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“Aprender es descubrir lo que ya sabemos.
Ensefiar es recordar a otros que lo saben tan bien como nosotros.
Todos somos aprendices, hacedores, maestros.”

Stephen Edwin King

“No podemos dejar de crear belleza.”
Lestat, a El ladron de cuerpos
Anne Rice

"Todo hombre puede ser, si se lo propone, escultor de su propio cerebro.”
Santiago Ramoén y Cajal
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INTRODUCCIO

1.1. DANY AL SISTEMA NERVIOS CENTRAL I NEURODEGENERACIO

Les malalties neurologiques 1 psiquiatriques tenen un gran impacte en la nostra societat.
La recerca basica en neurociencies actualment es troba dirigida a estudiar les causes i
els mecanismes pels quals cursen aquestes patologies per tal de millorar-ne els
tractaments 1 prevenir-ne la incidéncia. Les malalties neurodegeneratives son aquelles
que tenen una component cronica, com la malaltia d’Alzheimer (AD), la de Parkinson
(PD), la de Huntington (HD), I’Esclerosi Multiple (MS) i DI’Esclerosi Lateral
Amiotrofica (ALS). Hi ha processos patologics que poden induir un procés
neurodegeneratiu 1 estan desencadenats per una lesié inicial amb una component aguda,

com D’ictus cerebral ¢ el traumatisme cerebral (Vidal-Taboada ef al., 2011).

1.1.1. Mecanismes moleculars del dany agut al sistema nervids central i dels
processos neurodegeneratius

El dany agut al sistema nervios central (SNC) es caracteritza per una mort neuronal
massiva 1 immediata 1 un dany tissular marcat per una necrosi local incontrolada.
Aquest dany primerenc es pot expandir pel teixit durant setmanes per mecanismes
independents, com la sobre-estimulacié de receptors de glutamat (excitotoxicitat),
privacid energetica, acidosi, generacid d’especies reactives d’oxigen (ROS),
desequilibri i0nic 1 una resposta inflamatoria potent (Ortega et al., 2011).

Les causes processos neurodegeneratius son multi-factorials, amb causes genetiques,
ambientals 1 altres factors endogens. Patologicament, aquests desordres tenen la mateixa
caracteristica: la peérdua d’una subpoblacié de neurones per raons heterogeénies perd que
tenen caracteristiques similars, com la agregacid 1 el plegament anormal de certes
proteines, D’estrés oxidatiu i1 la formacié de ROS, fallida de 1’homeostasi ionica,
disfuncié mitocondrial, etc. (Jellinger, 2003; Soto, 2003).

Una de les caracteristiques que comparteixen tots els processos patologics del sistema

nervids €s ’excitotoxicitat.
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1.2. ’EXCITOTOXICITAT

L’excitotoxicitat es refereix a la mort neuronal provocada per I’activacid sostinguda de
receptors d’aminoacids, com el glutamat (Glu) i I’aspartat (Asp) (Wikinski and Acosta,
1995), que tenen funcio activadora, pero no de I’acid y-aminobutiric (GABA), la glicina
(Gly) i la taurina (Tau), els quals tenen una funci6 inhibidora. El terme va ser donat per
Olney el 1978, qui va corroborar els experiments de Lucas el 1957, que descrivien com
el glutamat pot actuar com una neurotoxina (Lucas and Newhouse, 1957; Olney and de

Gubareff, 1978).

1.2.1. La sinapsi glutamatérgica

El Glu és neurotransmissor excitador principal del sistema nervids central. Es un
aminoacid no essencial que no travessa la barrera hematoencefalica (Hawkins et al.,
1995). A la sinapsi glutamatergica una neurona presinaptica allibera el Glu a I’espai
sinaptic on activa els receptors de glutamat i ¢és recaptat pels astrocits mitjangant
transportadors especifics (EAATSs). A astrocit el Glu és transformat a glutamina (Gln),
que acaba el seu cicle tornant a la neurona presinaptica a través dels transportadors

d’aminoacids neutres associats a sodi (SNATSs) (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Esquema general de la sinapsi glutamatérgica. L arribada d'un potencial d'accio a la
neurona pre-sinaptica a mode de despolaritzacié de membrana provoca l'obertura dels CCDV i
l'alliberament del Glu a l'espai sinaptic. Aquest Glu interacciona amb els receptors de la neurona
post-sinaptica (i dels astrocits) promovent la produccidé de segons missatgers mitjangant
’entrada de Ca*" i provocant un potencial de membrana post-sinaptic. Els astrocits sén els
principals mediadors de la eliminaci6 del Glu de 1’espai sinaptic mitjancant el reciclatge a Gln.
aCG: a-cetoglutarat. Glnasa: Glutaminasa. GInS: Glutamina sintasa. Glu: Glucosa. IP;SCC:
Canal de calci sensible a IP;. Lac: Lactat. Pir. Piruvat. PIP,: Fosfatidil inositol bifosfat. PLC:
Fosfolipasa C. VGCC: Canals de calci dependents de voltatge. (Adaptat de Rodriguez, 2000).

1.2.2. Els receptors de glutamat

El glutamat exerceix les seves accions a través de varies classes de receptors que poden
ser diferenciats no només molecularment sind també en funcid de les seves

caracteristiques farmacologiques i electrofisiologiques (Michaelis, 1998).

De forma general, els receptors de glutamat es caracteritzen en dos tipus (Ozawa et al.,
1998):

- Receptors ionotropics: formen un canal i0nic activat per lligand. La seva activacio
porta a un increment per a la permeabilitat de la membrana cel-lular a Na™ i Ca®".

Fonamentalment, 1 segons a les seves propietats farmacologiques, es poden dividir en
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tres classes: Receptors del tipus acid alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionic
(AMPA), receptors tipus Kainat i receptors tipus N-metil-D-aspartat (NMDA). La seva
activacio, ja sigui pel glutamat o pels seus agonistes que els donen el nom, porten
finalment a un augment de calci intracel-lular, mediat pels receptors NMDA 1 pels
canals de calci dependents de voltatge (Figura 1.1).

- Receptors metabotropics: activen proteines G que els acoblen a sistemes de segons
missatgers amb efectes funcionals diversos. Per exemple, el mGluR1 indueix 1’activacid
de la proteina G4 que provoca I’hidrolisi del fosfatidil inositol per part de la fosfolipasa
C 1 promou la alliberament d’IPs, el qual activa el canal de calci sensible a IP; de la

membrana del reticle endoplasmatic, provocant 1’augment intracel-lular de calci (Figura

1.1).

1.2.3. Mecanismes d’excitotoxicitat

Com ja hem dit I’excitotoxicitat €s un dels mecanismes que contribueixen a la mort
neuronal després dels processos d’isquémia, els traumatismes 1 les malalties
neurodegeneratives (Sattler and Tymianski, 2000; Arundine and Tymianski 2003,
2004). L’alliberacié de glutamat a 1’espai sinaptic incrementa la permeabilitat al calci de
la neurona postsinaptica, principalment a través dels receptors NMDA (i, indirectament,
pels receptors metabotropics), 1 la glia, la qual cosa porta a un augment transitori a la
concentracio intracel-lular de calci en ambdds tipus cel-lulars (Obrenovitch et al., 2000).
En conseqiiéncia, I’estimulacié excessiva dels receptors de glutamat pot portar a una
mort neuronal provocada per la desregulacio del calci intracel-lular (Lau and Tymianski,
2010).

Dr’altra banda, I’entrada de calci i de sodi pels receptors ionotropics fa que hi hagi un
desequilibri en els gradients transmembrana de Na", CI" i K', portant a un edema
cel-lular que pot provocar la necrosi (Ortega et al., 2011).

Els mecanismes pels quals el calci exerceix una accio toxica son variats. Un d’ells és la
formacié ROS. Una de les fonts d’aquests ROS és la cascada del metabolisme dels
fosfolipids controlada per 1’acid araquidonic. Aquesta moleécula és un segon missatger
produit a partir de la fosfolipasa A, (PLA;) depenent de calci. La PLA, també pot
generar eicosanoids, els quals causen neurotoxicitat i peroxidacid de fosfolipids de
membrana, que causen porus a la membrana cel-lular (Farooqui and Horrocks, 2006).

Una altra font de radicals lliures és 1’activacié de la calmodulina, la qual s’activa per
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calci (Tymianski and Tator, 1996), regula ’activitat de 1’enzim Oxid nitric sintasa
(NOS) i promou la formacid de oxid nitric (NO). El1 NO per si sol no ¢és perjudicial, perod
si es combina amb radicals lliures pot portar a la formacié de molecules més
perjudicials, les especies reactives de nitrogen (RNS). Per exemple, la combinacio del
NO amb el radical superoxid produeix peroxinitrit, una especie molt reactiva que oxida
grups sulfidril, lipids i acids nucleics (Sattler and Tymianski, 2000).

L’entrada massiva de calci també porta a una alteracid6 del metabolisme energetic
cel-lular: I’augment de calci al citoplasma de la cel-lula engega una série de mecanismes
de tamponament i d’extrusid d’aquest 16 (Tymianski and Tator, 1996; Verkhratsky and
Toescu, 1998). Aquests mecanismes impliquen una despesa d’energia molt gran, que fa
que la neurona sigui incapa¢ de mantenir el gradient de Na' i K i, per tant, el seu
potencial de membrana (Greene and Greenamyre, 1996). La disminucio6 del potencial de
membrana t¢é efectes en la sensibilitat del receptor NMDA, ja que promou 1’alliberament
de I'i6 Mg”" que I’inhibeix i disminueix el llindar d’activaci6 per glutamat a
concentracions fisiologiques, agreujant encara més 1’excitotoxicitat.

El calci té la capacitat d’activar enzims que destrueixen els components estructurals
cel-lulars, com les proteases 1 les nucleases. Una entrada massiva de calci activa una
familia de proteases dependents de calci, les calpaines (CP), que degraden les proteines
del citoesquelet (Tymianski and Tator, 1996). El calci també activa endonucleases (EN)
que degraden el DNA (Nicholls ef al., 2003; Verkhratsky, 2007).

L’excitotoxicitat, a més, provoca acidosi de diferents maneres. Una d’clles és
modificant el metabolisme energetic al mitocondri, el qual canvia d’un metabolisme
aerobi a un d’anaerobi per a I’obtencio6 rapida d’ATP, amb I’alliberament de lactat i dos
protons. Aquesta baixada de pH provoca acidosi tant a nivell cel-lular com a nivell del
teixit. Altres mecanismes contribueixen a aquest alliberament de protons, com
I’hidrolisi de fosfolipids i les bombes de restauracid del gradient de calci, que
intercanvien protons per ions calci. La manera per la qual la baixada de pH produeix
dany neuronal ve mediada per la degradaciéo del DNA 1 I’augment de la produccié de
ROS (Tymianski and Tator, 1996). D’altra banda, 1’acidosi sembla tenir un efecte
neuroprotector, ja que la baixada de pH provoca un bloqueig dels receptors NMDA 1, en

conseqiiéncia, una reduccio6 de I’entrada de calci a la cél-lula (Rodriguez, 2000).
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Figura 1.2: Esquema simplificat dels efectes de 1’excitotoxicitat mediada pel calci. El calci que
entra pels receptors NMDA activa una serie d’enzims els quals acaben generant ROS i RNS,
eicosanoids; activa proteases i endonucleases que degraden els components cel-lulars. Aquest
augment de calci activa les bombes de calci, les quals consumeixen molta energia. Per tal
d’enfrontar aquesta despesa d’energia, el mitocondri canvia a un metabolisme anaerobic,
generant lactat i protons els quals, juntament amb els protons adquirits per I’intercanviador de
Ca®"/H", produeixen acidosis cel-lular. AA: Acid araquidonic. CAX: Intercanviador de Ca*"/H".
CP: Calpaina. EN: Endonucleases. Glc: Glucosa. Glu: Glutamat. Lac: Lactat. NMDAR:
Receptor de NMDA. NO: Oxid nitric. NOS: Oxid nitric sintasa. PLA,: Fosfolipasa A,. PMCA:
Bomba calci-ATPasa. RNS: Espécies reactives de nitrogen. ROS: Espécies reactives d’oxigen.

Com a conseqiiencia de la baixada de pH i1 de ’entrada massiva de calci es formen
cristalls de hidroxiapatita dins les cél-lules. S’ha plantejat 1’hipotesi que aquesta
calcificacié €s una resposta a la excitotoxicitat, ja que disminuint els ions calci lliures
del citoplasma sense despesa d’energia s’inhibeixen els efectes perjudicials d’aquest
(Ramonet et al., 2006). A llarg termini, la excitotoxicitat provoca una calcificacid
tissular (Rodriguez et al., 2001). Aquesta caracteristica la comparteixen gran part de les
malalties neurodegeneratives (Ramonet et al., 2002).

Contra aquests efectes toxics el SNC presenta uns mecanismes de regulacido que
controlen els nivells extracel-lulars de Glu, bé sigui promovent la recaptacid, o bé

impedint la secrecid, mitjancant ’alliberacid de neurotransmissors inhibidors, com el



GABA, i1 neuromoduladors com la taurina i I’adenosina (Sapolsky, 2001), mecanisme,

per altra banda, dependent d’energia (Ramonet et al., 2004b).

1.2.4. L’excitotoxicitat als processos neurodegeneratius

L’excitotoxicitat per glutamat esta lligada tant a lesions agudes del SNC, com ara la
isquémia 6 un dany traumatic, com a les malalties neurodegeneratives croniques, per la
sobreexcitacid glutamateérgica de les neurones (Ortega ef al., 2011). També pot estar
donada per una disfuncio de les sinapsis glutamatergiques a nivell de neurona pre i
postsinaptica, per exemple per una perdua de selectivitat dels receptors ionotropics, i
fins 1 tot a nivell astroglial, per deficiéncies en el recaptament de glutamat (Obrenovitch
et al., 2000; Liévens et al., 2001; Rodriguez et al., 2009).

La contribucié de I’excitotoxicitat a les malalties neurodegeneratives pot ser reproduida
al laboratori per una microinjeccidé d’agonistes de glutamat al SNC de rosegadors: els
receptors ionotropics tenen una alta afinitat per als seus agonistes, AMPA, NMDA o
kainat. Per tant, una dosi no saturable d’aquests pot comengar un procés excitotoxic a
partir d’una lesio aguda que esdevé cronica, i reprodueix alguns dels processos
observats a les malalties neurodegeneratives (Bernal ef al., 2000; Rodriguez et al.,
2000; Petegnief et al., 2004; Ramonet et al., 2004a). En un model de lesio excitotoxica
amb AMPA al séptum mig del cervell de la rata, el grup ha mostrat que hi ha un
increment al llarg del temps de la lesi6 i la mort neuronal, enlloc d’incrementar amb la
dosi inicial de toxina (Rodriguez et al., 2004). Aixd mostra que els mecanismes que
indueixen a una mort neuronal aguda i a una cronica sén diferents, perd que la primera
porta a la segona. Hi ha dos mecanismes principals que determinen si una lesio es troba
en la seva fase cronica: la primera és la inflamacié mediada principalment per les
cel-lules microglials, i la segona és la remodelacid i1 reparacié tissulars, que inclouen

processos de neurogenesi (Ortega et. al, 2011).
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1.3. MICROGLIA I NEUROINFLAMACIO

1.3.1. La microglia en el cervell sa

Quadre 1: Historia del descobriment de la microglia

Al segle XIX, es va descriure que en el cervell danyat de pacients d’esclerosi
multiple (MS) la glia tenia una morfologia diferent al cervell control: el soma
cel-lular s’engruixia i els nombre de processos disminuia i es tornaven més curts
(Frommann, 1878). Per tant semblava evident que la glia es transformava en la MS.
Més tard, altres cientifics com ara Alzheimer, Nissl 1 Merzbacher (Alzheimer, 1910)
van descriure aquestes cel-lules com una cél'lula modificada en patologies
neurodegeneratives, sense saber molt bé les seves funcions.

El primer que va descriure la microglia com un tipus glial diferent a astrocits 1
oligodendrocits va ser Pio del Rio-Hortega I’any 1932, usant un metode de tincid de
plata carbonatada en el cervell de mamifers joves (del Rio Hortega, 1932). Per aixo,
durant la primera meitat del segle XX aquestes cel-lules es van anomenar c¢l-lules
d’Hortega, fins que Gless va comengar a fer servir el terme microglia per anomenar-
les (Glees, 1955).
v?? “’\

-y T —
R e
¥ ] - Figura 1.3: Cél-lules de microglia amb la tincid de

plata realitzada per Hortega. De: Del Rio-Hortega, 1932.

L’origen exacte de la microglia es troba encara sota debat. Nombrosos estudis
suggereixen que podria derivar de precursors cel-lulars mesodérmics d’un possible
llinatge hematopoctic, que envairia el cervell durant el desenvolupament embrionari 1
alla es reprodueix (Cuadros and Navascués, 1998). Altres evidéncies mostren que hi
ha una reserva de progenitors microglials al moll de 1’0os que, quan la microglia es
troba senescent, s’allibera al torrent sanguini i entra al cervell a substituir-la (Hinze
and Stolzing, 2011; Prinz ef al., 2011). S’ha descrit, pero, que als primers dies post
natals hi ha un gran increment de ce¢l-lules microglials al cervell, que podria ser
deguda, també, a reclutaments tardans de microglia circulant provinent del sac vitel-1i
(Alliot et al., 1999).
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La densitat 1 la morfologia de la microglia al cervell sa és especifica de la regid, essent
més abundant a la materia grisa que a la matéria blanca (Lawson ef al., 1990). Aquesta
variabilitat regional suggereix que hi ha heterogeneitat microglial depenent de la zona
del cervell, tot 1 que encara no es coneix la natura molecular de aquestes diferéncies
(Polazzi and Monti, 2010), es creu que la organitzacidé estructural del cervell, la
proximitat a vasos i diferent ambient bioquimic poden donar diferents caracteristiques
regionals a la microglia (Ransohoff and Perry, 2009). Per exemple, en un estudi recent
de Van Weering van trobar que, en una lesid excitotoxica hipocampal, la sensibilitat
neuronal en front a la mort depenia en la heterogeneitat zonal de la microglia, essent
m¢és vulnerable a la zona de la CA1 que a la zona de la CA3 (Van Weering et al., 2011).
A més, la morfologia pot variar depenent de la zona cerebral: a la substancia grisa, la
microglia té un soma arrodonit i amb molts processos, mentre que a la substancia blanca
té un soma més ovalat i amb menys processos (Savchenko ef al., 2000), cosa que indica
que l’activitat neuronal condiciona D’activitat microglial i, per tant, 1’activacio
microglial sera diferent depenenet de la zona cerebral (McKay et al., 2007). Aquesta
heterogeneitat morfologica sembla correlacionar amb diferéncies en 1’expressio de
molecules que es pensava eren comunes a tota la microglia 1 que s’han fet servir com a
marcadors especifics. Aquest és el cas dels grups de diferenciacié 11b (CD11b), CD40,
CD45, CD80 6 CD86; factors neurotrofics com el factor de creixement transformant 1
(TGF-B1) i citocines i quimiocines com ara els Ccl2, CXCR3 1 CCR9 (Meeuwsen et al.,
2005; Olah et al., 2011; Kettenmann et al., 2011).

Fa més d’una década, Georg Kreutzberg va crear el terme “sensor de patologia
microglial” (Kreutzberg, 1996) per definir la funcid principal de la microglia en el teixit
cerebral sa, on la microglia fa de sensor del per avaluar I’estat del teixit (Raivich, 2005;
Graeber and Streit, 2010). En aquestes condicions, la microglia és 1’encarregada de
fagocitar les neurones apoptotiques i el debris cel-lular (Neumann ez al., 2009).

A més, durant el desenvolupament post natal elimina I’excés de sinapsis que el cervell
madur no podria mantenir (Tremblay ez al., 2011) 1 promou la sinaptogénesi mitjangant
la produccid local de factors neurotrofics (Elkabes et al., 1996; Aarum et al., 2003;
Walton et al., 2006; Bessis et al., 2007).

La microglia ramificada contacta amb les sinapsis neuronals actives i els astrocits
(Wake et al., 2009; Tremblay et al., 2010; Fontainhas et al., 2011), fet que suggereix
que hi ha una interacci6 cel-lula-cel-lula entre la microglia, la neurona i 1’astrocit, 1 que

pot respondre a ’estatus funcional de les sinapsis. (Schafer ez al., 2012). (Perea and
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Araque, 2005; Araque, 2008; Perea et al., 2009).La microglia expressa una gran varietat
de receptors de membrana, com els receptors de immunoglobulines Fcy, I’antigen comt
dels leucocits (LCA), les glicoproteines de classe I com HLA-DR, DP i DQ, les de
classe II com HLA-ABC, els Toll-Like Receptors (TLRs), el Complex Major
d’Histocompatibilitat (MHC) 1 els receptors del complement com integrines 2 (CD11a,
b i ¢) (Kim and De Vellis, 2005; Block et al., 2007). Segons I’estimul, la microglia
actua diferentment. Per exemple, hi ha autors que suggereixen que la microglia s’activa
diferencialment segons si I’estimul €s una infeccié o neuroinflamacio (Sugama et al.,
2009). Pero hi ha altres autors, com Schwartz, que proposen que hi ha diferents
subpoblacions microglials, amb diferents fenotips, que reaccionen diferentment sota el
mateix estimul (Schwartz et al., 2006). Aquesta darrera hipotesi explicaria perque un

mateix estimul provoca una resposta microglial trofica o citotoxica.
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Figura 1.4: Els PRRs microglials identifiquen lligands neurotoxics i proinflamatoris. La
microglia monitoritza 1’ambient cerebral amb receptors de reconeixement de patrons (PRRs).
Els PRRs son els responsables tant de moltes funcions fagocitiques com de la identificacio de
patogens, la produccioé de superoxid extracel-lular, I’alliberaments de compostos proinflamatoris
i la retirada i1 la destruccio d’estimuls toxics mitjangant la internalitzacidé i fagocitosis. La
neurotoxicitat mediada per microglia ocorre a través dels PRRs quan els patrons moleculars
associats a patogens (PAMPS) promouen una resposta immune excessiva, o quan l’estimul
(toxines ambientals, proteines endogenes i dany neuronal) és mal interpretat a patogens, la
NADPH oxidasa s’activa i es produecixen citoquines proinflamatories. La llista de lligans
neurotrofics i proinflamatoris és extensa, 1 la investigacié actual es troba centrada en la
identificacié d’aquells receptors implicats en la resposta microglial deletéria (sobre activacio i
inflamacid) respecte les funcions de manteniment beneficioses (internalitzacid). Donat que una
sola senyal pot ser reconeguda per diversos PRRs, I’efecte acumulatiu de varies combinacions
de receptors definiria com respon la microglia a les neurotoxines i si ’activacio és deleteria o
beneficiosa. AP, P-amiloide; H,0O,, peroxid d’hidrogen; IL-1B, interleukina 1B; LPS,
lipopolisacarid; MACI, complex d’antigens de macrofag; MARCO, receptor de macrofag amn
domini col-lagends (receptor escombriaire); NO, oxid nitric; O,7, superoxid; PGE,,
prostaglandina E,; RAGE, receptor per la glicosilacid avangada dels productes finals; ROS,
especies reactives d’oxigen; SR-A, receptor escombriaire tipus A; TLR2, receptor tipus toll 2;
TNFa, factor de necrosis tumoral a. De: Block et al., 2007.
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1.3.2. La resposta microglial al dany

La resposta microglial davant una lesi6 o un estimul infeccidos va ser descrita
primerament com un procés estereotipat 1 gradual (Kreutzberg, 1996), perd aquesta
visi6 ha canviat en els darrers anys i ja no es considera la microglia com un tipus
cel-lular que es troba esperant a un estimul, sind que €s un sensor del microambient del
SNC 1 un efector versatil al SNC sa 1 patologic (Nimmerjahn et al., 2005; Hanisch and
Kettenmann, 2007).

La resposta microglial als estimuls pot ser de dos tipus: aguda, a la qual la microglia en
ser estimulada fagocita restes cel-lulars per recuperar despres la seva activitat inicial; 1
cronica, la qual indueix un procés de reaccidé permanent, on la cel-lula no torna mai al
seu estat inicial (Figura 1.5). Aquesta activacid microglial perllongada pot portar a una
degeneraci6 cel-lular que, en ultim termini pot portar a la mort microglial (Liu and

Hong, 2003).

36



|Acute microglial activation| IChronic microglial activation

stress/damage O stress/damage
-

}

damaged ‘&’ —~ x‘ ! : 3‘ ' damaged
neuron C) O ; :%unrgn;

neuron continues
’ . to signal
activated microglia fmcrogl_ial support
provide support insufficient Ay nerslatent
g o microglial
@ - activation
@ ) (overactivation)

(! (> .. initiates

ﬁ?‘rﬁ @ A ’@? ‘&’ ~ =& microglial

3 degeneration

signals

recovery acute neuronal death,
activated microglia
transform into

brain macrophages A 5 {y_‘
e M N o _~
o :!_i Vo
Sl ke Ay
o .. ES
- - 1'\_-
't.._‘: 'i
r “#-n iy

widespread microglial
degeneration leads to
slow neurodegeneration

Figura 1.5: Visi6 actualitzada de la plasticitat funcional de la microglia incloent les interaccions
microglia-neurona durant [’activacié aguda i cronica. L’estimul inicial per a 1’activacio
microglial son els senyals emesos per neurones danyades o estressades que diuen a les cél-lules
quiescents que es divideixin, incrementin la produccié de citocines i factors de creixement, i
canviin la expressid antigénica de superficie. Aquest increment en la activitat microglial,
reflectit en hipertrofia cel-lular, representa una neuroinflamacié aguda que esta dissenyada per
portar a una recuperacio neuronal. Si €s un éxit, I’excés de cél-lules microglials és eliminat
mitjancant mort cel-lular programada. Si no és un éxit, la mort neuronal aguda promou la
formacié de la microglia a un fenotip macrofagic, que neteja el debris celllular. Una
neuroinflamacié cronica ocorre quan les neurones danyades continuen enviant senyals
activadors que resulten en una activacid microglial persistent. Aquesta sobre activacid
perllongada fa que part de la microglia es torni senescent i tingui canvis degeneratius i
eventualment porti a una degeneracio microglial. Un cop un nombre critic de microglia arriba a
aquest estat, les neurones han perdut el suport microglial i segueixen un procés de
neurodegeneracio lenta, que es reflecteix morfologicament amb inclusions anormals (cossos de
Lewis) i/o degeneracioé neurofibril-lar. De: Graeber and Streit, 2010.
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A les cel-lules microglials convergeixen multiples senyals per a mantenir o alterar el seu
estat, o per orquestrar el repertori especific d’accions de la microglia reactiva (Hanisch
and Kettenmann, 2007). Podem distingir entre dos tipus de senyals, anomenats senyals
on 1 senyals off. Els senyals on indueixen una resposta de la microglia, mentre que els
senyals off mantenen la microglia en un estat vigilant. La manca d’aquests senyals off
també pot ser considerada com una senyal on (Biber ef al., 2007). No tots els senyals on
activen la microglia de manera que es torni citotoxica. Per exemple, la IL-10 és
considerada una senyal on pero inhibeix 1’activacio citotoxica microglial.

La natura bioquimica dels senyals on €s molt diversa (Liu and Hong, 2003). Moltes son
molécules alliberades pel teixit danyat, que fan que fins i tot les lesions més petites
condueixin a una activacié microglial rapida (Nimmerjahn ef al., 2005). Per exemple, la
laminina i la neuromelanina sén alliberades per les neurones o la proteina S1008 pels
astrocits despreés d’una lesidé neuronal i1 activen una reaccidé microglial (Adami et al.,
2001). També, la microglia, mitjancant multiples receptors, detecta canvis en la
concentracio de neurotransmissors de forma que quan aquests estan per sobre dels
nivells critics poden indicar una funcioé neuronal alterada ¢ excessiva que la microglia
pren com un signe de lesid (Haynes ef al., 2006). Aquests estimuls activen la capacitat
fagocitica de la microglia. Les neurones danyades que executen l‘apoptosi, aquestes
presenten a la membrana altes quantitats de fosfatidilserina que ¢és reconeguda per la
microglia 1 desencadena el procés de fagocitosi (Zitvogel et al., 2010). Certes lectines 1
integrines també promouen la fagocitosis (Witting et al., 2000).

Hi ha casos en que la capacitat fagocitica de la microglia es considera perjudicial, com
ara a les malalties neurodegeneratives on la microglia fagocita neurones que encara no
estaven mortes ni morint (Nimmerjahn et al., 2005). De fet, hi ha estudis que mostren
que inhibint la activitat fagocitica de la microglia s’inhibeix la mort neuronal en co-
cultius primaris microglia-neurona (Neher et al., 2011). Perd en general els autors
associen la fagocitosis com una capacitat neuroprotectora, ja que cel-lules microglials
amb fenotip neuroprotector mantenen la capacitat fagocitica (Michelucci et al., 2009).
La microglia posseeix receptors AMPA 1 metabotropics de glutamat, que permeten una
comunicacio neurona-microglia en estats normals 1 de patologia (Noda et al., 2000).
L’activacid dels receptors AMPA te un efecte final cel-lular en la produccié de TNFa,
molécula que activa altres cel-lules microglials 1 astrocits, potenciant la capacitat
citotoxica cel-lular (Hagino et al., 2004). Una altra conseqiiencia de I’activacio dels

receptors AMPA ¢és la quimiotaxis cap a llocs on hi ha molta concentracié de glutamat,
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per exemple, on hi ha una mort neuronal (Liu et al., 2009). També s’ha demostrat in
vitro que ’activacid dels receptors AMPA per Glu pot activar cascades intracel-lulars
que promouen I’alliberament de ATP (Liu et al., 2006). Per una banda, 1’activacio6 dels
mGlu de tipus II porta a un fenotip microglial neurotoxic (Taylor et al., 2002), mentre
que I’activacié dels mGlu de tipus III porta a un fenotip més neuroprotector (Pocock
and Kettenmann, 2007). Aix0 demostra que el glutamat regula ’activacié microglial
(Liang et al., 2010).

La microglia €s particularment sensible als canvis en el seu microambient 1 rapidament
s’activa en resposta a una infeccio o lesio, estira els seus processos cap al focus, i
seguidament es torna una c¢l-lula mobil que té capacitat migratoria (Davalos et al.,
2005; Ohsawa et al., 2010), 1 usualment va acompanyada amb proliferacié microglial
(Hailer et al., 1999; O’Donnell ef al., 2002). La heterogeneitat zonal que hem descrit
anteriorment 1 els diferents estadis i estimuls d’activacid fan que hi hagi multiples
morfologies microglials. La

Figura 1. mostra que la microglia quan esta en un estat de repos de vigilancia i rep una
senyal d’activacio, es torna en una microglia alertada que, amb els senyals adequats, pot
transformar-se en una microglia activada amb una orientacié defensiva, que torna
facilment a I’estat inicial (fenotip 1). L’aparicid de senyals activadores, 6 la desaparicid
de senyals calmants, i depenent de I’origen, la durada i la intensitat dels estimuls, poden
portar a la microglia a fenotips més citotoxics o de reparacio (fenotips 2) 1 a fenotips
més citotoxics perd neurotoxics 1 que poden acabar també en mort microglial 6 expansio
per migracid a altres teixits sans (fenotips 3). Aquestes cel-lules microglials, un cop han
complert la seva missio poden tornar a un estat post activat on poden haver canviat la
manera en respondre a futurs estimuls (Hanisch and Kettenmann, 2007). Tots aquests
estats de la microglia tenen un fenotip diferenciat, per tant, observant el fenotip

microglial es pot arribar a coneixer 1’estat d’activacié (Beynon and Walker 2012).
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Figura 1.6: Estats de ’activitat microglial pels que passa en un procés d’activacio microglial. La
microglia en repds es troba constantment escanejant el seu ambient, per tal de trobar senyals
exogenes o endogenes que indiquen un trencament de la seva homeostasis. L’aparicié de
senyals activadores 0 la pérdua de senyals inhibitories constitutives fan que la microglia passi
de manera transitoria als estats d’alerta i d’activacid. Les cel-lules es comprometen a diferents
fenotips reactius depenent de I’estimul i del context d’aquest. Les respostes inicials es poden
intercanviar per altres influéncies. No només les c¢l-lules immunes residents del SNC, sin6 que
les cél'lules immune invasores poden exercir influéncies moduladores. Els fenotips reactius
inicials amb orientaci6 defensiva poden convertir-se a fenotips orientats a la reparacio. Les
cel-lules poden tornar a un estat de repos o quedar-se en un estat “experimentat”. La microglia
experimentada pot, pero, tenir respostes diferents davant el mateix estimul. De: Kettenmann e?
al.,2011.
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Hi ha citocines que tenen un rol dual, com és el cas del TNF-a, que pot actuar com una
citoquina proinflamatoria com una antiinflamatoria, depenent de la seva concentracid en
el espai extracel-lular i del receptor que activi. Actua a través dels receptors TNFRI i
TNFR2, activant funcions microglials con la resposta inflamatoria, la proliferacio i la
produccio de ROS (MacEwan, 2002).

Altres citocines també regulen la proliferacid microglial in vitro, com la IL-1B (Ganter
et al., 1992), la IL-4 (Suzumura et al., 1994), el IFN-y (Fischer et al., 1993; Xiao et al.,
1996) 1, sobre tot, els CSF (factors estimulants de la colonia): M-CSF (CSF de
macrofag) i GM-CSF (CSF de macrofag granulocit) (Suzumura et al., 1990; Lee et al.,
1994; Zhang and Fedoroff, 1998).

La microglia també allibera quimiocines, molécules involucrades en processos
inflamatoris on la seva funcid principal és la de quimioatractants i activadors de certs
tipus cel-lulars, com els limfocits T, B i les cel-lules dendritiques, als llocs d’inflamacié
(Rossi and Zlotnik, 2000). Les quimiocines es poden trobar al SNC durant el
desenvolupament i durant una patologia, principalment amb la funcié6 de mediar la
infiltraci6 de leucocits en resposta a malalties del SNC (De Groot and Woodroofe,
2001). Estan relacionades amb malalties que cursen amb neuroinflamacio, com MS,
demeéncia associada a HIV, isquémia, TBI i tumors (Limatola et al., 2005). D’altra
banda, també tenen funcions trofiques i neuroprotectores al SNC. Per exemple, la
fractalkina 6 CX3;CL1 és una quimioquina el receptor de la qual €s expressat tant per
neurones com per microglia, 1 media la comunicacié microglia-neurona, unié que
suprimeix la capacitat citotoxica de la microglia (Mizuno et al., 2003; Cardona et al.,
2006).

La microglia reactiva també secreta 0xid nitric, produit per I’accio de la iNOS (oxid
nitric sintasa induible). Aquesta es pot induir sota efecte de quimiocines ¢ de LPS. Des
de fa décades s’ha relacionat un excés de NO amb la mort neuronal (Chao ef al., 1992) i
dels oligodendrocits (Merrill et al., 1993), i que el NO es troba implicat en moltes

malalties neurodegeneratives, com AD, PD, MS i isquémies (Brosnan ef al., 1994).
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1.3.3. Microgliosi, citotoxicitat i neuroinflamacio

Una activacid perllongada de la microglia porta a un procés anomenat microgliosi

reactiva, que pot esdevenir cronica (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Microgliosi reactiva. L’activacio perllongada de les cél-lules microglials per parts de
les molecules senyalitzadores fan que la microglia secreti citocines i factors proinflamatoris que,
a la seva vegada, mata més neurones, que generen a la seva vegada més molécules que activen
la microglia. Interleuquina 1B, IL-1B; Lligand del grup de diferenciacio 40, CD40L; Glutamat,
Glu; 6—Hidroxidopaminq, 6-OHDA; Lipopolisacarid, LPS; I1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina, MPTP; Oxid nitric, NO; O,’, superoxid; Patrons moleculars associats a
patogens, PAMPS; Proteina de superficie 120 del VIH, VIH gp120; Prostaglandines, PG; Factor
de necrosi tumoral a, TNF-a. Adaptat de Block et al., 2007.

Aquesta microgliosi reactiva ve acompanyada amb la neuroinflamacio, que participa en
els processos cronics de les malalties neurodegeneratives (Ortega ef al., 2011).

Les accions beneficioses i1 detrimentals de la microglia reactiva s’han descrit en moltes
malalties neurodegeneratives, incloent la AD (Gonzalez-Scarano and Baltuch, 1999). La
microglia genera citocines i molecules proinflamatories (fenotip M1) i presenta activitat
fagocitica 1 allibera molecules neuroprotectores com la fraktalkina (fenotip M2)
(Mizuno, 2012). Hi ha un patré temporal en el fenotip microglial durant una lesio:

primerament la microglia t€¢ un fenotip neuroprotector amb 1’objectiu de preservar la
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integritat de les neurones sanes, mentre que quan es va cronificant la malaltia es
produeix una sobreactivacié microglial que contribueix a la neuropatologia (Streit and
Xue, 2009). Aquest fet junt amb la presencia de més molécules citotoxiques que
neurotrofiques que impedeixen la regeneracié axonal propicien hi ha una progressié de
la malaltia que fa que el fenotip neurotoxic adquireixi predominang¢a en aquesta
microglia reactiva (Schnell ez al., 1999). En casos de sobreexposicié descontrolada als
estimuls (Block ef al., 2007), o quan la funcié microglial es troba desregulada, com en
el cas del cervell senescent (Streit et al., 2004; Streit, 2006), la microglia pot tornar-se
en un fenotip netament neurotoxic, que causa una neuroinflamacié. Multiples evideéncies
suggereixen que la microglia és el principal productor de citocines durant la
neuroinflamacio, i que la sobreproduccio de citocines proinflamatories contribueix a les
malalties neurodegeneratives. De fet, gracies a aquestes la microglia té un rol important
en la iniciacio 1 la progressié de les malalties neurodegeneratives (Kim and de Vellis,
2005).

La neuroinflamacié és comu a totes les malalties neurodegeneratives croniques i ve
mediada principalment per la microglia. El paper de la microglia a la lesio primerenca
¢s un intent de restauracio del teixit. Amb el temps aquesta microglia reactiva canvia el
seu fenotip a un més neuroinflamatori causant una microgliosi citotoxica. Després d’una
lesio al SNC, la microglia s’activa canviant la seva morfologia i regulant la expressio de
molecules de membrana 1 la produccid de citocines. A més, hi ha reclutament,
proliferacid 1 activacid de precursors microglials que venen de la sang i també infiltracio
de leucocits, macrofags i limfocits. Les cel-lules T que s’infiltren influeixen les
respostes pro i antiinflamatories de la microglia, afectant, doncs, les seves propietats de
cel-lula presentadors d’antigen (APC) i la capacitat fagocitica (Vidal-Taboada et al.,
2011).

La microglia no és la tnica cel-lula resident del cervell que causa neuroinflamacio: els
astrocits 1 les cél-lules endotelials estan també involucrades amb la secrecid de citocines,
quimiocines 1 factors trofics o neurotoxics (Ortega et al., 2011).

