OH

Antisense 5’- CAGCACGAGGCTTTTTTGTTG-OH
NM_008361.3

IL-6
Sense 5’- CCAGTTTGGTAGCATCCATC-OH

Antisense 5’- CCGCAGAGGAGACTTCACAG-OH
NM_031168.1

COX-2
Sense 5’- GCCACCAACAATGGCAACA-OH

Antisense 5’- CGTACCGGATCAGCTGTGAATT-OH
NM_010927.2

HPRT
Sense 5’- TGGTGAAAAGGACCTCTCGAA-OH

Antisense 5’- TCAAGGGCATATCCAACAACA-OH
NM_013556
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ABSTRACT
Many inflammatory processes involve cAMP. Pharmacological manipulation of cAMP levels using 
specific phosphodiesterase (PDE) inhibitors provokes an anti-inflammatory response. The aim of 
this study was to investigate changes in the pattern and levels of  expression of mRNAs coding for 
the cAMP-specific PDE4 family and subfamilies in mouse brain during the immediate acute 
immune response provoked by an intraperitoneal injection of lipopolysaccharide (LPS). PDE4B, 
and furthermore the splice variants PDE4B2 and PDE4B3 were the only mRNAs that showed 
altered expression. While PDE4B2 presented increased expression at both 3 and 8 h post-
injection, PDE4B3 mRNA showed decreased expression that reached a minimum 8 h post-
injection. PDE4B2 mRNA upregulation was mainly observed in endothelial and macrophage/
neutrophil cell populations in the leptomeninges, and the downregulation of PDE4B3 was mainly 
observed in oligodendrocytes throughout the brain. Our results clearly illustrate the distinctive 
anatomical distribution and cellular localization of  the PDE4Bs during neuroinflammation, and 
emphasize the importance of PDE4B splice-variant-specific inhibitors as therapeutic tools.

INTRODUCTION
Every day we are exposed to bacteria and 
viruses that could provoke systemic 
infection. The negative impact that such 
infection may have on the central nervous 
system (CNS) is  mediated, among others, 
by the production of pro-inflammatory 
cytokines in the periphery, and is  normally 
referred to as sickness behavior (Hart 1988; 
Konsman et al., 2002). Neurodegenerative 
diseases such as Alzheimer’s disease and 
multiple sclerosis can also be exacerbated 
by systemic infection (Sly et al., 2001; 
Buljevac et al., 2002). 
Cyclic adenosine monophosphate (cAMP) 
plays a significant role as a second 
messenger in signal-transduction pathways 
and is regulated by adenylyl cyclases and 
cyclic nucleotide phosphodiesterases 
(PDE). Particular attention has been given 
to the PDE4 isoform owing to the anti-
inflammatory effects observed after its 
inhibition in vitro and in vivo (reviewed by 
Torphy 1998; Banner & Trevethick 2004). 
However, inhibition of the PDE4 family 
implies the general inhibition of four PDE4 
subfamilies, PDE4A, PDE4B, PDE4C and 
PDE4D, all of which show tissue- and cell-
specific distribution (Cherry & Davis  1999; 
Pérez-Torres et al., 2000; Miró X et al., 

2002; Reyes-Irisarri et al., 2008) as well as 
intracellular compartmentalization (Houslay 
& Adams 2003; Arp et al., 2003). This 
characteristic provides many opportunities 
for selective therapeutic targeting (Swinnen 
et al., 1989; Bender & Beavo 2006) and the 
potential to reduce the incidence of 
secondary effects attributed to PDE4 
inhibition (Yamamoto et al., 2006; Boswell-
Smith et al., 2006). The emetic side effects 
observed in clinical trials with PDE4 
inhibitors (Hebenstreit et al., 1989) are, for 
example, related to the expression of PDE4 
mRNAs present in the area postrema 
(Takahashi et al., 1999; Pérez-Torres  et al., 
2000; Mori et al., 2010). Thus, increased 
knowledge about the anatomical and 
cellular localization and involvement of the 
cAMP-specific PDE4 subfamilies during the 
acute immune response in the brain may 
improve their therapeutic potential. 
PDE4 represents a family of cAMP-specific 
PDE consisting of four paralog genes 
(PDE4A–D), each of which can generate 
multiple splice variants distinguishable by 
their unique N-terminal sequences (Houslay 
& Adams 2003). More than 20 transcripts 
have been identified from the four genes 
(Conti & Beavo 2007), and these are 
classified as long, short and super-short 
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depending on the presence of regulatory 
regions called upstream conserved regions 
(UCR1 and UCR2) that are linked to the 
catalytic unit (Houslay 1998; Conti 2000). 
The PDE4B2 isoform is a short variant 
lacking UCR1, while both PDE4B1 and 
PDE4B3 are long splice variants (Swinnen 
et al., 1989; Huston et al., 1997). Evidence 
suggests that the PDE4B gene is the 
p r e d o m i n a n t s u b t y p e i n v o l v e d i n 
inflammatory induction by 
lipopolysaccharide (LPS) in 
m o u s e m o n o c y t e s a n d 
macrophages (Jin et al., 2005). 
Furthermore, upregulation of 
the expression of the PDE4B 
mRNA splice variant PDE4B2 
in rat brain has been reported 
in experimental autoimmune 
encephalomyelitis (EAE), an 
animal model of mult ip le 
sclerosis  (Reyes-Irisarri et al., 
2007). 
We used in situ hybridization to 
study alterations in the mRNA 
expression of several cytokines 
t o g e t h e r w i t h t h e P D E 4 
subfamilies in the mouse brain 
following systemic injection of 
LPS. To further identify and 
c h a r a c t e r i z e t h e c e l l 
populations  containing the 
PDE4B mRNA var iat ions, 
double in situ hybridization 
studies were performed using 
several cell markers. 

