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RESUM

El DP és un agent usat de forma comu en la prevencio secundaria de l'ictus per les seves
propietats antiplaquetars. Ha estat proposat com a possible terapia coadjuvant del tractament
trombolitic en fase aguda de l'ictus isquémic amb rtPA neuroprotector per les seves propietats

neuroprotectores, antiinflamatories i antioxidants.

En el present treball s’analitza la toxicitat de I'administracié d'rtPA en ceél-lules endotelials
cerebrals humanes sotmeses a isquémia, aixi com els seus efectes sobre I'activacié de MMPs.
Posteriorment es combina I'administracié d'rtPA amb Dipyridamole i s’analitzen els efectes en

la toxicitat cel-lular i I'expressiéo d'MMPs.



ABREVIATURES

AC: Adenilat Ciclasa

AIT: Atac Isquémic Transitori

AMPc: Adenosina Monofosfat Ciclasa

ASA: Acid Acetil Salicilic

ATP: Adenosina Trifosfat.

BHE: Barrera hematoencefalica

DP: Dipyridamole

FDA: Food and Drug Administration

GMPc: Guanosina Monofosfat ciclasa

HIC: Hemorragia intracerebral

LRP: Low Density Lipoprotein Related Receptors

MEC: Matriu extracel-lular

MMPs: Metal-loproteinases de Matriu

NMDA: N-methyl-D-aspartic acid

NO: Nitric oxide

OGD: Oxigen and Glucose Deprivation, (Deprivacié d’Oxigen i Glucosa)
PDE-5: Phosphodiesterasa 5

ROS: Reactive Oxigen Species, (Especies Reactives de I'Oxigen)
rtPA: recombinant Tissue Plasmindgen Activator

SNC: Sistema Nerviés Central

TH: Transformacié hemorragica

TIMP: Tissue inhibitor of Metalloproteinases,(Inhibidor Tissular de Metal-loproteinases)
UNV: Unitat neurovascular

WT: wild type, (Silvestre)



INTRODUCCIO

I. L'ICTUS

La patologia neurovascular aguda o ictus és un trastorn en una zona del parenquima encefalic
degut a una alteracié aguda en el flux dels vasos sanguinis cerebrals. Els resultats d’aquests
trastorns donaran lloc a déficits neuroldgics, com afasia, hemiparésia, pérdua de consciéncia,
pérdua de visi6 o vertigen, entre d’altres, segons la zona de I'encéfal afectada. Aquests déficits
poden ser transitoris o permanents, depenent de I'evolucié clinica i del tipus d'oclusié (Adams
et al., 1993).

L’ictus es pot classificar en dos tipus depenent si s’ha produit com a resultat de la ruptura d’'un
vas sanguini cerebral (ictus hemorragics), que produeix I'extravasacio de sang a l'interior del
parénquima encefalic, o per I'obstruccio del vas (ictus isquémics) que interromp el flux sanguini
(Adams et al., 1993).

Agquesta malaltia constitueix un dels problemes més importants del nostre sistema sanitari, ja
gue la incidéncia anual és de 150-200 casos per cada 100.000 habitants. L'ictus és en
l'actualitat la primera causa de mortalitat, representant el 11,5% del total de defuncions del
nostre pais i és la primera causa d'incapacitat fisica i invalidesa a llarg termini a causa de les
sequeles motores i sensitives que deixa (Adams et al., 1993). Els principals factors de risc que
s'associen a l'ictus son: hipertensid, diabetis, tabaquisme, hipercolesterolémia, alcoholisme,

sedentarisme, obesitat, i €s marcadament prevalent a partir dels 65 anys (Larrue et al., 1996).

Imatge d’'un cervell mostrant I'oclusié d’una artéria
cerebral (ictus isquémic) o el trencament d'un vas
amb extravasacié de sang al parénquima cerebral
(ictus hemorragics).

(Modificat de © 2008 Nucleus Medical Art, Inc.)

. L’ ICTUS ISQUEMIC
L’ictus isquémic suposa un 80% del total d’ictus que es produeixen. Es el resultat de I'oclusio

d’'una arteria cerebral de mitja o gran calibre i generalment pot tenir un origen cardioembolic o
aterotrombotic. Els primers sén originats per I'obstruccié d’'una artéria cerebral per un coagul
d'origen cardiac, mentre que els segons es produeixen per la formacié d’émbols o trombus
locals en algunes artéries amb estenosi ateroesclerotiques (Adams et al., 1993).