L’astrogliosi €s una reaccid cel-lular dels astrocits en resposta a varis tipus de patologies
al SNC, amb caracteristiques estructurals, com un eixamplament del soma i augment de
prolongacions (Pekny and Nilsson, 2005). L’astrocit reactiu secreta diferents factors
trofics, citoquines i quimioquines i transmissors com el glutamat (Zhang et al., 2010)
que generen senyals locals per a comunicar-se amb les neurones. Aquestes senyals

influeixen en la integritat del teixit durant la neurodegeneracié (Allaman et al., 2011).
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Els astrocits a més influeixen sobre la activitat microglial, ja sigui sota una infeccid
(Ovanesov et al., 2008) com en patologies com la MS (Tanuma et al., 2006), fent que
participin en el manteniment d’una la microgliosi reactiva cronica mitjangant la secrecid
de TNFa (Kuno et al., 2005; Suzumura et al., 2006). Depenent de la seva concentracio
el TNFa pot induir una activacid tant citotoxica com neuroprotectora. Per tant, el paper
de les funcions trofiques, neuroprotectores, inflamatories i citotoxiques de la microglia i
els astrocits en la lesid aguda o cronica al SNC condiciona de forma important
I’evolucio de les malalties neurodegeneratives.

La resposta microglial davant una lesi®é no €és només neurotoxica. S’ha demostrat
nombrosos efectes neuroprotectors de la microglia, tant in vivo (E1 Khoury et al., 1998;
Boillée et al., 2006; Turrin and Rivest, 2006; Rogers et al., 2011; Bohacek et al., 2012)
com in vitro (Jiang et al., 2011; Qin et al., 2012). De fet, s’ha demostrat que la ablacio
selectiva de la microglia durant una malaltia neurodegenerativa (Gowing et al., 2006;
Lalancette-Hébert ez al., 2007) 6 una lesio excitotoxica (Kohl et al., 2003; Marin-Teva
et al., 2004; Heppner et al., 2005; Markovic et al., 2005; Vinet et al., 2012) no fa sin6
empitjorar i accelerar la progressio de la mateixa.

A més, la microglia secreta factors neurotrofics o factors de supervivencia neuronals
davant una lesio (Nakajima and Kohsaka, 2004; Zhang et al., 2011; Kraft and Harry,
2011) i que poden potenciar la neurogenesi (Aarum et al., 2003). Els factors
neurotrofics que s’han trobat a medis condicionats microglials han estat el factor de
creixement neural (NGF) (Heese ef al., 1997), la neurotrofina (NT) 3 (Elkabes et al.,
1996), el factor neurotrofic derivat del cervell (BDNF) (Miwa et al., 1997; Elkabes et
al., 1998), el factor de creixement dels fibroblasts basic (bFGF) (Shimojo ef al., 1991,
Presta et al., 1995; Polikov et al., 2009; Niidome et al., 2009), el factor de creixement
dels hepatocits (HGF) (Di Renzo ef al., 1993; Yamagata ef al., 1995; Badie et al., 1999;
Zhang et al., 2000; Lalive et al., 2005) i el plasminogen (Nakajima et al., 2001;
Cunningham et al., 2009; Shin et al., 2010; Jeon et al., 2012). També s’ha trobat
augment de aquests factors neurotrofics in vivo. Per exemple, en el model d’isquémia de
tMCAO hi ha un augment de TGF-B , IGF-1, el TNF-a i el BDNF que son secretats per
microglia (Lehrmann et al., 1998; Lalancette-Hébert ez al., 2007; Madinier et al., 2009).
La microglia també secreta citocines i quimiocines neuroprotectores, com ¢s el cas de la
fractalkina 6 CX3CLI1, que és capag de protegir les neurones davant un estimul

excitotoxic (Limatola et al., 2005).
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1.4. MICROGLIA I NEUROGENESI

La neurogenesi és el procés mitjancant el qual es generen neurones a partir de cel-lules
mare neuronals (NSC) i cel-lules progenitores. Es duu a terme majoritariament durant el
desenvolupament embrionari i persisteix fins a la adolescencia (Cheung et al., 2007,
Fietz et al., 2010). Perd també s’ha descrit que persisteix a la edat adulta desde uns
ninxols concrets (Anderson and Waxman, 1985; Lois and Alvarez-Buylla, 1993).

Les NSCs tenen tres propietats: la d’auto-renovacio, la de multipotencialitat: aquests
progenitors es poden diferenciar en neurones i en glia (Lois and Alvarez-Buylla, 1993),
1 la de quiescéncia, poden mantenir-se fora de cicle esperant una senyal.

Es creu que la natura d’aquestes ce¢l-lules mare és glial, per tant se les anomena “glia

radial” (Garcia et al., 2004; Spassky et al., 2005; Hansen et al., 2010).

1.4.1. La neurogénesi al cervell adult

La neurogenesi persisteix a la edat adulta a partir de les cel-lules mare neuronals i les
cel-lules progenitores que resideixen a la zona subgranular (SGZ) del gir dentat (DG) de
I’hipocamp 1 la zona subventricular (SVZ), a la paret dels ventricles laterals (McKay,
1997; Gage, 2000; Alvarez-Buylla and Lim, 2004). Als rosegadors, aquestes cel-lules
donen lloc a neurones funcionalment madures de les capes del DG i a cel-lules del bulb
olfactori, després de varis passos de desenvolupament i presentant diferents fenotips
(Doetsch and Alvarez-Buylla, 1996; van Praag et al., 2002; Carleton et al., 2003; Ge et
al., 2007).

La neurogenesi a 1’hipocamp adult en condicions normals es deu a la incorporacié de
noves neurones als circuits implicats en la memoria i ’aprenentatge, funci6 basica de
I’hipocamp (Bruel-Jungerman et al., 2007). L’ hipocamp forma part del sistema limbic
del cervell, i t¢ un rol important en la consolidacié de la memoria a curt termini a
memoria a llarg termini, aixi com participar de l'orientacio6 espacial.

Concretament, la neurogenesi es realitza a la zona subgranular (SGZ) del gir dentat

(DG), una capa fins de cel-lules que resideix entre la capa granular 1 I’hilus (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Esquema de la formacio hipocampal d'un rosegador, amb les seves capes principals.
Les fletxes vermelles assenyalen les connexions neuronals entre capes.

A I’hipocamp, aquests progenitors son plastics, proliferen en resposta a certs senyals del
microambient encara per aclarir 1 migren fins al seu desti per a diferenciar-se a neurones
i glia (Kempermann et al., 2004; Rando, 2006; Ehninger and Kempermann, 2008;
Jessberger et al., 2008). En alla, aquestes noves neurones envien connexions a la regi6
més proximal de la capa piramidal CA3 1 o bé s’integren al circuit o bé degeneren

(Gould et al., 1997, Lledo et al., 2006).
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Figura 1.9: Esquema de la neurogeénesi a 1I’hipocamp adult a rosegadors, on es mostra el temps
en qué una neurona es forma, els estadis, els tipus cel-lulars i els marcadors histologics per a
diferenciar els estadis. PT1-3: Precursor tipus 1 a 3.

Els precursors neuronals es troben a la capa subgranular, 1 tots ells tenen una naturalesa
glial (expressen marcadors astrocitics com GFAP, Sox2 i nestina) (Goldman, 2003;
Alvarez-Buylla ef al., 2008). N’hi ha de tres tipus, que es diferencien per la combinacid
de marcadors, per la morfologia i per 1’estat cel-lular. El precursor tipus 1 (PT1)
comparteix les caracteristiques de la glia radial. perd mostra marcadors de llinatges
neuronals, com la molecula d’adhesié cel-lular neural amb acid polisialic (PSA-NCAM)
1 amb la regulacié adequada pot convertir-se en un neuroblast (c¢l-lula PT2). Les
cel-lules PT2 poden transformar-se en un PT3, 6 neuroblast de transicio, que es troba en
procés de diferenciacid i no pot tornar a desdiferenciar-se. Expressa també doblecortina
(DCX) un altre marcador del llinatge neural (Ehninger and Kempermann, 2008).
Aquesta cel-lula va madurant, migrant 1 diferenciant-se al llarg del temps fins a
convertir-se en neurones immadures, que ja tenen la capacitat de formar connexions
amb les neurones de la capa CA3 (Eriksson et al., 1998), 1 generen espines dendritiques
(Zhao et al., 2006). Les neurones immadures expressen alguns marcadors de neurona

madura, com ara la proteina NeuN, pero poden ser discriminades de les funcionalment
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madures per la manca d’expressid de calretinina. Aquestes cel-lules finalment maduren
fins a neurones i poden ser reconegudes amb el marcador calbindina. Pero fins a que no
passen un parell de mesos d’en¢a que sén neurones madures, no comencen a rebre

estimuls (Tozuka et al., 2005; Toni et al., 2007).

A banda de I’'importancia del bagatge genctic cel-lular que determinara el procés de
neurogenesi (Kempermann et al., 1997b), la generacid i la superviveéncia d’aquestes
noves neurones a 1’hipocamp es deu en part a factors estimulants, com un ambient
enriquit (Kempermann et al., 1997a), aprenentatge (Gould et al., 1999; Leuner et al.,
2006) 1 exercici fisic (Van Praag et al. 1999). Des del punt de vista molecular, els
neuroblasts reben diferents estimuls sinaptics per a la diferenciacidé i la maduracio.
Sembla ser que el principal estimul sinaptic que reben ¢s GABAergic (Tozuka et al.,
2005).

Les cel-lules endotelials 1 els astrocits també regulen la neurogeénesi amb la produccié de
molécules com els factors de creixement derivat del cervell, ’insulinic, el fibroblastic i
I’ependimal (BDNF, IGF, FGF 1 EGF, respectivament) (Doetsch, 2003). Els ninxols
neurogenics estan altament vascularitzats, de manera que es pensa que part de la
regulacido neurogenica hipocampal pot venir dels vasos sanguinis, amb regulacio
periferica (Palmer et al., 2000). Un dels factors que estimulen la neurogenesi és el factor
de creixement vascular endotelial (VEGF) (Jin et al., 2002; Schénzer et al., 2004).
Finalment, la neurogénesi també ve regulada pels estimuls sensorials 1 pels
neurotransmissors, tant classics, com per acetilcolina, glutamat, etc. com altres, com el
NO (Kempermann, 2002).

La neurogenesi es veu reduida amb I’edat i I’envelliment (Kuhn et al., 1996),
segurament degut a canvis hormonals, com 1’augment en corticosteroides (Cameron and
Gould, 1994; Cameron and McKay, 1999; Boku et al., 2010). Altres hormones
augmenten la capacitat neurogenica, com els estrogens (Kareva et al., 2012). L’estrés
fisic 1 fisiologic també redueixen la neurogeénesi, segurament també degut a canvis

hormonals (Cameron and Gould, 1994).
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1.4.2. La neurogénesi associada a la lesio del Sistema Nerviés Central

Hi ha evidéncies que la neurogenesi és estimulada després de lesions cerebrals com ara
I’isquémia (Kokaia and Lindvall, 2003; Liu ef al., 2007), I’atac d’apoplexia (Ekdahl e?
al., 2003), I’ablacié cortical (Magavi et al., 2000) i diferents tipus de lesid cerebral
traumatica (TBI) (Xiong ef al., 2010). Tamb¢ s’ha proposat que pot haver-hi infiltracid
de cellules mare periferiques en models de isquémia a partir dels vasos sanguinis
(Zhang et al., 2004). A més, alguns autors suggereixen que aquestes noves cel-lules
tenen la capacitat de migrar a les zones del cervell lesionades i1 diferenciar-se al tipus
cel-lular corresponent (Magavi et al., 2000; Gu et al., 2000; Jiang et al., 2001;
Arvidsson et al., 2002). També s’ha trobat neurogeénesi en malalties del CNS, com a la
malaltia d’ Alzheimer (AD) (Jin et al., 2004), la Corea de Huntington (HD) o la malaltia
de Parkinson (PD) (Curtis ef al., 2003).

S’ha proposat que la funcié de la neurogeénesi en aquestes condicions ¢és la de suplir les
funcions de les neurones que han mort (Parent, 2003). Tot i el potencial neurogenic, el
nombre de cel-lules que han migrat es diferencien 1 s’integren al circuit s molt baix, 1
d’aquestes les que sobreviuen €s encara més baix (Arvidsson ef al., 2002; Parent ef al.;
2002). Per tant, a la zona lesionada hi ha unes condicions de mancan¢a de senyals
trofics, d’excés de senyals inhibitories o un excés de molecules neurotoxiques que
impedeixen la supervivencia de les noves neurones (Romero-Grimaldi et al. 2006). A
més, la preséncia de la anomenada cicatriu glial també és un element inhibidor del

procés de regeneracio (Fawcett and Asher, 1999).

1.4.1. La reaccié microglial i la neurogénesi

Estudis recents donen a la microglia un paper important en la neurogeénesi induida per
una lesid, tot i que la seva funci6 és dual: mentre que hi ha factors que alliberen la
microglia que poden estimular la neurogenesi, sobretot en la fase aguda de la malaltia,
almenys en els primers estadis, la neuroinflamacié sempre acaba creant un ambient que
¢és negatiu per a la supervivencia de les noves neurones (Block et al., 2007; Das and
Basu, 2008; Ekdahl et al., 2009). Multiples estudis apunten que la microglia €s capag de
secretar factors neurotrofics que potencien la migracid i la diferenciacié de les cel-lules
mare neuronals in vitro (Aarum et al., 2003; Battista et al., 2006; Ekdahl, 2012). A més,
estudis in vitro mostren que la neurogenesi varia segons si la microglia esta activada en

condicions proinflamatories o no (Butovsky et al., 2006; Olah et al., 2009). Per tant,
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s’ha proposat que modulant [’activitat microglial es pot modular el procés de
neurogenesi (Kim and de Vellis, 2005).

D’altra banda, estudis recents en ratolins mostren que les propies NPC poden modificar
la activitat microglial, a més de la seva reproduccio i la capacitat fagocitica, a través de
la secrecid de factors trofics, jugant un paper en la integritat del teixit (Mosher et al.,

2012).

Quadre 2: Mecanismes per a estudiar la neurogenesi in vivo

Introducci6 d’analegs de nucleotids
A la introduccio d’analegs de nucleotids durant la divisié cel-lular (fase S del cicle
cel-lular) les cel-lules que estiguin proliferant durant la injeccid d’aquests analegs
quedaran marcades. N’hi ha de dos tipus: la timidina tritiada, que requereix deteccid
per autoradiografia (Altman and Das, 1965; Rogers, 1973) i1 la 5-bromo-2’-
deoxiuridina 6 BrdU, que es pot detectar per immunohistoquimica (Del Rio and
Soriano, 1989).

Marcatge genétic per retrovirus
Al marcatge genctic per retrovirus el virus entra al nucli durant la fase M del cicle
cel-lular 1 s’integra, integrant també un gen reporter com la proteina GFP, que
marca fluorescentment totes les cel-lules que han proliferat en una finestra de temps
(Price and Thurlow, 1988).

Expressio de marcadors especifics
Les neurones en desenvolupament expressen diferents marcadors segons 1’estadi de
maduracid (Figura 1.). Per tant, estudis d’immunohistoquimica amb els marcadors
histologics adequats i un marcador del llinatge cellular (per exemple, per
diferenciar neurones i glia) ens permet estudiar la neurogenesi in vivo.
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1.5. EL CANAL Karp

1.5.1. Canals ionics a la microglia

La microglia no activada en cultiu presenta un potencial de membrana de -50 mV
(Kettenmann et al., 1990; Norenberg et al., 1994; Chung et al., 1998). Quan aquestes
cel-lules s’activen amb LPS el potencial de membrana varia fins a -70 mV, segurament
per la presencia de canals i0nics rectificadors per entrada (Chung et al., 1999).

Estudis fets en rodanxes de cervell mostren que la microglia no activada té un potencial
de membrana molt baix, de -20 mV a rates joves (Boucsein et al., 2000) i de -52 i -29
mV a rates adultes (Boucsein ef al., 2003). On s’ha trobat una veritable activitat de
membrana és durant el desenvolupament post natal, quan hi ha la invasié microglial. La
microglia presenta una morfologia ameboide mentre migra, i aquesta presenta corrents
de membrana de K* (Brockhaus et al., 1993). Les cél-lules microglials no activades no
presenten corrents de K in vivo, perd si quan hi ha una activacié microglial deguda a
I’axotomia del nervi facial (Boucsein et al., 2000). Per tant la microglia presenta
corrents i0nics a través de canals de membrana (Farber and Kettenmann, 2005), els
quals permeten respondre a una velocitat elevada a pertorbacions en el microambient,
normalment augmentant I’entrada de calci, per a respondre intracel-lularment amb una
modificacié enzimatica (Walz and Bekar, 2001). També, I’activacid in vitro amb LPS
de cellules microglials porta a increments de la concentracié de calci intracel-lular
([Ca* ), la qual contribueix en part a la secrecid de citocines proinflamatories i NO.
Per tant, aquesta elevaci6 de la [Ca®']; pot jugar un rol central en la regulacié d’algunes

funcions de la microglia activada (Hoffmann ez al., 2003).

1.5.2. Estructura del canal K tp

El canal de potassi dependent de ATP (Katp) és un canal que acobla el potencial de
membrana al metabolisme cel-lular, tal i com s’ha demostrat en molts tipus cel-lulars,
com les cel-lules B-pancreatiques regulant la secrecidé d’insulina; la regulacié del to
muscular dels vasos sanguinis, i la regulacid de la excitabilitat a neurones i a muascul
esqueletic (Suzuki ef al., 2001; Rodrigo and Standen, 2005). La inhibicié del canal Katp
per part de I’ATP i I’activacid per part de nucleotids difosfat sén els que permeten que

I’estat metabolic de la cel-lula controli el potencial de membrana i1 la excitabilitat
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cel'lular. A més, hi ha estudis que suggereixen que 1’activacio del canal Katp com a
resultat d’un estrés metabolic, com la isquémia i la hipoxia, protegeixen el muscul, el
cor 1, fins 1 tot, el cervell (Aziz et al., 2011).

El canal Karp és un canal format per dos subunitats diferenciades: el canal de potassi
Kir, format per quatre subunitats de la subfamilia Kir6.x (Kir6.1 1 Kir6.2), i quatre
subunitats reguladores, receptors de sulfonilurees (SURI, SUR2A i SUR2B) que
pertanyen a la superfamilia de proteines d’uni6 a ATP, cadascuna unida a cada subunitat
Kir. El canal es troba actiu quan hi ha subunitats SUR unides a subunitats Kir (Babenko
et al., 1998). L’estructura final del canal Katp consta d’un hetero-octamer format d’un
homotetramer de quatre subunitats Kir embolcallades de quatre subunitats Kir.
L’assemblatge d’una subunitat formadora de porus amb una subunitat reguladora
particular genera canals amb diferents propietats electroquimiques, sensitivitat a
nucleotids 1 propietats farmacologiques (Mikhailov ez al., 2000).

La subunitat SUR presenta uns dominis d’uni6 a nucleodtids (NBD) els quals, a banda de
ser els llocs d’unid d’aquests son els que permeten 1’assemblatge amb la subunitat Kir
(Figura 1.0A).

La subunitat SUR esta formada per un complex de cinc dominis transmembrana i dos
complexes de sis dominis transmembrana cadascun, i els loops o llagos intracel-lulars
que uneixen aquests complexes son els que contenen els NBD. Perd també hi ha llagos
que uneixen els dominis transmembrana dins de cada complex, 1 és a certs dominis
concrets on es poden unir farmacs especifics ¢ sulfonilurees (Mikhailov ef al., 2001;
Campbell et al., 2003). La subunitat Kir esta composada per dos dominis
transmembrana lligats entre si per un llag extracel-lular (P loop), amb els segments
carboxi 1 amino-terminals a ’interior de la ce¢l-lula (Shi ef al., 2005). Es creu que té una
uniod fisica amb la subunitat SUR, entre 1’extrem C-terminal de SUR 1 el N-terminal de

Kir, formant un enllag peptidic (Mikhailov et al., 2005)(Figura 1.10B).
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N-terminal

Lloc d'unié a
sulfonilurees NBD2

C-terminal

Figura 1.10: Interaccions entre les subunitats Kir i SUR del canal Katp. (A) Esquema de
I’assemblatge del canal Krp vist des de dalt. Les quatre subunitats Kir es troben embolcallades
de les quatre subunitats SUR. En la interfase, es troben els NBD. (B) Estructura i esquema de la
unid entre la subunitat SUR (blau clar) i la subunitat Kir (blau fosc), i dels llocs d’uni6 a
sulfonilurees i nucleotids. NBD: dominis d’unié a nucleotids.

1.5.3. Rellevancia funcional del canal K rp a la cél-lula

Els principals reguladors de ’activitat del canal Karp sén I’ATP i I’ADP. L’ATP, en
abséncia de 16 Mg®", redueix ’obertura del porus, mentre que I’ADP, en preséncia de
Mg*", estimula I’obertura del canal. La figura 1.14 ens mostra el mecanisme: L’ATP, en
uni6 amb la subunitat Kir, pot canviar la conformacid del canal de manera que el porus
es fa més petit i es tanca. També pot mantenir-se unit a la subunitat SUR en forma de
MgATP, de manera que la seva hidrolisis provoca la obertura del porus, i1 la uni6 de

MgADP manté aquesta conformacid oberta (Nichols, 2006; Craig et al., 2008).
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Figura 1.11: Regulacid nucleotidica de
I’activitat del canal Kstp. El pont controlat
metabolicament es troba al final
citoplasmatic de la cavitat interna. La
interacciod del fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfat (PIP,) proporciona energia per
obrir els canals, 1 la unié6 de I’ATP
proporciona la energia per tancar els
canals regulats per lligand, segurament per
la unié fisica amb la helix “corredissa”
(helix verda). ElI MgATP s’uneix a
cadascun dels llocs d’uni6 a ATP (ABSs)
que es formen a 1’espai que hi ha entremig
dels llocs d’unié a nucleotids NBF1 i

e e NBF2 a cada subunitat SUR. L’hidrolisis
MEATPY 1A pp d’ATP al segon lloc resulta en un estat
i v conformacional  “activat”, que es

; transforma en una “empenta” de I’ATP

MgADP  aTp que inhibia a la subunitat Kir6.2. L’estat

“activat” persisteix fins la dissociacié del
MgADP, i pot ser mantinguda per la nova
uni6 de MgADP. De: Nichols, 2006.

També es regula 1’activitat del canal per fosforil-lacions sobretot mediades per les
proteines quinasa A (PKA) i C (PKC). Les fosforil-lacions de certs aminoacids canvia la
conformacié de la subunitat Kir, i t¢ una importancia especial en la musculatura
vascular per a la vasoconstriccid (Light, 1996; Niki ef al., 1997; Quayle et al., 1997).

L’exemple més estudiat de la funcid del canal Karp (Kir6.2/SURI) es troba a les
cel-lules B-pancreatiques i el seu paper al mecanisme de secreci6 d’insulina. quan
augmenta la concentracio sérica de glucosa, hi ha una augment de la seva captacid i
oxidacié a les cel'lules B 1 per tant hi ha un augment en la concentraci6 d’ATP
intracel-lular. Aquest ATP s’uneix a la subunitat reguladora del canal, fent que aquest es
tanqui i es despolaritzi la membrana plasmatica. Aquesta despolaritzacié obre els canals
de calci depenents de voltatge (CCDV) i provoca, per senyalitzacio per calci, la secrecio

d’insulina (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Esquema de la produccid d'insulina a la cél-lula B-pancreatica.

Un altre exemple del mecanisme d’accié directe del canal Karp €s al cas de la
vasodilatacio coronaria de les cel-lules del muscul llis: la vasodilatacio 1 la
vasoconstriccio 1liga la disponibilitat de glucosa i la despesa d’oxigen amb la correcte
arribada del flux sanguini al cor. La vasoconstriccid resultant de la obertura del CCDV
tipus L ve determinada pel tancament del canal Katp, que despolaritza la membrana, a
causa de la gran activitat metabolica que augmenta els nivells de ATP dins la cél-lula

(Dick and Tune, 2010).

Es coneix una gran quantitat de farmacs que interaccionen amb el canal Kapp i1
modifiques la seva activitat. En funcio de la seva accio sobre el canal aquests farmacs
s’anomenen KCO (obridors de canal de potassi) i KCC (tancadors del canal de potassi).
Entre alguns dels KCO trobem els derivats de dioxides, com la diazoxida, el pinacidil,
iptakalim, cromakalim, nitropirazol, penzopira, derivats de la benzamida i altres
compostos sintetics, com el P1075, entre altres (Buchheit and Fozard, 1999; Lawson,

2000).
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Entre els KCC trobem les sufonilurees com la glibenclamida ¢ la glipizida, ¢ altres

compostos com la iodoglibenclamida, azido-iodoglibenclamida ¢ tolbutamida.

Sulfonilurea

haa b
I |__l| Figura 1.13: Estructura molecular de la glizipida. En el requadre en
Glipizida ’ vermell hi ha representat el nucli de la sulfoniluera. De: Wikipedia, the

free encyclopedia.

Tant els KCC com els KCO tenen llocs d’unid als dominis transmembrana de la

subunitat SUR, i també als dominis d’unié a nucleotids, NBDI1 i 2 (Figura 1.10).
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Figura 1.14: Alguns KCO. De: (Shieh ef al., 2000)
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1.5.4. Els canals K tp al cervell

Al cervell, s’ha trobat expressio de canals Karp a neurones a diverses regions, incloent
la substantia nigra, el neocortex, I’hipocamp i I’hipotalam, 1 tenen un paper essencial en
el control de I’homeostasi de la glucosa (Miki ef al., 2001). En aquestes neurones, en un
estat de privacid energetica (com és el cas de I’hipoglicémia perod també de I’isquémia)
una depleci6 d’ATP provoca 1’obertura del canal Karp, que a la seva vegada
hiperpolaritza la membrana inhibint aixi la secrecid de neurotransmissors i
neurohormones disminuint 1’activitat neuronal. Si aquesta situacid s’agreuja i1 la
privacid energetica perdura en el temps o es fa més drastica es produira una mort
neuronal per manca d’activitat electrica (Yamada et al., 2001; Yamada and Inagaki,

2005). En aquests casos, una administracié de glibenclamida quan la lesid encara és
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aguda promou una millora funcional neuronal, a més que redueix la resposta
inflamatoria associada (Wali et al., 2012; Ortega, et al., 2012a, Simard et al., 2012). En
canvi, altres estudis suggereixen que una administracié de diazoxida a llarg termini
podria ser beneficiosa per a la superviveéncia neuronal (Jiang et al., 2004).

Les cel-lules epitelials que formen els vasos sanguinis que formen el sistema circulatori
del cervell també s’ha demostrat que tenen el canal Katp, 1 €s creu que esta implicat en
els processos de resposta cerebrovascular durant situacions tant fisiologiques com
patologiques (Rosenblum, 2003).

El nostre laboratori ha descrit I’expressio del canal Katp a microglia (Ramonet et al.,
2004a; Ortega et al. 2012a), qui controla 1’alliberament de mediadors pro-inflamatoris
(Virgili et al., 2011). En un model de neurodegeneraci6é a la rata i a mostres post-
mortem de malalts de AD, el nostre grup de recerca també ha demostrat que la microglia
reactiva expressa els components SUR del canal Karp), 1 que aquesta microglia reactiva
incrementa la seva expressio dels components del canal Karp Kir6.1, kir6.2, SURT i
SUR2B després de lesions cerebrals (Virgili ef al., 2011, Ortega et al., 2012b). A més,
hi ha estudis amb cel-lules BV-2 que mostren que aquest cultiu de microglia expressa
Kir6.1 1 SUR2, i que la aplicacio de KCOs (com la diazoxida) inhibeix la secrecio de
parametres proinflamatoris (Zhou et al., 2008).

S’han descrit canals Karp similars a la mitocondria (mitoKatp), localitzats a la
membrana mitocondrial interna, on juguen un paper clau al manteniment de
I’homeostasis mitocondrial i el gradient implicat en la cadena respiratoria (Ardehali and
O’Rourke, 2005). Estudis recents mostren que les unitats formadores del porus pot ser
diferent, fet que explicaria per qué no tots els farmacs afecten de la mateixa manera els
dos canals. Sembla ser que la microglia podria expressar també aquest mitoKarp

(Rodriguez et al., 2013).

1.5.5. Els canals de calci dependents de voltatge de tipus L

Estudis electrofisiologics suggereixen que la microglia expressa canals de calci
dependents per voltatge (CCDP), els quals permeten I’entrada de Ca®" (Colton ef al.,
1994; Silei et al., 1999; Hegg et al., 2000).

L’ estructura molecular d’aquest canal esta composada per cinc polipeptids diferents: la

subunitat a;, de 175 kDa, amb quatre dominis homolegs que formen el porus
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(transmembrana) 1 que conté llocs d’uni6 a antagonistes d’alta afinitat i llocs de
fosforilacid; la subunitat a,, de 143 kDa, exposat fora la cel-lula, que no conté cap mena
de lloc d’unio; i1 tres subunitats de baix pes molecular, la subunitat f (54 kDa)
intracel-lular, la subunitat y (30 kDa) i la subunitat 6 (27 kDa), aquestes dues ultimes

amb dominis transmembrana (Figura 1.).

Ancillary subunits

B P2 B3 Py Neuronal o, subunits
Y4 through yg
0.,-04 through 0.,-0, HVA Ca,1.2

Ca,1.3 } L-type

Ca,1.4

Ca, 2.1 P/Q-typd

Ca, 2.2 N-type

Ca, 23  R-type
LVA Ca,3.1

Ca, 3.2 } T-type
Ca, 3.3

Ca?*
Figura 1.15: Estructura molecular dels CCDV, i classificacié de les subunitats formadores del
porus. De: Khosravani and Zamponi, 2006.

La subunitat o;, subunitat formadora del porus i sensor de voltatge (Catterall et al.,
2005) forma part de la familia Ca,, 1 les diferents isoformes es relacionen amb les
diferents propietats electriques del canal (Khosravani and Zamponi, 2006): la familia
Ca,l pertany al tipus L, essent Ca,1.2 la subunitat a;c (nom del gen CACNAI1C),
Ca,1.3 la subunitat a;p (nom del gen CACNAI1D) i Ca,1.4 la subunitat o, (nom del gen
CACNAIF). La diferéncia que tenen és d’expressio, essent ojc 1 op presents a cervell
(neurones) i o F present a muscul esquelétic.

El CCDV tipus L regula diversos processos com la secrecié de neurohormones i
neurotransmissors, expressio geénica, estabilitat del mRNA, eficacia sinaptica, i

I’activitat d’altres canals i0nics (Bean, 1989; Bading et al., 1993; Ashcroft et al., 1994).

58



El CCDV tipus L té un paper a la supervivencia neuronal 1 al dany axonal induit per
isqueémia, per aix0 és considerat com una diana per a terapies dissenyades per a
interferir amb processos neuropatologics. Per tant, el bloqueig dels CCDV tipus L amb
dihidropiridines 6 nimodipina redueix el dany neuronal i millora la variaci6 de
comportament que ve acompanyat amb [’excitotoxicitat, el TBI 1 la isquémia
(Bielenberg et al., 1990; Zhu et al., 1999; Mattsson et al., 1999; Bernal et al., 2009).
Tot 1 aixi, els tractaments amb antagonistes de calci amb models d’hipoxia i d’isquémia
només han tingut una efectivitat del 50% (Horn et al., 2001), i aquests mateixos
inhibidors del CCDV presenten resultats contradictoris en nombrosos estudis de
excitotoxicitat mediada per calci (Frandsen et al., 1993; Rami and Krieglstein, 1994;
Berg et al., 1995; Small et al., 1997; Fryer et al., 1999; Horn et al., 2001; Petegnief et
al., 2004; Bernal et al., 2009).

Hi ha estudis electrofisiologics que indiquen que la microglia expressa un CCDV que

media la entrada de calci (Colton et al., 1994; Silei et al., 1999; Hegg et al., 2000).
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2. ANTECEDENTS, HIPOTESIS I OBJECTIUS DE TREBALL

2.1. ANTECEDENTS

Durant la ultima década s’ha intentat reduir la activitat microglial, sense atenuar-la del
tot, potenciant els elements beneficiosos com la fagocitosi i la neuroproteccio i evitant
els perniciosos, com la neurotoxicitat i la neuroinflamacio6 (Tan et al., 2012). Aixi, una
supressio o disminucid de D’alliberament dels productes neurotoxics per part de la
microglia la conduiria a una funcié neuroprotectora d’aquest tipus cel-lular (Skaper,
2011).

Per aixo, molts farmacs s’estan testant, sobretot antagonistes de proteines de membrana
que activen la microglia (Liu and Hong, 2003), farmacs antiinflamatoris no esteroideus
0 NSAIDs (Polazzi and Monti 2010), medicines herbals (Liu ef al., 2008), antibiotics
(Hayakawa et al., 2008) i analegs de neurotransmissors (Kawanokuchi et al., 2008).

El nostre grup de recerca ha demostrat que la microglia reactiva de rata i la humana
expressa els canals Karp in vivo, després d’un dany excitotoxic, i que aquest canal es
troba relacionat amb I’enzim glucoquinasa (Ramonet et al., 2004b). L’administracio
intrahipocampal de diazoxida, un activador del canal Karp, en un model de
neurodegeneracio a rata limita la activitat microglial i disminueix significativament la
pérdua neuronal associada a la lesid (Rodriguez et al., 2007), mentre que la
administraci6 oral de diazoxida atenua la progressio del procés neurodegeneratiu en un
model muri de esclerosi multiple (Virgili ef al., 2011). Aquests resultats indiquen que, a
diferéncia dels NSAIDs, la diazoxida disminueix la capacitat de resposta microglial
inhibint de forma simultania multiples factors proinflamatoris, allunyant 1’activitat
microglial de I’'umbral neurotoxic, amb molt pocs efectes secundaris.

D’altra banda, en un model de dany cerebral produit per radiacid, amb el subsegiient
procés d’inflamaci6 cronica, s’ha descrit una disfuncid del procés de neurogenesis que
es reverteix amb la administraci6 de NSAIDs (Monje et al., 2003). Sembla ser que
aquesta inhibicid del procés de neurogeénesis vindria donada per la alliberament de les
interleucines 1 1 6 (Kempermann and Neumann, 2003) per les quals el fenotip

microglial seria determinant en el procés de neurogenesis.
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2.2. HIPOTESI

La lesio excitotoxica a I’hipocamp de la rata adulta desencadena un procés
neurodegeneratiu  caracteritzat per una perdua neuronal progressiva, una
neuroinflamacid cronica 1 la potenciacid del procés de neurogénesi. En aquestes
circumstancies, ’activacié del canal Karp microglial mitjangant un farmac especific, la
diazoxida, hauria d’implicar una disminucié de D’activitat inflamatoria microglial, la
qual cosa comportaria i un alentiment del procés neurodegeneratiu hipocampal 1 una
potenciacid6 de la neurogenesi associada. El mecanisme d’accid del canal Karp
microglial podria implicar 1’activitat d’uns canals de calci dependents de voltatge
(CCDV) no descrits.

Per tant, en aquest treball es proposa estudiar in vitro 1’expressié microglial dels canals
Karp 1 CCDV de tipus L. Com a aproximacié farmacologica, també s’estudiara si
I’obertura del canal K5rp amb diazoxida modifica I’activitat pro-inflamatoria microglial,
frena la progressié de la lesid excitotoxica hipocampal 1 potencia la neurogenesi

associada.

2.3. OBJECTIUS

Per tot aix0 aquest treball planteja els segiients objectius:
1. Caracteritzar in vitro els efectes de 1’obertura del canal Katp amb diazoxida en

’activitat pro-inflamatoria i fagocitica de la linia cel-lular microglial BV2.

2. Determinar in vivo la dosi optima de diazoxida que, administrada oralment,
redueix la lesid excitotoxica a I’hipocamp de la rata amb NMDA.

3. Investigar in vivo com la diazoxida modifica en el temps la lesid excitotoxica
a ’hipocamp de la rata adulta, i la neuroinflamacié que porta associada.

4. Investigar in vivo com la diazoxida incideix en els processos de neurogeénesi
associada a la lesi6 excitotoxica a I’hipocamp de la rata.

5. Determinar in vitro i in vivo I’expressid microglial del CCDV 1 estudiar el seu

possible paper en el control de I’activitat pro-inflamatoria a la linia cel-lular microglial
BV2.
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3. MATERIALS I METODES

3.1. MATERIALS

3.1.1. Cél-lules

En el present estudi s’ha utilitzat la linia cel-lular murina BV-2. Aquesta linia cel-lular,
immortalitzada mitjancant la transfeccié de un retrovirus recombinant v-raf/v-myc , ha
estat subministrada a la Banca Biologica e Cell Factori (Interlab Cell Line Collection,

ICLC, Génova, Italia).

3.1.2. Animals

Es va treballar amb rates (Rattus norvegicus, sp) mascles de la soca Wistar, amb un pes
a I’inici dels experiments compres entre 200 1 225 grams, mantenint-se engabiades sota
un cicle controlat de dia-nit de 12 hores i amb lliure accés a menjar i aigua. Els animals
foren facilitats per I’estabulari de les Facultats de Medicina i de Farmacia de la
Universitat de Barcelona 1 manipulats a les seves instal-lacions segons les normatives
aprovades per la Generalitat de Catalunya (Decret 214/1997, DOGC n° 2450) i la
legislacio europea (86/609/EEC) sobre la manipulacid d’animals d’experimentacid. Es
va minimitzar al maxim el nombre d’animals usats, aixi com el seu sofriment, i tots els
procediments realitzats van ser aprovats pel Comité Etic de la Universitat de Barcelona

sota la supervisi6 de la Generalitat de Catalunya.

3.1.3. Reactius

- Totes les sals per a fer tampons i tots els dissolvents van ser subministrats per Merck
(Whitehouse Station, NJ, US), Scharlau (Barcelona, Spain) 1 Sigma-Aldrich (St. Louis,
CA, US)

- El PFA al 37%, la poly-L-Lysine, la poly-D-Lysine, el reactiu ABTS Enzymatic Assay
of Peroxidase, la acrilamida al 30%, I’APS, el TEMED, la soluci6 Trypan blue al 0,4%,
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el RIPA buffer, el reactiu TRI Reagent® RNA Isolation Reagent, i el BCP van ser
subministrats per Sigma-Aldrich (St. Louis, CA, US).

- El medi RPMI-1640 enriquit amb glutamina, FBS 1 penicil-lina - estreptomicina van
ser subministrats per Gibco (Gran Island, NY, US.).

- Les pastilles Complete Protease Inhibitor Cocktail van ser adquirides a Roche (Suissa)

3.1.4. Farmacs especifics

- El NMDA, la Dzx (Dzx), la nifedipina (Nif), la nimodipina (Nim), el BAY k8644, el
LPS, I’ IFNy i el BrdU van ser subministrats per Sigma-Aldrich (St. Louis, CA, US).

- El pentobarbital sodic va ser proporcionat per Vétoquinol (Lure Cedex, France).

3.1.5. Lots

- Els lots RT’ First Strand Kit, el RT’ profiler PCR array PAMM-011 (Mouse
Inflammatory Cytokines & Receptors) del SABiosciences’s RT° gPCR Master Mix i
’array Mouse Inflammatory Cytokines & Receptors RT’ profiler PCR Array van ser
subministrats per SuperArray Bioscience Corporation (Frederick, MD, US).

- El lot ¢DNA AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis kit® era de
Stratagene (CA, US).

- Els lots Nucelospin® RNA/Protein kit, PCR Core kit® 1 RNeasy Mini kit eren de
Qiagen (Studio City, CA, US).

- Les membranes de nitrocel-lulosa, les de PVDF 1 el lot per a revel-lar les
inmunodeteccions sobre membrana System ECL-Plus van ser subministrats per
Amersham Pharmacia Biotech (San Francisco, CA, US).

- El Murine TNFo. ELISA Development Kit va ser subministrat per PeproTech (London,
UK).