MATERIAL AND METHODS
L i p o p o l y s a c c h a r i d e 
administration 
Six-week-old male C57BL6 
mice (15–20 g) were purchased from 
Charles River Laboratories (France). All 

experimental procedures followed the 
European Communities Council Directive of 
November 24, 1986 (86/609/EEC), and 
were approved by the ethics committee of 
the University of Barcelona and of the 
Generalitat de Catalunya. Every effort was 
made to minimize the number of animals 
used and their suffering. The mice were 
maintained on a 12-h light/dark cycle at a 
constant environmental temperature with 

free access to food and water for one week 
prior to experimentation.
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mRNA Oligonucleotide 
name

Accession 
number Bp limits

PDE4A PDE4A/1 L27057 3649-3693

PDE4B PDE4B/3 NM_017031 2639-2687
PDE4B/4 NM_017031 2537-2581

PDE4B1 PDE4B1/4 AF202732 506-550
PDE4B2 PDE4B2/2 L27058 545-589
PDE4B3 PDE4B3/1 U95748 700-744

PDE4B3/2 U95748 616-660
PDE4B3/3 U95748 556-600

PDE4B4 PDE4B4/1 AF202733 264-308
PDE4B4/3 AF202733 171-215

PDE4D PDE4D/2 NM_017032 1917-1961

TNF-� TNF-�/1 NM_013693 397-441

COX-2 COX-2/1 NM_017232 1848-1893
COX-2/2 NM_017232 2710-2754
COX-2/3 NM_017232 446-490

IL-1� IL-1�/1 NM_008361 72-116

VCAM-1 VCAM-1/1 M84487 63-107
VCAM-1/2 M84487 428-472
VCAM-1/3 M84487 1107-1151

GFAP GFAP/1 NM_017009 233-279
GFAP/2 NM_017009 1199-1248

PAFR PAFR/1 U04740 124-168
PAFR/2 U04740 1081-1125
PAFR/3 U04740 786-840
PAFR/4 U04740 976-1020

MBP MBP/1 M25889 179-223

MAP-2 MAP-2/1 NM_013066 195-239

Table 1 List of the oligonucleotides used

COX, cyclooxygenase; GFAP, glial fibrillary  acidic protein; IL, interleukin; 
MAP, microtubule-associated protein;  MBP, myelin basic protein; PAFR, 
platelet-activating factor receptor; PDE, phosphodiesterase; TNF, tumor 
necrosis factor; VCAM, vascular cell adhesion molecule.



A dose-response curve for PDE4B mRNA 
expression was obtained using the following 
doses of LPS (serotype 055:B5, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany): 0.1, 0.3, 1, 5, 
10 mg/kg (n = 3/dose) dissolved in 0.9% 
NaCl. Based on this dose-response curve 
and in order to obtain unambiguous mRNA 
expression for double in situ hybridization 
experiments, 10 mg/kg bacterial LPS was 
subsequently administered to the mice by 
intraperitoneal (i.p.) injection. Animals from 
two separate experiments were killed by 
cervical dislocation at 1 h and 8 h (n = 5/
time point), 3 h and 24 h (n = 10/time point) 
after injection. Controls  were included to 
evaluate the effect of injection with vehicle 
(0.9% NaCl) alone (n = 5/experiment). In 
addition, the selected LPS dose was 
evaluated via a lethality test (Villa & Ghezzi 
2004), in which the animals were monitored 
until 60 h post-injection (n = 5).
Tissue preparation
Brains  were removed immediately after 
cervical dislocation, rapidly frozen on dry ice 
and stored at -20 °C. Coronal tissue 
sections of whole brain (14 μm thick) were 
cut on a microtome-cryostat (Microm 
HM500 OM, Walldorf, Germany), thaw-
mounted onto slides coated with 3-
aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich), 
and stored at -20 °C unt i l fur ther 
processing. 
Hybridization probes
The oligonucleotide probes complementary 
to the mRNAs coding for the different PDE 
inflammatory and cell markers are shown in 
Table 1. The mRNA regions selected for 
each PDE4B splice variant shared no 
similarities (Reyes-Irisarri et al., 2008). The 
hybridization conditions used to detect all 
mRNAs are described elsewhere (Pérez-
Torres et al., 2000; Miró et al., 2001; Reyes-
Irisarri et al., 2005). All oligonucleotides 

were synthesized and then purified by high-
performance l iquid chromatography 
(biomers.net GmbH, Ulm, Germany and 
Isogen Bioscience BV, Maarsden, The 
Netherlands). The specificity of the 
autoradiographic signal obtained in the in 