Com a conseqiiéncia de la interrupcié del flux sanguini es produeix una lesi6é tissular
anomenada core de linfart. Si durant les primeres hores no es produeix la recanalitzacié

espontania de l'arteria, s’ha de procedir a intentar llisar el coagul per tractar d’evitar el



creixement de I' infart a zones perifériques també hipoperfoses i metabolicament afectades
pero encara salvables (penombra isquémica), que poden quedar incloses dins I'area infartada
(Obrenovitch,1995 i Sharp et al., 2000).

Amb I'obstruccié de I'artéria i a causa de la deprivacié de nutrients i oxigen s'inicia la cascada
isquemica que, des del primer moment, comporta canvis metabolics a nivell cel-lular i tissular
gue s’allarguen en els dies posteriors amb un curs caracteristic. Els processos que es
produeixen immediatament després de 'oclusio de 'artéria inclouen la pérdua energeética per la
caiguda dels nivells d’ATP, despolaritzaci6 de membrana amb la consegiient alliberacié de
neurotransmissors com el glutamat, que produeix I'edema excitotoxic, estres oxidatiu per la
formacié de gran quantitat de radicals lliures, lesions a I'endoteli vascular que comporten
alteracions en la barrera hematoencefalica (BHE) i formacié d’edema vasogenic secundari
(Nishizawa., 2001).

En les primeres hores després de la isquemia es produeix també la resposta inflamatoria.
Aquesta s’allarga durant els dies seguents i provoca efectes adversos com dany tissular, mort
neuronal i pérdua d'integritat vascular (Chamorro et al., 2004 i Zheng et al., 2004). En la
resposta inflamatoria local, la microglia contribueix a I'alliberament de citocines i quimiocines
que influencien en I'expressié de molécules d’adhesié en les cél-lules endotelials (Frijins et
al.,2002). Aquests canvis vasculars comporten el reclutament de leucocits, la seva adhesio i
migracié a través de I'endoteli amb la consegiient augment de permeabilitat de BHE. La
infiltracié d’aquestes cél-lules inflamatdries juntament amb les cél-lules del sistema nerviés
produeixen també Tlactivacié d'alguns sistemes de proteolisi i remodelat de la matriu
extracel-lular. Entre aquests es troben les metal-loproteinases de matriu (MMP), que
amplifiqguen el dany tissular i contribueixen a processos de mort neuronal (Akopov et al.;1996 i
Fukuda et al.;2004).

[Il. EL TRACTAMENT TROMBOLITIC AMB rtPA

En l'actualitat, tan sols disposem d'un tractament de reperfusid efectiu durant les primeres
hores de linici dels simptomes i, malauradament, tan sols una minima part dels nostres
pacients es beneficien d’aquests tractaments de fase aguda (al voltant del 5-10%) (Hacke et al.,
2008). Aquest és el tractament trombolitic, que consisteix en I'administracié de I'activador
tissular del plasminogen recombinant (rtPA). Actualment és la Unica opci6 terapéutica aprovada
per la FDA en la fase aguda de l'ictus isquémic per intentar llisar el trombus i reperfondre la
zona infartada, per tractar d’evitar que I’ infart establert inicialment creixi i recluti parénquima de
penombra (NINDS; 1995).

El fibrinolitic administrat, rtPA, és una serin-proteasa d’'un pes molecular aproximat de 70kDa.
El seu paper classic en la cascada fibrinolitica respon a la catalisi especifica del plasminogen a

plasmina. Aquesta activacié es dona mitjancant el tall del plasminogen per I'enllag peptidic



Arg560-Val561, resultant en la formacio de la plasmina, de dues cadenes peptidiques unides
per un pont disulfur. La plasmina en sang, actua degradant els clots de fibrina (Vassalli et al.,
1991).

A més d’expressar-se en sang on exerceix les seves accions en la cascada fibrinolitica, el tPA
endogen també s’expressa al sistema nervids central (SNC). Diferents poblacions cel-lulars
com la glia i les neurones expressen i sintetitzen tPA, aixi com també ho fa la microglia
activada (Krystosek et al., 1988 i Rogove et al., 1999). Al parénquima cerebral exerceix
diferents funcions, sent clau en el manteniment de la homeostasi i la funcionalitat de les
neurones (Sappino et al.,, 1993 i Davies et al., 1998). En aquestes es troba contingut en
vesicules presinaptiques, les quals sén alliberades per una despolaritzacié de la membrana
(Baranes et al., 1996). El tPA alliberat pot interactuar amb els receptors NMDA del terminal post
sinaptic, on influencia en la senyalitzacié del glutamat. El tPA que queda al compartiment
extracel-lular pot ser recaptat pels astrocits per un mecanisme depenent dels receptors LRP

(low density lipoprotein-related receptors) (Fernandez-Monreal et al., 2004).