- El Mouse CXCL9/MIG DuoSet ELISA Development Kit i Mouse Ccl5/RANTES
DuoSet ELISA Development Kit van ser subministrats per R&D Systems (Minneapolis,
NM, USA).

- El TMB Substrate Reagent Set va ser subministrat per BD Biosciences (Franklin
Lakes, NJ, USA)
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- El Bicinchonic Acid Kit for Protein Determination era de Sigma-Aldrich (St. Louis,
CA, US).

- El lot First Strand cDNA Synthesis kit era de Fermentas (St. Leon-Rot, Germany).

- El lot SensiFAST™ SYBR Lo-ROX Kit va ser adquirit a Bioline (London, UK)

3.1.6. Anticossos

- L’anticos anti-NeuN era un anticos monoclonal de ratoli contra la proteina d’uni6 a
DNA especifica de neurones i1 va ser subministrat per Chemicon-Millipore (Billerica,
MA, US).

- L’anticos anti-GFAP era un anticos monoclonal de ratoli contra la GFAP 1 va ser
subministrat per Sigma-Aldrich (St. Louis, CA, US).

- L’anticos anti-BrdU era una anticos monoclonal de rata contra la 2-Bromo-deoxi-
Uridina (BrdU) va ser subministrat per AbdSerotec (Kidlington, OX, UK).

- L’anticos anti-Sp8 era un anticos policlonal de conill contra el factor de transcripciod
Sp8 dels neuroblasts de la SVZ. L’anticos anti-PSA-NCAM era un anticos policlonal de
ratoli contra la molécula d’adhesid que intervé en la neurogenesis. Ambdos van ser
subministrats per Chemicon-Millipore (Billerica, MA, US).

- L’anticos anti-calretinina era un anticos policlonal de conill contra la proteina d’unio
de calci, calretinina, especifica d’ una poblacio neuronal. Va ser subministrat per Swant
(Switzerland).

- Els anticossos policlonals anti-a,;c, anti-Kir’s i anti-SUR’s de conill eren de Alomone
Labs (Jerusalem, Israel).

- L’anticos a-tubulina-FITC 1 el Hoechst 33258 van ser subministrats per Sigma-
Aldrich (St. Louis, CA, US).

- Els anticossos secundaris anti-conill IgG de cabra conjugat a Alexa-fluor 488 i anti-
ratoli IgG de cabra conjugat a Alexa-fluor 555 eren de Invitrogen (Carlsbad, CA, US).

- El NGS, el NPS, la BSA, la peroxidasa conjugada a estravidina, a Cy3 o a FITC, 1 la
resta d’anticossos secundaris i productes per a la seérie de les reaccions de les

immunohistoquimiques van ser subministrades per Sigma-Aldrich (St. Louis, CA, US).
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3.1.7. Oligonucleotids

- Els encebadors per a ac, oyp, iNOS-II 1 18S van ser subministrats sota disseny per
TIB Molbiol (Berlin, Germany).
- Els encebadors per als experiments de PCR en temps real van ser subministrats per

RealTimePrimers.com (PA, USA).

3.1.8. Altres compostos

- La isolectina B4 de Bandeiraea simplifolia conjugada amb biotina 1 el violeta de Cresil
eren de Sigma-Aldrich (St. Louis, CA, US).

- Les FluoSpheres Carboxylate-modified microspheres van ser subministrades per
Invitrogen (Carlsbad, CA, US).

- El fura-2 acetoxymethyl ester era de Calbiochem (San Diego, CA, US).

3.1.9. Instrumentacio

- Autoclau AUTESTER —G (Anorsa, Barcelona, Espanya)

- Incubador Heraeus B 5061 EK (Firstenberg Machinery Company, Inc,
Richmond, CA, US)

- Centrifuga Megafuge 1,0 Heraeus Seratech (Heraeus, Buckinghamshire,
England)

- Bany termostatat Precisterm S-140 (Anorsa, Barcelona, Espanya)

- Puntes de pipeta de varis volums i pipetes de Cultiu esterils (Rubilabor,
Barcelona, Espanya)

- Raspadors de cel'lules esterilitzats, plaques d’ELISA base plana i flascons
de cultiu T150, T75 1 T25 cc, esterils (Nunc, Roskilde, Denmark)

- Pipetes automatiques (Gilson, Middleton, WI, USA)

- Pipeta multicanal (Biohit, Helsinki, Finland)

- Shandon Sequenza Slide Rack de Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)

- Lector de plaques ELISA Tecan Sunrise (Tecan, Mainnedorf,

Switzerland)
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Camera amb un dispositiu de carregues acoblades (6 charge-coupled device,
CCD) model CH250 de Photometrics (Tucson, AZ,US)

Ordinador Macintosh 840AV; Apple, Inc. (Cupertino, CA, US)
Termociclador MJ Mini™ Thermal Cycler PTC-1148 (Bio-rad, Madrid,
Espanya)

Espectrofotometre NanoDrop N1000 de Thermo (Wilington, DE, US)
Bioanalyzer 2100 de Agilent (Santa Clara, CA, US)

Termociclador real-time PCR: Applied Biosystems Stem One Plus® Real
Time PCR Systems de Applied Biosystems (Carlsbad, CA, US)

Plaques de 96 pous per a real-time PCR: Squirted PCR plate (VWR,
Barcelona, Spain)

Optical Adhesive Covers PCR compatible de Applied Biosystems (Carlsbad,
CA, US)

Transil-luminador MacroVue™ UV-25 (Hoefer, Holliston, MA, US)
Sistema de Adquisicié d’imatges Alphadigidoc Pro (Alpha Innotech, Santa
Clara, CA, USA)

Sistema de Adquisicid d’imatges Carl Zeiss (Gottingen, Germany)

Aparell  revel'lador  films Curix 60 (Agfa, México D.F.
Mexico)

Instrument estereotaxic (David Kopf, Carnegie Medicine, Sweden)

Xeringa Hamilton de 5 pLL (Bonaduz, GR, Switzerland)

Bomba d’infusié (CMA/100; Carnegie Medicine, Sweden)

Agulla d’alimentaci6: Stainless Steel Straight Feeding Needle, 16 Gauge,
76.2 mm (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA)

Aparell de mesura de glucosa: Glucocard ™ G+ meter (Menarini
Diagnostics , Badalona, Spain)

Tires reactives mesura glucosa: Glucocard ™ G sensor (Menarini
Diagnostics, Badalona, Spain).

Criostat model Shandon-Cryotome FSE de Thermo Scientific (Waltham,
MA, USA)

Portaobjectes normals i silanitzats (VWR Scientific Inc., Philadelphia, PA,
US)

Cobreobjectes rectangulars 1 rodons (diametres 10 mm 1 25 mm) (VWR

Scientific Inc., Philadelphia, PA, US)
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- Microscopi confocal Leica TCS SL laser scanning (Leica Microsystems
Heidelberg GmbH, Mannheim, Germany)

- Microscopi optic Zeiss Axiolab (Gottingen, Germany).

- Microscopi de fluorescéncia Zeiss Axio Observer (Gottingen, Germany).

- Microscopi invertit d’epifluoresceéncia Diaphot-300 (Nikon, Tokyo, Japan)

Es va utilitzar aigua MilliQ per a fer totes les solucions, les quals es conservaren a 4 °C

excepte en els casos en que el protocol ho exigia.

3.2. METODES

3.2.1. Manteniment de la linia cel-lular BV-2

Les cel-lules BV-2 han estat cultivades en medi RPMI enriquit amb FBS inactivat al
5% (v/v), 100 U/mL de penicil-lina i 100 mg/mL d’estreptomicina, en un incubador a
37 °C y 5% CO,, Les plaques 1 els flascons de cultius van ser subministrats per Nunc
(Roskilde, Denmark).

Quan el numero de cel-lules ocupava tota la superficie del recipient on es trobaven

sembrades fou necessari realitzar una dilucié en una nova placa amb medi fresc:

1. Es rascaven les parets del flascé de T-75 cc amb un raspador per a separar les
cel-lules en monocapa.

2. Esprenien 1’5 mL de la solucio que contenia les cel-lules en suspensid i es diluia en
13’5 mL de medi de cultiu a (37 °C) en un nou flascé T-75 cc a dilucio 1:10,

3. S’introduia el flasco en I’incubador a 37 °C, 5% CO, fins a la nova confluéncia o

fins a la realitzacié d’experiments.

Un cop obtingut el cultiu microglial 1 previ a la realitzacié dels experiments, una part de
les cel-lules es van congelar en N, liquid i s’han mantingut a la  Unitat de
Criopreservacid de I’Hospital Clinic de Barcelona. D’aquesta manera se n’han

descongelat de noves quan ha sigut necessari per a realitzar experiments. Totes les
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manipulacions amb les ce¢l-lules s’han realitzat dins una campana de flux laminat i en

condicions i materials estérils.

i

© =N W

9.

Es resuspenien les cel-lules amb ajuda d’un raspador

Es traspassaven a un tub i es centrifugaven a 1000 rpm (300 g) durant 10 minuts.

Es descartava el sobrenedant.

Es resuspenien en 1 mL de medi de cultiu.

Medi de cultiu: 500 mL medi RPMI 1X d’invitrogen

10 mL Fetal Bovine Serum-GIBCO inactivat (30 min, 56°C)

I mL Antibiotic: Penicillin-Streptomycin

Es calculava la seva concentracié mitjangant la cambra de Neubauer.

Es centrifugaven a 1000 rpm durant 10 minuts.

Es descartava el sobrenedant.

El sediment es resuspenia en 900 pL de FBS inactivat i es transferia el contingut en

un criovial rotulat.

Se 1i afegien 100 uL. de DMSO.

10. Les cel-lules s’emmagatzemaven a -80 °C durant 48 h.

11. Finalment, les cel-lules es conservaven en N, liquid a I’ Area de Criopreservacio.

3.2.2. Manipulacié farmacologica de les cél-lules BV-2

Per a realitzar els experiments amb les cél-lules és necessari treballar sempre amb la

mateixa concentracid de cel-lules per unitat de volum. Al nostre cas, eren 50000

cel-lules/mL. Per a calcular el nombre de ce¢l-lules utilitzavem la cambra de comptatge

de Neubauer i un microscopi optic.

VE

Figura 3.4: Esquema de la
utilitzaci® d'una cambra de
Neubauer. Basat en Strober
(2001).



El metode és col-locar, sobre la cambra de Neubauer (Figura 3.1) un cobreobjectes i
injectar en I’espai entre el cobreobjectes i la cambra 10 pL de la suspensid cel-lular.
Seguidament es posava sobre el microscopi Optic i es comptava el nombre de cel-lules
sobre les quatre arees exteriors (L, imatge). Observant un total de x ce¢l-lules entre les

quatre arees, la concentracio a la suspensio cel-lular sera :

Concentraci6 a la suspensio (cel-lules/mL) = 10000 (x/4)

Abans de les activacions, les cel-lules es sub-cultivaven en plaques de 24 pouets 0 en
flascons de 75 6 150 cc, a una densitat de 5x10* cél-lules/mL durant 24 hores. Els
pouets s’agrupaven en grups, segons si s’havien d’activar o no o de tractar o no.
Generalment, es dividien en quatre grups diferents: a) Un grup sense manipular,
anomenat control; b) Un grup on les cel-lules no foren activades pero si incubades amb
el farmac especific (Nif 10 uM, Nim 25 uM, Bay k8644 10 uM 6 Dzx 1 uM), 48 hores
després de la sembra, anomenat control tractat; c) un grup anomenat activat, on les
cel-lules BV2 van ser activades 24 hores després de la sembra, amb una barreja de LPS 1
IFNy a una concentracié de 0,1 pg/mL 1 0,5 ng/mL, respectivament, tal 1 com esta
descrit per Saura (Saura et al., 2003), i d) el grup anomenat activat tractat, on les
cel-lules eren activades i posteriorment tractades. 48 hores després de 1’activacid, es
raspaven les cel-lules, es recollia el medi de cultiu, es precipitaven les cel-lules durant
10 minuts a 1000 rpm (6 300 g). Les c¢el-lules es separaven 1 es processaven per a
posteriors estudis bioquimics i el medi de cultiu es congelava fins a la seva utilitzacio.

Per a experiments de immunocitoquimica, es seguia el mateix protocol amb la unica
diferéencia que les cel-lules es sembraven sobre cobreobjectes rodons de 10 mm,
previament tractats amb poli-D-Lisina (10% en aigua destil-lada esteril, 10 minuts)

sobre plaques de 24 pouets.
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Figura 5: Esquema de la manipulaci6é amb la linia cel-lular BV-2



3.2.3. Test de viabilitat per Trypan blue

El colorant Trypan blue té la capacitat de marcar les cel-lules mortes o que estan morint,
ja que les cel-lules viables no I’incorporen. El protocol que es va seguir va ser el de
Strober (2001):
1. Raspar les cel-lules amb un raspador per a crear una suspensié cel-lular.
2. Afegir a un tub Eppendorf: 0,3 mL de HBSS
0,5 mL de la solucid Trypan blue al 0,4%
0,2 mL de la suspensio cel-lular
3. Després de barrejar amb la pipeta amb cura, incubar durant 10 minuts a TA.
4. Pipetejar 10 pL i transferir-los a la cambra de Neubauer. Comptar el nombre de

cel-lules tenyides de blau respecte el nombre de cel-lules totals.

(-
f B + HBSS
U +Trypanblue
u B solution
d g 10 min
e e L 0
=t e -
— ] o
o o — -
= o
5 z
o o .
Figura 6: Esquema de
[2]
o 1O 5 protocol de Trypan
S Blue.

3.2.4. Valoracio de la concentracio de nitrits en el medi

Els medis es van extreure de les plaques de cultiu, 1 es van precipitar les cel-lules amb
una centrifugacié de 1000 rpm (300 g) durant 10 minuts. Seguidament es va separar el
medi i es va congelar a -20 °C fins a la seva utilitzaci6. Cada cop que es necessitava es
descongelava en gel.

Vam mesurar la concentracié de NO produida per les cel-lules mitjangant la mesura de
la concentracio de I’id nitrit (NO;'), en un assaig basat en la reaccié de dissociacid

descrita originalment per Griess (Griess, 1879):
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1. Enuna placa d’ELISA de 96 pous s’introduien 50 puL de I’estandard o de la mostra.

2. S’afegien 25 pL de la soluci6é de Griess A (sulfanilamida 1% 1 acid fosforic 5%) i
s’incubava durant 5 min.

3. S’afegien 25 pL de la solucié de Griess B (0,1% N-1-naphtylenediamine
dihydrochloride ) i s’incubava durant 10 min.

4. Es llegia la absorbancia a 540 nm en un lector de plaques.

3.2.5. Valoracio de la concentracié de TNFa en el medi

El TNFa es va valorar amb un lot subministrat per Peprotech (Murine TNFo ELISA

Development Kit), de la manera que segueix:

Preparacio de la placa

1. Diluir I’anticos de captura (anti-m TNFa de cabra purificat + 2,5 mg D-manitol) en
PBS 10 mM en una concentracié de 1 pg/mL i administrar 100 pL de la solucié a
cada pou de la placa d’ELISA. Segellar la placa i incubar O/N a temperatura
ambient.

2. Aspirar els pous i rentar 4 cops la placa amb tampo de rentat: Tween20 al 0,05% en
PBS, 300 pL per pou.

1. Afegir a cada pou 300 pL de tampo de bloqueig: BSA a 1’1% en PBS, 1 h a
temperatura ambient.

2. Aspirar els pous i rentar 4 cops la placa amb tampé de rentat: Tween20 al 0,05% en

PBS, 300 pL per pou.

Protocol d’ ELISA

1. Construir un patr6 estandard (mTNFa recombinant) des de la concentracié 0 ng/mL
a 2 ng/mL en soluci6 diluent (Tween20 al 0,05% 1 BSA al 0,1% en PBS 10 mM).

2. Administrar 100 pL. de I’estandard o de la mostra a cada pou per triplicat i incubar 2
h a temperatura ambient.

3. Aspirar els pous i rentar 4 cops la placa amb tampd de rentat: Tween20 al 0,05% en

PBS, 300 pL per pou
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4. Diluir ’anticos de deteccid (anti-m TNFa de cabra biotinilat + 2,5 mg D-manitol) en
solucié diluent (0,25pug/mL) 1 administrar-ne 100 pL per pou. Incubar 2 h a
temperatura ambient.

5. Aspirar els pous 1 rentar 4 cops la placa amb tamp6 de rentat: Tween20 al 0,05% en
PBS, 300 pL per pou

6. Diluir I’avidina HRP conjugada 1:2000 en solucié diluent i administrar-ne 100 pL
per pou. Incubar 30 min a temperatura ambient.

7. Aspirar els pous 1 rentar 4 cops la placa amb tamp6 de rentat: Tween20 al 0,05% en
PBS, 300 pL per pou

8. Revelar amb la soluci6 ABTS (100 pL per pou) i llegir en un lector de plaques a
405 nm

3.2.6. Valoracio de la concentracio de CXCL9 i Ccl5 en el medi

Les quimioquines CXCL9 i Ccl5 es van valorar amb els respectius lots subministrats
per R&D Systems (Mouse CXCLY/MIG DuoSet ELISA Development Kit 1 Mouse
Ccl5/RANTES DuoSet ELISA Development Kit) seguint les instruccions del fabricant:

Preparacio de la placa

3. Diluir els anticossos de captura (anti-ratoli MIG de cabra 6 anti-ratoli RANTES de
rata) en solucid diluent (PBS 10 mM, pH=7,2-7,4, 1% BSA) a una concentraci6
200 ng/mL i 2 pg/mL, respectivament, i administrar 100 pL de la soluci6 a cada pou
de la placa d’ELISA. Segellar la placa i incubar O/N a temperatura ambient

4. Aspirar els pous 1 rentar 4 cops la placa amb tampo de rentat: Tween20 al 0,05% en
PBS, 400 pL per pou

3. Per a realitzar el bloqueig de les unions inespecifiques, afegir a cada pou 300 puL de
soluci6 diluent, 1 h a temperatura ambient

4. Aspirar els pous 1 rentar 4 cops la placa amb tampo de rentat: Tween20 al 0,05% en

PBS, 400 pL per pou

Protocol d’ ELISA
9. Construir un patré estandard (MIG 6 RANTES de ratoli recombinant) des de la

concentracio 0 ng/mL a 1 ng/mL 6 2ng/mL, respectivament, en solucié diluent
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

Administrar 100 pL de I’estandard o de la mostra a cada pou per triplicat 1 incubar 2
h a temperatura ambient.

Aspirar els pous i rentar 4 cops la placa amb tampd de rentat: Tween20 al 0,05% en
PBS, 400 pL per pou

Diluir I’anticos de deteccid (anti-ratoli MIG de cabra 6 anti-ratoli RANTES de rata
biotinilats) en soluciéo diluent (200 ng/mL i 400 ng/mL, respectivament) i
administrar-ne 100 pL per pou. Incubar 2 h a temperatura ambient.

Aspirar els pous 1 rentar 4 cops la placa amb tamp¢6 de rentat: Tween20 al 0,05% en
PBS, 400 pL per pou

Diluir I’avidina HRP conjugada 1:200 en solucié diluent i administrar-ne 100 pL
per pou. Incubar 20 min a temperatura ambient

Aspirar els pous 1 rentar 4 cops la placa amb tamp¢d de rentat: Tween20 al 0,05% en
PBS, 400 pL per pou

Afegir 100 pL per pou de la solucio TMB (barreja 1:1 de la solucid A, H,O», i de la
solucié B, TMB) i revelar durant 20 minuts

Aturar el revelat amb una soluci6 2 N de H,SOq, 50 pL/pou

Llegir en un lector de plaques a 450 nm

3.2.7. Extraccio de mRNA i proteines de les cél-lules BV-2

A banda del medi de cultiu, també es va fer una extraccié del RNA total 1 de les

proteines de les cel-lules BV-2, per tal de realitzar experiments de RT-PCR 1 array de

PCR 1 experiments de Western Blot, respectivament. En aquest cas, es varen fer quatre

grups: un de control, on les cel-lules no foren activades. Un segon de control tractat, on

les cel-lules no foren activades pero si tractades amb Dzx a una concentracié 10 uM. Un

de tercer on les cel-lules foren activades amb LPS+IFNy. I un quart on les c¢l-lules

foren activades 1 tractades amb la Dzx. Aquests experiments es feien sobre flascons de

150cc 1 per duplicat, ja que a les cel-lules activades hi ha una disminuci6 drastica del

nombre de cél-lules.

Extraccié de mRNA i proteines

1. Amb un raspador es separen les cel-lules adherides de la paret del flasco T-75 6

T-150 cc i es compten les cel-lules
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2. Les cellules es sedimenten a 300 g 6 1000 rpm durant 10 min
3. Es guarda el sobrenedant (S/N) i es resuspen el sediment en 1 mL de PBS esteril
fred
4. Separar en dos tubs eppendorf: 2/3 per a RNA (1-10° cél-lules) i 1/3 per a
proteines
Aillament del RNA total

Per I’aillament del RNA total s’ha utilitzat el lot Nucelospin® RNA/Protein. Es continua

a partir del pas 4 de I’apartat anterior:

10.

11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.
18.

Les cel-lules es sedimenten a 300 g 6 1000 rpm durant 10 min.

Es resuspenen en 350 pL de la solucié RP1 i 3.5 puL de B-mercaptoetanol i
s’agita vigorosament.

El lisat es centrifuga a 11000 g durant 1 min.

El lisat se fa passar 5 vegades a través d’una xeringa de 9 mm.

S afegeixen 350 uL d’etanol (70%) al lisat, barrejant-lo amb la pipeta.

Per a cada una de les preparacions, es pren una columna NucleoSpin® RNA
Protein 1 s’ introdueix en un tub de centrifugacié de 2 mL. El lisat es carrega i es
centrifuga a 11000 g durant 30 segons. Es descarta el sobrenedant amb el tub
col-lector.

La columna s’introdueix en un nou tub col-lector.

S afegeixen 350 uL de MDB (Membrane Desalting Solution) i es centrifuga a
11000 g durant 1 min. Es descarta el sobrenedant amb el tub col-lector.

La columna s’introdueix en un nou tub col-lector.

Es prepara la mescla »DNase reaction en un tub de microcentrifuga esteril,
afegint 10 pL de rDNase I reconstituida a 90 pL de »DNase reaction

S’aplica 95 pL de rDNase reaction directament al centre de la membrana de
silica de la columna. S’incuba a temperatura ambient durant 15 min.

S’afegeixen 200 puL de la solucio de rentat RA2 a la columna NucleoSpin®
RNA/Protein column 1 es centrifuga a 11000 g durant 30 segons. Es descarta el
sobrenedant amb el tub col-lector.

La columna s’introdueix en un nou tub col-lector.

S’afegeixen 200 puL de la solucio de rentat RA3 a la columna NucleoSpin®
RNA/Protein column i es centrifuga a 11000 g durant 30 segons.
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19. Es descarta el sobrenedant amb el tub col-lector.

20. Es torna a fer el rentat amb 250 pL de la solucié RA3 a la columna.

21. Es centrifuga el tub sol a 11000 g durant 2 min.

22.S’elueix el RNA en un tub eppendorf esteril i RNAasa free, aplicant sobre el

filtre 60 uL d’H,O (RNase-free) centrifugant 1min.

23. Es mesura la concentracié de RNA al NanoDrop N1000 i la qualitat d’aquest al

Bioanalyzer.

Aillament de les proteines totals

Es continua a partir del punt 4 de I’apartat anterior a I’anterior:

5.
6.

3.2.8

S vk w

Centrifugar a 1100 rpm durant 5 minuts

Descartar el S/N 1 resuspendre les cel-lules en cocktail RIPA a 4 °C (fins a
10”ceél-lules 1mL, per a menys 300-400 uL)

Incubar 15 minuts en inversio ¢ orbital a 4 °C

Centrifugar a 14000 rpm durant 15 minuts a 4 °C

Recollir el S/N, que €s on estan les proteines.

. Determinacio de la concentracio de proteines pel Métode de Bradford

Realitzar una mostra patr6 a partir de concentracions conegudes de BSA en PBS
0,01 M: 0,04-0,2-0,04-0,8-1,2—1,6-2 mg/mL

Preparar per triplicat dilucions de la mostra problema a estudiar

Afegir el reactiu de Bradford en una proporcié de 40:1 respecte la mostra

Medir I’absorbancia en 1’espectrofotometre a 595 nm

A partir de les concentracions conegudes de BSA calcular la concentracié de la

mostra problema

3.2.9. Array de PCR de la resposta inflamatoria modulada per Dzx

Per a realizar aquest experiment es va utilizar les mostres de RNA extretes a 1’apartat

anterior. Per recomanacions del fabricant del PCR Array, 1 pg de mRNA de cada

mostra es va convertir a ¢cDNA usant el lot RT® First Strand Kit. La expressio

quantitativa del mRNA de 84 citoquines i els seus receptors es va fer amb 1’array Mouse

Inflammatory Cytokines & Receptors RT’ profiler PCR Array. Les PCRs es van dur a
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terme usant el lot RT” profiler PCR array PAMM-011 (Mouse Inflammatory Cytokines
& Receptors) del lot S4Biosciences’s RT° gPCR Master Mix (SuperArray Bioscience

Corporation). El protocol que es va utilitzar es detalla a continuacio.

RT-PCT
Les reaccions de retrotranscripcié es van dur a terme usant el lot RT° First Strand Kit:
1. Preparacid de la barreja d’eliminacié de DNA genomic (GE):
1 ug de RNA
2 uL del reactiu GE
H,O lliure de RNAases fins a 10 uL.
2. Incubacid de la reaccié a 42 °C Durant 5 minuts.
3. Refredar en gel durant, almenys, un minut
4. Afegir els seglients components per a la reaccid de la retrotranscripcio:
4 uL del tampd 5X RT buffer
1 pL de la barreja Primer and External Control Mix
2 uL de la barreja RT Enzyme Mix
3 uL de H,O lliure de RNAases
5. Incubar durant 5 minuts a 42 °C i immediatament aturar la reaccié a 95 °C
6. Afegir-hi 91 pL de H,O lliure de RNAases
7. Posar les mostres en gel abans de realitzar 1’array de PCR 6 la PCR en temps real 6

guardar-les a -20 °C

Array de PCR
La barreja de reacci6 es va realitzar amb el RT° gPCR Master Mix, mentre per la placa
de 96 pous on hi ha els 84 gens i els housekeeping vam utilitzar el lot RT* profiler PCR
array PAMM-011, El protocol que vam seguir es detalla a continuacio:
1. Barrejar en un tub falcon els segiients reactius:
1350 pL de la barreja 2X SDABiosciences RT> qPCR Master Mix
102 puL del cDNA diluit de 1’apartat anterior
1248 pL H,O lliure de RNAases
2. Afegir 25 pL de la barreja a cada pou de la placa PCR Array de 96 pous

3. Treure les bombolles, segellar la placa i centrifugar 1 minut a 1000 g
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Condicions de la PCR: Holding Stage: 95 °C 10 min. 1 cicle
Cycling Stage: 95 °C 15 seg. + 60 °C 1 min. 40 cicles

Les reaccions de les PCR en temps treal es van dur a terme amb el termociclador Stem

One Plus® Real Time PCR Systems de Applied Biosystems.

3.2.10. Reaccié en cadena de la polimerasa per transcripcié reversa (RT-PCR) i

PCR de les subunitats ;¢ i a;p del CCDV

El nostre objectiu va ser el de determinar si hi ha expressio de les subunitats del CCDV
tipus L a la linia cel-lular murina BV-2. Les mostres que vam utilitzar van ser el mRNA
purificat de les mostres control i mostres activades de 1’apartat anterior. Per tal de
determinar-ho vam realitzar una retrotranscripcié seguida d’una amplificacié d’aquests
gens. Per realitzar la conversi6 de RNA a cDNA s’ha utilitzat el lot: ¢DNA
AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis kit®, 1 per fer la PCR s’ha utilitzat
el lot Taq PCR Core kit® .

Retrotranscripcio
Les reaccions de retrotranscripcid es van dur a terme usant encebadors aleatoris seguint
el protocol del lot AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis kit:
1. Preparaci6 de la reaccid en un tub de microcentrifuga:
1 pg de RNA
3 uL de encebadors aleatoris
H,O lliure de RNAases fins a 15,7 uLL
1. Incubacié de la reaccié a 65 °C Durant 5 minuts.
2. Deixar refredar 10 minuts a temperatura ambient
3. Afegir els segiients components per ordre:
2 uL del tampd 10X Affinity Script RT buffer
0,8 uL dels dNTPs (cadascun d’ells a 25 mM)
0,5 uL del RNase Block Ribonucleaselinhibitor
1 uL del Affinity Script Multiple Temperature RT
4. Incubar durant 10 minuts a 25 °C

5. Incubar a 55 °C durant 60 minuts
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PCR

6. Incubar a 72 °C durant 15 minuts

7. Posar les mostres en gel abans de realitzar la PCR ¢ guardar-les a

-20 °C.

Les reaccions de PCR es van dur a terme usant el protocol del lot Tag PCR Core kit 1 en

les condicions donades per Toba (Toba et al., 2005). Es van utilizar 2 pL. del producte

de RT, que corresponen a 0,1 pg de cDNA total.

Les seqiiencies dels encebadors per a ajc, ajp 1 de la

codificant, que s’utilitzava com a control, van ser:

seqliencia del mRNA no

Gen Accession Tamany Forward (5'-3") Reverse (5'-3")
number
Cacnalc | NM_009781 223 pb | CCAGAGAAGAAGTGGG | AGCAAGCAATGACAGGAA
TTA A
Cacnald | AKO018426 226 pb | GCATCATCTTCCTGGAT | CCTTGCTGAATCTGGGTCT
CAC A
Nos2 NM 010927 | 497 pb | CCCTTCCGAAGTTTCTG | GGCTGTCAGAGCCTCGTG
3 GCAGCAGC GCTTTGG
18S NR_003278. | 488pb | TCAAGAACGAAAGTCG GGACATCTAAGGGCATCA
1 GAGG CA

Taula 3.1: Seqii¢ncies dels encebadors que es van utilitzar per als experiments de PCR. De:
Toba et. al., 2005.

Aquestes seqiiéncies es van extreure de l’article de Toba (Toba ef al., 2005). La

seqiiencia del mRNA 18S no codificant va ser usada com a control.

1. Es fala segilient barreja per reaccio:

Barreja Volum (uL)

10X Bufter 2.5
dNTP Mix 0,5

Taq DNA polimerase 0,125

Free RNase Water 16,875
Reverse Primer 1,5
Forward Primer 1,5
Template cDNA 2
Volum final 25

Taula 3.2: Barreja de la reaccid per a la PCR
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2. Es falareaccio amb les segiients condicions del termociclador:

Passos Temps | Temperatura (°C)
Desnaturalitzacio i activacio 15° 95
Desnaturalitzacio 30 95
“Annealing” 30 55
Extensio 45 72
Nimero de cicles X40
Extensi6 final 5

3. Els productes de PCR resultants han estat sotmesos a una electroforesis en un gel
d’agarosa al 1,5% amb 3 pL de bromur d’etidi (10 pL/pou). Les bandes han

estat visualizades utilitzant el transiluminador i fotografiades amb el sistema

d’adquisicié d’imatges Alphadigidoc Pro.

Taula 3.3: Condicions de la PCR.

3.2.11. Western-blot de la subunitat a;c a les cél-lules BV2

A continuacid es va realitzar un experiment de Western Blot per tal de determinar la

quantitat de proteina de la subunitat a;c del CCDV que hi ha a les cel-lules BV-2, tant

activades com no.

Separacio electroforética de proteines en un gel SDS-PAGE

1. Construir el gel al percentatge adequat d’ acrilamida pel pes molecular de la

proteina que separem segons la segiient taula:

5% [ 75% | 10% | 12 % | 15 % | Gel de Stacking (3%)
AA/BA (30%) (mL) | 1,67 | 2,5 333 | 40 5,0 0,5
Lower-tris (mL) 2,5 2,5 2,5 25 2.5 -
Upper-tris (mL) - - - - - 1,23
APS (10%) (uL) 70 70 70 70 70 30
H,0 (mL) 575 | 492 | 4,09 | 342 | 242 3,21
TEMED (uL) 10 10 10 10 10 10

Taula 3.4: Composicid dels gels d'acrilamida segons el pes de la proteina.

Al cas de la subunitat a;c la concentracio va ser del 10%.
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2. Carregar 30 pg de proteina per pou de cada mostra

3. Fer correr el gel, 20 min a 80 V ilaresta a 100 V en un tampd compost de:

Glicina 1,92 M

Tris 0,25 M
0,1% de SDS

Transferéncia electroforética del gel a una membrana de PVDF

1. Activar la membrana de PVDF en metanol durant 1 - 2 minuts.

2. Construir un sandvitx seguint el segiient esquema (préviament s’han de remullar

tots els components en tampd de transferéncia durant uns minuts):

Esponja —» [

Gel

Pol -

<— P. Whatman (3)

. <+— Memb.
Esponja —| | 4— P. Whatman (3)
I |

Pol +

Figura 3.7
Esquema  del
muntatge  del
"sandwitch".

3. Realitzar la transferéncia a 4 °C 1 100 V durant 1 h en el tamp6 de transferéncia:

Tris 0,12 M
Glicina 0,027 M
20 % de metanol

Immunodeteccio de la subunitat a;c sobre membrana

1. Rentar la membrana dues vegades en TBS-Tween (TBS-T), 10 minuts cada una:

Tris 100 mM
NaCl 1,4 M

1% de Tween 20

pH 7.4

2. Bloquejar la membrana durant 1 hora a temperatura ambient en TBS-T amb 5%

de LDP 1 1% de BSA

3. Afegir ’anticos primari anti- a;c de conill 1:200 en TBS-T amb 5% de LDP 1

1% de BSA,O/Na4°C

4. Rentar la membrana tres vegades en TBS-T, 5 min cada una

5. Incubar amb I’anticos secundari anti-IgG de conill conjugat a peroxidasa 1:2500

en TBS-T amb 5% de LDP i1 1% de BSA , 1 hora a T* ambient
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6. Rentar la membrana tres vegades en TBS-T, 5 min cada una

7. Realitzar I’altim rentat amb TBS sense Tween 20, 5 min

8. Revelar: usem el lot Amersham ECL Plus Western Blotting. Barregem 1mL de
la Solucid A (solucio ECL PLUS contenint tampo Tris) 1 200 pL de la solucio B
(solucid stock Acridan amb dioxa i etanol). Submergim la membrana uns 2 min
en aquesta soluci6. Posem en contacte la membrana amb un film fotografic a les

fosques. Revelem el film fotografic amb 1’aparell Curix 60,

3.2.12. Marcatge Immunocitoquimic de les cél-lules BV2

Preparacioé de la mostra

Per als assaigs de immunocitoquimica, les ce¢l-lules BV2 es van fer créixer sobre
cobreobjectes rodons tractats amb poli-D-Lisina, en plaques de 24 pouets, a una
concentracio de 50000 cel-lules/mL. El medi va ser canviat el dia de 1’activacié per un

medi LPS + IFNy.

Immunocitoquimica de la subunitat a;c a les cél-lules BV-2
Per a la immunocitoquimica es va seguir el segiient protocol:

1. Retirada del medi 1 rentat amb 1 mL de PBS 10 mM (4 °C).
Fixacié amb metanol (-20 °C) durant 8 minuts.
Rentat amb 1 mL de PBS 10 mM (4 °C).
Bloqueig (5% BSA, 5% NPS, PBS 10 mM) durant 30 minuts.

A

Incubacié amb I’anticos anti- a;c de conill (1 :1000 en solucid diluent, 1% BSA,

1% NPS, en PBS 10 mM), 1 ha TA 6 O/N a4 °C.

6. Rentat amb 1 mL de PBS 10 mM (4 °C).

7. Deteccid amb 1’anticés anti-conill de cabra Alexa-Fluor A488 (1:500 en solucid
diluent, 1% BSA, 1% NPS, en PBS 10 mM), 1 ha TA 6 O/N a4 °C.

8. Rentat amb 1 mL de PBS 10 mM (4 °C).

9. Per la visualitzacié del nucli cel-lular, incubacié6 amb Hoescht33258 (2,5 pg/mL en
soluci6 diluent, 1% BSA, 1% NPS, en PBS 10 mM) maxim 5 minuts.

10. Rentat amb 1 mL de PBS 10 mM (4 °C).

11. Muntar amb pro-long sobre portaobjectes de vidre i mantenir a -20 °C.

87



Les imatges van ser adquirides usant un microscopi Zeiss Axio Observer Fluorescence

Microscope (Gottingen, Germany).

3.2.13. Assaig de fagocitosis a les cél-lules BV-2

El protocol s’ha extret de I’article del 2003 de Saura. Per a I’assaig es va realitzar una

incubacié amb fluoroesferes 1 seguidament una immunocitoquimica, com segueix:

1.

A

9.

Incubacio les fluorosferes (FluoSpheres) al 0,01% al medi on sén les cel-lules
durant 10 minuts i durant 30 minuts.

Retirada del medi i rentat amb 1 mL de PBS 10 mM (4 °C).

Fixacié amb metanol (-20 °C) durant 8 minuts.

Rentat amb 1 mL de PBS 10 mM (4 °C).

Bloqueig (5% BSA, 5% NPS, PBS 10 mM) durant 30 minuts.

Incubaci6é amb I’anticos a-tubulina-FITC (1 :1000 en soluci6 diluent, 1% BSA, 1%
NPS, en PBS 10 mM), 1 ha TA 0 O/N a4 °C.

Rentat amb 1 mL de PBS 10 mM (4 °C).

Per la visualitzacid del nucli cel-lular, incubacié amb Hoescht33258 (2,5 pg/mL en
solucio diluent, 1% BSA, 1% NPS, en PBS 10 mM) maxim 5 minuts.

Rentat amb 1mL de PBS 10 mM (4 °C).

10. Muntar amb pro-long sobre portaobjectes de vidre 1 mantenir a -20 °C.
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Dia O0: Sensibilitzarplaca

Dia 1: Dia 2: Dia 3:

Sembra  Activacio Tractament

———l e i
Dia 4:
Assaig de

agocitosis
@9
e

Fluoroesferes

Figura 3.8: Esquema de l'assaig de fagocitosis.

Les imatges van ser adquirides usant un microscopi Zeiss Axio Observer Fluorescence
Microscope (Gottingen, Germany). La quantificacio es va dur a terme amb el programa
ImagelJ 1,39u, mitjangant el comptatge de les cel-lules que contenien, almenys, una

fluoroesfera.

3.2.14. Mesura del calci citosolic lliure i estimulacio dels CCDV

La concentracié intracel-lular de calci ([Ca’']}) es va mesurar com s’ha descrit
previament (Bataller et al., 2001; Soto et al., 2004).

Les cel-lules BV2 es van sembrar sobre cobreobjectes rodons de vidre de 25 mm,
préviament netejats amb NO pur en agitacié suau, O/N (per evitar les interaccions dels
greixos que podrien haver al vidre), 1 mantinguts en etanol 100%, amb revestiment amb
Poli-D-Lisina, flambejats préviament, a raé de 5-10* cél'lules/mL. Es va seguir el
procediment habitual de activaci6 al cap de les 24 hores, perd no es va obtenir cap grup

tractat a les 24 hores després de 1’activacio. 48 hores després de I’activacid, es va fer un
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primer rentat amb medi d’incubacio 6 medi fisiologic (130 mM NaCl, 10 mM HEPES,
2,7 mM KCI, 1,2 mM MgCl,, 2,5 mM CaCl, i 10 mM glucosa, pH 7,4 amb NaOH). Les
cel-lules es van carregar amb 4uM de fura-2/acetoximetil éster, incubant-les durant 30
minuts a 37°C en medi d’incubacio, amb agitacid suau. Passats els 30 minuts, es va
tornar a fer un rentat amb medi d’incubacio.