s i t u h y b r i d i z a t i o n h i s t o c h e m i s t r y 
experiments was confirmed by a series  of 
routine controls as previously described 
(Pompeiano et al., 1992). 
Oligonucleotides were labeled at their 3´-
end using [�-33P] dATP (3000 Ci/mmol, New 
England Nuclear, Boston, MA, USA) with 
r e c o m b i n a n t t e r m i n a l 
deoxynucleotidyltransferase (TdT) (Roche 
Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany). 
All vascular cell adhesion molecule-1 
(VCAM-1), glial fibrillary acidic protein 
(GFAP), microtubule-associated protein 
(MAP-2), myelin basic protein (MBP), and 
platelet-activating factor receptor (PAFR) 
o l i gonuc leo t i des (100 pmo l ) were 
individually non-radioactively labeled with 
TdT (Roche Diagnostics GmbH) and 
digoxigenin (DIG)-11-dUTP (Boehringer 
Mannheim, Mannheim, Germany) according 
to a previously described procedure 
(Schmitz et al., 1991). Labeled probes  were 
p u r i f i e d u s i n g P r o b e Q u a n t G - 5 0 
M i c r o c o l u m n s ( G E H e a l t h c a r e , 
Buckinghamshire, UK).
In situ hybridization histochemistry
The protocols for single- and double-label in 

situ hybridization histochemistry were based 
on previously described procedures 
(Tomiyama et al., 1997; Landry et al., 2000) 
and have been published elsewhere 
(Serrats  et al., 2003; Reyes-Irisarri et al., 
2007).
For fi lm autoradiography, hybridized 
sections were exposed to Biomax-MR 
(Kodak, Rochester, NY, USA) films for 2–20 
days at -70 °C with intensifying screens. 
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Double in situ hybridized sections were 
treated as described in (Landry et al., 
2000). They were then exposed in the dark 
at 4 °C for 6 weeks, developed in a Kodak 
D19 (Kodak) developer for 5 min, and fixed 
in Ilford Hypam fixer (Ilford).
Analysis of the results

For single in situ hybridization experiments, 
semi-quantitative measurements of film 
optical densities were conducted using an 
AIS computerized image system (Imaging 
Research, St Catharines, Ontario Canada). 
Sections were stained with cresyl-violet to 
identify brain structures with the aid of the 
Franklin and Paxinos Mouse Brain Atlas 
(Franklin & Paxinos 2007). The optical 
densities corresponding to the following 
regions were measured on autoradiograms 
obtained from coronal tissue sections: 
Cornu ammonis fields (CA1–2, CA3), 
dentate gyrus (DG), hippocampal fissure 
(hf), subfornical organ (SFO), cingulate 
cortex (Cg), nuclei of the inferior colliculus 
(IC) and leptomeninges (lepto.).   
Statistical comparisons using the factors 
brain region and treatment were carried out 
by separate two-way analyses of variance 
followed by post hoc analysis  (Bonferroni’s 
test) for treatment and time for each brain 
region. All statistical analyses were 
performed using GraphPad Prism 4 
(GraphPad Software, San Diego, CA).
For double in situ hybridization experiments, 
tissue sections were examined in an 
Olympus BX51 Stereo Microscope 
(Olympus, Tokyo, Japan) equipped with 
bright- and dark-field condensers  for 
transmitted light. Hematoxylin & eosin 
staining was used to determine whether the 
PAFR-positive cells  in the parenchyma 
corresponded to infiltrating neutrophils. 
VCAM-1-, PAFR-, GFAP-, MBP- and 
MAP-2-positive cells exhibited a dark 

precipitate (alkaline phosphatase reaction 
product) surrounding or covering the 
nucleus. PDE4B2 and PDE4B3 mRNA 
hybridization signals  were considered 
positive when the accumulation of silver 
grains over the stained cellular profiles was 
visually estimated to be four times greater 
than that of the background. Quantification 
was performed by recording the percentage 
of DIG-positive cells also expressing 
PDE4B2 or PDE4B3 mRNA. Cells were 
counted using the Visiopharm Integrator 
System (Visiopharm Software, Hørsholm, 
Denmark) for stereological analysis. 
TUNEL and Fluoro-Jade B staining
DNA fragmentation was histologically 
examined using the in situ Apoptosis 
Detection System Fluorescein (Promega, 
Madison, WI, USA). Sections were stained 
a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s 
recommendations. Sections were mounted 
using VECTASHIELD® + DAPI (Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, USA) to stain 
the nuclei. 
For Fluoro-Jade staining sections  were 
fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 20 
min and rinsed in distilled water three times 
for 5 min. They were then immersed in 80% 
ethanol/1% sodium hydroxide for 5 min, 
followed by 70% ethanol and distilled water 
for 2 min each. The slides were then 
transferred to a solution of 0.06% potassium 
permanganate for 10 min to block 
background staining. After an additional 
water rinse, the sections were stained for 20 
min in 0.0004% Fluoro-Jade B (Millipore, 
Temecula, CA, USA) and 0.1% acetic acid. 
The slides were then rinsed in water, dried, 
soaked in xylene, and mounted with 
Entellan.
L e c t i n s t a i n i n g a n d 
immunohistochemistry
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For detection of T-cells a polyclonal rabbit 
antibody was used to stain anti-human CD3 
(Dako Cytomation, Glostrup, Denmark, # A 
0452) prepared against a synthetic peptide 
comprising amino acids 156–168 from the 
cytoplasmic part of the human CD3�-chain 
coupled to thyroglobulin. Lycopersicon 

esculentum (Tomato) lect in (Vector 
Laboratories) was used to stain microglial 
cells. In brief, sections were fixed at 4 °C in 
4% paraformaldehyde and then incubated 
in 1% H2O2 (Sigma-Aldrich) in 1X PBS. 
Preincubation and incubation with anti-
human CD3 and biotinylated goat anti-rabbit 
antibody (Vector Laboratories) or lectin and 
ExtrAvidin-peroxidase (Sigma-Aldrich) were 
carried out in a 1x PBS solution containing 
2 % n o r m a l g o a t s e r u m ( V e c t o r 
Laboratories). The primary antibody, anti-
human CD3, was incubated for 1 h at 37 °C 
and lectin was incubated overnight at 4 °C, 
followed by incubation with biotinylated 
secondary ant ibody or Ext rAv id in-
peroxidase respectively, and subsequent 
incubation in ABC solution (Vectastain Elite 
ABC Kit; Vector Laboratories) according to 
the manufacturer’s instructions. The color 
r e a c t i o n w a s p e r f o r m e d u s i n g 

diaminobenzidine tetra hydrochloride (DAB) 
solution (0.05 M Tris-HCl pH 7.0, 0.3 mg/ml 
DAB (Sigma-Aldrich), 10 �l/ml dimethyl 
sulfoxide (Sigma-Aldrich), 0.64 mg/ml NaN3 