La principal limitacié de I'is del rtPA com a terapia trombolitica és I'estreta finestra terapéutica,
limitada inicialment a les 3 primeres hores des de I’ inici dels simptomes i ampliada recentment
a quatre hores i mitja (NINDS, 1995, Anon, 1997, Hacke et al., 2004). Aix0 és degut als efectes
adversos que pot ocasionar I'rtPA si s’administra més tardanament. Algunes complicacions son
el dany neuronal (Wang et al., 1998 ) o la transformacié hemorragica (TH), que afecta un 5-

10% dels malalts tractats i que comporten una alta taxa de mortalitat (Sloan, 1987).

La transformacié hemorragica és un fenomen multifactorial en el qual el teixit cerebral isquémic
pateix la ruptura del vas i es converteix en una lesi6 hemorragica (Rosell et al., 2008). La
infiltracié al cervell de neutrofils provinents de sang periférica compromet la integritat de la
BHE, augmentant el risc de TH. Aix0 pot contribuir de forma adicional al dany cerebral després
de lictus, sent les hemorragies induides pel tractament trombolitic especialment perilloses
(Montaner et al, 2003 and Rosell et al, 2008).

Diversos investigadors suporten el paper del tPA com a agravant del dany neuronal produit per
lictus. Aixi, s’ha observat que ratolins deficients en tPA (knock out tPA) sotmesos a una
isquemia cerebral focal mostren una clara reduccio del volum d’infart respecte ratolins wild type
(wt). Aquestes observacions suggereixen un paper del tPA en la neurotoxicitat induida per la

isquémia cerebral. (Wang et al., 1998 i Nagai et al., 1999).

Estudis in vitro apunten que el tPA catalitza el tall d’'una subunitat del receptor de NMDA que fa
incrementar la seva activitat. Aquesta potenciacié del receptor NMDA amplifica 'influx de ca™,
que indueix mort neuronal per excitotoxicitat (Bencheane et al., 2004). La inhibicié de 'activitat

catalitica del tPA reverteix la neurotoxicitat (Nicole et al., 2001). Aquests resultats indiquen la
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capacitat del tPA de potenciar la mort neuronal induida per excitotoxicitat a traves de receptors
de NMDA. A més, les neurones d’hipocamp de ratolins deficients en tPA sén resistents a la
degeneracié induida per excitotoxina (Tsirka et al., 1996). Per altra banda, s’ha demostrat que
el rtPA administrat de forma exdgena indueix apoptosi en cultius neuronals (Flavin et al., 1999).
També s’ha demostrat la toxicitat de I'tPA administrat en cultiu de cél-lules endotelials de
cornea humanes (Yoeruek et al., 2008), aixi com la potenciaci6 de I'apoptosi en endoteli cerebral
huma isquémic (Liu et al., 2004). A més, cultius primaris de neurones de ratolins deficients pel gen
de tPA son resistents a un model de deprivacié d'oxigen i glucosa (OGD, de I'anglés Oxigen
and Glucose Deprivation). Aquest es tracta d’'un model in vitro en el qual s’incuben els cultius
en medis sense oxigen ni glucosa. Aix0 reprodueix la interrupcio de I'aport d’oxigen i nutrients
que te lloc durant un episodi isquemic (Nagai et al., 2001). De fet, també s’ha observat que
I'OGD es capac de potenciar la extravasacié de I'tPA a través de I'endoteli en models de BHE,

on promoura el dany neuronal (Benchenane et al., 2005).

IV. LES METAL-LOPROTEINASES DE MATRIU

Les metal-loproteinases de matriu (MMPs), s6n una familia de proteases Zinc-dependents que

degraden components que formen la matriu extracel-lular. Es classifiquen classicament en
funcié6 del substrat principal que degraden: col-lagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13),
estromelisines (MMP-3, MMP-10, MMP-11), metal-loelastases (MMP-12), matrilisines (MMP-7,
MMP-26) (Overall and Lopez-Otin, 2002) i les gelatinases (MMP-2, MMP-9), que ataquen
especificament el col-lagen tipus IV, la laminina i la fibronectina, els components majoritaris de
la lamina basal que envolta els vasos cerebrals (Mun-Bryce i Rosenberg , 1998). Aquestes

Ultimes son especialment importants en el context del nostre estudi.