Les cel-lules carregades amb fura-2 es van col-locar en una cambra de flux oberta,
termostatada a 37 °C, muntada sota un microscopi d’epifluorescencia Diaphot-300, Les
imatges de fluorescéncia es van obtenir amb una camera i es van digitalitzar,
emmagatzemar i analitzar amb un ordinador Macintosh 840AV.

Després d’un periode d’estabilitzacié de 10 minuts, havent comprovat a més que no hi
ha heterogeneitat en la fluorescéncia, es triava un camp i seleccionaven les cel-lules que
es volien estudiar, de manera que el programa les pogués diferenciar individualment.
També es triava un punt de referéncia per a obtenir el co-registre de les imatges a 340 1
380nm. Es van prendre imatges cada 4 segons durant un total d’uns 12 minuts, amb
longituds d’ona de 340 i 380 nm per excitar el Ca®" lliure unit a fura-2. La longitud
d’ona d’emissid era de 510 nm (vermell) i les concentracions de calci es van calcular a
cada cel-lula amb els quocients de fluorescencia de 340 1 380 nm.

Dels primers 10 minuts per estabilitzar les cél-lules, els 2 darrers serveixen per a
calcular la [Ca®']; basal.

Despres dels primers vuit minuts d’excitacio per estabilitzar el senyal es va procedir al

registre per a calcular la [Ca®"];

basal durant els dos minuts segiients.

La obertura dels CCDV s’induia mitjangant despolaritzaciéo de membrana amb 1’addicio
de KCI1 80 mM, segons Bataller (2001). La composicié d’aquest medi d’activacié fou:
52,7 mM NaCl, 10 mM HEPES, 80 mM KCl, 1,2 mM MgCl,, 2,5 mM CaCl, i 10 mM
glucosa, pH 7,4 amb NaOH La concentracio de NaCl era més baixa per mantenir
constant 1’osmoralitat,. L addiciéo de KCI no va fer variar la viabilitat cel-lular tal i com
es va testar testat amb ’assaig de Trypan blue.

El bloqueig farmacologic dels CCDV va ser amb I’addicié de Nifedipina 10 uM, tant en
medi d’incubacié com en medi d’activacio, i I’obertura d’aquest canal va ser amb Bay
k8644 a una concentracid a la cubeta de 10 uM. Les cel-lules es consideraven que eren

responedores a la addicié de KCI quan la fluorescéncia augmentava més d’un 20%

respecte al basal. Cada condici6 es va assajar amb entre 3 i 7 cultius independents.
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3.2.15. Anestésia dels animals

Per a la cirurgia, les rates es van anestesiar amb equitesina, una barreja d’hidrat de

cloral 1 de pentobarbital, segons el segiient protocol:

a) hidrat de cloral 2,12 ¢
propilenglicol 21,4 mL

b) pentobarbital sodic 485 mg
etanol 5,75 mL

¢) MgS0O4x 7H,O 1,06 g
aigua destil-lada 21,8 mL

Barrejar (a+b)+c 1 guardar a 4 °C, protegint de la llum

L’administracio es realitzava intra-peritonealment amb una dosi de 0,12 unitats per
gram de rata.

Per al seu sacrifici es van utilitzar dues técniques diferents en funcid de si la mostra era
destinada a realitzar una analisi histologica o I’estudi molecular d’expressid geénica per
les PCR a temps real i quantificacid de proteines per Western-blot. Aixi, en el primer
cas s’usa equitesina abans de sotmetre els animals a perfusio transcardiaca i en els altres
dos, un cristal-litzador amb I’atmosfera saturada de forane per anestesiar les rates abans

de la seva decapitacio.

3.2.16. Lesio estereotaxica

Es feien dos tipus d’injeccions per tal d’obtenir dos tipus de grups: els grups Sham, és a
dir, grups que rebien una injeccido de PBS 50 mM; i grups NMDA, és a dir, grups que
rebien una injeccid de la toxina NMDA 40 mM en PBS 50 mM.

Es va utilitzar un aparell estereotaxic (David Kopf, Carnegie Medicine) per accedir a les
coordenades hipocampals (desde bregma: -3.3 rostral a bregma, -2,2 lateral a bregma, -
2,9 ventral des de la duramadre) segons la referéncia de 1’Atlas de Paxinos 1 Watson
1986 (Paxinos & Watson 1986).

Un cop comprovada I’anestesia, la rata es va col-locar a I’aparell d’estereotaxia, amb la
barra d’incisius a -3.3 mm d’altura i se’n comprova la seva fixacié. Amb un bisturi se li

va practicar una incisio antero-posterior per arribar al crani i poder visualitzar els punts
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bregma 1 lambda, els quals corresponen a la interseccio de les sutures fronto-parietals 1
occipito-parietals respectivament. Després de comprovar que la posicid de I’animal era
la correcta 1 després de calcular es coordenades d’injeccid, es va trepanar el crani amb
un torn de dentista. Segons les coordenades s’introdui I’agulla i s’injecta un volum de
0,5 puL després d’esperar 5 minuts per tal que el teixit es recuperés. Un cop finalitzada la
injeccid s’esperaren 5 minuts més per permetre la difusié del volum, es va extreure
I’agulla i es practicaren 3-4 punts de sutura a la ferida. La rata es retornava a una gabia

sota un focus de llum fins a la seva recuperacio moment en el qual se li proporcionava

aigua.

& £ Figura 3.9: Imatge del cervell de la rata
AN\ Sz A b ) a les coordenades d’injeccid. La fletxa

N | (A /7] assenyala el lloc d’injecci6 en la lesio
estereotaxica hipocampal. De: Paxinos
and Watson, 1986.

Interaural 5.70 mar ) ““Bregma -3.30 mm

3.2.17. Administracio oral de Dzx a les rates

Per tal de veure si la obertura del canal Katp modula la activitat microglial in vivo 1 té
algun efecte a la lesid, vam administrar les rates amb Dzx. La Dzx és un derivat de la
dioxida 1, com ja hem dit, un agonista del canal Ksrp. Com s’ha descrit en nombrosos
estudis de produccié d’insulina (Kishore et al., 2011), la Dzx té capacitat de travessar la
barrera hematoencefalica, ja que és molt homofobica. Per aixo, la vam poder
administrar de manera oral. Primer vam fer una dosi-resposta a 15 dies post-lesio per a
saber la dosi optima de Dzx que limitava la lesié hipocampal. L’administracio oral de
Dzx es va fer amb una xeringa d’alimentacié de 76.2 mm.

Es va treballar amb set grups diferents. Dos d’ells eren grups Sham: un d’ells rebia la
solucié de Dzx maxima (10 mg/Kg/dia) i I’altre la solucié de vehicle on es troba
dissolta la Dzx. El vehicle era una solucio 1:1 (v/v) de DMSO:aigua de 1’aixeta, donada

la seva hidrofobicitat. Els cinc grups restants eren grups NMDA: un d’ells rebia la
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administracio del vehicle 1 els quatre restants una administracio oral diaria de Dzx a
diferents concentracions: 10, 1, 0,1 1 0,05 mg/Kg/dia.

Les administracions es van realitzar diariament durant 8 dies (dels dies 8 al 15 post-
lesi6). Els cervells obtinguts per perfusid transcardiaca s’empraven per a la obtencid de

talls seriats per a realitzar tincions, histoquimiques 1 immunohistoquimiques.

( I I I I==—1————F—————1—1}
Dia‘O: L‘e§i6 Dies 8 al 14: Dia 15:
excitotoxica Tractament oral amb Dzx  Sacrifici
Grups: Sham: Vehicle l
Dzx 10mg/Kg/dia

Obtencio talls seriats
NMDA: Vehicle

Dzx 0.05mg/Kg/dia
0.1mg/Kg/dia
1mg/Kg/dia
10mg/Kg/dia

Figura 3.10: Esquema del procediment de lesid+tractaments que es fer servir per

I’estudi de dosi-resposta de les rates.

Un cop trobada la dosi Optima, es va fer un estudi de time-course per tal de veure
I’efecte de la Dzx a diferents temps, per tal de estudiar I’efecte en la neurogénesi.
Aquest cop es van fer servir 10 grups diferents: dos grups (un Sham i un NMDA, que es
sacrificaven a 5 dies post-lesid); quatre grups més (Sham, Sham tractat, NMDA,
NMDA tractat) que es sacrificaven 15 dies post-lesid; i quatre grups més (Sham, Sham
tractat, NMDA, NMDA tractat) que es sacrificaven 38 dies post-lesid. Als grups que es
sacrificaven al dia 15 post-lesio es feia servir el mateix procediment que al punt
anterior. El grups que es sacrificaven a 38 dies post-lesid rebien el tractament durant 30
dies (del 8 al 38). Tots els grups estaven duplicats, un grup per a la obtencié de talls per

a histologia i un altre grup per a obtenir els hipocamps.
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Totes les rates de I’estudi de la neurogenesis destinades a histologia van rebre una
injeccio intraperitoenal (IP) de BrdU (50 mg/Kg en PBS 50 mM) entre els dies 51 8
post-lesio, exceptuant les rates que es sacrificaven al cinque dia post-lesio.

Els cervells obtinguts per perfusio transcardiaca s’empraven per a la obtencid de talls
seriats per a realitzar tincions, histoquimiques, immunohistoquimiques 1 doble
immunohistoquimiques. També es va obtenir el teixit fresc, del qual es congelava

I’hipocamp per a la extraccid de proteines i acids nucleics.

Dia 0: Lesi

Administracio oral de diazoxida

L

Dies 5 al 8:
Administracid
de BrdU
Dia 5: Dia 15: Dia 38:
Sacrifici Sacrifici Sacrifici
Grups dia 5 Grups dia 15 Grups dia 38
| 1 |
Grups: 5 dies: Sham: Vehicle
NMDA: Vehicle
15 dies: Sham: Vehicle
Dzx 1mg/Kg/dia ' Obtencié talls seriats

NMDA: Vehicle
Dzx 1mg/Kg/dia
38 dies: Sham: Vehicle
Dzx 1mg/Kg/dia
NMDA: Vehicle
Dzx 1mg/Kg/dia

Obtencid cervell |
Obtencid hipocamps

Figura 3.11: Esquema del procediment que es fer servir per ’estudi de time-course de

les rates.
3.2.18. Test de glucémia a les rates

La Dzx, quan es pren per administracid oral, és un farmac que es fa servir per a
combatre la hipoglucemia. Se sap que a altes dosis en humans provoca hiperglucemia.
Per tal de descartar canvis en la glucosa en sang derivats del tractament amb la dosi 1
mg/Kg/dia de Dzx, es va monitoritzar la concentracié de glucosa en sang d’algunes de
les rates administrades, entre els dies 8 1 14 post-lesio, un cop cada dos dies, una hora

després de 1’administracié de la Dzx. Les rates seleccionades van ser dues sense
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administraci6 de cap mena, quatre a les quals se’ls administrava el vehicle, dos de
NMDA i dos de Sham, i quatre més a les quals se’ls administrava la Dzx, dues Sham i
dues NMDA. Per a la obtenci6 de la sang es va fer una punci6 a la vena safena de la rata
segons el protocol de Hem et. al. (1998). La mesura de la glucosa es va fer amb un
aparell automatic Glucocard, amb les seves tires reactives, que mesuren els nivells totals

de B-D-Glucosa en sang, a una concentracié de mg/dL.

3.2.19. Obtencié de mostres cerebrals per histologia

Després d’anestesiar 1’animal 1 fixar-lo en una graella se li realitzava una incisié des del
final de I’apofisi xifoide fins a mig abdomen. Seccionant la part més lateral de les
costelles, s’obria la caixa toracica de manera que quedés prou espai per accedir al cor.
Rapidament es seccionava el diafragma i1 s’accedia a la cavitat cardiopulmonar.
Inmediatament s’introduia la canula al ventricle esquerre de I’animal per iniciar la
perfusié amb PBS 0,01M (pH, 7,4). Al moment, es seccionava la vena cava al seu accés
a ’auricula dreta per obtenir una sortida d’evacuacio del sistema. El flux de pas del PBS
era aproximadament de 2 mL per minut i permetia en uns 20 minuts el rentat complet de
sang del sistema circulatori de I’animal. Després s’obria el pas a la soluci6 fixadora de
paraformaldehid (PFA) al 4% (p/v) en PBS 0,01M, que corria amb el mateix flux i
durant el mateix temps. Per evitar una fixaci6 innecessaria de tot I’animal, pocs minuts
després d’iniciar el pas de la solucid fixadora es tallava el flux per I’artéria aorta
descendent 1 aixi s’anul‘lava el circuit inferior.

Finalment, s’extreia el cervell i es post-fixava en la mateixa solucié fixadora durant 2
hores a 4 °C 1 es crioprotegia en una solucidé de sacarosa al 15% durant 3 dies a la
mateixa temperatura (canviant la solucié cada 24 hores). Finalitzada la crioproteccid es

congelava en neu carbonica i es guardava a -50 °C fins al seu Us.

Les solucions que es van utilitzar van ser:

PBS 0,01 M
Na,HPO, 1,L15g
NaH,PO4+H,O 0,26 g
NaCl 8,0¢g
KCl1 02¢g
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Aigua destil-lada 0,1 L
AjustarelpHa 7.4

Soluci6 fixadora: solucié de PFA al 4% p/v en PBS 0,01 M.

Soluci6 de crioproteccio: solucid de sacarosa al 15% p/v en PB 0,01 M i d’azida sodica
al 0,01% p/v.
Totes les solucions es preparaven el dia abans del seu us, es filtraven i es guardaven a 4

°C.

Amb un criostat es van obtenir talls coronals seriats dels cervells congelats per a poder
fer estudis histologics. Les seccions obtingudes eren de 14 um i es mantenia la
temperatura de la camera del criostat a -16 °C 1 I’especimen a -20 °C per tal que es
mantingués el cervell amb una adequada textura pel seu tall i recol-leccio. Els talls
realitzats es recollien en portaobjectes tractats amb poli-L-Lisina (10% w/v en aigua
destil-lada) per a I’estudi de dosi-resposta i amb portaobjectes silanitzats per a 1’estudi

de la neurogenesi. Es van obtenir talls a I’al¢ada de 1’hipocamp.

3.2.20. Tincions histologiques i immunohistoquimica

Per tal de determinar la extensio de la lesid, la gliosi i la preservacio de les capes
neuronals, es van fer estudis de histoquimica i tincions. Per tal de determinar la natura
de les noves celllules proliferants a 1’estudi de neurogeénesi, es van fer
immunohistoquimiques i1 dobles immunohistoquimiques amb diferents marcadors. A
més ,es va realitzar dobles immunohistoquimiques per tal de localitzar i identificar a
I’hipocamp els canals Karp 1 CCDV.

Totes les immunohistoquimiques es van realitzar en un sistema de racs i casettes
(Shandon Sequenza Slide Rack) subministrats per Thermo Scientific.

A continuaci6 es facilita un llistat dels protocols detallats per a totes les tincions

histologiques, histoquimiques i immunohistoquimiques que es van realitzar.

Tincio de Nissl

1. Bany en etanol 95°, 2 min
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. Bany en etanol 100°, 2 min

. Bany en xilol, 5 min

. Bany en etanol 100°, 2 min

. Bany en etanol 95°, 2 min

. Bany en etanol 95°, 2 min

. Bany en etanol 100 °, 2 min

2
3
4
5
6. Tincié amb solucio filtrada de Violeta de Cresil (1% p/v en H,O, pH3,5), 10 min
7
8
9

. Bany en xilol, un minim de 10 min

10.

Muntar en DPX

Tincioé histoquimica de la Isolectina By

l.
2.
3.

Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min

Bloquejar les unions no especifiques amb una solucié de PBS 0,01 M -0,5% Trito
x-100 amb 5% de NGS15% de BSA,1ha37°C62haTA

Incubar amb B4 1:25 en solucid diluent (solucié de PBS 0,01 M-0,5% Tritox100,
1% NGS, 1% BSA) O/N a4 °C

Continuar la incubacio, 1 ha TA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min

Incubar amb ExtrAvidina conjugada amb HRP 1:250 en PBS 0,01 M (pH 7,4), 1 ha
37°C62haTA1a les fosques

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2x5 min

9. Rentar en una solucié Tris-HCI 50 mM, 5 min

10.

11.
12.
13.

Revelar en una solucié Tris-HCl 50 mM que conté DAB al 0,03% (p/v) 1 H,O, al
0,006% v/v, 10-15 min

Rentar en PBS, 10 min

Deshidratar

Muntar en DPX

Localitzacié immunohistoquimica de la proteina NeuN

1,
2.
3.

Atemperar les seccions, 10-20 min
Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min
Bloquejar les unions no especifiques amb una solucié de PBS 0,01 M -0,5% Tritd

x-100 amb 5% de NGS15% de BSA,1ha37°C62haTA
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10.

11

13.
14.
15.

Incubar amb la soluci6 de 1’anticos monoclonal anti-NeuN de ratoli 1:150 en solucid
diluent (solucié de PBS 0,01 M-0,5% Trit6x100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a 4 °C
Continuar la incubacio, 1 ha TA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 3 x 5 min

Incubar amb la solucié de ’anticos secundari Anti-mouse IgG Conjugat a biotina
1:100 en solucid diluent, 1 ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb ExtrAvidina conjugada HRP 1:250 en soluci6 diluent, 1 ha 37 °C 62
haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

. Rentar en una solucidé Tris-HCI 50 mM, 5 min

12.

Revelar en una solucio Tris-HCl 50 mM que conté DAB al 0,03% (p/v) 1 H,O, al
0,006% v/v, 10-15 min

Rentar en PBS, 10 min

Deshidratar

Muntar en DPX

Localitzaciéo immunohistoquimica de la proteina GFAP

l.
2.
3.

10.
11.

Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min

Bloquejar les unions no especifiques amb una solucié de PBS 0,01 M -0,5% Tritd
x-100 amb 5% de NGS 15% de BSA,1ha37°C62haTA

Incubar amb la solucié de I’anticos primari anti-GFAP de ratoli 1:400 en solucid
diluent (soluci6 de PBS 0,01 M-0,5% Tritox100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a 4 °C
Continuar la incubacio, 1 ha TA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb la solucié de I’anticos secundari anti- IgG de ratoli conjugat a biotina
1:100 en soluciod diluent, 1ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb ExtrAvidina conjugada HRP 1:250 en soluci6 diluent, 1 ha37°C 62
haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

Rentar en una solucid Tris-HCI1 50 mM, 5 min
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12. Revelar en una solucié Tris-HCl 50 mM que conté DAB al 0,03% (p/v) 1 H,O, al

13.

0,006% v/v, 10-15 min
Rentar en PBS, 10 min

14. Deshidratar
15. Muntar en DPX

Localitzaci6 immunohistoquimica del BrdU

1.

A i

10.

11.
12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.

Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 10 min

Banyar en una solucié HC12 M a 37-40 °C, 1 h

Banyar en una solucié d’acid boric 0,1 M, pH 8,5 a TA, 10 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 3x5 min

Bloquejar les unions no especifiques amb una soluci6 de PBS 0,01 M -0,5% Trit6
x-100 amb 5% de NGS 15% de BSA,1 ha37°C62haTA

Incubar amb la solucié de 1’anticds primari monoclonal anti-BrdU de rata 1:100 en
solucid diluent (solucié de PBS 0,01 M-0,5% Tritox100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a
4°C

Continuar la incubacio, 1 ha TA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min

Incubar amb la solucié de I’anticos secundari anti-rat [gG de ratoli conjugat a biotina 1:100
en solucid diluent, 1 ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb ExtrAvidina conjugada HRP 1:250 en soluci6 diluent, 1ha37°C62h a
TA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

Rentar en una soluci6 Tris-HC1 50 mM, 5 min

Revelar en una solucié Tris-HCI 50 mM que conté DAB al 0,03% (p/v) i H,O, al 0,006%
v/v, 10-15 min

Rentar en PBS, 10 min

Deshidratar

Muntar en DPX

Localitzaciéo immunohistoquimica de calretinina

1.
2.

Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 10 min
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10.
11.
12.

13.
14.
15.

Bloquejar les unions no especifiques amb una soluci6 de PBS 0,01 M -0,5% Trit6
x-100 amb 5% de NGS 1 5% de BSA,1 ha37°C62haTA

Incubar amb la solucié de I’anticos primari policlonal anti-Calretinina de ratoli
1:2000 en solucid diluent (solucié de PBS 0,01 M-0,5% Tritox100, 1% NGS, 1%
BSA) O/Na4°C

Continuar la incubacid, 1 h a temperatura ambient

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min

Incubar amb la solucid de 1’anticos secundari anti-IgG de conill conjugat a biotina 1:100 en
solucié diluent, 1ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb ExtrAvidina conjugada HRP 1:250 en Solucié diluent, 1ha37°C62haTA
Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

Rentar en una soluci6 Tris-HC1 50 mM, 5 min

Revelar en una solucié Tris-HCI 50 mM que conté DAB al 0,03% (p/v) i H,O, al 0,006%
v/v, 10-15 min

Rentar en PBS, 10 min

Deshidratar

Muntar en DPX

Localitzacio immunofluorescéncia de PSA-NCAM

1.
2.
3.

8.
9.

10.
11.

Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 10 min

Bloquejar les unions no especifiques amb una solucié de PBS 0,01 M -0,5% Trito
x-100 amb 5% de NGS 15% de BSA,1 ha37°C62haTA

Incubar amb Ia solucid de I’anticos primari policlonal anti-PSA-NCAM de ratoli
1:200 en solucié diluent (solucié de PBS 0,01 M-0,5% Tritox100, 1% NGS, 1%
BSA)O/Na4°C

Continuar la incubacid, 1 h a temperatura ambient

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 3x5 min

Incubar amb la solucid de 1’anticos secundari Alexa-fluor 455 anti-ratoli de cabra 1:200 en
solucid diluent, 1 ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucio diluent, durant 5 minuts a TA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

Muntar en ProLong antifade i segellar amb esmalt
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Doble localitzacié immunohistoquimica BrdU-NeulN

1.

2.
3
4.
5
6

10.

11.
12.

13

15.
16.
17.

Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min

. Banyar en una solucio HC12 M a37-40°C, 1 h

Banyar en una solucié d’acid boric 0,1 M, pH 8,5 a TA, 10 min

. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 3x5 min

. Bloquejar les unions no especifiques amb una soluci6 de PBS 0,01 M -0,5% Trito

x-100 amb 5% de NGSi5% de BSA,1ha37°C62haTA

Incubar amb la solucié dels anticossos monoclonal anti-BrdU de rata 1:200 i
monoclonal mouse anti-NeuN 1:200 en solucio diluent (soluci6 de PBS 0,01 M-
0,5% Tritéx100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a4 °C

Continuar la incubacid, 1 h a temperatura ambient

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min

Incubar amb la solucié de I’anticos secundari per a BrdU, anti-rata IgG de ratoli
conjugat a biotina 1:100 en soluci6 diluent, 1ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb la solucié de fluorescéncia per al BrdU: extravidina-FITC 1:250 en

PBS 0,01 M, a les fosques, 1 ha37°C62haTA

. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min
14.

Incubar amb la soluci6 de fluorescéncia per al marcador cel-lular especific: Alexa

fluor-555- anti-ratoli de rata 1:100 en PBS 0,01 M, a les fosques, 1 ha37°C62ha

TA
Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucio diluent, durant 5 minuts a TA
Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

Muntar en ProLong antifade i segellar amb esmalt

Doble localitzacié immunohistoquimica BrdU-GFAP

1.

A

Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min

Banyar en una solucio HC12 M a 37-40°C, 1 h

Banyar en una solucié d’acid boric 0,1 M, pH 8,5 a temperatura ambient, 10 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min

101

</



6. Bloquejar les unions no especifiques amb una solucié de PBS 0,01 M -0,5% Trit6
x-100 amb 5% de NGS15% de BSA,1ha37°C62haTA

7. Incubar amb la solucid dels anticossos monoclonal anti-BrdU de rata 1:200 i
monoclonal anti-GFAP de ratoli 1:400 en soluci6 diluent (solucié de PBS 0,01 M-
0,5% Tritéx100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a 4 *C

8. Continuar la incubacid, 1 h a temperatura ambient

9. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 3x5 min

10. Incubar amb la solucié de I’anticos secundari per a BrdU, anti-rata IgG de ratoli
conjugat a biotina 1:100 en soluci6 diluent, 1ha37°C62haTA

11. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

12. Incubar amb la solucié de fluorescencia per al BrdU: extravidina-FITC 1:250 en
PBS 0,01 M, a les fosques, 1 ha37°C62haTA

13. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

14. Incubar amb la solucié de fluoresceéncia per al marcador cel-lular especific: Alexa
fluor-555- anti-ratoli de rata 1:100 en PBS 0,01 M, a les fosques, | ha37°C62ha
TA

15. Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucid diluent, durant 5 minuts a TA

16. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

17. Muntar en ProLong antifade 1 segellar amb esmalt

Doble localitzacié immunohistoquimica BrdU-1B4

1. Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min

Banyar en una solucio HC12 M a37-40°C, 1 h

Banyar en una solucio d’acid boric 0,1 M, pH 8,5 a temperatura ambient, 10 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min

S

Bloquejar les unions no especifiques amb una solucié de PBS 0,01 M -0,5% Trito

x-100 amb 5% de NGS 1 5% de BSA, 1 ha37°C62haTA

7. Incubar amb la solucid6 de I’anticos monoclonal anti-BrdU de rata 1:200 1 de
I’extracte B4 biotinilat 1:25 en solucio diluent (soluci6 de PBS 0,01 M-0,5%
Tritox100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a4 °C

8. Continuar la incubacid, 1 h a temperatura ambient

9. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min
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10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.

Incubar amb la solucié de fluorescéncia per a IB4: extravidina-cy3 1:250 en PBS
0,01 M, a les fosques, l ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb la solucidé de I’anticos secundari per a BrdU, anti-rata IgG de ratoli
conjugat a biotina 1:100 en soluci6 diluent, 1ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb la solucid de fluorescencia per al BrdU, extravidin-FITC 1:250 en PBS
0,01 M, ales fosques, 1 ha37°C62haTA

Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucio diluent, durant 5 minuts a TA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

Muntar en ProLong antifade i segellar amb esmalt

Doble localitzacié6 immunohistoquimica de Sp8-NeuN

1.
2.
3.

8.
9.

10.
1.

Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min

Bloquejar les unions no especifiques amb una soluci6 de PBS 0,01 M -0,5% Trit6
x-100 amb 5% de NGS 15% de BSA,1ha37°C62haTA

Incubar amb la solucié de I’anticos primari policlonal anti-Sp8 de conill 1:1000 i
monoclonal anti-NeuN de ratoli 1:200 en solucid diluent (solucié de PBS 0,01 M-
0,5% Trit6x100, 1% NGS, 1% BSA) durant 48 hores a 4 °C

Continuar la incubacid, 1 h a temperatura ambient

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min

Incubar amb la soluci6 de I’anticos secundari Alexa-fluor 488 anti-conill de mico 1:100 i
Alexa fluor-555 anti-ratoli de cabra 1:100 en solucio diluent, 1 ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucio diluent, durant 5 minuts a TA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

Muntar en ProLong antifade i segellar amb esmalt

Doble localitzacié immunohistoquimica de Sp8-GFAP

1.
2.
3.

Atemperar les seccions, 10-20 min
Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min
Bloquejar les unions no especifiques amb una soluci6 de PBS 0,01 M -0,5% Trit6

x-100 amb 5% de NGS 1 5% de BSA,1 ha37°C62haTA
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8.
9.

Incubar amb la soluci6é de 1’anticos primari policlonal anti-Sp8 de conill 1:1000 1
monoclonal anti-GFAP de ratoli 1:400 en soluci6 diluent (solucié de PBS 0,01 M-
0,5% Tritox100, 1% NGS, 1% BSA) durant 48 hores a 4 °C

Continuar la incubacid, 1 h a temperatura ambient

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 3x5 min

Incubar amb la soluci6 de I’anticos secundari Alexa-fluor 488 anti-conill de mico 1:100 i
Alexa fluor-555 anti-ratoli de cabra 1:100 en solucio diluent, 1 ha37°C62haTA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3 x 5 min

Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucio diluent, durant 5 minuts a TA

10. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 2 x 5 min

11. Muntar en ProLong antifade i segellar amb esmalt

Doble localitzacié immunohistoquimica o;c-1B4

l.
2.
3.

8.
9.

Atemperar les seccions, 10-20 min

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min

Bloquejar les unions no especifiques amb una solucio de PBS 0,01 M -0,5% Trito
x-100 amb 5% de NGS 1 5% de BSA,1ha37°C62haTA

Incubar amb la solucid dels anticossos monoclonal anti-o;c de conill 1:200 1 de
I’extracte IB,4 biotinilat 1:25 en solucio diluent (soluci6 de PBS 0,01 M-0,5%
Tritox100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a4 °C

Continuar la incubacid, 1 h a temperatura ambient

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min

Incubar amb la solucié de I’anticos secundari per a a;c, Alexa-Fluor A488 anti-
conill de cabra 1:300 en solucid diluent, i I’anticos secundari per a 1B4, extravidin-
Cy3 conjugat 1:500 en soluci6 diluent, a les fosques, 1 ha37°C62haTA

Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucio diluent, durant 5 minuts a TA

Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

10. Muntar en ProLong antifade i segellar amb esmalt

Doble localitzacié immunohistoquimica o;c-GFAP

l.
2.
3.

Atemperar les seccions, 10-20 min
Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min
Bloquejar les unions no especifiques amb una solucié de PBS 0,01 M -0,5% Tritd

x-100 amb 5% de NGS15% de BSA,1ha37°C62haTA
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4. Incubar amb la solucid dels anticossos monoclonal anti-o;c de conill 1:200 1 de
I’anticos anti-GFAP de ratoli 1:750 en solucié diluent (solucié de PBS 0,01 M-0,5%
Tritéx100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a 4 °C

5. Continuar la incubacio, 1 h a temperatura ambient

6. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 3x5 min

7. Incubar amb la solucid de I’anticos secundari per a a;c, Alexa-Fluor A488 anti-
conill de cabra 1:300 en solucié diluent, i ’anticos secundari per a GFAP, Alexa-
fluor 555 conjugated anti-ratoli de cabra, 1:500 en solucid diluent, a les fosques, 1
ha37°C62haTA

8. Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucio diluent, durant 5 minuts a TA

9. Rentaren PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

10. Muntar en ProLong antifade 1 segellar amb esmalt

Doble localitzaciéo immunohistoquimica Kir6.2-1B4

1. Atemperar les seccions, 10-20 min

2. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min

3. Bloquejar les unions no especifiques amb una solucié de PBS 0,01 M -0,5% Trit6
x-100 amb 5% de NGS15% de BSA,1ha37°C62haTA

4. Incubar amb la solucid dels anticossos anti-Kir6.2 policlonal de conill 1:200 i de
I’extracte B4 biotinilat 1:25 en solucio diluent (soluci6 de PBS 0,01 M-0,5%
Tritox100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a 4 °C

5. Continuar la incubacié, 1 h a temperatura ambient

6. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 3x5 min

7. Incubar amb la solucié de I’anticos secundari per a Kir6.2, Alexa-Fluor A488 anti-
conill de cabra 1:300 en solucio6 diluent, 1 I’anticos secundari per a 1B4, extravidin-
Cy3 conjugat 1:500 en solucio diluent, a les fosques, | ha37°C62haTA

8. Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucio diluent, durant 5 minuts a TA

9. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

10. Muntar en ProLong antifade 1 segellar amb esmalt

Doble localitzacié6 immunohistoquimica SUR1-1B4
1. Atemperar les seccions, 10-20 min

2. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 10 min
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3. Bloquejar les unions no especifiques amb una solucié de PBS 0,01 M -0,5% Trit6
x-100 amb 5% de NGS 15% de BSA,1ha37°C62haTA

4. Incubar amb la soluci6 dels anticossos anti-SUR1 policlonal de conill 1:100 i de
I’extracte B4 biotinilat 1:25 en solucio diluent (soluci6 de PBS 0,01 M-0,5%
Tritox100, 1% NGS, 1% BSA) O/N a 4 °C

5. Continuar la incubacio, 1 h a temperatura ambient

6. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7.,4), 3x5 min

7. Incubar amb la solucid de I’anticos secundari per a a;c, Alexa-Fluor A488 anti-
conill de cabral:300 en solucié diluent, i I’anticos secundari per a IB4, extravidin-
Cy3 conjugat 1:500 en solucio diluent, a les fosques, l ha37°C62haTA

8. Incubar amb Hoescht33258 1:50 en solucio diluent, durant 5 minuts a TA

9. Rentar en PBS 0,01 M (pH 7,4), 2 x 5 min

10. Muntar en ProLong antifade 1 segellar amb esmalt

3.2.21. Preparacio dels extractes de hipocamp de rata

Després de ser anestesiades, les rates van ser sacrificades per decapitacid. L’extraccid
del cervell es feia en fresc 1 les mostres disseccionades es sotmetien immediatament a
ultracongelacio amb nitrogen liquid. Dels hipocamps obtinguts de les rates per a
I’experiment de time-course, es va realitzar una extraccié del RNA 1 de les proteines,
per tal de poder realitzar experiments de PCR en temps real i Western Blot,

respectivament.

Homogeneitzacio del teixit
Per a la homogeneitzacio dels hipocamps per a la extraccid del RNA 1 les proteines es
va realitzar el segiient protocol:
1. Disgregar el teixit (de 50 a 60 mg de teixit), usant un morter i una ma de morter
en nitrogen liquid.
2. Afegir ImL del reactiu TriReagent i moldre fins que quedi una pols fins en
nitrogen liquid.
3. Transferir la barreja a un tub Falcon de 50 mL esteril, 1 deixar que s’evapori el

nitrogen liquid. Descongelar la barreja a TA.



4.

Homogeneitzar el llisat amb una xeringa i una agulla de 20 G de diametre, unes
10 vegades o fins que s’aconsegueixi un llisat homogeni. Transvasar-lo a un tub

eppendorf. En aquest pas, les mostres es poden mantenir a -70 °C durant mesos.

Separacio de les fases

1.

En cas que no estigués descongelat, deixar la barreja a TA fins a la completa
descongelacio.

Afegir 100 uL de BCP 1 barrejar amb el vortex durant uns 15 segons. Deixar a
TA durant uns 2-3 minuts.

Centrifugar a 12000 x G a 4 °C durant 15 minuts fins a la obtencié de dues fases
(aquosa amb el RNA, i la organica + la interfase amb el DNA 1 les proteines).
Separar les dues fases: amb una pipeta recuperar la fase aquosa (superior, i
transparent) 1 transvasar-la a un nou tub eppendorf estéril. La fase organica
(inferior, vermella) i la interfase es poden quedar al mateix tub. Totes les

mostres es poden mantenir a -80 °C durant mesos.

G y
Hipocamp ~J
de rata

2, TriReagent = | “b\
e —— 25 =g
—tp || =] ] |
v *—Homogeneitzacio
% — amb xeringa

BCP

!

. | f\\’
KA u Barrejar

DNA i proteines

Figura 3.12: Esquema de la separacio de fases basat en el reactiu Tri-Reagent.
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Extraccié del RNA total de I’hipocamp de la rata

L’extraccié del RNA total es va dur a terme utilitzant el lot RNeasy Mini Kit de Qiagen.

El protocol que es va fer servir es detalla a continuacio:

1.

10.

11.

12.

Afegir 1,5 volums d’Etanol 100% (uns 675 pL) al tub eppendorf on hi ha la fase
aquosa, 1 barrejar varis cops per invesio. Es podra observar un precipitat blanc,
corresponent a restes de DNA i de RNA llargs.

Transvasar el contingut a una columna RNAeasy spin column, 800 pL com a
maxim, i col-locar-ho sobre un tub col-lector. Centrifugar a 8000 x g durant 15
segons 1 descartar el sobrenedant. Repetir en el cas de que encara hi hagués
mostra.

Afegir 350 pL del tampéd RWT, centrifugar a 8000 x g durant 15 segons i
descartar el sobrenedant.

Es prepara la mescla »DNase reaction en un tub de microcentrifuga esteril,
afegint 8 uL de rDNase I reconstituida a 72 pL. de rDNase reaction.

15, S’aplica 80 pL de rDNase reaction directament al centre de la membrana de
silica de la columna. S’incuba a temperatura ambient durant 15 min.

Afegir 350 puL del tampd RWT, centrifugar a 8000 x g durant 15 segons i
descartar el sobrenedant.

Afegir 500 pL del tampd RPE, centrifugar a 8000 x g durant 15 segons i
descartar el sobrenedant.

Afegir 500 pL del tampo6 RPE, centrifugar a 8000 x g durant 2 minuts i descartar
el sobrenedant.

Centrifugar el tub buit a 8000 x g durant 1 minut i descartar el sobrenedant.
Posar la columna en un nou tub eppendorf RNAase free 1 afegir 50 pL d’aigua
esteril RNAase free.

Centrifugar a 8000 x g durant 1 minut i recuperar I’eluit (RNA). El RNA es pot
guardar a -80 °C durant mesos. Manipular en gel.

Per al control de qualitat i la quantificacid, preparar dues aliquotes de 1,5 uL

cadascuna, una per al NanoDrop i ’altra per al Bioanalyzer (Agilent).

Totes les determinacions de la concentraci6 i1 qualitat de RNA es van dur a terme a la

Unitat de Genomica dels Serveis Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona.



Extraccié de proteines de I’hipocamp de la rata

Partim de les fases organica i interfase que teniem fa dos punts, preparades en

TriReagent. El protocol que es fa servir és el que es detalla a continuacio:

l.

2
3.
4

10.

11.
12.

Afegir a les fases 0,7 mL d’Etanol 100% 1 barrejar vigorosament amb el vortex.

. Afegir 0,2 mL de BCP i barrejar vigorosament amb el vortex.

Centrifugar a 12000 x g durant 5 minuts.

. Obtindrem tres fases: una superior aquosa, una interfase que conté proteines i

una fase organica (amb etanol) que conté les proteines. Retirar amb cura la fase
aquosa.

Afegir a les fases 0,7 mL d’Etanol 100% 1 barrejar vigorosament amb el vortex.
Centrifugar a 12000 x g durant 5 minuts.

Obtindrem dues fases: una organica que conté I’etanol, 1 una inferior amb textura
de pasta, que conté les proteines. Retirar amb cura la fase organica i passar la
proteica a un nou tub eppendorf i deixar evaporar les restes de I’etanol durant 30
minuts.

Afegir 0,1 mL de un tamp06 inhibidor de proteases, composat per un tamp6 Tris-
HCI 4% SDS amb una pastilla amb un coctel inhibidor de proteases.

Incubar a 50 °C durant 5 minuts.

Homogeneitzar mecanicament amb un polytron en gel, fins que quedi totalment
homogeni.