(Merck, Darmstadt, Germany) and 0.06 �l/
m l H2O2 (S igma-A ld r i ch ) a t r oom 
temperature for 5 minutes each. The 
sec t ions were mounted in Mowio l 
(Calbiochem).
Preparation of the figures 
Images  from film autoradiograms were 
obtained using a Wild 420 macroscope 
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) 
equipped with a digital camera (DXM1200 
F, Nikon, Tokyo, Japan) and ACT-1 Nikon 
software. Microphotography was performed 
with an Olympus BX51 Stereo Microscope 
(Olympus) equipped with a digital camera 
(DP71, Olympus). Figures were assembled 
using Adobe Photoshop (Adobe Systems, 
San Jose, CA, USA); only contrast and 
brightness were adjusted to optimize the 
images. Figures illustrating double in situ 
hybridization and magnification of lectin 
staining consist of high-magnification 
images taken in multiple (3–4) focal planes, 
merged using Cell^P analysis software 
(Olympus). 
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Figure 1. Presence of  necrotic and apoptotic cells following LPS administration. Photomicrographs were taken from coronal 
sections of  the dentate gyrus of  animals sacrificed 24h post-injection. (A) Fluoro-Jade B, (B) TUNEL and DAPI staining. LPS, 
lipopolysaccharide. Scale bar =100 �m.



RESULTS
No severe effects on cell survival were 
observed 24 h after LPS administration. A 
number of necrotic cells were detected in 
the dentate gyrus  of the hippocampus when 
tissue sections  were stained with Fluoro-
Jade B (Fig. 1A). Deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUTP-nick end 
label ing (TUNEL) experiments also 
revealed a few apoptotic cells  in the same 
brain area (Fig. 1B). No other brain region 
investigated showed positive staining for 
either Fluoro-Jade B or TUNEL 24 h after 
injection (data not shown). The lethality test 
showed that the LPS dose provoked septic 
shock in animals at a later time point based 
on a mortality rate of approximately 80%, 60 
h after LPS injection.
Expression of inflammatory markers 
following LPS administration
To validate our animal model of acute 
immediate neuroinflammation we first 
analyzed the response of four typical 
inflammatory markers. Visual analysis of 
images from film autoradiograms obtained 
after in situ hybridization histochemistry 
showed a time-dependent response. For 
cyclooxygenase-2 (COX-2), interleukin-1� 
(IL-1�), tumor necrosis factor-� (TNF-�) 
and VCAM-1 mRNA, the initial increase in 
expression was observed 1 h after 
administration, followed by a peak at 3 h 
(Fig. 2A–H), and a subsequent decline after 
8 and 24 h (data not shown). The highest 
level of hybridization for GFAP mRNA was 
visible at 24 h (Fig. 2H).
Microglial activation was observed in the 
circumventricular organs (CVOs) and brain 
regions proximal to the leptomeninges in 
response to LPS administration (Fig. 3), and 
morphological changes were identified 3 h 
and 8 h post-injection (Fig. 3B, C). No 

Apèndix

178

Figure 2.  Expression of  inflammatory  markers and GFAP 
mRNAs following LPS administration. Macroscopic 
photographs of  film autoradiographic show localization of  the 
mRNAs coding for the inflammatory  markers, COX-2, IL-1�, 
TNF-�, VCAM-1 and GFAP following i.p. LPS administration 
in mouse coronal sections. (B,D,F,H) COX-2, IL-1�, TNF-� 
and VCAM-1 mRNAs expression is prominent in the 
leptomeninges (white arrowheads) and in blood vessels 
(black arrowheads) 3h after LPS administration. (J) GFAP 
mRNA hybridization levels show a later response with the 
maximum alterations observed 24h after LPS provoked 
immune activation. (A,C,E,G,I): Control:  Saline administered 
i.p.  (B,D,F,H): Animals treated i.p. with LPS 3 hours (J): 24 
hours treatment.  COX, cyclooxygenase; GFAP, glial fibrillary 
acidic  protein; IL-1�, interleukin;  LPS,  lipopolysaccharide; 
TNF-�, tumor necrosis factor; VCAM, vascular cell adhesion 
molecule. Scale bar = 5 mm.



infiltrating lymphocytes (CD3+) were 
observed in any of the brain regions 
analyzed (data not shown).
Expression of cAMP-specific PDE 
mRNAs following LPS administration
We first identified 
the basal mRNA 
expression of the 
PDE4B family (data 
not shown) and the 
four PDE4B splice 
variants (Fig. 4) in 
the mouse brain. 
Following systemic 
LPS injection the 
r e l a t i v e o p t i c a l 
densities showed 
n o c h a n g e s i n 
mRNA expression 
for PDE4A, PDE4D 
or the PDE4B splice 
variants PDE4B1 or 
PDE4B4 (data not 
shown). We then 
f o c u s e d o n t h e 
anatomical location 
o f t h e m R N A 
alterations observed 
for PDE4B and the 
s p l i c e v a r i a n t s 
P D E 4 B 2 a n d 

PDE4B3 following LPS administration (Fig. 
5 and 6). Alterations in the mRNA 
expression of PDE4B2 were detected even 
following a low dose of LPS (0.3 mg/kg) 
(data not shown); however, the enhanced 
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Figure 3.  Activation of  microglia following LPS administration. Analysis  of  the effect of  LPS administration on lectin-stained 
microglia. Photomicrographs were taken of  coronal sections of  the leptomeninges and the immediately  proximate area of 
animals  sacrificed at (B) 3h and (C) 8h post-injection. Note the morphological changes observed in microglial ramification 
following LPS administration (Black arrowheads).  (A) Control: Saline administered i.p.. LPS, lipopolysaccharide. Scale bars 
=100 �m and 1 �m.

Figure 4. Expression of  PDE4B splice variant mRNAs in mouse brain. Macroscopic 
photographs of  film autoradiographic images of  coronal sections showing mRNA hybridization 
pattern of  PDE4B splice variants (A,E,I,M,Q) PDE4B1, (B,F,J,N,R) PDE4B2, (C,G,K,O,S) 
PDE4B3,  and (D,H,L,P,T) PDE4B4  under basal conditions in C57BL6 mice. Note the strong 
labeling in the cerebellar granular layer for all four variants. cc, corpus callosum; Cg, cingulate 
cortex; cp, cerebral peduncle; DG, dentate gyrus;  lepto., leptomeninges; LPS, 
lipopolysaccharide; Pir, piriform cortex and PV, paraventricular thalamic nuclei. Scale bar = 
5mm.  



effect on mRNA expression obtained with 
the higher dose used here facilitated the 
anatomical description and analysis  of our 
results.
Leptomeninges

The leptomeninges are in close contact with 
the exterior of the brain, and thus  may show 
an early reaction to acute immediate 
inflammation. Under basal conditions, none 
of the PDE4B mRNAs investigated were 
expressed in the leptomeninges (Fig. 4M–
P). The observed upregulation of PDE4B 
mRNA expression (Fig. 5A,D,G) was 
reflected in the increased intensity of 
PDE4B2 mRNA expression as early as 1 h 
after LPS administration, followed by a 
peak at 3 h (Fig. 5E, 6A) and a marked 
return towards basal levels 24 h post-
injection (Fig. 6A). Interestingly, there was a 
slight trend towards a reduction in PDE4B3 
mRNA expression after 8 h (Fig. 5I and 6B), 
followed by recovery at 24 h (Fig. 6B) in 
this area. 
An increase in both VCAM mRNA-positive 
cells (endothelial cells) and PAFR mRNA-
positive cells (macrophages/neutrophils) 
was observed in the leptomeninges in 
response to peripheral inflammation. 
Double in situ hybridization was used to 
investigate whether the augmented 
PDE4B2 mRNA expression was associated 
with the increase in inflammatory cell 
p o p u l a t i o n s . T h e r e w a s n o t a b l e 
upregulation of the expression (61% and 
56%, 3 and 8 h following LPS injection 
respectively) of PDE4B2 mRNA in the 
VCAM mRNA-positive cells  (endothelial 
cells) (Fig. 7A) following their appearance 
after LPS administration. Likewise, the 
PAFR-positive cell population expressed 
this  mRNA at a similar level (around 50%) 
(Fig. 7B), regardless of the time since LPS 
injection (Table 2). 
Inferior colliculus 

This  area consists of the external cortex 
and the nucleus of the brachium of the 
inferior colliculi (IC). The IC was used here 
as an example of the parenchyma proximal 
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Figure 5.  Expression of  PDE4B2 and PDE4B3 mRNAs 
following LPS administration.  Macroscopic photographs of  film 
autoradiographic images of  mouse coronal sections showing 
alterations in mRNA hybridization levels of  PDE4B2 and 
PDE4B3 splice variants in (A,B) control animals (saline 
administered i.p.) and (C,D) LPS treated animals 3 hours and 
(E,F) 8 hours after injection. (C) Clearly  augmented mRNA 
expression in the leptomeninges (lepto.) is observed for the 
PDE4B2 splice variant 3h after injection, (D) whereas mRNA 
hybridization levels of  the PDE4B3 splice variant  show a slight 
downregulation at this time point. (E) 8h after injection an 
overall increase in hybridization levels for the PDE4B2 splice 
variant  is observed in the parenchyma (IC), the areas in close 
contact  with the brain exterior such as the leptomeninges and 
brain microvessels (mv). Note the general decrease in mRNA 
expression in whole brain section for (F) the PDE4B3 splice 
variant  8h after LPS administration  compared to (B) saline 
treated mice. IC, nuclei of  the inferior colliculus; lepto., 
leptomeninges;  LPS, lipopolysaccharide; mv, microvessel PDE, 
phosphodiesterase. Scale bar = 5mm. 