Afegir 0,4 mL més de tamp0¢ inhibidor de proteases, i barrejar bé amb el vortex.
Mantenir a 4 °C durant no més de 24 hores, 0 a -20 °C o -80 °C durant periodes

m¢és llargs.
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Figura 3.13: Esquema de la separaci6 de proteines basat en la extraccio amb BCP/etanol/aigua

3.2.22. Determinacio de la concentracio de proteines hipocampals

Donat que el SDS que es troba present en el tampo on es troben dissoltes les proteines
pot interferir en la reaccio de Bradford, la determinacié de la concentracio proteica es fa
en BCA (acid biquinconinic). El porta Cu®’, que es redueix en preséncia del ambient
alcali de les proteines. Aquest Cu’ resultant es combina amb BCA donant un producte
porpre, que es pot quantificar mitjangant un assaig colorimetric. Aquest assaig es va fer

amb el lot Bicinchonic Acid Kit for Protein Determination tal 1 com segueix:

1. Preparar estandards de diferent concentracié de BSA en el tampé d’inhibidors de
proteases on es troben dissoltes les proteines (de 0 a 1 mg/ mL).

2. Afegir, a una placa d’ELISA, 25 uL de cada estandard, i 25 pL de cada mostra,
diluida convenientment.

3. Afegir, a cada pou, 0,2 mL de la barreja de A i B (5 mL del reactiu A + 0,1 mL
del reactiu B).

4. Incubar un minim de 2 hores a TA 6 30 minuts a 37°C, cobert amb parafilm.

5. Mesurar I’absorbancia a 562 nm amb un lector de plaques.

6. Inferir les concentracions de les proteines a partir de la recta patr6 resultant.
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3.2.23. Analisi d’expressio diferencial per PCR en temps real dels extractes de
RNA

Les reaccions de retrotranscripcidé es van dur a terme amb un lot Ooptim per a les
posteriors PCR en temps real. Abans de realitzar les reaccions de retrotranscripcié s’ha
de tenir en compte la concentracid desitjada de RNA a cada pouet de la PCR en temps
real. Tenint en compte que el volum del producte de la RT-PCR no ha de superar en
1/10 el volum de la barreja de la PCR en temps real, que és de 20 pL, com a maxim ha
de ser de 2 pL. Suposant que es retrotranscriu tot el RNA a cDNA, i que necessitem 50
ng per cada reaccio de PCR en temps real, en aquests 2 pL hi ha d’haver els 50 ng
necessaris per a la reaccid. Si el volum final de la RT-PCR és de 20 pL, en aquests hi
haurem d’haver carregat 500 ng (0,5 pg) de RNA. En tots els casos es van carregar

aquestes concentracions de RNA.

RT-PCR
Les reaccions de retrotranscripcid es van dur a terme usant encebadors aleatoris seguint
el protocol del lot First Strand cDNA Synthesis kit:
1. Preparacio de la reacci6 en un tub de microcentrifuga:
0,5 ug de RNA
1 uL de encebadors aleatoris

H,O lliure de RNAases finsa 12 pL

2. Incubacid de la reaccid a 65 °C durant 5 minuts.
3. Posar els tubs en gel, centrifugar i tornar a posar en gel.
4. Afegir els segilients components per ordre:

4 uL del tampd 5X Reaction Buffer

1 uL del RiboLock™ RNase Iinhibitor

2 uL de les barreges de dNTPs

1 uL de la Revertdid™ M-MuLV Reverse Transcriptase
Barrejar 1 centrifugar.

Incubar durant 5 minuts a 25 °C

Incubar a 42 °C durant 60 minuts

Incubar a 70 °C durant 5 minuts

A S AN

Posar les mostres en gel abans de realitzar la PCR en temps real ¢ guardar-les a -

20 °C.
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La concentraci6 final de cDNA ¢és de 25 ng/uL.

PCR en temps real

L’objectiu d’aquests experiments va ser determinar en el model in vivo si es compleixen
tots els canvis, a nivell transcripcional 1 d’expressio, que s han vist al model de cel-lules
BV-2. Tots els experiments de real-time PCR es van dur a terme amb el lot de Bioline:

SensiFAST™ SYBR Lo-ROX Kit.

Determinacioé dels gens control adients per al model d’excitotoxicitat a I’hipocamp
de la rata

El que vam fer primer va ser triar els gens control adequats per al nostre model
d’excitotoxicitat. L’objectiu és trobar un gen control I’expressié del qual no es
modifiqui ni en la lesi6 ni en el tractament. Per aixd0 vam utilitzar el lot Rat
Housekeeping Gene Primer Set, que contenia els encebadors per a 10 gens, a priori no
regulats: Actb, B2m, Gapd, Gusb, Hprtl, Pgk, Ppla, Rpll3a, Tbp i Tfrc. A continuacid

es mostra la informaci6 detallada del producte:

Gen Hogasnion Tamany | Tm Forward (5'-3") Reverse (5'-3")
number ’

Actb NM 031144 272 pb | 58°C | CACACTGTGCCCATCTATGA | CCGATAGTGATGACCTGACC
B2m NM 012512 196 pb | 58°C | TGCTACGTGTCTCAGTTCCA | GCTCCTTCAGAGTGACGTGT
Gapd NM 017008 207 pb | 58°C | AGACAGCCGCATCTTCTTGT | CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT
Gusb NM 017015 205 pb [ 58°C | GTGGGGATAATGACTTGCAG | GGAACCCCTGGTAGAACAGT
Hprtl NM 012583 152 pb | 58°C | GACTTTGCTTTCCTTGGTCA | AGTCAAGGGCATATCCAACA

Pgk NM 053291 253 pb | 58°C | TAAAGTCAGCCATGTGAGCA | ATGAATCCCGATGCAGTAAA

Ppia NM 017101 205 pb | 58°C | CTGGTGGCAAGTCCATCTAC | CCCGCAAGTCAAAGAAATTA
Rpll3a NM 173340 242 pb | 58°C | GTGAGGGCATCAACATTTCT CATCCGCTTTTTCTTGTCAT

Thp NM 001004198 | 166 pb | 58°C | CGATAACCCAGAAAGTCGAA | AGATGGGAATTCCAGGAGTC
Tfre M58040 242 pb | 58°C | CATCTCCATCTGACCCTCAC GTCTTTGGCTTCTGGTCTCA

Taula 3.5: Seqiiéncies dels gens control.

Les condicions de reaccié d’aquests encebadors fou:

Concentracio dels encebadors: 100 nM

Concentracié de MgCl,: 4 mM
Condicions de la PCR: Holding Stage: 95 °C 2 min. 1 cicle
Cycling Stage: 95 °C 15 seg. + 60 °C 1 min. 45 cicles

Melt Curve Stage: 95 °C 15 seg. + 60 °C 1 min. 1 cicle +

pujar fins a 95 °C cada 0,3 °C




La Tm ¢és de 60 °C enlloc de 58 °C com aconsella la casa comercial ja que sén les

condicions optimes de la polimerasa.

La barreja de la reaccid segons el lot és:

Barreja Volum (uL)

SensiFAST™ SYBR No-ROX 10
One-Step mix (2x)

Free RNase Water 6

Template cDNA (25 ng/pL) 2

Primers (1 pM) 2 . )
Taula 3.6: Barreja de reacci6 per a la PCR en
Volum final 20 temps real.

La barreja del lot SensiFAST™ SYBR No-ROX One-Step mix (2x) conté la concentracid
idonia de MgCl, (6.8mM, per tal que quedi 4mM de volum final), conté els dNTPs
necessaris, conté els inhibidors de RNases, conté la polimerasa i, finalment, el seu

tampd.

Com a mostres vam agafar totes les mostres de les que teniem RNA provenen dels
hipocamps de les rates, creant 7 grups: Sham, Sham + Dzx, NMDA 5 dies, NMDA 15
dies, NMDA 15 dies + Dzx, NMDA 38 dies i NMDA 38 dies + Dzx.

Un cop fetes les comparatives de les corbes 1 les Cr es va triar com a HK la GAPD, ja
que era [’unic HK el qual no variava la seva expressié amb la lesid (Sham vs NMDA),
ni amb el temps (NMDA 5 dies vs 15 dies vs 38 dies), ni amb el tractament (NMDA vs
NMDA + Dzx).

PCR en temps real dels gens d’interes

Es van fer un seguit de reaccions de PCR en temps real amb diferents gens. Per
comengar, es van dur a terme reaccions de PCR del marcadors neuronals i glials GFAP,
S100B 1 Nefh. Seguidament analitzar 1’expressi6 de les subunitats del canal Karp:
Kir6.1, Kir6.2, SUR1 i SUR2. Finalment vam analitzar 1’expressio de les quimioquines:
Ccl5 1 Cxcl9 1 el receptor d’aquesta ultima CXCR3. A la taula 3.7 continuacid es mostra

la combinaci6 de primers que es va fer servir en cada cas:
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Gen dﬁ:flfi?n ]i:g‘;;‘ Y | Tm (°C) Seqiiéncia endavant (5'-3") Segiiéncia reversa (3'-3")
Ccls NM 031116 104 58 CCAGAGAAGAAGTGGGTTCA | AGCAAGCAATGACAGGAAAG
Cxcl9 NM 145672 212 58 GCATCATCTTCC TGGATCAC CCTTGCTGAATCTGGGTCTA
CXCR3 NM 053415 244 58 CTTCCTGCTGGCCTGTATAA | TAGCTGCAGTACACGCAGAG
Nefh NM 012607 216 58 CTGCAGTCAGAGGAGTGGTT | GGCCATGTCTACCTGATGAC
S100b NM 013191 239 58 GGGAGCTTCTCTGTCTACCC CTGCTCTTTGATTTCCTCCA
Gfap NM 017009 175 58 CATGAGGAGGAAGTTCGAGA | CAAACTTGGACCGATACCAC
Kenj8 NM 008428 246 58 CACAAGAACATCCGAGAGCA | CGTGAATGACCTGACATTGG
Kenjl1 NM 010602 166 58 CCACCCATTCTCTGTCTGTC CCAGGATTTGAACCAATCAG
Abce8 NM 011510 218 58 TGAACACAGCTATCCCCATT | CTCTGCACTGGACAGGAACT
Abce9 NM 011511 184 58 CCAACATCGTCTTTTTGGAC | AACACACTGCCATCCTTCAT

Taula 3.7: Seqiiéncies dels gens ccl5, cxcl9 , cxcr3, Nefh, S1003, GFAP, Kir6.1, Kir 6.2, SURI
i SUR2.

Les condicions de reaccid d’aquests tres grups de primers foren les mateixes que les
condicions de reacci¢ dels gens control, detallades al punt anterior. Donada la baixa

expressio dels gens, en tots els casos es carregaven 50 ng per reaccio.

Les reaccions de les PCR en temps real es van dur a terme amb el termociclador Step

One Plus® Real Time PCR Systems de Applied Biosystems.

3.2.24. Quantificacio dels parametres histologics

La mida de I’area hipocampal 1 de les diferents capes hipocampals estudiades es van
mesurar a partir de les tincions de Nissl usant un sistema d’analisi d’imatges assistit per
ordinador (Image-Pro Plus, Media Cybernetics Inc., MD, USA). Aixi, a partir d’una
fotografia, i referenciant-ne 1’escala, vam mesurar I’area hipocampal total i ’area de les
capes piramidal de CAl, piramidal de CA2-CA3 i granular del DG. Les reaccions
astroglial 1 microglial es van quantificar amb el mateix sistema a partir de les
immunohistoquimiques de GFAP i IB4 respectivament. En tots els casos es va mesurar
I’area de I’hipocamp contralateral a fi de corregir els efectes dels procediments
histologics en la seva mida 1 corregir la variabilitat individual.

LA quantificacié de I’area de tincidé Sp8 es va quantificar amb metodes fluorimetrics a
partir de les immunohistoquimiques amb fluorescéncia. Es van realitzar fotografies a x5
augments de tot I’hipocamp que es van ensemblar amb el sistema d’analisi d’imatges
assistit per ordinador Photoshop® (Adobe Systems Incorporated). El sistema d’analisi

d’imatges ImagelJ 1,39u es va fer servir per quantificar a cada hipocamp la intensitat de
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la tincié amb la mesura de la intensitat dels pixels de color verd, que van donar una

mesura indirecta de la quantitat de cel-lules Sp8 positives.

3.2.25. Comptatge cel-lular

Es va realitzar comptatge de cel-lules tenyides per immunohistoquimica de BrdU i
calretinina a diferents capes hipocampals (CAl, CA2/3, el gir dentat, la zona
subgranular i el parénquima) El recompte es va realitzar al microscopic optic a 100
augments amb una reixeta a I’ocular (1,25 x 1,25 mm). Es va comptar el nombre de
cel-lules positives o nuclis tenyits un minim de tres vegades en cada seccid, prenent com
a valor la mitjana de les tres.

El recompte de les celllules proliferants es va fer a partir de les dobles
immunohistoquimiques amb BrdU i neuN, BrdU i GFAP i BrdU i IB4. Es van prendre
fotografies dels hipocamps de cada canal al microscopi invertit d’epifluorescencia, a x5
augments, que posteriorment es van ensamblar amb el programa Photoshop®.
Finalment, amb el programa ImageJ 1,39u es fusionaven dels dos canals i es comptaven

totes les cel-lules doble-positives.

3.2.26. Microscopia confocal i estudis de colocalitzacio

Els estudis de microscopia confocal es van realitzar al microscopi confocal Leica TCS
SL a la Unitat de Microscopia dels Serveis Cientificotécnics del Campus Casanova de la
Universitat de Barcelona.

Les mostres que s’analitzaven a microscopia confocal eren aquelles dobles
immunohistoquimiques tenyides amb anticossos secundaris units a una molécula
fliorescent: Alexa 488 1 FITC per al verd 1 Alexa555 per al vermell. Per a cada tall de 14
micrometres de gruix, es van obtenir 10 imatges confocals de cada canal (verd amb el
laser de Heli-Neo, a 543nm, i vermell amb el laster d’Argd, a 488nm) a 40 augments en
un microscopi confocal Leica TCS SL (resolucio Z=586nm). Les imatges es van obtenir
per separat i es va fer una posterior projeccio Z de 1’apilament amb el programa Imagel
1,39u. L’estudi de colocalitzacio dels pixels fluorescents es va realitzar amb imatges
simples confocals, amb el programa FluoColoc® (ExploraNova), executant la

distribucié espacial dels valors normals MDP amb la taula de referéncia o LUT
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adeqiiada, segons Jalskolski (Jalkolski ez. al, 2005); 1 la obtencié d’un mapa de punts 6

la grafica dels valors d’una variable sobre una altra.

3.2.26. Analisi densitométrica dels Western Blot

Per a quantificar els Western Blot, els films resultants del revelat van ser escanejats. La
imatge resultant s’obria amb el programa ImageJ, i es quantificava la intensitat de les
bandes en valors de densitat Optica de I’area dibuixada de cada banda. Es feia el mateix
amb les bandes de actina, que servien com a control de carrega, per a normalitzar el
valor de les bandes. El valor dels Sham s’agafaven com a referéncia i els resultats de les

diferents situacions es calculaven com a percentatges d’aquest Sham.

3.2.27. Analisi de dades de la PCR en temps real

Els resultats de les PCR en temps real (incloses les del array de PCR) es van obrir amb
el mateix programa del termociclador: StepOne Software v2.1, El primer que
comprovem ¢s la corba de dissociacid, per assegurar-nos de que totes les mostres
presenten un perfil idoni. Si és el cas, obrim el grafic de amplificacio, representat com a
ARn vs Cycle (increment de la senyal fluorescent a cada punt de temps). Tenim la opciod
de modificar el llindar, per tal de que caigui a la part lineal de la corba a cada mostra:
d’aquesta manera obtenim els Ct (temps de cicle), que ens dona una idea de a quin cicle
apareix expressio del gen triat, de tal manera que com més petit és el Ct més expressid
hi ha d’aquest gen. El programa ens permet exportar aquests valors en un full excel.

Les diferéncies de concentracié es van analitzar pel meétode comparatiu o metode de
AACt (Bookout ef al. 2006). Aquest metode s’utilitza quan s’investiguen diferéncies en
la expressié geénica entre diferents grups de mostres, com per exemple, en el nostre cas,
entre animals lesionats i no lesionats, i vehicle/control 6 tractats. Els resultats que ens
dona I’aparell sén els Ct. Amb aquests Cr es fan els segiients calculs:

La diferéncia entre els Cr dels gens 1 del FC dels gens control ens dona un valor,
anomenat ACrt, que és I’increment natural de la expressio del gen. Aquest resultat es
normalitza realitzant la operacid: 2AACT, obtenint el AACr, Els resultats son representats
com a “relaci6 de canvi” (FC 6 Fold Change), que son quantes vegades més esta

expressat un gen en, per exemple, una rata lesionada respecte, per exemple, una rata
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control/vehicle. S’obté el FC de les mostres que volem comparar fent el quocient entre
els AACy de, per exemple, les mostres NMDA 1 les mostres Sham. Els tests estadistics
que es realitzen per a veure si hi ha diferéncies significatives entre grups son els test de
Student 1 el test LSD Posthoc, mitjangant una ANOVA unidireccional (One-Way
ANOVA).

La casa comercial SABIOSCIENCES, pero, posa a la disposicid, a la seva pagina web
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php), d’un recurs on
insertant els nostres valors de Ct ens dona els valors de AACr, fa el test estadistic de t-
Student per aquests resultats, donant-nos el p-valor, i també ens dona, per a la seva

representacio, els valors de FC i els de canvi en la regulaci6 (fold regulation).

3.2.28. Analisi estadistiques

Per a cada parametre es van calcular els indexs de Skewness 1 Kurtosis per comprovar la
distribucié normal de les dades. La homogeneitat de la varianga es va testar amb els
tests de Cochran, Bartlett, Hartley i Levene. Quan les dades presentaven una distribucid
normal s’aplicaven proves estadistiques parametriques, la ANOVA unidireccional
(One-Way ANOVA) seguida del test de Fisher o LSD. Quan les dades no s’ajustaven a
una distribucié normal, s’analitzaven amb la prova no parametrica de Kruskal-Wallis
seguida del test U de Mann-Whitney. En tots els casos, els resultats es consideraven
estadisticament significatius amb una p < 0,05, Tots els valors es presenten com a la
mitjana + 1’error estandart de la mitjana (SEM). Excepte quan s’expliqui el contrari,
totes les analisi estadistiques es van realitzar amb el programa STATGRAPHICS
(STSC Inc., Rockville, MD, USA).












4. RESULTATS

4.1. LA DZX DISMINUEIX L’ACTIVITAT PRO-INFLAMATORIA DE LES
CEL-LULES BV2 EN CULTIU

L’objectiu d’aquest bloc ha estat caracteritzar in vitro els efectes de 1’obertura del canal
Karp amb Dzx en I’activitat pro-inflamatoria 1 fagocitica de la linia cel-lular microglial
BV2. Els grups emprats van ser quatre:
a) Cel'lules no activades (Grup control).
b) Cél-lules no activades post-tractades amb una dosi 1 uM de Dzx durant 24 hores
(Grup control + Dzx).
c) Cel-lules activades amb una dosi 0,1 ug/mL de LPS 1 0,5 ng/mL de IFNy durant
48 hores (Grup LI).
d) Cellules activades amb una dosi 0,1 pg/mL de LPS i 0,5 ng/mL de IFNy durant
48 hores 1 post-tractades amb una dosi 1 uM de Dzx durant 24 hores (Grup LI +
Dzx).

Es van realitzar 6 experiments independents per grup (N = 6). Per tal de determinar els
efectes de la activacid i la Dzx sobre les cel-lules, vam realitzar experiments de
immunocitoquimica i1 determinacid de la viabilitat cel-lular. Per tal de determinar
I’efecte de la Dzx sobre la activitat proinflamatoria de la microglia vam realitzar
experiments de ELISA i determinaci6 de nitrits, i I’ array de PCR Mouse Inflammatory
Cytokines & Receptors RT’ profiler PCR Array. Finalment, vam estudiar si la Dzx
modificava la capacitat fagocitica de la microglia. La estadistica que es va fer servir va

ser la ANOVA unidireccional (One-Way ANOVA) seguida del test de Fisher o LSD.

4.1.1. Expressio del canal Krp per les cél-lules microglials BV2 en cultiu

Experiments previs del grup van demostrar que les cel-lules BV2 en cultiu expressen
les subunitats SURI, Kir6.1 1 Kir6.2, del canal KATP i que aquesta expressid es veu
augmentada amb una activacid de les cel'lules amb LPS+IFNy (Ortega ef al.,

2012a)(Figura 4.1). La dosi de Dzx utilitzada es va testar préviament al grup amb uns
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estudis de dosi resposta que ens van facilitar la dosis optima de Dzx (dosi 1 uM) que

reduia la secrecid de NO de les cel-lules BV2 in vitro (Figura 4.2).

A SUR-1 B Kir6.1 C Kir6.2
MW L C L/ PCR

C L/ PCR

MW P C L/1 PCR

D C L/1 E c L/ F C L/l

—— -2

Al —— — - -

Figura 4.1: Expressio a les cél-lules microglials BV2 dels components del canal Kp 48 h
després de I’activacio amb LPS i IFNy. (A) — (C): productes de RT-PCR de les diferents
subunitats (SURI1, Kir6.1 i1 Kir6.2) del canal Ktp expressats a cél-lules control (C) i cél-lules
activades amb LPS i IFNy (L/I). Com a controls positius s’han utilitzat RNAs de pancreas (P) i
pulmo6 (L) i, com a control negatiu de PCR, RNA de cel'lules HEK293 (PCR). (D)-(F):
Immunoblots de les diferents subunitats (SURI1, Kir6.1 i Kir6.2) del canal Ksrp expressats a
cel-lules control (C) i1 cél-lules activades amb LPS i IFNy (L/I). Tot seguit es va realitzar

I’immunoblot de actina-1 (A-I) com a control de proteina carregada. Adaptat de Ortega et al.
2011a).
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Figura 4.2: Mesura de la concentracid de nitrits de les celelules BV-2 activades amb LPS+INFy i
en preséncia de diferents dosis de Dzx. Dzx: Cé¢l-lules tractades amb Dzx. LI: C¢lelules
tractades amb LPS i IFNy. D1: Dosi 10 nm de Dzx. D2: dosi 100 nM de Dzx. D3: Dosi 1 uM de

Dzx. (* p < 0,05 respecte les celelules control. # p < 0,05 respecte les cel-lules control. n =
6/grup. LSD Post-hoc).



4.1.2. La Dzx no modifica la viabilitat cel-lular

L’activaci6 amb LPS+IFNy canvia la morfologia de les cel-lules. Com podem observar
a la figura 4.3, la microglia BV2 en cultiu té una forma arrodonida (A), mentre que la
activada presenta uns processos llargs (B). A més, es pot apreciar que hi ha menys

cel-lules. La Dzx no semblava modificar la morfologia i nombre cel-lular en cap dels

Ccasos.

Figura 4.3:
Immunocitoquimica amb
actina de les céllules
microglials sense activar (A),
sense activar tractades amb
Dzx (C), activades amb LPS i
IFNy (B) i cél-lules activades
tractades amb Dzx (D). Barra
de l'escala 20 micres.

Quan vam quantificar aquests parametres (Figura 4.4) vam observar que als un cultius
de cel-lules BV2 sense activar, la viabilitat és del 97,3 = 1,0% respecte a les cel-lules
sembrades 1 que, en aquestes condicions, la Dzx a la concentracié 1 uM no modificava
aquest percentatge (97,6£1,8%) L’activaci6 amb LPS+IFNy disminuia la viabilitat
cel-lular a un 78,3+6,7% (p=0,0001), mentre que la Dzx augmentava la viabilitat fins al
88,3+6,2% respecte el grup PLS+IFNy (p=0,0114) tot i que no arriba a assolir el nivell
dels control (p=0,0236).
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Figura 4.4: Mesura de la viabilitat de les cél-lules BV-2 en activacid i amb un tractament amb
Dzx, en % respecte dels cel-lules totals. Dzx: Cel-lules tractades amb Dzx. LI: Cél-lules
tractades amb LPS i IFN (* p < 0,05 respecte les cél-lules control. # p < 0,05 respecte les
cel-lules activades amb LPS i IFN. n = 6/grup. LSD Post-hoc).

4.1.3. La Dzx disminueix I’activitat pro-inflamatoria de les cél-lules BV2

Els dos parametres que vam utilitzar per a decidir la eficacia anti-inflamatoria van ser la
produccidé de NO, estimat mitjangant la quantificacio de nitrits, i la producciéo de TNFa
mesurada per ELISA.

Les cel-lules control produeixen una petita quantitat de NO, 1,7+2,9 uM (Figura 4.5), 1
la Dzx no en modifica els nivells. Les cel-lules activades amb LPS+IFNy produien
1,7£2,9 uM de NO. Les cel-lules activades tractades amb Dzx produien 24,2+8,1 uM,
resultat diferent al de les cel-lules activades no tractades (p=0,0105), perd que no
arribava al nivell de les cel-lules control.

Paral-lelament, la concentracié de TNFo al medi de les cél-lules BV2 control era de
0,122+0,217 ng/mL 1 la Dzx no modifica aquesta concentraci6. L’activacidé amb
LPS+IFNy augmentava el TNFa fins a 0,7946+0,1619 ng/mL (p=0,00001), i la Dzx
redui aquesta concentracid a 0,396+0,035 ng/mL (p=0,00001).
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Figura 4.5: Mesura de la concentracio de nitrits i de TNFa de les cél-lules BV-2 activades amb
LPS+INFg i en preséncia de Dzx. Dzx: Cél-lules tractades amb Dzx. LI: C¢l-lules tractades
amb LPS i IFNy (* p < 0,05 respecte les cel-lules control. # p < 0,05 respecte les cél-lules
control. n = 6/grup. LSD Post-hoc).
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Per tal d’assegurar-nos que la disminucié en la produccié de nitrits era un reflex de la
produccio de NO, vam fer una RT-PCR de la expressio de NOS-II, en les nostres
condicions de cultiu (Figura 4.6). 24 hores després de 1’activaci6 amb LPS 1 IFNy es
detectava una banda del replicé a la algada de 500 parells de bases (pb), i la Dzx no en
modificava aquesta deteccid. Pero al cap de 12 hores del tractament amb Dzx hi havia

una desaparicio de la banda de DNA, com també a les 24 hores post-tractament.

500ph —

critpcliipd coolp RT PCR pM
2h 12h 24h

Figura 4.6: RT-PCR de la expressio de 1'enzim NOS-II (amplicé de 500 pb de grandaria). Les
hores fan referéncia al temps post-tractament amb Dzx. pb: parells de bases. PM: marcador de
pes molecular. C: cellules control. CD: cél-lules control tractades amb Dzx. LI: cel-lules
activades amb LPS i IFNy. LD: cél-lules activades tractades amb Dzx. Com a control negatiu de
retrotranscripcid i de PCR es va utilitzar RNA de cél-lules HEK293 (RT i PCR).




4.1.4. La Dzx disminueix ’expressio de molécules pro-inflamatories a les cel-lules

BV?2 activades

Per estudiar ’efecte que té la Dzx sobre la expressio de les molecules associades amb la
inflamaci6 a les cél-lules BV2 vam realitzat un experiment de array de PCR amb el
Cytokine, Imflammatory Response and Other Immunology Arrays (veure material i

metodes).

La taula 4.1 mostra I’efecte del tractament amb Dzx i de 1’activaci6 amb LPS+IFNy
sobre el nivell de mRNA de les 90 molecules incloses en I'estudi (84 gens de les
molécules relacionades amb la resposta inflamatoria i 6 gens normalitzadors 6
housekeeping). La taula també mostra 1’efecte de la Dzx sobre els nivells de mRNA

trobats en les cel-lules activades amb LPS+IFNy.

\ Respecte les cel-lules
Respecte les cel-lules control activades amb LI
C+ Dzx LI LI + Dzx
Simbol Canvi en la Canvi en la Canvi en la
X . p-valor . p-valor ., p-valor
molécula regulacio regulacio regulacio
Bcl6 -1,2226 0,538962 2,7197 0,000317 -1,4783 0,010013
C3 -1,2782 0,290747 3,8537 0,000031 -1,3012 0,018266
C3arl 1,0086 0,99603 1,4368 0,082531 1,1137 0,597871
C4b -1,4308 0,512286 2,7542 0,000179 -2,394 0,000295
Ccll -2,1576 0,474723 -1,4119 0,610182 2,9539 0,143006
Cell1 -2,4468 0,352692 -2,8373 0,279627 5,2577 0,255839
Ccll2 1,1953 0,192929 12,4643 0,00042 -3,7213 0,001551
Cell7 1,2225 0,791477 -4,1921 0,085417 5,394 0,116526
Ccll9 1,3187 0,83761 5,3703 0,130375 -1,5769 0,570567
Ccl2 -1,198 0,192426 8,9912 0,000208 -1,4547 0,08711
Ccl20 -1,6458 0,514816 -1,8931 0,245307 2,9778 0,158402
Ccl22 1,6157 0,806854 2,9247 0,405808 1,1989 0,306179
Ccl24 -1,0647 0,602604 -35,7579 0,000034 8,0281 0,001098
Ccl25 1,1162 0,47547 2,2717 0,002823 -1,2324 0,14532
Ccl3 -1,3209 0,009561 16,5489 0,000067 -1,56 0,017606
Ccl4 -1,5023 0,013711 18,423 0,000991 -2,0429 0,017468
Ccl5 -1,166 0,07783 1188,6308 0,000001 -7,0074 0,000004
Ccl7 -1,2089 0,423487 6,7967 0,002377 -1,3185 0,231751
Ccl8 -1,287 0,982141 947,9946 0,000095 -3,8384 0,000562
Cerl -1,0329 0,867889 3,09 0,000551 -1,1067 0,459475
Cer2 -1,0809 0,770222 1,5132 0,207401 1,9659 0,234791
Cer3 -1,0036 0,747077 2,7807 0,012503 1,4763 0,105989
Ccrd -1,4552 0,853903 -1,6229 0,503212 2,6681 0,182638
Cer7 1,0372 0,76931 2,2849 0,020983 -1,9616 0,145328
Cd40 -1,1465 0,456905 6,2205 0,00005 -2,8655 0,000225
Cd40lg -1,0422 0,7462 -1,8533 0,11174 3,7461 0,174524
Cebpb -1,1374 0,084517 1,6799 0,001973 -1,2629 0,028735
Crp 1,7783 0,506902 -1,7119 0,244645 3,1018 0,152935
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Csfl -1,2068 0,462226 1,4163 0,015554 -1,6445 | 0,004098
Cxcll 1,0372 0,76931 1,5004 0,136729 1,2758 0,460282
Cxcl10 12181 0,308466 200,7471 0,003285 -6,7728 | 0,007249
Cxcll 1 1,5776 0,686776 4,1381 0,284798 11,3932 | 0,475197
Cxcl2 -1,9302 0,229769 72,7467 0,015894 45721 0,07849
Cxcl3 1,1031 0,586626 1,2462 0,689832 2,4183 0,297658
Cxcl5 1,8042 0,363331 22,9497 0,06195 3,0518 0,166734
Cxcl9 1,2911 0,523549 | 19534519 | 0,000223 | -50,4469 | 0,000249
Cxcrd -1,0505 0,834735 -3,0888 0,000003 1,3514 0,150134
Fasl 22,0629 0,512884 2,093 0,175157 2,3873 0,248871
FIt31 -1,0455 0,969049 1,1162 0,113509 -1,0908 | 0,329593
Fos -1,406 0,005253 2,0683 0,092411 2,3689 0,014635
Hdac4 1,0543 0,673868 1,0635 0,631883 1,0024 0,926784
Ifng -3,4833 0,244688 -3,6709 0,221107 3,8725 0,156022
110 1,1773 0,585631 6,4552 0,000196 1,2325 0,187289
T110rb -1,1126 0,308057 -1,0407 0,631092 1,0085 0,957033
118 1,018 0,843545 32117 0,000009 -1,3489 | 0,003415
T118rap 2,0537 0,033085 2,1246 0,004122 1,3599 | 0,287646
Tla -1,3259 0,366611 24,455 0,000016 2,1652 | 0,000556
T1b -1,3162 0,255785 36,4623 0,00012 -1,7656 | 0,019159
T1£10 1,5923 0,341025 12173 0,537316 3,1269 0,161308
Tl -1,0221 0,792053 -1,1563 0,220764 1,1699 0,250353
Tlrap 1,1054 0,019524 -1,2396 0,008217 1,1382 | 0,278948
Tllm -1,2311 0,298018 15,8154 0,000642 75,0283 0,001432
122 -1,1862 0,618313 43615 0,220063 5,8058 0,139768
1122ra2 -1,9203 0,56189 -1,6586 0,629924 55119 0,148138
1123a -1,1196 0,702584 4,1805 0,000006 -1,662 0,007719
1123r -1,391 0,470929 5,7771 0,085713 13156 | 0,641129
16 1,1546 0,811446 43,5239 0,030937 -2,0393 0,230837
Tl6ra -1,0017 0,938915 -2,0949 0,001389 1,3211 0,024793
17 1,2588 0,942299 10,5335 0,000688 1,337 0,34527
Cxerl -1,4453 0,443462 1,3437 0,024929 1,1698 | 0,453596
Cxer2 -1,2807 0,396279 -43505 0,000003 -1,8794 | 0,013007
19 -1,2052 0,906206 -3,0001 0,122541 3,6879 0,161602
Ttgb2 -1,1302 0,078529 4,4398 0,000011 11,6775 | 0,000724
Kngl 1,627 0,677408 -1,8843 0,25947 2,8415 0,184738
Lta 1,074 0,896491 27,0815 0,000237 33,4732 | 0,001682
Ltb -1,0602 0,92493 3,0785 0,000857 1,4162 | 0,068693
Ly96 -1,2562 0,07132 2,5318 0,001268 “1,5802 | 0,010141
Myd88 1,4759 0,022055 1,5966 0,047781 1,0117 0,985169
Nfatc3 -1,0846 0217277 -1,1146 0,249592 1,2323 0,027392
Nfkb1 1,0267 0,844225 2,4793 0,00011 1,02 0,814432
Nos2 1,0713 0,802861 72,0741 0,000113 -4,7621 0,000387
Nr3cl -1,0917 0,2206 -1,2156 0,045861 1,0063 0,962936
Ripk2 -1,0465 0,829067 2,5535 0,000319 -1,8226 | 0,001487
Tirap 1,033 0,520491 1,1613 0,140728 1,1108 0,309101
Tirl 1,0961 0,53048 1,6859 0,007426 -1,0658 | 0,523109
TIr2 -1,2133 0,175227 9,9724 0,000023 -1,2201 0,137342
TIr3 1,2626 0,040172 5,0959 0,00121 1,2925 | 0,141663
Tlrd 1,0063 0,866417 1,1279 0,212086 1,153 0,147416
TIr5 -1,1626 0,269683 -3,6475 0,000072 1,6881 0,026618
TIr6 1,0028 0,979224 1,9377 0,019861 -1,1913 0,307211
TIr7 1,0156 0,757189 1,3547 0,073864 1,1153 | 0,385252
Tnf -1,3796 0,006639 22,9506 0,000037 -2,8457 | 0,000621
Tnfsfl4 1,1197 0,298762 -1,5992 0,039598 1,3758 0,205019
Tollip -1,0912 0,121342 1,2723 0,03013 -1,2247 | 0,061968
Gusb -1,0154 0,767945 1,9236 0,000039 -1,3531 0,00466
Hprt -1,0003 0,963354 1,7433 0,000741 1,0175 0,864877

127

</




Hsp90abl -1,0674 0,357997 -1,3962 0,022389 1,0356 0,823752
Gapdh -1,0624 0,434979 -1,5279 0,002827 1,0635 0,471571
Actb 1,1518 0,162889 -1,572 0,015048 1,2074 0,193347

Taula 4.1: Moléecules relacionades amb la resposta inflamatoria i variacié en funcio de 1’estat
d’activacid i el tractament amb Dzx a les cel-lules BV2.



La figura 4.7 mostra els canvis de concentraci6 de mRNA de les diferents molecules

estudiades amb activitat pro-inflamatoria despres de I’activacié amb LPS+IFNy:
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Figura 4.7: Volcano plot dels canvis de la quantitat del mRNA de les citocines proinflamatories
i els seus receptors amb a les cel-lules BV2 activades amb LPS+IFNy respecte les cel-lules
control. L’eix d’abscisses mostra el log2 de la relacid de canvi (Fold Change 6 FC, és a dir,
quantes vegades canvia 1’expressidé d’una molécula entre les dues condicions), de manera que
els punts que es troben a la linia horitzontal que es troba a 1 mostra que no hi ha canvis, i les
que apareixen equidistants a ambdds costats engloben els resultats no significatius. A
I’esquerra mostra les molécules que disminueixen (punts verds), i a la dreta les que augmenten
(punts vermells). L’eix d’ordenades mostra el —log del valor p del FC, de manera que com més
amunt més diferéncia. La linia blava horitzontal esta a 1 i separa els resultats significatius (part
superior) dels no significatius (part inferior) segons el test estadistic. Les quimiocines i
receptors que mostren canvis significatius estan nombrats al costat del punt corresponent.

La activacié amb LPS i IFNy de les cel-lules BV-2 induia canvis en la concentracié del

mRNA de varies quimiocines i receptors. Com podem veure a la figura 4.7, les que es
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disminuien la seva quantitat sén menys que les que augmentaven la seva quantitat, 1
només una d’elles disminuia drasticament la seva quantitat de mRNA, la citocina ccl24.
De les que més augmentaven la seva quantitat de mRNA cal destacar ccl5, ccl8, cxcl9 i
cxcll0, a més de I’enzim NOS2, i del gen de TNF 1 la IL23, aixi com els toll like
receptors TLR2 1 3.

El tractament amb Dzx no modifica significativament la quantitat del mRNA de cap gen
dels estudiats a les c¢l-lules control (Taula 4.1), tot i que si modifica la quantitat de

mRNA de varis gens en les cel-lules activades amb LPS i IFNy (Taula 4.2):

Simbol Canvienla Relacio

Tractament | < . 95% IC p-valor Holm FDR
molécula _ regulacié _de canvi
Cxcl9 1953,45 1953,45 (243.9,3662.9) 0,0002 0,0149 0,0009
Ccls 1188,63 1188,63 (1025.2,1351.9) 0 0 0,0001
Nos2 72,07 72,07  (30.08,114.06) 0,0001 0,0081 0,0005
LPS+IFNy/ Ccl8 947,99 947,99  (251.9,1644.0) 0,00001 0,007 0,0005
no activades Cd40 6,22 6,22 (4.95,749) 0 0,003  0,0003
C4b 2,75 2,75 (2.25,3.25) 0,0002 0,0125 0,0008
Illa 24,46 24,46 (19.30,29.62) 0 0,0013  0,0002
Cxcl9 -50,45 0,02 (0.01,0.03) 0,0002 0,0217 0,0074
Ccl5 -7,01 0,14 (0.12,0.17) 0 0,0004 0,0004
Nos2 -4,76 0,21 (0.16,0.26) 0,0004  0,0329 0,0069
Dzx+LPS+IFNy/ Ccl8 -3,84 0,26 (0.18,0.34) 0,0006 0,0466 0,0071
LPS+IFNy Cd40 -2,87 0,35 (0.28,042) 0,0002 0,0198 0,01
C4b -2,39 0,42 (0.34,049) 0,0003  0,0254 0,0066
Illa -2,17 0,46 (0.37,0.55) 0,0006 0,0467 0,0082

Taula 4.2: Molécules que augmenten els nivells de mRNA a les cél-lules BV2 activades amb
LPS+ FNy i que disminueixen la concentracié en ser incubades amb Dzx 1uM. (IC: interval de
confianga ; Holm: Métode de Holm-Bonferroni; FDR: index de descoberta falsa (false discovery
rate).

Podem apreciar que les molecules la quantitat de mRNA de les quals es veia més
disminuit amb la Dzx sén aquelles que més augmentaven els nivells de mRNA amb
LPS i IFNy. Es a dir: cxcl9, ccl5 i ccl8, a més de I’enzim Nos2 i la IL1a. La Dzx també
feia disminuir els nivells de mRNA de Cd40 1 C4b. La citocina cxcl9 va presentar els
majors canvis d’expressio ja que els seus nivells de mRNA van disminuir 50,45 cops
(p<0,0005) respecte a les cel-lules activades amb LPS i IFNy. Un altre gen que
disminuia la seva expressié 7 cops (p<0,00001) és el ccl5. El gen Nos2, que correspon a
la proteina NOS-II, responsable de la secrecié de NO i per tant responsable en part del
dany oxidatiu, també disminuia la seva expressid 4 cops (p<0,0005) amb el tractament

amb Dzx.



4.1.5. La Dzx disminueix la secrecid de les citocines cxcl9 i ccl5 a les cél-lules BV2

activades

Per tal de comprovar que la baixada de concentraci6 de mRNA es traduia en una
disminuci6 de I’alliberament de les citocines, varem quantificar per ELISA la
concentracio de cxcl9 i ccl5 als medis de cultiu de les cel-lules BV-2 (Figura 4.19). Les
cellules no activades secretaven petites quantitats d’aquestes quimiocines, 1 el
tractament amb Dzx no en modificava els nivells. A les ce¢l-lules activades amb
LPS+INFy hi havia un increment de 16 vegades en la concentracié de cxcl9 (p =
0,00001) i de 113 cops en la concentracio de ccl5 respecte les cel-lules control (p =
0,00001). La Dzx disminui en un 30% la secrecié de cxcl9 (p = 0,0206) i en un 20% (p
=0,047) la secrecio de ccl5 en les cel-lules activades, tot 1 que els nivells continuen molt

més alts que a les cel-lules control (p =0,0007 i p = 0,00001, respectivament).
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Figura 4.8: Concentracié de cxcl9 (A) i ccl5 (B) al medi extracel-lular en diferents condicions
de les BV-2. C: Cél-lules control. CD: Cé¢l‘lules control tractades amb Dzx 1 uM. LI: Cél-lules
activades amb LPS i IFNy. LD: Cél'lules activades tractades amb Dzx 1 pM (n=3 cultius
diferents, * p < 0,05 respecte control, # p < 0,05 respecte LI, LSD Post-hoc).

4.1.6. La Dzx no modifica la capacitat fagocitica de les cel-lules BV2

Amb els temps, les cel-lules control no incrementaren el nombre d’esferes fagocitades
(0,37 esferes/cel-lula als 10 min en front de 0,56 esferes/cel-lula als 30 min)(Figura 4.9).
Tampoc hi va haver canvis en el percentatge de cel-lules fagocitiques entre ambdos
temps (14,21% als 10 minuts en front de 21,02% als 30 minuts) i la Dzx no va

modificar aquests valors.



L’activaci6 amb LPS i IFNy va augmentar el nombre d’esferes que fagocitades per
cel-lula (1,63 esferes/cel-lula als 10 minuts, p = 0,00001 i 3,25 esferes/cel-lula als 30
minuts, p = 0,00001) i el percentatge de cel-lules fagocitiques (56,52% de les cel-lules
als 10 minuts, p = 0,00001 1 80,13% de les cel-lules als 30 minuts, p = 0,00001).

A més, aquesta capacitat anava augmentant al llarg del temps en les cél-lules activades

amb LPS+IFNy, essent major el nombre d’esferes fagocitades (p = 0,001) i1 el nombre

de cel-lules amb capacitat fagocitica (p = 0,001) als 30 minuts (Figura 4.9).
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Figura 4.9: Immunocitoquimica de les cellules microglials fagocitant. (A) Cél-lules no
activades. (B) Cé¢l-lules activades amb LPS i IFN. (C) C¢l-lules no activades tractades amb Dzx.
(D) Cél'lules activades tractades. Verd: Actina. Vermell: Fluoroesferes. Blau: Nucli. Barra de
I'escala 10 micres. (E): Nombre d'esferes per cel-lula i (F) de % de ceéllules fagocitiques en
diferents condicions. C: c¢l-lules control. CD: cél-lules control tractades amb Dzx. LI: c¢l-lules
activades amb LPS i IFNy. LD: c¢l-lules activades tractades (* p < 0,05 respecte les cé¢l-lules
control. $§ p < 0,05 respecte ambdos temps. n = 4/grup. LSD Post-hoc).

La Dzx no va modificar el nombre d’esferes fagocitades per les cel-lules activades amb
LPS+IFNy (1,85 esferes/cel-lula als 10 minuts i 3,25 esferes/cél-lula 30 minuts) ni el
percentatge de cel-lules fagocitiques (56,52% als 10 minuts i el 80,13% 81,24% de les

cel-lules als 30 minuts).



4.2. LA DZX REDUEIX LA LESIO EXCITOTOXICA A L’HIPOCAMP DE LA
RATA

L’objectiu d’aquest bloc va estar determinar in vivo la dosi optima de Dzx que,
administrada oralment, redueix la lesié excitotoxica a I’hipocamp de la rata amb
NMDA. Els grups d’animals emprats van ser set:

a) Rates Sham, injectades amb PBS 50 mM a I’hipocamp a les quals se’ls
administrava oralment el vehicle a partir del dia 8 post-lesio (grup Sham)

b) Rates injectades amb PBS 50 mM a les quals se’ls administrava oralment una
dosi de 10 mg/Kg/dia de Dzx a partir del dia 8 post-lesid (grup Sham + D10)

¢) Rates lesionades amb NMDA 40 mM a les quals se’ls administrava oralment el
vehicle a partir del dia 8 post-lesio (grup NMDA),

d) Rates lesionades amb NMDA 40 mM a les quals se’ls administrava oralment
amb una dosi de 10 mg/Kg/dia de Dzx a partir del dia 8 post-lesio (grup NMDA
+ D10),

e) Rates lesionades amb NMDA 40 mM a les quals se’ls administrava oralment
una dosi de 1 mg/Kg/dia de Dzx a partir del dia 8 post-lesio (grup NMDA + D1)

f) Rates lesionades amb NMDA 40 mM a les quals se’ls administrava oralment
una dosi de 0,1 mg/Kg/dia de Dzx a partir del dia 8 post-lesio (grup NMDA +
DO,1)

g) Rates lesionades amb NMDA 40 mM a les quals se’ls administrava oralment
una dosi de 0,05 mg/Kg/dia de Dzx a partir del dia 8 post-lesi6 (NMDA +
DO0,05).

Cada grup constava de 6 a 8 rates (N = 6-8 rates/grup), 1 es sacrificaven el dia 15 post-
lesio. Per tal de determinar si la microglia a ’hipocamp lesionat presenta expressid del
canal Katp, vam realitzar experiments de doble immunohistoquimica amb les
subunitats Kir6.2 1 SUR1 del canal Karp 1 el marcador microglial 1B4, i vam fer un
estudi de colocalitzacié on obteniem un mapa de la desviacid mitjana de producte (MDP
0 Mean Product Deviation), que ens mostra en groc els punts que colocalitzen sobre un
pla; un mapa de dispersio ¢ scatter plot ens mostra la relacié entre les dues variables
(marcatge verd i marcatge vermell) i ens mostra les coincidéncies en groc a la diagonal;
1 mesuravem el coeficient de correlacido de Pearson, que ¢és un index que mesura la
relacid lineal entre dues variables quantitatives, de manera que si €s positiu hi ha

colocalitzacio entre els dos canals. Els estudis de colocalitzacid els hem fet d’acord al
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descrit per Jaskolski (2005). Per tal de determinar I’efecte de la Dzx sobre la lesio
excitotoxica hipocampal i trobar-ne una dosi Optima vam realitzar tincions de Nissl per
a calcular I’area de lesid, immunohistoquimiques de NeuN per a mesurar les capes
neuronals, histologies de I1B4 per calcular I’area de reaccid microglial, 1
immunohistoquimiques de GFAP per calcular 1’area de reaccid astroglial. Finalment,
vam estudiar si la dosi de Dzx oOptima modificava la glucemia de la rata a nivell
periferic. La estadistica que es va fer servir va ser la ANOVA unidireccional seguida del

test de Fisher o LSD.

4.2.1. La microglia reactiva expressa el canal K rp a I’hipocamp lesionat

Vam fer un estudi confocal de la doble co-localitzacio amb anticossos especifics de les
subunitats Kir6.2 1 SURI del canal Karp amb 1B4 a talls histologics de ’hipocamp de la
rata obtinguts 15 dies després de la lesio amb 20 nmol NMDA. La figura 4.10 mostra la
histoquimica de IB4, marcatge dels mucopolisacarids especifics associats a la cara
externa de la membrana cel-lular de la microglia, i les dues subunitats del canal Karp,
les subunitats Kir6.2 i SURI. Els experiments de microscopia confocal i posterior
analisi de la imatge d’aquestes doble immunohistoquimiques van revelar un marcatge
clar de les subunitats Kir6.2 1 SUR1 al 100% de la microglia més ameboide (més
reactiva) de la formacié hipocampal (Figura 4.10, C i I). Una analisi acurada d’un pla
(Figura 4.10, D i J) revela que el coeficient de correlacié de Pearson era 0,33 per a
SURI1 1 0,27 i per a Kir6., de manera que hi ha correlacidé positiva entre les dues
variables. El mapa de MDP ens mostra en groc els punts que colocalitzen sobre un pla.
A més, els mapes de dispersié ens van mostrar alguns d’aquests punts grocs coincidint a
la diagonal. Per tant, podem dir que aproximadament totes les cél-lules IB4 positives i

amb morfologia reactiva expressen les subunitats Kir6.2 i SUR1 a I’hipocamp lesionat.



Mapa MDP Scatter plot

Mapa MDP Scatter plot

Figura 4.10: Imatges il-lustratives de les dobles immunohistoquimiques i microscopia confocal
de les subunitats Kir6.1 (A) — (C) i SURI (G) — (I) del canal K,rp (verd) en seccions tenyides
amb IB4 (vermell) a I’hipocamp de les rates lesionades amb NMDA . (A) — (C) mostra el
marcatge per Kir6.2 i IB4. Al merge es veu com algunes cellules presenten marcatge
intracel-lular i a la membrana de Kir, rodejat de IB4 que tenyeix els mucopolisacarids. L’estudi
de co-localitzacid sobre un tall esta a (D) — (F), (E) és el Mapa MDP de la superposicid de dues
imatges en un pla confocal XY (D). Al scatter plot (F) hi ha la distribucié de punts, amb vermell
y verd. El punts grocs denoten co-localitzacio, la qual s’observa malgrat que la tincié de la IB4
és a la cara extracel-lular de la membrana plasmatica. (G) — (I) mostra el marcatge per SURI i
IB4. Al merge es veu com algunes c¢l-lules presenten marcatge intracel-lular i a la membrana de
SUR, envoltat de IB4. L.’estudi de co-localitzacié sobre un pla confocal esta a (J) — (L), (K) és
el Mapa MDP de la superposicid de dues imatges en un pla confocal XY (J). Al scatter plot hi
ha la distribucié de punts, amb vermell y verd. El punts grocs denoten co-localitzacio, la qual
s’observa malgrat que la tincid de la IB4 és a la cara extracel-lular de la membrana plasmatica.
Barres de 1’escala: 20 pm per A-C/G-1140 umper DiJ.
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4.2.2. La Dzx limita la lesioé excitotoxica hipocampal

Per a avaluar el dany ocasionat 15 dies després de la injeccio de 20 nmol NMDA a
I’hipocamp vam realitzar una tinci6 de Nissl a una al¢ada de Bregma de -3.3, 1 es va
quantificar D’area de lesid (extensid de I’hipocamp des-estructurat) de manera
computeritzada. Com podem veure a la figura 4.11A), I’entrada de 1’agulla i1 la
subsegiient injeccido de vehicle (PBS 50 mM) a les rates Sham feia una petita lesio
mecanica en tot el seu recorregut dins el cervell fins arribar a 1’hipocamp, el qual
presentava una petita desorganitzacid hipocampal en zones molt concretes, de només
0,139+0,060 mm® de tamany. La Dzx 10 mg/Kg/dia no variava aquesta minima
desorganitzacié hipocampal (Figura 4.111).

La lesi6 amb NMDA provoca una gran desorganitzacidé hipocampal a totes les capes
(Figura 4.11B) que arriba a estendre’s a 2,21+0,38 mm®. De totes les dosis de Dzx,
només la de 1 mg/Kg/dia provoca una disminuci6é en aquesta area de desorganitzacio

hipocampal (Figura 4.11C) aquesta area era de 1,32+0,26 mm? (p = 0,0447).

Per a avaluar la mort neuronal 15 dies després de la injeccio de 20 nmol NMDA a
I’hipocamp vam realitzar una immunohistoquimica de NeuN a una al¢ada de Bregma de
-3.3, 1 es va quantificar I’area marcatge de NeuN (per a estimar la mort neuronal) de
manera computeritzada, a la capa piramidal i a la capa granular de 1’hipocamp. Com
podem veure a la figura 4.11E), I’entrada de 1’agulla i la subsegiient injeccio de vehicle
(PBS 50 mM) a les rates Sham no produia quasi cap mena de mort neuronal a cap de les
capes (Figura 4.11E, J i K). La Dzx 10 mg/Kg/dia no variava aquest resultat (Figura
4.11F).

La lesi6 amb NMDA provoca una disminucié de la tincié neuronal que arriba al
61,92+15,11% de tota la tincid a la capa piramidal, 1 el 70+22.36% a la capa granular,
resultats significativament diferents amb els obtinguts a les rates Sham (p = 0,0008).
Excepte a la capa piramidal, on la dosi de 10 mg/Kg/dia de Dzx també dona una
disminuci6 del % de lesid, a ambdues capes la dosi de 1 mg/kg/dia reduia el percentatge
de perdua de tincid neuronal fins a un 36,22+8,01% a la capa piramidal (p = 0,0413) i a
un 23,15+£17,95% a la capa granular (p = 0,0449), essent en aquest ultim cas una

diferencia no significativa amb les rates Sham (p = 0,1732).
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Figura 4.11: Efecte la Dzx a la lesio hipocampal produida pel NMDA. (A)-(D) mostra les
tincions de Nissl 1 (E)-(H) mostra la immunohistoquimica de NeuN a rates Sham, a rates Sham
tractades amb la concentracié optima de Dzx (Sham +D), la de 1 mg/kg/dia, a rates (lesionades
amb) NMDA i a rates NMDA tractades. Quantificacio del nivell de lesid excitotoxica per
quantificacio computeritzada de 1'area de desorganitzacié hipocampal per Nissl (I) i per % de
perdua neuronal a les capes piramidal (J) i granular (K) de I'hipocamp. D es refereix a Dzx i el
nombre al costat a concentracié en mg/Kg/dia. Barra de ’escala: 1 mm. (n=6-8 rates/grup,
temps post-lesio 15 dies. * p < 0,05 respecte les rates Sham, # < 0,05 respecte les rates NMDA,
LSD Post-hoc).

4.2.3. La Dzx redueix I’area de reaccié microglial pero no la reaccio astroglial

Les arees de microgliosi i de astrogliosi es van mesurar amb la tinci6 histoquimica de la
IB4 i la immunohistoquimica de la GFAP, respectivament. L’area que es va mesurar
delimitant les zones hipocampals on les c¢l-lules mostraven una morfologia reactiva. En
tots els talls analitzats aquestes arees eren més extenses que 1’area de lesi6 mesurada en

I’apartat anterior.

La lesié mecanica provocada per la entrada de 1’agulla mostra una reaccié microglial
minima limitada al voltant de ’entrada de 1’agulla, i que no es troba modificada per la
Dzx (Figura 4.12A 1 B). L’aspecte de la microglia tenyida amb 1’IB4 a les rates sham
era de microglia ramificada o en repos (Figura 4.12E), i la Dzx no va modificar aquesta
morfologia (Figura 4.12F). La injeccié de 20 nmols de NMDA va provocar una reaccio
microglial (Figura 4.12C), mostrant c¢l-lules que han proliferat, amb un engruiximent

citoplasmatic, un major nombre de perllongacions i aquestes més curtes (Figura 4.12G).
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La Dzx administrada oralment modifica la morfologia de la microglia reactiva, fent que
aquesta sigui menys ameboide, i tingui menys perllongacions i un citoplasma menys
gruixut (Figura 4.12H). La lesi6 amb NMDA va provocar una reacci6é microglial que va
cobrir 5,38+0,68 mm?, (Figura 4.12Q). La Dzx va mostrar reduccié d’aquesta area de
reaccid microglial a les dosis de 0,1 mg/Kg/dia i de 1 mg/Kg/dia fins a 3,75+0,38 mm®
(p = 0,0434).

La lesio mecanica provocada per la entrada de I’agulla mostra una reaccid astroglial
limitada al voltant de 1’entrada de I’agulla, i que la Dzx no va modificar (Figura4.121 i
J). En aquests hipocamps els astrocits reactius per la GFAP mostraven una morfologia
no reactiva (figura 4.12 M-N). La injeccié de 20 nmols de NMDA va provocar una
reaccid astroglial (Figura4.12K), mostrant cel-lules que han proliferat, amb un
engruiximent citoplasmatic, amb un major nombre de prolongacions més curtes
(Figura4.120) i marcatge més intens per la GFAP. La Dzx administrada oralment
modifica la morfologia dels astrocits, fent que aquests disminueixin el seu volum
citoplasmatic, el nombre de processos i1 presentin menys marcatge per a la tincio de
GFAP (Figura4.12P). La lesi6 amb NMDA produi una reaccio astroglial (Figura4.12K)
que va cobrir una area de 3,32+0,49 mm? i la Dzx no va modificar aquesta area de

reaccio astroglial a cap de les dosis (Figura4.12L).



Q
7 -
NE 6 ”’éﬁ J
E 5 A ;";5 ]
E )
5 4 - £ 4
3 54
.‘§ 3 :§ 3 A
0 D10 D0,05 D0,1 D1 D10 0 D10 D0,05 D0,1 D1 D10
Sham NMDA Sham NMDA

Figura 4.12: Efecte la Dzx a la gliosi reactiva hipocampal produida pel NMDA. (A)-(H)
histoquimica de 1B4 i (I)-(P) immunohistoquimica de GFAP a rates Sham, a rates Sham
tractades amb la concentracié de Dzx de 1 mg/kg/dia (Sham +D), a rates (lesionades amb)
NMDA i a rates NMDA tractades amb Dzx a diferents dosis. Les imatges (E)-(H) i (M)-(P) son
detalls. Quantificacio de les arees de reaccio microglial (Q) i astroglial (R). D es refereix a Dzx
i el nombre al costat a concentracié en mg/Kg/dia. Barra de I’escala: 1 mm per a (A) — (D) i (I)
— (L), 100 pm per a (E)-(H) i (M)-(P). (n=6-8 rates/grup, temps post-lesio 15 dies. * p < 0.05
respecte les rates Sham, # < 0.05 respecte les rates NMDA, LSD Post-hoc).



4.2.4. La Dzx a la concentracio utilitzada no modifica la glucémia de la rata

Vam mesurar els nivells de glucosa en sang a les rates NMDA+D10 just abans 1 dues
hores després de I’administracié de 1 mg/Kg de Dzx. Les mesures es van iniciar el dia
de comengament del tractament (dia 8 post-lesid), es van acabar el dia anterior al
sacrifici de I’animal (dia 14 post-lesid) i es van realitzar cada dos dies. Com vam
observar com a aquesta dosi i en aquestes condicions, la Dzx no modifica la glucémia

de les rates estudiades (Figura 4.13).
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Figura 4.13: Mesura de la concentracio de glucosa sanguinia a la rata (n=8, ANOVA
unidireccional).



4.3. LA DZX ALENTEIX LA PROGRESSIO DE LA LESIO EXCITOTOXICA
HIPOCAMPAL

El nostre objectiu ha estat investigar in vivo com la Dzx incideix en la progressié de la

lesid excitotoxica a I’hipocamp de la rata en el temps. Els grups emprats van ser deu:

a) Rates injectades a 1I’hipocamp amb PBS 50 mM i sacrificades als 5 dies post-
lesio (grup Sham 5 dies).

b) Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM i sacrificades als 5 dies post-
lesié (grup NMDA 5 dies)

¢) Rates injectades a I’hipocamp amb PBS 50 mM, tractades oralment amb vehicle
i sacrificades als 15 dies post-lesié (grup Sham 15 dies),

d) Rates injectades a I’hipocamp amb PBS 50 mM, tractades amb una dosi de 1
mg/Kg/dia de Dzx 1 sacrificades als 15 dies post-lesid (grup Sham 15 dies +
Dzx);

e) Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM, tractades oralment amb
vehicle 1 sacrificades als 15 dies post-lesio (NMDA 15 dies)

f) Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM, tractades oralment amb una
dosi de 1 mg/Kg/dia de Dzx, i sacrificades als 15 dies post-lesio (grup NMDA
15 dies + Dzx).

g) Rates injectades a I’hipocamp amb PBS 50 mM, tractades oralment amb vehicle
1 sacrificades als 38 dies post-lesid (grup Sham 38 dies),

h) Rates injectades a I’hipocamp amb PBS 50 mM, tractades oralment amb una
dosi de 1 mg/Kg/dia de Dzx i sacrificades als 38 dies post-lesid (grup Sham 38
dies + Dzx)

1) Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM, tractades oralment amb
vehicle, 1 sacrificades als 38 dies post-lesio (grup NMDA 38 dies).

j) Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM, tractades oralment amb una
dosi de 1 mg/Kg/dia de Dzx, i sacrificades als 38 dies post-lesio (grup NMDA
38 dies + Dzx).

Cada grup constava de 10 rates (N = 10 rates/grup), els quals es dividien aleatoriament a
I’hora del sacrifici en dos: 5 rates es feien servir per a histologia i les altres 5 per a

bioquimica. La Dzx 1mg/Kg/dia es va administrar oralment del dia 8 post-lesio fins al
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dia del sacrifici. El BrdU es va injectar entre els dies 5 1 8 post lesid a una dosi de 50
mg/Kg en PBS 50 mM, tal i com es va descriure préviament al grup (Batlle, 2009).
Primer vam determinar 1’efecte de la Dzx sobre la lesié excitotoxica hipocampal al llarg
del temps. L’area de lesio es va estimar mitjancant la tincié de Nissl, 1 es va representar
com a percentatge de 1’area total de I’hipocamp, ja que el volum d’aquest pot variar amb
el temps. La pérdua neuronal es va estimar per mesura d’arees de pérdua de tincid i
comptatge cel-lular sobre seccions tenyides per immunohistoquimica de NeuN, es va
mesurar 1’area de les capes piramidal (CA1l, CA2 i CA3) 1 DG, i es van representar com
a percentatge de pérdua neuronal respecte 1’area total neuronal. Les arees de reaccid
microglial 1 astroglial es van calcular mitjancant histoquimica de IB4 i
immunohistoquimica de GFAP, respectivament, i es van representar com a percentatge
d’area de reaccid respecte 1’area total hipocampal.

Per estudiar in vivo els efectes anti-inflamatoris de la Dzx sobre la lesid excitotoxica
vam quantificar per qPCR la quantitat d¢ mRNA del neurofilament (NF-H), de la
proteina GFAP i de la proteina S100p, per tenir una estimacio quantitativa de la lesio. A
més vam quantificar els nivells de mRNA de les diferents subunitats del canal Karp
(SUR1 SUR2 Kir 6.1 1 Kir 6.2) i de les quimiocines cxcl9 1 ccl5. Vam agafar les
mostres de les que teniem RNA provinent dels hipocamps de les rates, creant 7 grups:
Sham, Sham + Dzx, NMDA 5 dies, NMDA 15 dies, NMDA 15 dies + Dzx, NMDA 38
dies 1 NMDA 38 dies + Dzx.

La estadistica que es va fer servir en la histologia va ser la ANOVA unidireccional
seguida del test de Fisher o LSD. La estadistica que es va fer servir en les qPCR va ser

un test de t-Student.

4.3.1. La Dzx alenteix de la lesi6 hipocamp induida per NMDA

Als animals del grup Sham 1’area de lesido mesurada per tincio de Nissl es restringia a la
zona d’entrada de 1’agulla, cobrint una area del 2,24+0,95% del total hipocampal, la
qual es mantenia durant els 38 dies de I’estudi i1 no es veia modificada pel tractament
amb Dzx (Figura 4.14A). Pel que fa a les rates NMDA, la lesi6 assolia un 31,65+4,28%
de tota I’area hipocampal al cinqué dia (Figura 4.14B), i hi havia una tendéncia a
augmentar fins arribar al 39,34+5,79% el dia 15 post-lesid, per mantenir-se dia 38

(Figura 4.14C 1 4.15A) (p = 0,0004). Les rates NMDA 25 dies + Dzx presentaven una
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area de lesio hipocampal del 24,57+3,73%, que es manté fins a dia 38 post-lesio (Figura
4.14 (D)), resultat que implica una reduccio de ’area de lesio del 15,97% (Figura 4.15
(A))(p =0,015).

Els animals Sham van mostrar una peérdua neuronal minima associada amb 1’agulla, 1 la
Dzx no va modificar aquest efecte (Figura 4.15B 1 C). A les rates NMDA 5 dies la
perdua neuronal arribava a un 27,68+7,25% de la capa piramidal i un 33,17+9,35% de
la capa granular (Figura 4.13F), la lesio augmentava fins una area del 60,67+9,35% del
total de la capa piramidal i el 70,61+12,19% de la granular del DG el dia 15 post-lesid i
es mantenia a dia 38 (Figura 4.14G, Figura 4.15B 1 C). La Dzx disminui aquesta area de
perdua neuronal fins al 40,07+6,26% a la capa piramidal i el 32,16+11,59% a les rates
NMDA 15 dies + Dzx (p = 0,0099 vs NMDA a la capa piramidal i p = 0,0450 a la capa
granular). A les rates NMDA 38 dies, la lesio arribava al 67,65+4,36% a la capa
piramidal, i al 47,48+3,23% a les rates NMDA 38 dies + Dzx (Figura 4.13K 1 O, Figura
4.14B i C) valors d’area de encara menors que els presentats per les rates NMDA (p =

0.0430).



Sham NMDA 5 dies NMDA 38 dies NMDA 38 dies + Dzx

Tinci6
de Nissl

NeuN

IB4

Figura 4.14: Evolucio en el temps de la lesié hipocampal induida per NMDA. (A) — (D) Tincions de Nissl. (E) - (H) Immunohistoquimica de
NeuN. (I) — (L) Histoquimica de I1B4. (M) — (P) Immunohistoquimica de GFAP. Dzx es refereix al tractament amb Dzx a la dosi 1 mg/Kg/dia.
Barra de I’escala: 1 mm.
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Figura 4.15: Efecte de la Dzx a I’evolucid de la lesio induida per NMDA a I’hipocamp de la
rata. (A) El grafic representa I’area de lesidé hipocampal mesurada sobre seccions tenyides amb
violeta de cresil, (B) la reduccié de 1’area marcada per NeuN es va calcular a la capa piramidal
de I’hipocamp (B) i la granular del DG (C) de seccions tenyides per inmunohistoquimica de la
proteina NeuN. Quantificacié de 1’area de reaccid microglial sobre seccions tenyides amb 1B4
(D) 1 astroglial sobre seccions tenyides amb immunohistoquimica de la GFAP (E). Dzx es
refereix al tractament amb Dzx a la dosi 1 mg/Kg/dia. (n=6 Sham, 6 Sham + Dzx, 5 NMDA
5dies, 9 NMDA 15 dies, 5 NMDA 38 dies, 12 NMDA + Dzx 15 dies, 5 NMDA + Dzx 38 dies,
*p <0.05 vs Sham, # p < 0.05 vs NMDA a cada temps, LSD Post-hoc).



4.3.2. La Dzx disminueix la reaccio glial associada amb la lesio excitotoxica

hipocampal

Al grup Sham, la tincié d’IB4 va mostrar que aquestes arees es van restringir a la zona
d’entrada de 1’agulla, assolint una area del 6,59+6,59% el dia 5 després de la lesid.
Aquesta area de reaccié disminuia fins al 2,67+0,95% (Figura 4.14M). La Dzx a una
concentracio de 1 mg/Kg/dia no va modificar aquestes arees de reaccié (p = 0,21)
(Figura 4.15D). Pel que fa a les rates NMDA 5 dies, la reaccié microglial era major que
I’observada a les rates Sham (p = 0,0005), cobria un 36,50+4,33% de 1’area hipocampal
(Figura 4.13J), 1 va augmentant fins a assolir una area del 61,02+6,95% el dia 15 post-
lesid, i disminui als 38 dies (p = 0,302) (Figura 4.14G, Figura 4.15D). La Dzx disminui
I’area de reaccid microglial induida per NMDA a 15 dies fins el 32,92+4,85%, de tota
I’area hipocampal (p = 0,0032, Figura 4.14L, Figura 4.15D) i es manté fins a dia 38
post-lesio.

L’estimacid de 1’area de reaccid astroglial per immunohistoquimica de GFAP va
mostrar que al grup Sham aquesta reaccid es restringia a la zona d’entrada de 1’agulla,
no canviava al llarg de I’estudi 1 la Dzx no va modificar-la (Figura 4.14D). A les rates
NMDA 5 dies, la reaccid astroglial cobria un 24,36+5,69% de tota 1’area hipocampal
(Figura 4.14N), valor que augmentava fins el 48,88+4,27% el dia 15 post-lesio, per
baixar als 38 dies (Figura 4.14K, Figura 4.15E). La Dzx disminui I’area de reaccid
astroglial fins el 36,04+5,13% de tota 1’area hipocampal a les rates NMDA 15 dies +
Dzx (p = 0,0456, Figura 4.14P, Figura 4.15E) tamany que es va mantenir fins a dia 38
post-lesio (Figura 4.15E).

4.3.3. Efecte de la Dzx sobre els canvis de concentracio de mRNA de NF-H, GFAP i
S100p induits per NMDA a I’hipocamp de la rata

La injeccid de NMDA va augmentar 11 vegades la concentraci6 de mRNA del NF-H
cinc dies despres de la lesio (Taula 4.4) respecte les rates Sham, mentre que a 38 dies
aquests nivells van disminuir aproximadament 2,5 vegades (p = 0,0492). La Dzx no va
modificar els nivells de mRNA del NF-H que presentaven les rates Sham a ’hipocamp
15 dies despres de la lesié (Taula 4.3). Per aixdo vam unificar les dades dels grups Sham
1 Sham+Dzx en un tnic grup control. La Dzx disminuia 2,5 vegades la concentracié del

mRNA en rates NMDA 15 dies respecte les rates Sham.
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Simbol molécula Relacio de canvi 95% ClI p-valor

NF-H 1,555298062 (1,01:2,09) 0,125
Sham + Dzx vs Sham GFAP 0,772815307 (-1,71:0,48) 0,653
S100B 0,702537345 (-2,87:0,32) 0,174

Taula 4.3: Comparaci6 de la relacio de canvi a la expressio dels gens NF-H, GFAP i S100p de
rates Sham tractades amb Dzx a la dosi de 1 mg/Kg/dia sobre rates Sham. IC: Interval de
confianga. p-valor: t-student.

Amb aquesta lesio la concentraci6 de mRNA de la GFAP va augmentar a 54 vegades al
les rates NMDA 5 dies mentre que a les rates NMDA 15 dies aquest augment va ser
només de 4,5 vegades, respecte les rates Sham (p = 0,0001 1 p = 0,002, respectivament)
A les rates NMDA 38 dies no es van detectar canvis significatius en la concentraci6 de
mRNA la GFAP induits per NMDA. La Dzx no va modificar els nivells de mRNA de la
GFAP que presentaven les rates Sham 15 dies a ’hipocamp (Taula 4.3). Per aixd vam
unificar les dades dels grups Sham 1 Sham+Dzx en un unic grup control. La Dzx no
tenia cap efecte sobre les rates NMDA + Dzx respecte les rates Sham.

Pel que fa a la expressio de S1008, hi havia una baixada significativa de concentracid
del seu mRNA del gen a les rates NMDA 38 dies, una baixada de 2,77 vegades. La Dzx
no va modificar els nivells de mRNA de la GFAP, el NF-H i la S100B que presentaven
les rates Sham a I’hipocamp 15 dies despres de la lesié (Taula 4.3). Per aixd vam
unificar es dades dels grups Sham i Sham+Dzx en un Unic grup control. A les rates

NMDA + Dzx, on la baixada era de 14,28 vegades respecte les rates Sham.



Simbol NMDA vs Sham Relacio de canvi 95%1C p-valor
NMDA 5 dies 11.00191505 (6.03:15.07) 6.0788E-05*
NMDA 15 dies 0.408900307 (0.029:0.078) 0.0535339
NF-H NMDA 38 dies 0.455777058 (-0.06:0.97) 0.0492227%*
NMDA + Dz 15 dies 0.392620687 0.11:0.67)  0.0217481%
NMDA + Dzx 38 dies 0.436209072 (0.01:0.87) 0.0633243
NMDA 5 dies 54.90546018 (-9.34:119.15) 5 .7681E-05"
NMDA 15 dies 4,525553719 (0.76:8.28) 0.0237525%*
GFAP NMDA 38 dies 1.960356133 (-0.48:4.40) 0.150865
NMDA + Dzx 15 dies 1.525011942 (0.49:2.55) 0.328894
NMDA + Dzx 38 dics 0.232499268 (0.09:0236) 0.11047
NMDA 5 dies 1.098334781 (0.66:1.53) 0.441743
NMDA 15 dies 0.860163999 (0.63:1.08) 0.544036
S100B NMDA 38 dies 0.367921411 (-0.55:1.28) 0.0286817*
NMDA + Dzx 15 dies 1.218300217 (0.55:1.88) 0.4689
NMDA +Dzx 38 dies 0.068013921 (0.01:0.12) 0.00162377*

Taula 4.4: Canvis en la concentraci6 de mRNA dels gens NF-H, GFAP i S100B en hipocamps
de rates lesionades amb NMDA 5, 15 i 38 dies post-lesid, i en rates lesionades administrades
amb Dzx, i comparats amb les rates Sham. CI: Interval de confianga. p-value: t-student.

4.3.4. La lesio excitotoxica augmenta I’expressio de Kir6.1 i SUR2 a 5 dies post-

lesio

Seguidament vam analitzar els canvis en les concentracions de mRNA de les diferents
subunitats del canal Karp induides per la lesio hipocampal (Taula 4.5). En comparar
amb les rates Sham, la injeccié de NMDA va provocar un augment de 2,59 vegades de
la concentracié6 de mRNA de la subunitat Kir6.1 (p = 0.009) 1 2,2 vegades la de SUR2
(p = 0.007) a les rates NMDA 5 dies (p = 0,009), mentre que aquesta injeccid no va
canviar els nivells de mRNA de les subunitats Kir6.2 i SURI. Un augment similar de la
concentracio de mRNA de la subunitat SUR2 es va observar les rates NMDA 38 dies +
Dzx (p = 0,046).



Simbol NMDA vs Sham Relaci6 de canvi 95% IC p-valor
NMDA 5 dies 2,596244133 (1,88:3,31) 0,009%
NMDA 15 dies 0,477753895 (0,25:0,75) 0,32
Kir6.1 NMDA 38 dies 0,968287049 (0,51:1,43) 0,91
NMDA + Dzx 15 dies 1,573568605 (0,17:2,97) 0,33
NMDA + Dzx 38 dies 1,469636551 (1,02:1,91) 0,35
NMDA 5§ dies 1,766475695 (0,83:2,70) 0,19
NMDA 15 dies 0,733093503 (0,41:1,06) 0,54
Kir6.2 NMDA 38 dies 1,054454873 (0,92:1,19) 0,92
NMDA + Dzx 15 dies 1,267458921 (0,08:2,45) 0,67
NMDA + Dzx 38 dies 2,236288092 (1,36:3,10) 0,07
NMDA 5 dies 1,189153845 (0,61:1,77) 0,56
NMDA 15 dies 0,440873667  (0,31:0,57) 0,16
SURI1 NMDA 38 dies 0,944611179 (0,85:1,04) 0,99
NMDA + Dzx 15 dies 1,027521529 (0,44:1,61) 0,84
NMDA + Dzx 38 dies 1,585339713 (0,31:2,85) 0,29
NMDA § dies 2,218655918 (1,35:3,09) 0,007*
NMDA 15 dies 1,484861217 (0,80:2,16) 0,13
SUR2 NMDA 38 dies 0,945954768 (0,04:1,84) 0,98
NMDA + Dzx 15 dies 1,101420898 (0,12:2,08) 0,69
NMDA + Dzx 38 dies 2,470050791 (0,5:4,43) 0,046*

Taula 4.5: Canvis en la concentracio de mRNA dels gens de les diferents subunitats del canal
Karp en hipocamps de rates lesionades amb NMDA 5, 15 i 38 dies post-lesio, i en rates
lesionades administrades amb Dzx, i comparats amb les rates Sham. CI: Interval de confianga.
p-value: t-student.

4.3.5. La lesio excitotoxica no modifica I’expressio in vivo de cxcl9, ccl5S i CXCR3 a

llarg termini

Per analitzar els possibles efectes anti-inflamatoris de la Dzx, vam estudiar les
variacions en la concentraci6 de mRNA de les quimiocines ccl5 i cxcl9, i del CXCR3,
el receptor de la cxcl9, a les rates NMDA 5, 15 1 38 dies. Els nivells de mRNA de cxcl9
detectats estaven molt a prop del limit de deteccid de la técnica i no varem observar cap
efecte de la lesio6 amb NMDA ni del tractament amb Dzx en aquests nivells (taula 4.6)
Els nivells de mRNA de ccl5 1 de CXCR3, es van trobar per sota dels limits de deteccid

del la técnica i no va ser possible detectar-los.



NMDA vs Sham Relacio de canvi 95% IC p-valor

NMDA 5 dies 0,187 (0,073:0,300) 0,184
NMDA 15 dies 0,224 (0,045:0,402) 0,143
NMDA 38 dies 0,315 (0,132:0,497) 0,144
NMDA+ Dzx 15 dies 0,309 (0,073:0,547) 0,191
NMDA + Dzx 38 dies 0,516 (0,001:1,048) 0,372

Taula 4.6: Canvis en la concentracié de mRNA del gen de la quimioquina cxcl9 en hipocamps
de rates lesionades amb NMDA 5, 15 i 38 dies post-lesid, i en rates lesionades administrades
amb Dzx, i comparats amb les rates Sham. CI: Interval de confianga. p-value: t-student.



4.4. LA DZX POTENCIA LA NEUROGENESI ASSOCIADA A LA LESIO
EXCITOTOXICA HIPOCAMPAL.

El nostre objectiu d’aquest bloc ha estat investigar com la Dzx incideix en els processos
de neurogenesi associada a la lesi6 excitotoxica a I’hipocamp de la rata. Els grups
emprats van ser deu.

a) Rates injectades a 1’hipocamp amb PBS 50 mM i sacrificades als 5 dies post-
lesié (grup Sham 5 dies).

b) Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM i sacrificades als 5 dies post-
lesi6 (grup NMDA 5 dies)

¢) Rates injectades a I’hipocamp amb PBS 50 mM, tractades oralment amb vehicle
1 sacrificades als 15 dies post-lesio (grup Sham 15 dies),

d) Rates injectades a I’hipocamp amb PBS 50 mM, tractades amb una dosi de 1
mg/Kg/dia de Dzx 1 sacrificades als 15 dies post-lesidé (grup Sham 15 dies +
Dzx);

e) Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM, tractades oralment amb
vehicle 1 sacrificades als 15 dies post-lesié (NMDA 15 dies)

f) Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM, tractades oralment amb una
dosi de 1 mg/Kg/dia de Dzx, 1 sacrificades als 15 dies post-lesio (grup NMDA
15 dies + Dzx).

g) Rates injectades a I’hipocamp amb PBS 50 mM, tractades oralment amb vehicle
1 sacrificades als 38 dies post-lesié (grup Sham 38 dies),

h) Rates injectades a I’hipocamp amb PBS 50 mM, tractades oralment amb una
dosi de 1 mg/Kg/dia de Dzx 1 sacrificades als 38 dies post-lesid (grup Sham 38
dies + Dzx)

1) Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM, tractades oralment amb
vehicle, 1 sacrificades als 38 dies post-lesio (grup NMDA 38 dies).

j)  Rates lesionades a I’hipocamp amb NMDA 40 mM, tractades oralment amb una
dosi de 1 mg/Kg/dia de Dzx, i sacrificades als 38 dies post-lesio (grup NMDA
38 dies + Dzx).