to areas in close contact with the exterior of 
the brain. Under basal conditions the 
expression of PDE4B splice variant mRNAs 
in this area was moderate to low except for 
PDE4B3, which showed higher levels of 
hybridization   (Fig. 4M–P).
Dark patches  observed 3 h after injection 
demonstrated that the mRNA expression of 
PDE4B2 was upregulated in and around 
microvessels in the IC (Fig. 5E); 8 h post-
injection a clear increase was  observed in 
this  entire area (Fig. 5H and Fig. 6A). 
Semiquant i ta t ive analys is revealed 
significant downregulation of PDE4B3 
mRNA expression 8 h post-injection, 
followed by a return to basal levels  at 24 h 
(Fig. 6B). 
In this brain area PAFR-mRNA-positive cells 
and astrocytes (GFAP-mRNA-positive) 
showed the highest percentage of co-
expression with PDE4B2 mRNA after 3 h, 
whereas a l l three cel l populat ions 
(microglia/macrophages, astrocytes and 
activated endothelial cells) investigated 
expressed around 35% of PDE4B2 mRNA 8 
h after LPS administration (Table 2). The 
PAFR-positive cells  in this area likely 
represent microgl ia and inf i l t rat ing 
macrophages and not neutrophils, since no 
recruitment/infi l tration of these was 
observed with hematoxylin and eosin 
staining (data not shown). 
W i t h r e g a r d s P D E 4 B 3 m R N A , 
oligodendrocytes positive for the mRNA 
coding for MBP expressed this splice 
variant abundantly (around 70–80%)  (Fig. 
8A), with reduced co-expression observed 
following LPS injection. A relatively constant 
percentage of neurons  (MAP-2-positive 
cells) were positive for PDE4B3 mRNA in 
this  region (Fig. 8B), with no distinction 
between time points following LPS-injection 
or in the control (Table 2). The number of 

cells counted was similar in control and 
LPS-injected animals.
Subfornical organ and hippocampal 

formations  

We chose the SFO as an example of one of 
the CVOs, a brain region lacking a blood–
brain barrier, whereas the hippocampal 
formations were investigated due to their 
high density of microvessels. Significant 
alterations in PDE4B2 and PDE4B3 mRNA 
expression were seen in the SFO (Fig. 6). 
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Figure 6. Alterations in expression of  PDE4B2 and PDE4B3 
mRNA following LPS administration.  Effects of  LPS 
administration on the mRNA expression of  PDE4B splice 
variants (A) PDE4B2 and (B) PDE4B3 in different mouse 
brain areas 1, 3, 8 and 24h post-injection. Relative optical 
densities of  the mRNA levels in autoradiographic films were 
determined with AIS computerized image analysis system. 
Data show the mean ± SD (n = 5 mice/group). Note the 
opposite effects  provoked by  LPS administration on mRNA 
expression for the two PDE4B splice variants. Statistically 
significant  differences between the LPS-stimulated and the 
control groups are represented by  *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001; Bonferroni posttest. CA1-2, CA3, fields of  Cornu 
ammonis;  Cg, cingulate cortex; CPu, caudate putamen; DG, 
dentate gyrus; hf,  hippocampal fissure; IC, nuclei of  the 
in fer io r co l l i cu lus ; lep to . , lep tomeninges; LPS, 
lipopolysaccharide; PDE, phosphodiesterase;  SFO, 
subfornical organ.



In the hippocampus there was a trend for 
increased PDE4B2 mRNA expression as 
early as  1 h after LPS administration, with a 
sustained increase at all time points after 
administration (Fig. 6A). On the contrary, for 
PDE4B3 mRNA, an overall trend for 
downregulation was observed, beginning 1 
h post-injection (Fig. 6B). 
Cingulate cortex

The Cg (anterior) also represents part of 
the parenchyma proximal to areas  in close 
contact with the brain exterior. In control 
animals, PDE4B2 and PDE4B4 mRNA 
showed high levels of hybridization in the 
external granule cell layer whereas uniform 
expression was observed in other Cg areas 
(Fig. 4F and H).  The mRNA expression of 
the PDE4B1 and PDE4B3 splice variants 
was similar in the cortical layers even 
though PDE4B1 showed a somewhat 
marbled hybridization pattern (Fig. 4E and 
4G). PDE4B3 mRNA was readily expressed 
in oligodendrocytes (around 70%) in control 
animals  (Table 2), and reduced co-
expression was observed after LPS 
administrat ion at both t ime points 
investigated (data not shown), similar to 
that observed in the IC. The neuronal cell 
population expressed PDE4B3 mRNA 
moderately (around 40%) in the Cg of both 
treated and untreated animals  (Table 2).  
The number of cells counted was similar in 
control and LPS-injected animals.
 
DISCUSSION
Activation of the immune response 
following systemic infection often results in 
neuroinflammation and consequently in 
negative effects on the CNS (Park & Shin 
1996; Villa & Ghezzi 2004; Semmler et al., 
2005). The objective of our study was to 
analyze the effect of acute immediate 
neuroinf lammation on PDE4 mRNA 
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Figure 7. Characterization of  cells displaying LPS-altered 
expression of  PDE4B2.  Cellular localization of  PDE4B2 
mRNA in activated endothelial, microglial and astrocytic cell 
populations in mouse leptomeninges 3h post-injection. High-
magnification bright-field microphotographs of  emulsion 
dipped sections, simultaneously  showing mRNA visualized by 
doub le i n s i t u hyb r id i za t i on us ing 33P- labe led 
oligonucleotides complementary  to the mRNA coding for 
PDE4B2 (clusters of  dark silver grains), and DIG-labeled 
oligonucleotides (dark-purple precipitate) for (A) VCAM 
mRNA, endothelial cells, (B) PAFR mRNA, microglial/
macrophage cells, or (C) GFAP mRNA, astrocytes. Black 
arrowheads point to digoxigenin-labeled cells,  white 
arrowheads to radioactively-labeled cells and double white 
and black arrowheads to double-labeled cells. GFAP, glial 
fibrillary  acidic protein; LPS, lipopolysaccharide; PAFR, 
platelet-activating factor receptor; PDE, phosphodiesterase; 
VCAM, vascular cell adhesion molecule. Bar = 20μm. 



transcription in the brain. The importance of 
these enzymes in regulating cAMP levels 
during the inflammatory process  in the 
per ipheral nervous system is wel l 
established (Jin & Conti 2002; Jin et al., 
2005; Reyes-Irisarri et al., 2007; Reyes-
Irisarri et al., 2008). Our results provide 
evidence of their importance in the central 
nervous system. 

We found that the PDE4B subfamily and 
the two splice variants  PDE4B2 and 
PDE4B3 were the only cAMP-specific 
PDE4s that showed altered mRNA 
expression in mouse brain in response to 
neuroinflammation. The increase in 
hybridization levels  of the PDE4B2 isoform 
complements previous results  for rat brain 
(Reyes-Irisarri et al., 2008). However, to our 
knowledge, the decrease in mRNA 
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Table 2 Quantification of the presence of PDE4B2 or PDE4B3 mRNA in different cellular populations 

Quantification was performed in leptomeninges, cingulate cortex and nuclei of  the inferior colliculus of  mice sacrificed, 3 and 8 
h after intra peritoneal LPS administration and control animals. Data are the mean ± SD of  five animals and represent the 
percentage of  counted cells, endothelial cells  (VCAM), microglia/macrophages (PAFR), astrocytes (GFAP), oligodendrocytes 
(MBP) and neurons (MAP), expressing PDE4B2 or PDE4B3 mRNA. Each percentage was determined from a mean of  61.1 
cells, except for VCAM and GFAP positive cells in the nuclei of  the inferior colliculus and in the leptomeningeal areas of  control 
animals  where the mean was 28.7 cells (5284 cells counted). GFAP, glial fibrillary  acidic protein; MAP, microtubule-associated 
protein;  MBP, myelin basic protein; ND, not detected;  PAFR, platelet-activating factor receptor; PDE, phosphodiesterase; 
VCAM, vascular cell adhesion molecule.

Figure 8. Characterization of  cells displaying LPS-altered expression of  PDE4B3. Cellular localization of  PDE4B3 mRNA 
(cluster of  dark silver grains) in, (A,D) oligodendrocytes,  MBP mRNA positive cells; (B,E) neurons, MAP mRNA positive cells and 
(C,F) astrocytes, GFAP mRNA positive cells  in mouse brain parenchyma (IC) in control and 3h post-injection. Black arrowheads 
point to digoxigenin-labeled cells (dark-purple precipitate),  white arrowheads to radioactively-labeled cells and double white and 
black arrowheads to double-labeled cells. Note the reduction in PDE4B3 mRNA after LPS injection (D,E,F). GFAP, glial fibrillary 
acidic protein;  LPS, lipopolysaccharide; MAP, microtubule-associated protein;  MBP, myelin basic protein;  PDE, 
phosphodiesterase. Bar = 20μm. 



expression of the PDE4B3 splice variant 
observed here has not been described 
previously. Additionally, our results show 
that PDE4B2 mRNA upregulation was 
observed in a l l i n f lammatory ce l l 
populations investigated, namely microglia/
macrophages, astrocytes and activated 
endothelial cells, with a time-dependent 
effect. Given the generally high expression 
of PDE4B3 mRNA under basal conditions 
throughout the brain we postulated that the 
observed reduction would probably be 
detected in cell populations present in the 
healthy brain. In accordance with this, 
oligodendrocytes abundantly expressed 
PDE4B3 mRNA with reduced levels of 
expression observed following acute 
neuroinflammation. 
We should point out that the high dose of 
LPS used provokes experimental septic 
shock at later time points, leading to 
apoptosis in the rodent brain (Khan et al., 
2002; Semmler et al., 2005), and that this is 
i m p o r t a n t w h e n c o n s i d e r i n g t h e 
pharmacological applications of this study. 
However, the fact that even a low LPS dose 
provokes al terat ions in the mRNA 
expression of PDE4B splice variants 
illustrates the relevance of this work.
Involvement of PDE4B2 mRNA during 
acute inflammation in mouse brain

Our results, together with other reports 
(Graeber & Streit 1990; Breder et al., 1994; 
Breder & Saper 1996; Elmquist et al., 1997; 
Quan et al., 1998a; Quan et al., 1998b; 
Laflamme et al., 1999; Schiltz & Sawchenko 
2002), suggest the basic involvement of 
leptomeningeal cells during the initial-phase 
response of acute neuroinflammation, 
followed by activation of the immune 
response in brain areas  in close proximity, 
leading to an extended cellular response 