Cada grup constava de 5 rates (N = 5 rates/grup), excepte els grups a 15 dies, el qual va
constar de 10 rates/grup. La Dzx 1mg/Kg/dia es va administrar oralment del dia 8 post-

lesio fins al dia del sacrifici. El BrdU es va injectar entre els dies 5 1 8 post lesio a una
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dosi de 50 mg/Kg en PBS 50 mM, ja que estudis previs del grup han situat la taxa
maxima de proliferacié cel-lular provocada per la lesio entre els dies al 8 després de la
lesié (Nomura et al. 2000; Batlle, 2009).

Vam fer les segiients tincions: Tincié immunohistoquimica contra la PSA-NCAM per a
marcar els progenitors neuronals en desenvolupament 1 migracid; contra la calretinina
per a marcar neurones immadures i dobles immunofluorescencies BrdU / NeuN per a
marcar noves neurones madures, BrdU / IB4 per a marcar noves c¢l-lules microglials i
BrdU/ GFAP marcar nous astrocits. També vam estudiar per immunohistoquimica
I’expressio del factor de transcripcid Sp8, 1’expressio del qual és constitutiva del les
cel-lules progenitores i noves neurones del la ZSV 1 s’ha proposat com a marcador de
neurones provinents de la via rostromigratoria al bulb olfactori (Li ef al., 2011). Per tal
de determinar quin tipus cel-lular presenta expressio de la proteina Sp8, vam realitzar
experiments de doble immunohistoquimica el marcador de Sp8 i el marcador neuronal
NeuN 6 el marcador astroglial GFAP, i vam fer un estudi de colocalitzacio on obteniem
un mapa de la desviacid mitjana de producte (MDP 6 Mean Product Deviation), que ens
mostra en groc els punts que colocalitzen sobre un pla; un mapa de dispersio 6 mapa de
dispersio de punts ens mostra la relacido entre les dues variables (marcatge verd i1
marcatge vermell) i ens mostra les coincidéncies en groc a la diagonal; i mesuravem el
coeficient de correlacidé de Pearson, que és un index que mesura la relacié lineal entre
dues variables quantitatives, de manera que si €s positiu hi ha colocalitzacio entre els
dos canals. Els estudis de colocalitzacié els hem fet d’acord al descrit per Jaskolski
(2005).

La estadistica que es va fer servir va ser la ANOVA unidireccional seguida del test

LSD.



4.4.1. La lesio excitotoxica hipocampal augmenta el nombre de cél-lules PSA-

NCAM positives i de calretinina positives

Per a estudiar la aparicié de cel-lules PSA-NCAM positives a 1’hipocamp, es van
emprar els grups de rates Sham 5 dies i NMDA 5 dies, ja que es coneix que ¢és el temps
en que apareixen els progenitors neuronals. Vam comptar el nombre de cel-lules
positives per hipocamp. Els hipocamps sense manipular no mostraven expressio de
PSA-NCAM en cap cas. Les rates Sham presentaven 28,5+4,3 cél-lules positives
(Figura 4.17A 1 C), que es localitzaven exclusivament a la SGZ del DG. A les rates
NMDA aquest nombre augmentava fins a les 457,9+128,4 c¢l-lules positives (Figura
4.17B i C), resultat clarament diferent al de les rates Sham (p = 0,0102), i es

localitzaven per tot el DG 1 part de I’hilus 1 el tram final de la capa CA3.
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Figura 4.17: Immunofluorescéncia de PSA-NCAM a I’hipocamp d’una rata Sham (A) i 5 dies
post-lesi6 amb NMDA (B) (Barra de I’escala: 1 mm, miniatura 20 pum). (C) I’histograma
mostra la quantificacié del nombre de c¢l-lules PSA-NCAM positives. (n = 5 Sham, n = 5
NMDA, * p <0.05 vs Sham, LSD Post-hoc).

Vam fer una immunohistoquimica de calretinina a les rates del grup 15 dies post-lesio,
temps en que les noves c¢l-lules ja haurien d’expressar aquest marcador després de la
lesié. Els hipocamps sense manipular no mostraven expressio de PSA-NCAM en cap
cas. A les rates Sham la immunohistoquimica de calretinina va mostrar interneurones

positives disperses per tot I’hipocamp. A les rates NMDA, es va observar un increment
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al nombre de cel-lules calretinina positives al parénquima hipocampal (Figura 4.18C 1
D, p =0,0067). El tractament oral amb diazoxida no va no provocar cap modificacio del

nombre de cel-lules calretinina positives comparant amb les rates NMDA.
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Figura 4.18: Efecte de la Dzx al nombre de cél-lules calretinina positives a I’hipocamp de la
rata 15 dies després de la lesio. Microfotografies il-lustratives de 1I’immunohistoquimica de
calretinina a la SGZ de rates Sham (A) i NMDA-lesionades (B); i al parénquima de rates
Sham (C) i NMDA-lesionades (D) 38 dies després de la lesid. (E) mostra el comptatge del
nombre de cél-lules calretinina positives 38 dies després de la lesid a rates Sham, NMDA i
NMDA + Dzx, a les diferents capes de I’hipocamp. SGZ: Zona Subgranular. Par: Parénquima.
(n = 6 rates/grup, * p <0.05 comparat amb Sham, LSD Post-hoc).

4.4.2. La Dzx promou la proliferacio de noves cél-lules neuronals i limita la

generacio de noves ce¢l-lules glials

Per estudiar si la administracié de diazoxida provocava variacions en el desti de la
proliferacié cel-lular induida per la lesio excitotoxica, 38 dies després de la lesio es van
realitzar immunohistoquimiques dobles 1 deteccions, capa per capa, per microscopia
del BrdU amb marcadors cel-lulars especifics per a neurones, astrocits i microglia.

Les rates Sham presentaven una mitjana de 8,24 cel-lules NeuN i BrdU positives per a
tot ’hipocamp, sobre tot a la SGZ, on hi ha la neurogénesi de manera natural, i no
sembla tenir relaci6 amb la entrada de 1’agulla, ja que no es situaven a les capes

danyades, on per exemple a la capa CA1 només hi ha una cel-lula 1 no pas en tots els
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hipocamps (0,25 cel-lules/hipocamp, de mitjana) i ja que als hipocamps contralaterals
també hi ha neurogenesis a la SGZ (Figura 4.19A-C). Les rates NMDA 38 dies
presentaven 23,76 cel-lules de mitjana a tot I’hipocamp, de les quals la diferéncia més
significativa es troba a les arees de la capa CAl (4,5 cel-lules de mitjana a les rates
NMDA 38 dies enfront de 0,25 cel-lules de mitjana a les rates Sham 38 dies, p =
0,0103), les capes CA2 i CA3 (7,25 cel-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies
enfront de 1,5 cel-lules de mitjana a les rates Sham 38 dies, p = 0,0063), i al parénquima
(6,25 cel-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies enfront de 1,25 c¢l-lules de mitjana
a les rates Sham 38 dies, p = 0,0131). A la zona subgranular, la Dzx va augmentar el
nombre total de cél-lules positives per NeuN BrdU (10 cel-lules de mitjana a les rates
NMDA 38 dies + Dzx respecte 4 cel-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies, p =
0,049), a la capa CA1l (23,66 cel-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies + Dzx
respecte les 4,5 cél-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies, p = 0,0003) i el
parénquima (20,33 c¢l-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies + Dzx respecte les
6,25 de mitjana a les rates NMDA 38 dies, p = 0,047).

Les rates Sham presentaven una mitjana de 3 cel-lules IB4 1 BrdU positives per a tot
I’hipocamp, 1 no es troba relacionat amb la entrada de 1’agulla, que com ja hem vist
provoca una petita reaccié microglial perd no en provoca proliferacid. Les rates NMDA
38 dies presentaven 43,20 cel-lules de mitjana a tot I’hipocamp, de les quals la
diferéncia més significativa es troba a les arees de I’hilus (3,5 c¢l-lules de mitjana a les
rates NMDA 38 dies enfront de 0,5 cel-lules de mitjana a les rates Sham 38 dies, p =
0,0028), les capes CA2 1 CA3 (18,5 cel-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies
enfront de 0,15 cel-lules de mitjana a les rates Sham 38 dies, p = 0,0013), i1 al
parénquima (11,25 cel-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies enfront de 0,5
cel-lules de mitjana a les rates Sham 38 dies, p = 0,0078). La Dzx no augmentava el
nombre total de cel-lules positives per IB4 i BrdU 37,33 c¢l-lules de mitjana, ni la

distribucio a les diferents capes.
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Figura 4.19: Efecte de la Dzx al nombre de cél-lules proliferants a I’hipocamp de la rata 38 dies
després de la lesid. Microfotografies il-lustratives de la doble immunofluorescéncia de: (A)
NeuN, (B) BrdU, (C) solapament BrdU-NeuN; (D) IB4, (E) BrdU, (F) solapament BrdU-IB4; i
(G) GFAP, (H) BrdU, (I) solapament BrdU-GFAP. Barra de I’escala 20 um. Comptatge de les
dobles Brdu-NeuN (J), BrdU-IB4 (K) i BrdU-GFAP (L) cél-lules positives cells 38 dies després
de la lesi6 a rates Sham, NMDA i NMDA + Dzx, a les diferents capes de 1’hipocamp. SGZ:
Zona Subgranular. Par: Parénquima. (n = 6 rates/grup, * p < 0.05 comparat amb Sham, # p <
0.05 comparat amb NMDA, LSD Post-hoc).



Les rates Sham presentaven una mitjana de 5 cel-llules GFAP 1 BrdU positives
distribuides uniformement per a tot I’hipocamp, i no es troba relacionat amb la entrada
de I’agulla, que com ja hem vist provoca una petita reaccid astroglial perd no en
provoca proliferacio. Les rates NMDA 38 dies presentaven 39,37 cel-lules de mitjana a
tot ’hipocamp, essent superior en nombre a les arees de 1’hilus (5,5 cel-lules de mitjana
a les rates NMDA 38 dies enfront de 0,5 cel-lules de mitjana a les rates Sham 38 dies, p
= 0,0037), la zona subgranular (5,5 cél-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies
enfront de 0,5 cel-lules de mitjana a les rates Sham 38 dies, p = 0,0237), les capes CA2 1
CA3 (12 cel-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies enfront de 0,75 cel-lules de
mitjana a les rates Sham 38 dies, p = 0,0132), i al paréenquima (11,75 cél-lules de
mitjana a les rates NMDA 38 dies enfront de 0,65 cel-lules de mitjana a les rates Sham
38 dies, p = 0,0008). La Dzx disminuia el nombre total de cel-lules positives per GFAP 1
BrdU, fins a 9 cel-lules de mitjana, disminuint significativament el seu nombre respecte
a les NMDA no tractades al hilus (2 cel-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies de
mitjana a les rates NMDA 38 dies + Dzx respecte les 5,5, p = 0,0457), la zona
subgranular (2 cél-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies + Dzx respecte les 5,5
cel-lules de mitjana a les rates NMDA 38 dies, p = 0,0272) i al parénquima (2,2 c¢l-lules
de mitjana a les rates NMDA 38 dies + Dzx respecte les 11,75 cel-lules de mitjana a les
rates NMDA 38 dies, p = 0,0019).

4.4.3. La Dzx promou la migraci6 de cél-lules Sp8/GFAP positives

Resultats previs del grup mostren que 38 dies després de la lesi6 amb NMDA hi ha una
marcatge de cel-lules Sp8 a I’hipocamp (Batlle ez al. 2009). Vam estudiar per doble
immunohistoquimica 1 microscopia confocal la natura neuronal o glial d’aquestes
cellules positives per Sp8 1 vam estimar I’efecte de la Dzx en el nombre i localitzacio
d’aquestes (Figura 4.20).

Les rates Sham no van mostrar cel-lules positives per Sp8 a I’hipocamp. Les rates
NMDA van mostrar un nombre similar de cel-lules immunopositives per a Sp8 (Figura
4.20A 1 C) als 15 dies 1 als 38 dies post-lesio. La Dzx va incrementar un 200% el
nombre de cél-lules Sp8& positives als 38 dies post-lesid (p = 0,0341, Figura 4.20D - E).
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Figura 4.20 Immunodeteccio de Sp8 a I’hipocamp de rates NMDA a (A) 15 diesia (C) 38 dies i
rates NMDA+Dzx a (B) 15 dies i a (D) 38 dies. Comptatge de les cel-lules Sp8 positives a rates
NMDA i NMDA + Dzx (n = 6 rates/grup, * p < 0,05 comparat amb Sham, LSD Post-hoc).

Per determinar la natura d’aquestes cellules Sp8 vam realitzar dobles
immunohistoquimiques 1 un estudi confocal de co-localitzacié amb Sp8 i neuN o GFAP
respectivament.

La doble immunohistoquimica de Sp8 amb NeuN a les rates NMDA a 38 dies post-lesid
no va mostrar co-localitzaci6 del marcatge de Sp8 i NeuN (Figura 4.21A — C). La
quantificacié a un pla XY a un pla d’una imatge il-lustrativa (Figura 4.21D) va mostrar
que no havia pixels que colocalitzessin als dos canals (Figura 4.21E) i el mapa de
dispersio de punts mostra una total dispersié en la distribucié dels pixels d’ambdos

canals amb un coeficient de Pearson és 0,095.
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Figura 4.21: Co-Immunodeteccio i estudi de co-localitzacio de Sp8 i NeuN a I’hipocamp de
rates NMDA 38 dies. Imatges apilades de la immunohistoquimica doble de Sp8 (A) i NeuN (B)
a ’hipocamp de rates NMDA 38 dies. La imatge confocal d’un pla XY il-lustratiu (D), el seu
mapa MDP (E) que mostra 1’abséncia de co-localitzacid dels canals verd i vermell (punts grocs),
i el mapa de dispersid de punts (F) del mateix pla; el qual mostra d’esquerra a dreta de 1’eix de
les X correspon a I’increment de la intensitat del canal 46/46, mentre que de baix a dalt a I’eix
de les Y mostra I’increment d’intensitat del canal vermell. Barra de 1’escala 20 um.

La doble immunofluorescéncia GFAP 1 Sp8 a les rates NMDA 38 dies NMDA a 38 dies
post-lesid va mostrar co-localitzacio del marcatge de Sp8 i GFAP (Figura 4.22). La
quantificacié a un pla XY a un pla d’una imatge ilustrativa (Figura 4.22D) va mostrar
I’aparicio de pixels de co-localitzacid als dos canals (Figura 4.22E) i el mapa de

dispersio de punts mostra 1’aparicid de punts grocs de co-localitzacié amb un coeficient

de Pearson de 0,34.
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Figura 4.22 Co-Immunodetecci6 i estudi de co-localitzacié de Sp8 i NeuN a I’hipocamp de rates
NMDA 38 dies. Imatges apilades de la immunohistoquimica doble de Sp8 (A 1 G) i GFAP (B i
H) a I’hipocamp de rates NMDA 38 dies. Les imatges confocals d’un pla XY il-lustratiu (D iJ),
el seu mapa MDP (E i K) que mostra la preséncia de -colocalitzacio dels canals verd i vermell
(punts grocs), i el mapa de dispersio de punts (F 1 L) del mateix pla; el qual mostra d’esquerra a
dreta de ’eix de les X correspon a I’increment de la intensitat del canal 46/46, mentre que de
baix a dalt a I’eix de les Y mostra I’increment d’intensitat del canal vermell. Barra de I’escala 20
pm.



4.5. LA MICROGLIA EXPRESSA EL CANAL DE CALCI DEPENDENT DE
VOLTATGE DE TIPUS L

L’objectiu d’aquest apartat ha estat esbrinar si la microglia expressa el canal de calci
dependent de voltatge (CCDV) tipus L a la linia cel-lular BV-2 i al model de lesio
excitotoxica hipocampal A més, vam estudiar in vitro la implicacié del CCDV tipus L
en el control de I’activitat pro-inflamatoria 1 fagocitica de la linia cel-lular microglial
BV2. Els grups emprats van ser sis:
a) Cel'lules BV2 en cultiu (Grup control).
b) Cél-lules BV2 en cultiu post-tractades amb 10 pM de Nif durant 24 hores (Grup
Control + Dzx)
¢) Cellules activades amb 0,1 pg/mL de LPS 1 0,5 ng/mL de IFNy durant 48 hores
(grup LPS+IFNy)
d) Cellules activades amb 0,1 pg/mL de LPS 1 0,5 ng/mL de IFNy durant 48 hores
1 post-tractades amb 10 uM de Nif durant 24 hores (grup LPS+IFNy + Nif).
e) Cellules activades amb 0,1 pg/mL de LPS 1 0,5 ng/mL de IFNy durant 48 hores
1 post-tractades amb 10 uM de Bay k8644 durant 24 hores (grup LPS+IFNy +
Bay k8644).
f) Cel-lules activades amb 0,1 pg/mL de LPS 1 0,5 ng/mL de IFNy durant 48 hores
1 post-tractades amb 25 uM de Nim durant 24 hores (grup LPS+IFNy + Bay
k8644).

La nifedipina (Nif) és una dihidropiridina que funciona com a inhibidor especific del
CCDV tipus L. El Bay k8644 és un compost quimic que funciona com a agonista dels
CCDV. Per alguns experiments també es va fer un grup de cel-lules activades i tractades
amb nimodipina (Nim) 25 pM, una dihidropiridina que funciona com a inhibidor
especific del CCDV tipus L. Es van realitzar 5 experiments independents per grup (N =
5). Per a saber si les cel'lules BV-2 expressen el CCDV tipus L vam analitzar la
expressid de les subunitats a;c 1 ayp del CCDV tipus L per RT-PCR del total del RNA
extret. Per a estudiar la preséncia de la proteina de la subunitat a;c a les cel-lules BV-2
es va realitzar un experiment de Western Blot amb extracte de membrana microglial i
vam realitzar experiments de immunocitoquimica de la subunitat o, a les cel-lules BV-
2. Els moviments de calci intracel-lular es van estudiar pel meétode de mesura de

I’increment de calci lliure intracel-lular [Ca®]; per la despolaritzacié amb KCI1 80 mM
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mitjangant incubacid de les cel-lules amb Fura-2. Per estudiar I’activitat inflamatoria de
les cel-lules BV2 es va quantificar la produccié de NO pel métode de Griess i la
secrecio de TNFa per ELISA. Finalment, vam estudiar si la Nif modificava la capacitat
fagocitica de la microglia.

Per estudiar 1’expressié del CCDV tipus L a la microglia in vivo es van utilitzar 3 rates
lesionades amb NMDA 40 mM sacrificades a 15 dies post-lesio. Per tal de determinar si
la microglia a I’hipocamp lesionat presenta expressiéo del CCDV tipus L, vam realitzar
experiments de doble immunohistoquimica amb la subunitat o;c del CCDV 1 el
marcador microglial IB4 6 el marcador astroglial GFAP, i vam fer un estudi de
colocalitzacio on obteniem un mapa de la desviacié mitjana de producte (MDP 6 Mean
Product Deviation), que ens mostra en groc els punts que colocalitzen sobre un pla; un
mapa de dispersié de punts ens mostra la relacio entre les dues variables (marcatge verd
1 marcatge vermell) 1 ens mostra les coincidéncies en groc a la diagonal; i mesuravem el
coeficient de correlacié de Pearson, que és un index que mesura la relacié lineal entre
dues variables quantitatives, de manera que si és positiu hi ha colocalitzaci6 entre els
dos canals. Els estudis de colocalitzacié els hem fet d’acord al descrit per Jaskolski
(2005). La estadistica que es va fer servir als experiments de mesura de densitometria
del Western-Blot, la mesura del nombre de cel-lules que responen a la despolaritzacio
amb KCIl 80 mM, la mesura de la concentracid de nitrits, de TNFa i1 de la viabilitat
cel'lular 1 la mesura de la capacitat fagocitica de la microglia va ser la ANOVA
unidireccional (One-Way ANOVA) seguida del test LSD. La estadistica que es va fer
servir per a els estudis de moviment de la [Ca*']; va ser la ANOVA unidireccional

seguida del test de Mann-Whitney.

4.5.1. Les cél-lules BV2 expressen el CCDYV tipus L

Per a estudiar les funcions del CCDV tipus L a les cel-lules microglial in vitro, primer
vam analitzar la de les subunitats a;c 1 a;p del CCDV tipus L per RT-PCR del total del
RNA extret de tres cultius diferents de cel-lules BV2 control i LI. Vam examinar la
expressid del CCDV tipus L. Els productes de PCR per a ajc i o;p trobats a la
preparacié de mRNA eren comparables a els obtinguts de les preparacions de RNA de

tot el cervell usats com a control positiu (Figura 4.23A 1 B).



La presencia de la proteina de la subunitat a;c a les cel-lules BV-2 es va estudiar per
Western Blot amb extracte de membrana microglial aillat de tres cultius diferents de
cel-lules BV2. Es va observar una senyal positiva a 240 KDa (Figura 4.23C), indicant la
presencia del CCDV tipus L a la membrana microglial. Comparat amb les cel-lules
control, la quantificacié de la densitometria evidencia un increment significant del
63+7% (n = 5 cultius diferents, p = 0,0072). L en I’expressid de la proteina a;c a les
cellules LI. La immunofluorescencia localitzava a;c a les cél'lules BV2 i
complementava els resultats del Western Blot 1 la PCR (Figura 4.23D — F). Es va
localitzar clarament una immunoreactivitat de a;c especifica a la membrana plasmatica
1 als processos de membrana caracteristics de les cel-lules LI (Figura 4.23F), mentre que

a les cel-lules control presentaven un marcatge feble similar al fons (Figura 4.23F).
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Figura 4.23: Expressio microglial de les subunitats o;c 1 op del CCDV tipus L. Les (A) i (B)
mostren les RT PCR de les subunitats de canal. (C) mostra el western blot de la subunitat a.1Ci
la seva quantificacio (n = 4 experiments/grup, * p < 0.05 respecte C, LSD Post-hoc). (D)-(F)
mostren les immunocitoquimiques del la subunitats a;c, essent (D) un control negatiu, (E)
cel-lules control i (F) c¢l-lules activades amb LPS 1 IFNy. C: Cél-lules control. LI: Cél-lules
activades amb LPS i IFNy. Cerv: mRNA de cervell de ratoli, utilitzat com a control positiu.
PCR: Control negatiu de PCR, utilitzant mRNA de c¢l-lules HEK293. Barra de 1’escala: 20 um.
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4.5.2. Farmacs especifics del CCDV tipus L modifiquen P’increment de calci

intracel-lular induit per KCl a les cél-lules BV-2

L’aplicacié de altes concentracions de potassi a un medi de cultiu és un metode que
classicament s’ha utilitzat per a despolaritzar les membranes cel-lulars i activar els
canals activats per voltatge (Reynolds and Dubyak, 1985).

Per a determinar si hi ha una entrada de calci depenent de CCDV vam carregar les
cel-lules BV-2 amb un fluorofor, el Fura-2, que reacciona amb el calci citosolic lliure
([Ca*'])). Com a inhibidor especific del canal vam utilitzar Nif 10 uM i com a activador
especific el Bay k8644 (Figura 4.24A 1 B).

A les cellules control, el basal del quocient Fs40/Fsg9 era 0,223 + 0,008 i no es van
observar oscil-lacions de calci intracel-lular espontanies en aquestes condicions. La
addici6 de Nif 10 uM 6 de Bay k8644 10 uM no modificava aquest quocient (Els valors
de F340/F3g0 eren 0,203 + 0,01 1 0,236 + 0,02 respectivament; p = 0,175) i no es van
observar oscil-lacions de calci intracel-lular espontanies en aquestes condicions. La
addicié de KCI 80 mM al medi va augmentar la [Ca2+]i a un quocient F349/F359 de 0,298
+ 0,03 al 42% de les cel-lules control (45 de 107, de 3 assaigs diferents) (Figura 4.24C 1
D). En aquestes cel'lules que responen, la amplitud mitjana de la resposta va
incrementar el quocient F340/F3g0 un 28,2% respecte els nivells basals (Figura 4.24E),
amb una durada mitja de 180 segons. La tinci6 amb Trypan blue va mostrar que la
viabilitat cel-lular no es trobava compromesa per la resposta del calci a altes
concentracions de potassi. La Nif 10 uM va disminuir el quocient F34/F3g9 de fins a uns
nivells mitjos de 0,298 £ 0,03 al 42% de les cel-lules control que responien al KCI. La
addicié de Bay k8644 no va modificar el quocient pero si va incrementar el percentatge
de cel-lules que responen fins a un 52,5% (p = 0,0016, Figura 4.24C 1 D). Ambdos
farmacs van modificar Iincrement de la amplitud mitjana de la [Ca>"]; a les cél-lules
que responien. En preséncia de Nim, I’increment del quocient Fs40/F350 induit per KCl
va incrementar un 23% respecte els nivells basals, mentre que en presencia de Bay
k8644 el quocient va augmentar un 37% respecte els nivells basals (p = 0,0136, Figura

4.24E).
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Figura 4.24: Efectes de la modulacié farmacologica del CCDV tipus L en la permeabilitat
intracel-lular del calci a cel-lules BV2. (A) — (B): Representacio ilustrativa de la cinética de la
[Ca®7; en una sola cél-lula BV2 activada abans i després de 2 minuts de despolaritzacié amb
KCI 80 mM (barra negra). (A): La addicio al bany de Nif 10 pM durant 3 minuts (barra grisa)
va reduir significativament 1’increment de la [Ca]; induida per KCl 80 mM (linia discontinua vs
linia continua). (B): La addicié al bany de Bay k8644 10 uM durant 3 minuts (BayK, barra
grisa) va augmentar 1’increment de la [Ca*"]; induida per KCI 80 mM (linia discontinua vs linia
continua). (C) L’histograma mostra els quocients de fluoresceéncies a 340 i a 380 nm com a una
estimaci6 dels canvis en la [Ca*"]; induida per la addicié de KCI 80 mM a cél-lules control i LI
carregades amb Fura-2. L efecte sobre el CCDV tipus L en els canvis de la [Ca®']; va ser avaluat
per I’addicio tant de Nif 10 uM (Nif) com de Bay k8644 10 uM (Bayk). n = 154 c¢l-lules al
control (70 per a KCl, 46 per a KCI1 + Nif (les dues de 7 experiments diferents) i 38 per a KCI +
Bayk (de 3 experiments diferents)) i n = 280 c¢l-lules al LI (151 per a KCI, 83 per a KCI + Nif
(les dues de 7 experiments diferents) i 46 per a KCl + Bayk (de 3 experiments diferents), * p <
0.05 respecte KCI, # p < 0.05 respecte Nif, Test de Mann-Whitney). (D): L’histograma mostra
el percentatge de cél-lules que responen a KCI 80 mM a cél-lules control i LI a les sis
condicions (n =4 — 8 experiments/grup, * p < 0.05 respecte KCl al control, # p < 0.05 respecte
KCl a LI, LSD Post-hoc). (E) L’histograma mostra el percentatge dels canvis en la [Ca*;
induida per la addicié de KCI 80 mM trobats a les cél-lules que responen a les sis condicions
estudiades (* p < 0.05 respecte KCl, # p < 0.05 respecte Nif, Test de Mann-Whitney).
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A les cel-lules LI, el basal del quocient F340/F3g0 era 0,221 + 0,03. La addicié de Nif 10
uM 6 de Bay k8644 10 uM no modificava aquest quocient (Els valors de Fs40/F350 eren
0,216 £ 0,03 1 0,246 + 0,04 respectivament; p = 0,535). La addicié de KCl 80 mM al
medi va augmentar la [Ca2+]i a un quocient Fz40/F330 de 0,307 + 0,03 al 81% de les
cel-lules LI (165 de 204, de 7 assaigs diferents) (Figura 4.24C 1 D). En aquestes cel-lules
que responen, la amplitud mitjana de la resposta va incrementar el quocient F34¢/F3g9 un
27,8% respecte els nivells basals (Figura 4.24E), amb una durada mitja de 180 segons.
La Nif 10 uM va disminuir la resposta de les cel-lules KCl de manera significativa
(Figura 4.24C 1 D). Només van respondre el 42% de les cel-lules (109 de 261, de 7
assaigs diferents) i el quocient F340/F3g9 va caure fins a uns nivells mitjos de 0,25 + 0,03
(Figura 4.24C, p = 0,00001), que corresponia a un increment del 27,8% dels nivells
basals a les cel-lules que responien. La Nif també va canviar el temps en que s’arriba a
la maxima concentracid de calci (temps de pic) de 31,4 + 3,34 a 63,1 + 2,29 segons (p
< 0,05), mentre que la durada de I’increment de la concentraci6 de calci intracel-lular es
manté practicament no alterada (Figura 4.24A). La addici6 de Bay k8644 va
incrementar significativament la resposta de les cél-lules LI al KCl 80 mM (figura
4.24C — E). En presencia de Bay k8644, el 78,8% de les cel-lules van mostrar un major
increment en la [Ca2+]i degut al KCI amb un quocient F40/F350 de 0,351 &+ 0,04, que
corresponia a un increment del 31,3% respecte els nivells basals (64 cel-lules de 81, de 3
assaigs diferents, p = 0,032). El bay k8644 també va incrementar el temps de pic de la
resposta en 63,1 = 2,29 segons (p < 0,05), mentre que la durada de I’increment de la

concentracio de calci intracel-lular es manté practicament no alterada (Figura 4.24B).

4.5.3. El bloqueig del CCDV tipus L disminueix la resposta pro-inflamatoria pero

no modifica la capacitat fagocitica de cél-lules BV-2

Per a investigar el paper del CCDV tipus L en el control de la resposta pro-inflamatoria
microglial, les cel-lules, tant activades com sense activar, es van incubar amb Nif 10
uM, nimodipina 25 uM 6 Bay k8644 10 uM 24 hores després de I’activacio, i es va
determinar la produccié de NO i TNFa.

Comparat amb la microglia control, la incubacido amb LPS+IFNy augmentava en 6 cops

la concentracid de NO i en 5 cops la concentracié de TNFa (Figura 4.25).



El tractament de la microglia activada amb Nif 10 uM reduia les concentracions
extracel-lulars de nitrits (40% de reduccid, p = 0,0009) i de TNFa (44% de reduccid, p
= 0,0261). El tractament de la microglia activada amb nimodipina 25 pM reduia les
concentracions extracel-lulars de nitrits (75% de reduccio, p = 0,039) i de TNFa (51%
de reduccio, p = 0,0003). El Bay k8644, no afectava a les cel-lules BV-2, ni en la
produccio de NO i TNFa (p = 0,4926 per al NO i p = 0,2200 per al TNFa), ni variava de
forma significativa la viabilitat cel-lular (Figura 4.26). El Bay k8644 no modificava

significativament les concentracions extracel-lulars de NO i TNFa (Figura 4.25).
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Figura 4.25: Efectes de la modulacié farmacologica del CCDV tipus 1 sobre la resposta pro-
inflamatoria de la microglia BV2. Els histogrames mostren 1’alliberament de TNFa (A) i NO
(B) de ceél‘lules control i LI, mesurats 48 hores després de 1’activacid, i post-tractades amb
Bay k8644 10 uM (Bayk, n = 3 cultius diferents), Nif 10 uM (Nif, n = 7 cultius diferents) 6
Nim 25 pM (Nim, n = 3 cultius diferents) durant 24 hores. La produccié de NO es va
quantificar pel métode de Griess i 1’alliberament de TNFa es va quantificar per ELISA (* p <
0,05 respecte control, # p < 0,05 respecte LI, LSD Post-hoc).
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Seguidament vam investigar el paper del tipus L sobre el control de la capacitat
fagocitica a les cel-lules BV-2 (Figura 4.26A-1). L’analisi es va fer 48 hores després de
la activacié amb LPS+IFNy i 30 minuts després de la incubacio am les fluoroesferes. La
activacio de la microglia amb LPS+IFNy incrementava el percentatge de cel-lules que
presentaven fluoroesferes al citoplasma (p = 0,0001) a més del nombre de fluoroesferes
per cellula (p = 0.0022). El tractament amb Nif 10 uM no tenia efecte sobre aquesta

capacitat fagocitica (Figura 4.26] — K).
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Figura 4.26: La Nif no modifica la capacitat fagocitica de la microglia BV2 reactiva. La
capacitat fagocitica de les cél-lules BV2 es va estudiar 48 hores després de la activacié amb
LPS+IFNy 1 post-tractades amb Nif 10 uM. (A) — (I): Microfotografies il-lustratives dels efectes
de la Nif sobre la fagocitosis de fluoroesferes (vermell) per part de les cél-lules BV2 (verd). Els
grafics mostren la quantificacié de la capacitat fagocitica de les ceél-lules BV2 mesurat usant
I’assaig de fuoroesferes (veure materials i métodes per detalls). Els parametres fagocitics
estimats van ser el nombre d'esferes per cel-lula (J) i el percentatge de cel-lules fagocitiques (K)
(n = 4 cultius diferents, * p < 0.05 respecte les cel-lules control, LSD Post-hoc). Barra de
I’escala 10um.



4.5.4. La microglia reactiva expressa el CCDYV tipus L a ’hipocamp lesionat amb
NMDA

Com ja hem descrit al seu apartat, davant una lesid6 amb 20 nmols de NMDA hi ha un
procés neurodegeneratiu que a 15 dies post-lesio es caracteritza per una mort neuronal
massiva i una reaccio glial. A les rates Sham, la immunohistoquimica amb I’anticos anti
ajc de rata va marcar les capes piramidals CA1 a CA3 de ’hipocamp i1 a la SGZ del
DG. La immunoreactivitat especifica a ajc era tamb¢ evident en les dendrites del
stratum radiatum 1, menys densament, al stratum lacunosum moleculare de la CAl
(Figura 4.27A). La intensa perdua neuronal i desorganistzacié de les capes induides per
la microinjeccié de NMDA va modificar la distribucié del marcatge hipocampal amb
una reducci6 a les capes piramidals CA1 1 granular del DG, la qual desapareix quasi per
complert al stratum radiatum de la CA1l (Figura 4.27B). Tot 1 aixi, un marcatge no
neuronal de a;c de rata es va observar homogeéniament distribuit a totes les capes
hipocampals lesionades.

L’analisi confocal de la doble immunohistoquimica amb anticossos contra o;c de rata 1
contra GFAP no donava resultats concloents d’una expressid astrocitaria de a;c (Figura
4.27C-H), amb un coeficient de correlacid de Pearson negatiu segons 1’analisi de la
imatge MDP (Figura 2.27G 1 H).

La microscopia confocal 1 I’analisi de les imatges de la doble histoquimica amb
I’anticos contra a;c de rata 1 IB4 van revelar una expressié clara del CCDV tipus L a la
majoria de la microglia ameboide reactiva de la formacio hipocampal (Figura 4.28G —
L). Una analisi de la imatge més acurada va revelar el marcatge especific de I’anticos
contra a;c localitzat al citoplasma i a la membrana plasmatica del 36 + 8% de les
cel-lules 1B4 positives (Figura 4.281). El coeficient de Pearson, obtingut a partir de la
imatge MDP fou 0,43 (Figura 4.28] — L).

Hi ha marcatge per a a;c que no colocalitza ni amb GFAP ni amb IB4 a algunes
cel-lules de I’hipocamp lesionat. No es va trobar colocalitzacid entre el marcatge amb
I’anticos contra a;c 1 el marcatge amb IB4 als hipocamps de les rates Sham (Coeficient

de Pearson 0,065, Figura 4.28A-F).



Mapa MDP Scatter plot

Figura 4.27: La immunolocalitzacié de la subunitat a;c del CCDV a I’hipocamp de les rates
lesionades amb NMDA no colocalitza amb el marcate amb GFAP. (A): Es va observar
immunoreactivitat neuronal especifica per a a,c a rates Sham (fletxes), amb un marcatge clar
als processos neuronals al stratum radiatum de la CAl. (B): Es va observar també una
immunoreactivitat no neuronal especifica per a o;c a rates NMDA (fletxes), la qual era evident
a la capa stratunm radiatum de la CAl. Les linies discontinues delimiten les arees hipocampals.
gDG: Capa granular del gir dentat. Lm: lacunosum moleculare. (C) — (E): Imatges apilades de la
doble immunohistoquimica de a;c (verd) i GFAP (vermell). La superposicié de dues imatges en
un pla confocal XY (F) ens dona una mapa MDP (G) de la imatge que mostra la colocalitzacio
dels canals del verd i el vermell i un mapa de dispersié de punts de la imatge (H) que mostra a
I’eix d’ordenades, d’esquerra a dreta, I’increment d’intensitat del canal verd 46/46 mentre que,
de baix a dalt, I’eix d’abcisses correspon amb 1’augment d’intensitat del canal vermell.
L’absencia de punts grocs a (G) i (H) denota manca de colocalitzacid per ambdos canals, per
tant les cel-lules GFAP positives no expressen a,c. Barres de I’escala: 500 um per (A) i (B), 40
um per (C) — (E) 110 um per (F) 1 (G).
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Figura 4.28: Expressio de la subunitat a;c a cél-lules positives per IB4 a I’hipocamp de les rates
NMDA. (A) — (C): Imatges apilades de la doble immunohistoquimica de oc (verd) i IB4
(vermell) a I’hipocamp de les rates Sham. La manca de pixels vermells a la imatge del XY (D), el
mapa MDP (E) i el mapa de dispersio de punts (F) de la imatge denota abséncia de colocalitzacio
a celllules IB4 positives de les rates Sham. (G) — (I): Imatges apilades de la doble
immunohistoquimica de o;c (verd) i IB4 (vermell) a I’hipocamp de les rates NMDA. La
presencia de punts grocs a (J), (K) i (L) dentoten la preséncia de colocalitzacié dels dos canals,
on les cel-lules IB4 positives expressen a;c. Barres de 1’escala: 40 um per (A) — (E) i (J) — (K), i
10um ner (GY — (1.









5. DISCUSSIO

51. LA REACCIO MICROGLIAL A LA LESIO EXCITOTOXICA
HIPOCAMPAL

La lesio excitotoxica al cervell dels rosegadors €s un model classic d’estudi alguns dels
mecanismes moleculars implicats en els processos neurodegeneratius (Mahy ez al. 1995,
1999; Bernal et al., 2000) La injeccio intracerebral d’agonistes dels receptors de
glutamat indueix una lesié que cobreix una zona concreta del cervell on es pot estudiar
la naturalesa de la mort neuronal induida i la reaccié inflamatoria que 1’acompanya
entre d’altres parametres bioquimics i tissulars (Mahy et al., 1995; Ramonet et. al.,
2004a; Rodriguez et al., 2004; Bernal et al., 2009).