throughout the brain. The upregulation 
observed in brain areas proximate to the 
leptomeninges and other areas of the 
parenchyma in close contact with the CVOs 
might partly be explained by cross-talk 
between the periphery and the CNS 
(reviewed in Johnson & Gross 1993). 
Furthermore, direct uptake of LPS through 
the BBB-endothelium has been suggested 
in mice after high peripheral LPS doses, 
although the exchange rate was  much lower 
in whole brain compared to BBB-deficient 
areas (Kloss et al., 2001). 
COX-2 and IL-1� hybridization patterns 
showed a clear initial-phase increase in 
mRNA expression, further confirming 
neuroinflammation (Elmquist et al., 1997; 
Quan et al., 1998b; Schiltz & Sawchenko 
2002), and this response was reflected in 
the patterns observed here for PDE4B2 
mRNA upregulation. In rat brain, COX-2 is 
principally induced in perivascular cells and 
moderately induced in endothelial cells 
following LPS administration (Elmquist et 
al., 1997; Schiltz & Sawchenko 2002). Our 
results  showed that the initial PDE4B2 
mRNA upregulation was mainly located in 
endothelial and macrophage/microglia cell 
populations in the leptomeninges. The 
p a t c h y p a t t e r n o b s e r v e d a r o u n d 
m i c r o v e s s e l s f u r t h e r s u g g e s t s a 
perivascular location of the upregulated 
mRNA. However, no expression of COX-2 
was reported in CVOs after inflammatory 
induction (Quan et al., 1998a), although 
such brain areas show a strong increase in 
P D E 4 B 2 m R N A f o l l o w i n g L P S 
administration. COX-2 transcription is 
induced by IL-1� (Laflamme et al., 1999) 
a n d h a s r a t e - l i m i t i n g e f f e c t s o n 
prostaglandin E2 (PGE2) production 
(reviewed in Goppelt-Struebe 1995). 
Furthermore, the augmenting effect that 
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PGE2 has on intracellular cAMP levels has 
been shown to have a direct impact on 
PDE4B2 mRNA expression in cell cultures 
(Oger et al., 2002), suggesting that COX-2 
might be an important transcriptional 
regulator for PDE4B2 mRNA during the 
acute immediate immune response in the 
CNS. However, no modification of PDE4B2 
m R N A e x p r e s s i o n f o l l o w i n g L P S 
administration was  observed in preliminary 
results from our laboratory when the mice 
were treated with a well-known COX 
inhibitor, Indomethacin. Altogether these 
data suggest that PGE2 is  not critical for 
activation of the cAMP cascade and 
subsequent induction of PDE4B2 mRNA 
transcription (D'Sa et al., 2002) in this 
model of acute neuroinflammation. 
PDE4B2 mRNA express ion in the 
parenchyma, which we report here, is 
comparable to the reported upregulation of 
the proinflammatory cytokine TNF-� 
observed in neuronal cell groups adjacent 
to CVOs during the late phase of the 
cerebral response to LPS (Breder et al., 
1994). The importance of the PDE4B2 
splicing form in the induction of TNF-� 
secretion by circulating leukocytes  following 
LPS administration has been demonstrated 
previously (Jin & Conti 2002). TNF-� is 
mainly released by macrophages and 
leukocytes in the periphery and by microglia 
and infiltrating leukocytes and macrophages 
in the CNS (Elmquist et al., 1997; Jin et al., 
2005; Lambertsen et al., 2009). Even 
though no cellular infiltration (lymphocytes 
and neutrophils) was  detected after LPS 
administration, upregulation of PDE4B2 
mRNA expression was observed 8 h post-
injection in the parenchyma, suggesting that 
microglia/macrophages could be involved. 
Furthermore, activated astrocytes are also 
known to release TNF-�, although at much 

lower levels  than microglia (Liberto et al., 
2004). We observed upregulation of GFAP 
mRNA 8 h post-injection, with expression 
continuing to increase after 24 h, and we 
also showed that both activated astrocytes 
and microglia were positive for PDE4B2 
mRNA in the parenchyma. Taken together, 
these data suggest that PDE4B2 could play 
an important role in TNF-� secretion in the 
brain, as in the periphery.
Further biochemical analyses in cell 
cultures would form an interesting step 
towards understanding the induction of 
P D E 4 B 2 m R N A t r a n s c r i p t i o n b y 
inflammatory components.
Involvement of PDE4B3 during acute 
inflammation in mouse brain
Our results, together with previous reports 
of the constitutive expression of PDE4B3 
mRNA in primary cerebral cortical neuronal 
cultures (D'Sa et al., 2002) and its reported 
expression during memory consolidation 
(Ahmed & Frey 2003) imply a more 
neuronal role for this PDE4B splice variant 
than that observed for PDE4B2. However, 
the reduced PDE4B3 mRNA levels 
observed during acute neuroinflammation 
suggest involvement of PDE4B3 in the 
immunological reaction. 
Decreased PDE4B3 mRNA expression was 
reflected in the lower percentage of co-
localization with the oligodendrocyte 
population in the Cg and IC after LPS 
administration. The release of TNF-� and 
IL-1� from astrocytes and microglia can 
induce oligodendrocyte death (D'Souza et 
al., 1996; Cai et al., 2003), suggesting that 
a decrease in oligodendrocytes might 
provoke the downregulation of PDE4B3 
expression. However, total cell counts were 
similar at all time points and were 
comparable to control animals, indicating 
that the decreased mRNA expression in 

Apèndix

185



oligodendrocytes is related to a lower 
transcription level. Given the proven anti-
inflammatory effect of PDE4B inhibition 
(reviewed in Banner & Trevethick 2004), it 
seems reasonable to suggest that the 
natural downregulation of PDE4B3 might 
have neuroprotective consequences. 
In summary, we show that the mRNA 
expression of the PDE4B splice variants 
PDE4B2 and PDE4B3 is clearly and 
differentially altered in mouse brain 
following peripheral inflammation.  The 
results  obtained here substantiate the 
possibility of more precise pharmacological 
regulation at a cellular level via splice-
variant-specific inhibition.
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