La toxicitat induida per NMDA ve mediada principalment per la mobilitzacié de calci
lliure citosolic, que desencadena un procés excitotoxic que s'expandeix amb una
massiva perdua neuronal i reaccio inflamatoria (Robledo et al. 1999, Bernal et al. 2000).
El procés excitotoxic agut es pensa que €s sota control pels mecanismes de compensacio
dins dels 15 dies post-lesi6 (Sapolsky, 2001). No obstant aixd, un procés subjacent
perdura a llarg termini amb una atrofia tissular progressiva, la perdua neuronal i
microgliosi cronica, de vegades associada a una reaccio astroglial (Rodriguez et al.,
2009, Bernal et al., 2006, Ramonet ef al., 2004). Aquesta inflamacié dura almenys 38
dies 1 els seus beneficis poden ser substancials. Quan el procés progressa, la persistent
activitat proinflamatoria glial es torna cronica i no controlada i pot conduir directament
a la lesio o la mort de les neurones (Andrés et al., 2003; Ortega et al., 2012). Aixo
suggereix que les intervencions que promouen la regeneracio del teixit danyat dies o
setmanes després d'una lesio aguda del SNC haurien d'incloure el tractament de
I’excitotoxicitat i el control de les vies neuroinflamatories.

L’evoluci6 en el temps de la lesié induida pel NMDA observada en aquest estudi
reprodueix globalment resultats previs del grup (Ramonet et al., 2004a; Rodriguez et
al., 2009; Batlle et al., 2010). Amb una fase aguda de lesié que s’estén per 5 dies, en els
quals ocorren tots els processos de mort neuronal deguda a I’excitotoxicitat pel NMDA.
A partir d’aquests 5 primers dies, 1’area de lesio 1 la pérdua neuronal progressen més
lentament acompanyades d’un increment també més suau de I’area de reaccio astroglial
1 microglial. El patré temporal de la reaccid glial observada coincidia amb les dades ja

existents sobre la gliosi reactiva després d’una lesio excitotoxica, amb una proliferacio i
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reaccio astrocitaria primerenca al llarg de 1’area de lesio persistint durant setmanes. Pel
que sembla, aquesta astrogliosi reactiva a [’area de neurodegeneracid primaria
contribueix a prevenir el dany neuronal secundari al teixit encara intacte (Hailer et al.,

2001; Sofroniew, 2005).

Els experiments de qPCR sobre diferents marcadors de lesié mostren aquesta tendencia,
doncs hem trobat un augment dels nivells de NF-H als 5 dies post-lesio. S’ha demostrat
que la lesié excitotoxica amb AMPA i NMDA modifica el metabolisme de NF-H, i
indueix I’agregacid d’aquests neurofilaments fent les neurones més sensitives al dany
(Sanelli et al., 2007).

La proteina S100p ¢s una proteina d’unid a calci especifica dels astrocits, especialment
abundant al citosol (Donato, 1999). Es alliberada pels astrocits com un factor
neurotrofic ¢ toxic depenent de la seva concentracio. La lesid excitotoxica fa augmentar
els nivells extracel-lulars de glutamat al llarg del temps, cosa que pot ser un factor per a
la inhibici6 de la secrecid6 de S100B (Donato et al., 2009). Aquesta inhibicid de la
produccio de S100B podria contribuir a la baixada de la reactivitat microglial, ja que
s’ha discutit que la interaccido de S100p amb el seu receptor RAGE microgial podria
estar involucrada en el control de 1’estat microglial als processos de neuroinflamacid
(Bialowas-McGoey et al., 2008).

Els nostres resultats en la histoquimica de IB4 evidenciaven una activacidé microglial
primerenca que persistia fins a almenys 38 dies. Resultats previs del grup van trobar en
aquest model que el fenotip microglial presentava una activitat neuroprotectora durant
els 5 primers dies després de la lesid, amb una evolucid cap a una activitat neurotoxica i
pro-inflamatoria que progressa amb el temps (Batlle, 2009; Batlle ef al., 2013). Aquests
resultats conclouen que I’excitotoxicitat induida per NMDA indueix una microgliosi
cronica amb una activitat neuroprotectora primerenca que precedeix a una activitat
citotoxica tardana. Aquest model revela una reaccio astroglial que actua com a un
modulador clau de la transicidé microglial cap a un fenotip citotoxic.

Per tant, atenent a aquesta evolucio, el model de lesid excitotoxica a I’hipocamp de la
rata és constitueix en una aproximacié valida per analitzar els efectes d’una inhibicio de

’activitat microglial a llarg termini en la progressio dels processos neurodegeneratius.



5.2. EL CANAL Kuyrp COM A MODULADOR DE DL’ACTIVITAT
MICROGLIAL

En aquest estudi 1 altres del nostre laboratori hem descrit I'expressié dels canals de Katp
en la microglia (Ramonet ef al., 2004; Ortega et al., 2012a), que controlen l'alliberament
d'una diversitat de mediadors inflamatoris, com ara el NO, I’interleucina-6, 6 el TNFa
(Virgili et al., 2011) 1 altres vint quimiocines 1 citocines diferents. En aquesta tesi hem
demostrat que la microglia reactiva augmenta 1’expressié dels components del canal
Karp Kir6.1, Kir6.2, SUR1 1 SUR2B in vitro 1 en un model d’excitotoxiciat a
I’hipocamp de la rata..

Els nostres resultats demostren que aquesta expressido microglial es veu tant a la
membrana plasmatica com a nivell perinuclear, indicant que hi ha una possible
expressid de mitoKrp. Fa més de 20 anys es va proposar un possible canal mitoKarp,
diferent tant funcionalment com molecularment del de membrana plasmatica (Inoue et
al., 1991). Inicialment, el mitoKarp funcional es pensava que estava composat al cervell
per les subunitats Kir6.1 ¢ Kir6.2 1 SUR2B (Suzuki et al., 1997; Bajgar et al., 2001;
Lacza et al., 2003), pero un estudi recent ha presentat evidéncies farmacologiques i de
protedomica del kenjl com una subunitat formadora del porus del mitoKarp (Foster et
al., 2012). Aquesta composicio diferent explicaria per que el mitoKarp és sensible a
diversos farmacs que no afecten al Katp de membrana plasmatica (Hu e al., 1999). Per
tant, obridors especifics del mitoKarp serien la Dzx i el nicorandil, mentre que el 5-
dihidroxidecanoat bloqueja especificament aquest canal (Garlid ef al., 1996; Iwai et al.,
2000, 2002; Peart and Gross, 2002; Morin et al., 2009).

Donat que els canals regulats per SURI1 sén sensitius als canvis en I’estat metabolic de
la cellula, 1 que la microglia es troba permanentment rebent senyals de 1’ambient,
I’expressio dels canals Katp a la microglia activada acoblaria el potencial de membrana
amb la disponibilitat energética cel-lular, 1 la microglia respondria amb 1’adopcié d’un
fenotip especific per als senyals que I’envolten en funcid d’aquesta disponibilitat.
L’expressio d’aquest canal podria ser critica en la determinacio, si més no en part, de la
participacio de la microglia en el procés patogenic.

Altres estudis del grup en models d’isquémia cerebral mostren que la microglia de
I’area peri-infartada, la més reactiva, expressa les subunitats Kir6.2, SURI i SUR2B
(Ortega et al., 2012). També a un model muri d’EAE s’ha descrit que microglia no

reactiva de la medul-la espinal presenta molt poc marcatge per les subunitats Kir6.1 i
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Kir6.2 del canal, mentre que la microglia més ameboide de la medul-la espinal d’aquests
ratolins presenta un clar marcatge per a aquestes subunitats (Virgili et al., 2011). Els
nostres resultats de qPCR mostren que les dues subunitats formadores del porus, Kir6.1
1 Kir6.2, 1 les dues subunitats reguladores estudiades, SUR1 1 SUR2, es troben
expressades a I’hipocamp de la rata amb un augment maxim de les subunitats Kir6.1 1
SUR2 a dia 5 post-lesié. Un estudi de Thomzig i col-laboradors suggereix que, en
general, al cervell de la rata, ’expressio neuronal de Kir6.2 és major que la de Kir6.1. A
I’hipocamp en concret aquesta expressido de Kir6.1 és especialment baixa, amb la
excepcid de les neurones del DG (Thomzig et al., 2005). A la microglia en cultiu, tant
en la linia BV2 com als cultius primaris de ratoli, s’ha descrit I’expressid de les
subunitats Kir6.1 i SUR2, principalment (Zhou et al., 2008; Ortega et al., 2012). Aixi,
els nostres resultats de 1’augment d’expressido hipocampal d’aquestes dues subunitats
després de la lesio excitotoxica podrien reflectir la microgliosi associada. En aquest
sentit apunten els resultats de co-localitzacié6 immunohistoquimica i resultats previs on
es va descriure I’expressido de SUR-1 i SUR-2 a la microglia reactiva de 1’hipocamp
lesionat amb AMPA (Ramonet et al., 2004), i un augment de I’expressié de Kir6.1 1
Kir6.2 aI’hipocamp isquémic (Yamada et al., 2001).

El canal Ksrp pot participar en el control de la intensitat de 'activacié microglial, cosa
que pot oferir beneficis clinics potencials en la terapeéutica de trastorns relacionats amb
la inflamacié als processos neurodegeneratius. Aixi l'activacido farmacologica dels
canals Katp pot exercir efectes neuroprotectors 1 anti-inflamatoris en el cervell contra
I’isquémia, els traumatismes 1 neurotoxines (Goodman and Mattson, 1996;
Roseborough et al., 2006; Zhou et al., 2008; Robin et al., 2011). En previs estudis s’ha
descrit que la Dzx modula l'activacié microglial induida per rotenona i disminueix la
produccio de TNFa 1 prostaglandina E2 en cultius de microglia BV2 (Zhou et al., 2008).
La Dzx també inhibeix la produccié in vitro de NO, TNFa, interleucina-6, i l'expressio
de I’'iNOS. En aquest estudi hem demostrat que la incubacié amb Dzx de les cel-lules
BV2 activades amb LPS i IFNy va disminuir de forma drastica I’expressié de set gens
que es trobaven augmentats en les cel-lules activades comparant amb les no activades.
Aquests gens es troben regulats sota I’ IFNy. A la microglia, ’IFNy indueix 1’expressio
de moltes molecules del complex major d’histocompatibilitat tipus I i II, de molécules
d’adhesid, 1 de receptors del complement entre d’altres; a més de la secrecidé de moltes
citocines, com el TNFa, el NO, 1 algunes interleucines (Hanisch, 2002). Sembla ser que

aquests efectes anti-inflamatoris de la Dzx sén especifics ja que aquest farmac no
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modifica la capacitat fagocitica de la microglia. D’altres gens de la resposta pro-
inflamatoria també es veien disminuits, perd ni de manera tan drastica ni passant tots els
tests estadistics de significanga. Per tant, la Dzx promou una baixada general de
I’expressio dels gens que modelen la capacitat pro-inflamatoria de la microglia.

A la lesio excitotoxica hipocampal, la dosi de 1 mg/Kg/dia de Dzx limita la lesio
hipocampal, preserva les capes neuronals de la mort i atenua la reaccié microglial,
alentint aixi el procés neurodegeneratiu hipocampal induit per NMDA. Una part
important d’aquest efecte neuroprotector de la Dzx podria estar mediat per la seva
activitat anti-inflamatoria microglial. Altres estudis in vivo han mostrat efectes
neuroprotectors de la Dzx contra un model de lesié neuronal amb rotenona. En aquest
model la Dzx va inhibir l'activacié microglial i la neuroinflamacio, sense afectar
I'expressio de la ciclooxigenasa-2 i la fagocitosi (Zhou ef al., 2008). Quan es va assajar
en un model muri d’EAE, la Dzx oral millora els signes clinics d'EAE, pero no prevenia
la malaltia. En aquests ratolins es va trobar una reduccié significativa en la peérdua de
mielina axonal i una disminuci6 en l'activacié glial i el dany neuronal medul-lars. En
aquest model, la Dzx no va afectar el nombre d'infiltracié de limfocits positius per CD3
1 CD20 en la medul-la espinal (Virgili et al., 2011). Finalment ratolins 3xTgAD tractats
amb Dzx durant 8§ mesos van mostrar una millora en 1’execucié de la prova del laberint
d'aigua de Morris, 1 una disminucid de l'acumulacié d'oligomers d’AB 1 tau
hiperfosforilada en l'escorca cerebral i1 I'hipocamp (Liu ef al., 2010). Altres estudis in
vivo demostren que la Dzx exerceix un efecte anti-inflamatori important en lesions
isquemiques (Goodman and Mattson, 1996), mostrant una recuperacié notable en la
funcid mitocondrial microglial, una reduccié de la secrecid6 dels parametres
proinflamatoris 1 una reduccio de I’area infartada (Roseborough et al., 2006; Robin et
al.,2011).

Tot 1 aixi tots els efectes in vivo de la Dzx no sdn mediats exclusivament a la microglia,
ja que altres tipus cel-lulars també expressen el canal Kap o algunes de les seves
subunitats. Per exemple, s’ha demostrat que la Dzx facilita la recaptacio de glutamat per
part dels astrocits, contribuint aixi a disminuir 1’excitotoxicitat (Sun et al., 2008). La
Dzx també te un efecte directe sobre les neurones hiperpolaritzant la membrana i

reduint la seva hipersensibilitat a glutamat (Goodman and Mattson, 1996).



5.3. EFECTE DE LA DZX SOBRE LA NEUROGENESI ASSOCIADA A LA
LESIO EXCITOTOXICA HIPOCAMPAL

Un altre aspecte important dels processos neurodegeneratius que cal acabar de
caracteritzar ¢s el paper de la microglia en el procés de neurogenesi adulta. Sobre tot en
allo que representen el fenotip neuroprotector i la produccid de molécules inflamatories,
sobre la neurogenesi associada als processos neurodegeneratius.

Son molts els estudis que relacionen 1’excitotoxicitat amb un augment de la neurogenesi
hipocampal 1 que proposen aquesta associacid com una possible terapia per les malalties
neurodegeneratives (Hallbergson et al., 2003; Lie ef al., 2004; Raivich, 2005; Schwab et
al., 2006; Wieloch and Nikolich, 2006). Resultats previs del grup van demostrar que el
NMDA indueix la proliferacié 1 maduracié de noves neurones a la capa SGZ del DG,
seguint un patr6 temporal (Batlle ez al., 2009). Aquests resultats previs van mostrar que
neurones noves generades despreés de la lesid hipocampal migraven a les capes de
I’hipocamp des de la zona subgranular, perd mai acabaven d’integrar-se. Aixo reflecteix
un intent d’autoreparacié del teixit que no pot compensar el dany. Aquests resultats
encaixen amb els resultats obtinguts en aquest estudi ja que a 38 dies post-lesio el
nombre de cel-lules BrdU positives és sensiblement inferior al nombre de cel-lules que
teniem inicialment PSA-NCAM positives. Hi ha varies teories per explicar per que
aquest augment de la neurogenesi a temps primerencs després de la lesid excitotoxica €s
transitori. Una d’elles és: mentre que la disminucid de la concentraci6 dels
neurotransmissors de manera inicial i els factors neurotrofics alliberats després de la
lesi6 promouen aquesta neurogenesi (Wieloch & Nikolich 2006, Zhao et al. 2008),
I’excitotoxicitat cronica genera 1’alliberacid de glucocorticoides, que inhibeixen la
neurogenesi associada a la lesié (Mirescu & Gould 2006). Una altra possibilitat seria
que les noves neurones no madurin correctament i acabin donant a lloc a circuits
aberrants que afectin negativament el funcionament hipocampal per la qual cosa son
eliminades (Parent, 2007).

La proteina Sp8 és un factor de transcripcid que no expressen les neurones hipocampals
(Li et al, 2011). Tot i aixi, nosaltres hem trobat I’expressié d’aquest marcador a
I’hipocamp lesionat. Per tant, hi ha d’haver una migracié des de zones exteriors a
I’hipocamp. La zona subventricular (SVZ) és un ninxol neurogenic, que genera

neuroblasts provinents de cel-lules mare després d’una lesid, com una isquémia cerebral,



un traumatisme, o altres tipus de lesid, i els envia a les zones afectades, generant el tipus
cellular pertinent.

Els neuroblasts de la ZSV expressen Sp8, necessari per a la seva diferenciacio a
neurones positives per la palvalbimina al bulb olfactori (Li ez al., 2011) 1 el continuen
expressant al seu desti inclus quan estan fora del seu ninxol (Wei et al., 2011). Aquest 1
altres exemples (Young et al., 2007) mostren que aquestes cel-lules poden acabar
expressant calretinina, 1 que retenen la expressid de Sp8. La calretinina és una proteina
fixadora de calci 1 es troba expressada en totes les cel-lules derivades de la via
migratoria rostral, les quals generaran, son totes elles, neurones GABA¢rgiques (Deiner
and Sretavan, 1999). Al nostre estudi, la doble immunohistoquimica amb NeuN mostra
que no hi ha cap colocalitzacié de Sp8 amb NeuN a I’hipocamp, perd si una total
colocalitzacio amb GFAP. De fet, s’ha arribat trobar que, durant el desenvolupament,
els astrocits expressen calretinina (Bastianelli and Pochet 1995, Redecker et al., 1996).
Es possible que aquestes cél-lules positives per la GFAP i la Sp8 siguin neuroblasts
provinents de la via migratoria rostral que encara estan en fase de diferenciacid, o bé
astrocits que expressen Sp8. D’altra banda, les neurones que expressen calretinina son
un tipus d’interneurona GABAc¢rgica. Per tant, podria ocorrer que en aquestes
condicions aquestes cel-lules positives per la GFAP, amb morfologia astrocitaria,
provinguessin de la SVZ o bé fossin astrocits reactius que presenten un fenotip de
cel-lula progenitora.

Fins no fa massa temps, no s’ha tingut en consideracio a la microglia com un dels
factors que modulen la neurogénesi. Perd s’ha demostrat que la neuroinflamacio
inhibeix la neurogenesi (Ekdahl et al., 2009), com ho fan les citocines derivades dels
astrocits, com la IL-6 (Vallieres ef al., 2002). La reaccié microglial aqui observada
correlaciona amb el reclutament de neuroblasts PSNA-NCAM positius a [’area
lesionada. Com a resposta a la lesid neuronal, les c¢l-lules microglials alliberen senyals
que formen part d’un procés citotoxic-inflamatori perd també de reparacid i de
mecanismes regeneradors (Block ez al., 2007). Els efectes de la microglia en la capacitat
regenerativa cerebral medien la modulacié de processos de neurogenesi (Monje et al.,
2003; Whitney et al., 2009) i impliquen 1’alliberament d’interleucines 1 factors de
creixement. Experiments in vitro han demostrat que la microglia allibera el factor de
creixement de fibroblasts 2 (FGF-2) com a resposta al dany neuronal, el qual promou la
supervivencia de les neurones GABA¢rgiques (Nakajima et al., 2007). També durant

les lesions excitotoxiques el FGF-2 es regula transcripcionalment a 1’al¢a a les neurones
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1 és secretat com a resultat de la comunicaci6 neurona-glia per a la neuroproteccio
(Figueiredo et al., 2008). In vivo FGF-2 augmenta la mobilitzaci6 i el reclutament
induits per isquémia de les cel-lules de la SVZ cap a la capa CAl lesionada de
I’hipocamp (Nakatomi et al., 2002). Aixi, la reactivitat microglial associada amb la
lesi6 hipocampal cronica participaria en el reclutament de neuroblasts de la SVZ
alliberant FGF-2. Aquest seria un efecte especific de lloc ja que a la SGZ de I’hipocamp
FGF-2 actua en els processos de proliferacié i neurogenesi sota condicions no
patologiques, més que no pas en la migracio durant la lesio (Picard-Riera et al., 2004).
Una de les caracteristiques principals de la neurogeénesi €s que només una fraccid
petitissima de noves neurones s’integra als circuits pre-existents i sobreviu a llarg plag¢
(Alvarez-Buylla ef al., 2008). Aixo la limita com a mecanisme de recanvi cel-lular, pero
sobre tot la fa ineficag com a mecanisme de reparacié després d’una lesid. La rad
principal d’aquesta supervivéncia tan limitada seria I’entorn patologic on es troben
aquestes neurones noves. No obstant, les cel-lules progenitores podrien influir en el
procés de lesio mitjangant la secrecié de molecules neuroprotectores. Aquests senyals
especifics instruirien la microglia circumdant de forma que limitarien la seva activitat
inflamatoria 1, mitjancant una comunicacidé reciproca entre ambdods tipus cel-lulars,
facilitarien la incorporacidé de les neurones noves a les xarxes neuronals ja existents
(Ekdahl et al., 2009).

La Dzx augmenta de manera molt significativa la expressié de cel-lules Sp8 positives a
’hipocamp lesionat. Es poc probable que aquest efecte de la Dzx sigui per accié directa
en les cellules progenitores hipocampals ja que s’ha demostrat que els neuroblasts de
les neurosferes de rata i ratoli no expressen el canal Karp (Yasuda et al., 2008; Ortega,
2012). Per tant, el bloqueig de ’activitat pro-inflamatoria de la microglia podria ser una
causa important de I’augment de reclutament de c¢l-lules Sp8 positives a I’hipocamp de
rates lesionades amb NMDA i tractades amb Dzx. Altres estudis confirmarien que
aquesta inhibici6 de la neuroinflamacié hauria de potenciar la neurogenesi (Monje et al.,
2003). Recentment, hi ha hagut temptatives de potenciar la neurogeénesi en un model de
lesié traumatica amb un farmac antiinflamatori que atenua la reaccio de la microglia, la
minociclina, pero sense efectes en el nombre de cel-lules proliferants (Ng et al., 2012).
Els nostres resultats suggereixen que ’obertura del canal Kap microglial a la fase
cronica després de la lesio cerebral causa una disminucié de la produccid de citocines
pro-inflamatories in vivo, potenciant la migracié dels precursors a la zona lesionada per

a reparar la regid lesionada i protegir les neurones. Per tant, la potenciacio del fenotip
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trofic microglial representaria una nova estratégia que enfortiria els processos
regeneratius del cervell endogens, tenint un impacte significatiu en la progressid del
pacient. Que el ninxol sigui pro ¢ anti-neurogénic dependria del grau d’activacio de la
microglia i el balang entre les citocines pro i1 anti-inflamatories produides (Battista ez al.,
2006). Per exemple, la microglia activada en la lesid aguda indueix una resposta
inflamatoria detrimental per a la neurogenesi, mentre que la microglia activada més a
llarg termini seria més permissiva per la diferenciacido neuronal i1 la superviveéncia
cel-lular (Ekdahl ef al., 2003; Cacci et al., 2008). Aixo genera la possibilitat que en un
ambient cronicament alterat, la microglia activada pot engegar mecanismes protectors
que activin els processos de neurogeénesi. De fet, el canal K,rp microglial pot constituir
una diana de farmacs que reguli I’estat reactiu de la c¢l-lula, controlant I’alliberament de
mediadors pro-inflamatoris com NO, IL6 6 TNFa, o fins 1 tot modificant la capacitat
fagocitica de la microglia (Virgili ef al., 2011, Ortega ef al., 2011). Per tant, 1’obertura
del canal Krp canviaria I’activitat de la microglia cronicament reactiva cap a un nou
fenotip, similar al neuroprotector capa¢ d’augmentar ’activacié i diferenciacio dels

precursors neuronals.

5.4. EL CANAL DE CALCI DEPENDENT DE VOLTATGE A LA MICROGLIA

Aqui hem demostrat 1’expressié de les subunitats al del CCDV tipus L a la microglia
reactiva durant la excitotoxicitat a I’hipocamp de la rata i als cultius de cel-lules BV2,
en els quals la Nif bloqueja I’increment de la [Ca’"]; induida per K" i inhibeix I’activitat
pro-inflamatoria de la microglia reactiva, mentre que el Bay k8644 fa augmentar la
elevacié de calci intracel-lular induida per K'. L’evidéncia de corrents del CCDV es
limitava a un sol article, on experiments de serjant de voltatge mostraven un petit
corrent de calci cap a dins la cel-lula al 30% de les cel-lules testades (Colton et al.,
1994). Altres evideéncies indirectes mostren que la incubacié de microglia de rata amb
altes concentracions de K potencia la produccié de 1’anié superoxid induida pel forbol-
12-miristat-13-acetat, un efecte que es veia bloquejat per Nif (Colton et al., 1994).
Aquestes observacions farmacologiques son consistents amb els nostres resultats in
vitro 1 in vivo, que proveeixen de evidéncies moleculars de la expressio d’un CCDV
tipus L funcional a la microglia reactiva. Per tant, el CCDV tipus L emergeix com a un

nou actor a la senyalitzaci6 mediada per calci a la microglia.
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L’elevaci6 de la [Ca*']; basal és un element central en la regulacié de certes funcions
executives a la microglia activada (Kettenmann ez al., 2011). L’activacid microglial in
vitro amb LPS porta a una elevacio cronica de la [Ca®']; a les cél lules microglials i una
supressio de la senyalitzacid6 mediada per calci (Hoffmann ez al., 2003). Abaixant la
[Ca®]; amb acid-1,2-bis(o-aminofenoxi)etd-N,N,N',N'-tetraacétic (BAPTA) va
restaurar la eficacia de la senyalitzaci6. El BAPTA també atenuava fortament
I’alliberament de NO, TNFa, IL-6, IL-12, i1 altres quimioquines induides per LPS
(Féarber and Kettenmann, 2006). A més, quan aillada de pacients de AD en proximitat
de plaques d’amiloide i comparada amb la de pacients control, la microglia reactiva
tenia un major nivell de calci en estat de repos i1 reduia la seva amplitud de resposta
davant I’ATP (McLarnon et al., 2005). Hi ha evideéncies que indiquen que el CCDV
tipus L tindria un paper en aquests canvis de la [Ca®"];. Per exemple, els péptids beta-
amiloide sén capagos de induir una activacid microglial in vitro 1 promoure un
increment en la [Ca®];, efecte que és eliminat per bloquejadors especifics del CCDV
tipus L com el verapamil, la nifedipina i1 el diltiazem (Silei et al., 1999). També, a
cultius mixtes neurona-microglia es va demostrar que la proteccid neuronal de la Nim
ve mediada per I’atenuacid proinflamatoria de la microglia, i que la Nim no protegia les
neurones soles davant una agressid, indicant aixi la preséncia d’aquest canal a microglia
(Li et al., 2009). Altres estudis amb verapamil, una altra dihidropiridina, a cultius glia-
neurones mostren que hi ha una davallada de la produccié de ROS per part de la
microglia 1 una proteccid neuronal (Liu ef al., 2011). Per tant, farmacs especifics dels
CCDV tipus L inhibeixen la activitat proinflamatoria de la microglia. Aquests estudis,
pero, no mostren proves d’expressid del canal a microglia. Tot 1 aixi, altres entrades de
calci semblen ser importants en la regulacio de la activitat microglial. Per exemple, s’ha
descrit un rol per al CCDV tipus N a la patogenesis de la EAE regulant la produccid
microglial de la proteina MCP-1 (Tokuhara et al., 2010).

La microglia respon al dany potenciant les funcions que involucren una entrada de calci,
com la proliferacio, la migracid, la fagocitosi i la produccié de citocines pro-
inflamatories, quimiocines i1 factors trofics (Farber and Kettenmann, 2006). Aquesta
potenciacié de la funcié del CCDV tipus L a microglia podria tenir implicacions
patofisiologiques diferents. Els efectes de Nif i Nim sobre la secrecié de NO i TNFa a
les cel-lules BV2 evidencien un paper d’aquest canal en la sintesis i alliberacid de
substancies pro-inflamatories. Els efectes més aviat discrets del Bay k8644 sobre la

secrecio de NO 1 TNFa a cel-lules no activades suggereixen que el CCDV tipus L no és
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suficient per a induir aquest alliberament 1 té un paper modulador. Aquest resultat pot
semblar contradictori amb 1’abséncia d’oscil-lacions de calci i els efectes discrets de la
Nif i el Bay k8644 sobre la [Ca®']; que hem trobat en condicions basals. Perd els en les
nostres condicions, els procediments experimentals poden modificar 1’activitat dels
canals 10nics per a mantenir una concentracid de calci estable, tot 1 que la expressid del
CCDV no canvii. Aquesta podria ser la causa de que trobéssim modificacions en el calci
nom¢s a condicions d’alta despolaritzacid.

L’efecte anti-inflamatori del bloqueig del CCDV tipus L sembla ser especific, ja que la
fagocitosi no es trobava modulada per la Nif. Encara que el mateix estimul (I’activacid
amb LPS i IFNy) activi les vies de senyalitzacio tant per a la secrecid de parametres
proinflamatoris com per a 1’activacid de la fagocitosi, aquests processos estan regulats
per diferents vies intracel-lulars. A cultius mixtes, els inhibidors del CCDV tipus L com
la Nim van inhibir la produccié de NO i de TNFa i la secrecid de IL-1p 1 prostaglandina
E2 a cel-lules microglials estimulades amb LPS, la qual s’acompanya amb una reduccio
de la degeneracio de les neurones dopaminergiques (Li et al., 2009). Tot i aix0, hi ha
altres implicacions del CCDV tipus L que no hem d’oblidar. Per exemple, I’expressid
d’aquest canal no seria una conseqiiencia de la activacié cel-lular pero seria un pas clau
en la transicio6 cap al estat activat de la microglia. A més, altres estudis suggereixen un
paper del CCDV tipus L en el control de la proliferacid, migraci6 i activaci6 de la
microglia activada. Per exemple, la cclS5, una B-quimiocina involucrada a la resposta
immune incloent la migracié (Maghazachi, 2000), la secrecio (Logan et al., 2003) 1 la
expressid geénica (Crabtree and Olson, 2002) activa especificament un corrent de calci
sensitiu a Nim a microglia (Shideman et al., 2006).

La vulnerabilitat del SNC a les agresions excitotoxiquess 1 a I’hipoxia/isquémia difereix
segons les arees del cervell (Rodriguez ef al., 2001). L’expressio microglial del CCDV
tipus L descrita aqui podria contribuir a explicar el per qué¢ d’aquesta vulnerabilitat
diferencial. Als processos patologics, la microglia mostra una activacio hibrida que
inclou accions inflamatories 1 altres que serien més caracteristiques de neuroproteccio 1
reparacid (Graeber, 2010). Que la microglia adopti un fenotip que exacerbara el dany
tissular 6 promoura la reparacio cerebral depen de la diversitat de les senyals per part de
I’ambient de la lesid. De manera similar, els nivells de calci a la microglia semblen estar
regulats per factors del microambient i depén de 1’estat funcional de la cellula
(Kettenmann et al., 2011). En conseqiiéncia, I’expressié del CCDV tipus L a la

microglia activada podria ser clau per a determinar, si més no en part, la seva
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participacio en el procés patogenic. Dins d’aquest marc, els farmacs derivats de la
dihidropiridina com la Nif i la Nim tenen efectes neuroprotectors (Schurr, 2004) tot i
que fins ara entre les seves propietats no s’han contemplat els seus possibles efectes
anti-inflamatoris. Aixi, D’estudi de les potencials propietats immunomoduladores
d’aquests farmacs ajudaria a clarificar la controversia de 1’efectivitat dels antagonistes

dels canals de calci en assaigs experimentals i clinics.

5.5. UN POSSIBLE ACOBLAMENT DE L’ACTIVITAT DELS CANALS Karp I
CCDV TIPUS L A LA MICROGLIA

Segons s’ha descrit per les cel-lules B-pancreatiques, existeix un acoblament de
I’activitat del canal Katp 1 el CCDV tipus L que controla 1’alliberament d’insulina en
funcié dels nivells de glucosa circulant (Gyulkhandanyan et al., 2006). En trobar-se
tots dos canals expressats a la microglia, un acoblament semblant entre les seves
activitats podria dur-se a terme. Segons aquest model, el tancament del canal Karp de
membrana provocada per una alta concentracié d’ATP intracel-lular a les cél-lules
reactives provocaria una despolaritzacio6 cel-lular que activaria, entre d’altres, el CCDV

tipus L, amb el conseqiient increment de la [Ca*'];.

El calci intracel-lular induiria
I’activitat microglial pro-inflamatoria per 1’activacio de factors de transcripcid com ara
el Factor Nuclear derivat de les cel-lules T (NFAT) el qual és dependent de calci i media
I’expressio microglial de molécules com I’'IFNy i el seu receptor (Hogan et al., 2003;
Nagamoto-Combs and Combs, 2010) i quimiocines com el ccl2 i el ccl3 (Kim ef al.,
2011). EI calci citoplasmatic també pot induir la secrecid d’aquestes citocines pro-
inflamatories 1 quimiocines (Moller, 2002) com s’ha descrit pel ccl5 (Hegg et al., 2000;
Shideman e al., 2006). Un altre efecte de Iaugment de la concentracido de calci
intracel-lular seria un increment de ’activitat de la cadena respiratoria mitocondrial i la
sintesi d’ATP (Viola and Hool, 2009) que mantindria bloquejat el canal Karp 1
alimentaria tot el procés descrit.

En aquest escenari, la Dzx tindria efectes anti-inflamatoris, com mostren els nostres
resultats. El mecanisme d’acci6 de la Dzx i altres KCO no s’ha dilucidat encara. Tot i
aixi, la neuroproteccid de la Dzx podria estar mediada per les seves interaccions al

mitocondri, que és el lloc on es genera més ATP a les cél-lules. A la microglia reactiva,

la Dzx incrementa el flux de potassi dins de la matriu mitocondrial per 1’activacié del
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mitoKarp, augmentant el volum de la matriu mitocondrial (Kowaltowski et al., 2001;
Garlid and Paucek, 2003) i ajudant a preservar la integritat estructural i funcional del
mitocondri (Holmuhamedov ef al., 1999). De la mateixa manera, cel-lules tractades amb
Dzx van mostrar un perfil energetic favorable amb dany limitat despreés d’episodis
d’estres (Iwai et al., 2000; Holmuhamedov ef al., 2004). Com a conseqii¢ncia 1’obertura
del mitoKarp promouria la translocacio de H" a través de la membrana mitocondrial
interna, potenciant la sintesis d’ATP (Figura 5). Al final doncs, la Dzx incrementa el
quocient ATP/ADP al mitocondri i el citoplasma de la microglia reactiva (Wang ef al.,
1999). L’ATP, pero, es destina a altres funcions cel-lulars que no es veuen inhibides per
la Dzx, com la fagocitosi i altres processos neuroprotectors i regeneradors, baixant el
quocient ATP/ADP. Aquest canvi del quocient junt amb la Dzx administrada, obren el
canal K,rp de la membrana plasmatica hiperpolaritzant-la, cosa que tancaria els CCDV,
portant finalment a una disminucié de la [Ca®’]; i inhibint I’activitat pro-inflamatoria
cel-lular (Figura 5). Aquests canvis inclourien una sintesi menor de molécules pro-
inflamatories i la disminucié de la produccié ROS derivades del mitocondri (Zhou et
al., 2008) que resultarien en un manteniment de la integritat del mitocondri 1 de
I’activitat fagocitica.

Per validar aquesta hipotesi falta pero, primer demostrar a les cel-lules microglials que
I’activitat dels canals Kapp modifica el potencial de les membranes cel-lular i
mitocondrial interna, de forma que es modifiqui I’activitat dels canals CCDV 1 la
produccio cel-lular d’ATP; 1 després analitzar com la Dzx 1 altres KCOs modifiquen
aquest acoblament. Tot aquest tema obre un nou camp d’estudi, que esta desenvolupant-

se al nostre grup de recerca.
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Figura 5.1: Esquema hipotétic de com la activacidé microglial (A) afecta a la generacié de
parametres proinflamatoris, i com la activacid del canal K,rp/inhibicio del CCDV tipus L (B)
modulen aquesta secrecio. ATPS: ATP sintasa. CCDV: Canal de calci dependent de voltatge.
CK: cicle de Krebs. CTE: Cadena de transport d’electrons. Dzx: Dzx. Glc: Glucosa. GLUT:
Transportador de glucosa. Nif. Nifedipina.
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En conclusid, en aquest estudi descrivim que la Dzx minora la progressio de la lesid
excitotoxica hipocampal amb una preservacid neuronal, reduccid de parametres
inflamatoris i1 increment dels processos de regeneracid tissular. Aquests efectes apunten
al canal Katp com a una molécula clau en el control de 1’activitat inflamatoria de la
microglia en la fase cronica de les lesions cerebrals i1 als processos neurodegeneratius.
En aquest sentit, donada 1’accié mitocondrial de la Dzx, la modulacié de la resposta
microglial mitjancant el control de la seva activitat mitocondrial constitueix un
enfocament innovador per interferir els processos neurodegeneratius digne de ser

explorat en profunditat.












6. CONCLUSIONS

D’aquesta tesis hem extret les seglients conclusions:

1.

La linia de cel-lules microglials BV2 expressa el canal Katp després d’una
estimulacié pro-inflamatoria. Quan el canal Katp és obert amb diazoxida, les
cel-lules BV2 disminueixen ’expressié de molecules pro-inflamatories com el
NO, i el TNFa i les quimiocines cxcl9 i cclS. Aquest efecte anti-inflamatori de la
diazoxida sembla ser especific doncs el farmac no modifica la capacitat

fagocitica de les cel-lules BV2.

La microglia reactiva de I’hipocamp de la rata lesionada amb N-metil-D-aspartat
expressa els components del canal Karp. Aquest fet converteix la microglia en
una diana pel tractament amb diazoxida de la neuroinflamacié propia dels

processos neurodegeneratius.

La diazoxida administrada diariament i oral a la rata a partir del dia 8 post-lesio
té efectes neuroprotectors i alenteix el procés neurodegeneratiu induit per N-
metil-D-aspartat a I’hipocamp en disminuir el tamany de la lesié excitotoxica 1
preservar les neurones de la mort. Aquesta administracio oral diaria de diazoxida
disminueix la reaccio inflamatoria associada a la lesid en disminuir 1’area de

reaccio microglial 1 I’expressio astroglial de GFAP 1 de proteina S100.

La diazoxida augmenta a I’hipocamp el nombre de precursors neuronals i el
nombre de noves neurones aparegudes després de la lesid6 amb N-metil-D-
aspartat. La diazoxida també promou 1’aparicié a 1’hipocamp de cel-lules que
expressen GFAP 1 Sp8, marcadors propis de les cel-lules de la via migratoria
rostral. Aixo suggereix que la diazoxida promou els processos de reclutament de
cel-lules progenitores 1 la neurogénesi com a part dels processos de regeneracid

tissular.

La linia de ce¢l-lules microglials BV2 expressa les subunitats al del canal de
calci dependent de voltatge tipus L i la seva membrana respon a canvis eléctrics
amb corrents de calci sensibles a farmacs especifics del canal. Aquests farmacs

modifiquen I’alliberament de NO i el TNFa pero no la capacitat fagocitica de les
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cel-lules. La microglia reactiva de 1I’hipocamp de la rata lesionada amb N-metil-
D-aspartat també expressa la subunitat ol del canal. Aix0 suggereix un paper
important el canal de calci depenent de voltatge de tipus L en el control de

I’activitat secretora pro-inflamatoria microglial.

El canal Katp constitueix una diana clau pel control de 1’activitat cronica de la
microglia reactiva propia dels processos neurodegeneratius. Els KCOs com la
diazoxida presenten un potencial terapéutic contra les malalties
neurodegeneratives degut a la seva activitat anti-inflamatoria i la promocio dels

processos de neurogenesi i regeneracio.
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