Amb diferencies i excepcions, totes les MMPs comparteixen 3 dominis estructurals basics:
- El domini propéptid (N-terminal), conté una seqiiéncia consens i es lliga al zinc catalitic
per mantenir les pro-MMPs inactives.
- El domini catalitic, conté un i6 zinc i 2-3 ions calci necessaris per a l'estabilitat i
I'expressié de I'activitat enzimatica.
- El domini hemopexina (C-terminal), connecta amb el domini catalitic mitjangant una
seqguléncia frontissa.
Totes elles es sintetitzen com enzims inactius (zimogens) i tenen en el fragment N-terminal una
seqgliéncia senyal necessaria per a la seva secreci6 i un domini propéptid que s’ha de tallar per

a la seva activacioé (Nagase i Woessner, 1999).

L'activitat catalitica de les MMPs esta regulada basicament a quatre nivells: per I'expressié
génica, per processos de compartimentalitzacio, per I'activacio del zimogen i per la inhibicié de
I'activitat enzimatica. L’activacié del zimogen es deu al trencament del pont d'unié entre el

domini propeéptid i el domini catalitic, que es produeix principalment per protedlisi directa perd
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que també pot donar-se per altres mecanismes. La seva inhibicié enddgena es deu a l'accié
dels Inhibidors Tissulars de les Metal-loproteinases de Matriu, anomenats TIMPs. Els TIMPs
sén una familia de quatre proteines secretades per diferents tipus cel-lulars amb una elevada

afinitat per les MMPs, que bloquegen la seva capacitat proteolitica (Brew et al., 2010).

Les MMPs tenen un paper essencial en el remodelat de la matriu extracel-lular i de la lamina
basal, i estan implicades en gran varietat de processos tant fisiologics com patologics (Linjen et
al.,2001 i Matrisian, 1990). Participen en el desenvolupament embrionari, I'ovulacio, el
remodelat ossi i de I'endometri i en I'angiogenesi entre d'altres, perd també en malalties
neuroinflamatories com [lictus, en les quals poden ser determinants (Candelario-Jalil et al.,
2009).

IV.| PAPER DE LES GELATINASES (MMP-2 | MMP-9) EN L’ ICTUS ISQUEMIC
En models murins d'isquémia cerebral s'observa un augment tant de I'expressié com de
'activaci6 de MMP-2 i MMP-9 (Rosenberg et al.,, 1996). S’ha vist que la MMP-9 es

sobreexpressa principalment a I'endoteli vascular després de la induccié d’isquémia (Asahi et

al., 2000). En models d'isquémia cerebral focal en ratolins knock out pel gen de la MMP-9 es
redueix la degradacié dels components de la BHE i la seva disrupcié, a més d’observar-se una
disminucié del volum d'infart (Asahi, 2000). En el cas de la MMP-2, en models en primats no
humans s’observa que aquest augment es relaciona amb una desestabilitzacié inicial de la
BHE (Chang et al.;2003 i Heo et al.,1999). De fet, I'increment de la MMP-2 es correlaciona amb
una disrupcio de la BHE dins les primeres hores despres de la reperfusio. Aquesta disrupcio
gqueda bloquejada per I'administracié d'inhibidors d’'MMPs (Rosenberg et al., 1998; Chang et al.,
2003 i Yang et al., 2007). L'augment de la MMP-9 en canvi, s'associa a una obertura més
tardana que no respon als inhibidors. Aquest fet suggereix que en les dues fases de I'obertura
de la BHE tenen lloc diferents mecanismes (Rosenberg et al., 1998). L’augment més tarda de
la MMP-9 podria produir un efecte més sever i fins i tot el trencament de la BHE, donant lloc a
hemorragies intraparenquimatoses (Gasche et al.;1999; Fujimura et al.,1999; Chang et al.,
2003 i Heo et al., 1999).

Aquesta sobreexpressié també s’observa a teixit cerebral huma isquémic, sent especialment
important la MMP-9 (Clark et al, 1997 i Rosell et al, 2006). En un estudi del nostre grup es
demostra que al core de linfart la MMP-9 es troba principalment localitzada al voltant dels
vasos cerebrals, associada a la infiltracié de neutrofils i a microglia reactiva. La zona peri-infart
mostra uns nivells superiors de MMP-9 respecte a I'hemisferi contralateral, i s’observa que la
microglia és la font principal en aquesta area (Rosell et al, 2006). A més, els nivells en plasma
d’MMP-9 de pacients amb ictus s'associen amb un major el déficit neurologic i volum d'infart

(Montaner et al, 2001). Els nivells basals de MMP-9 també prediuen el risc de TH en humans
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després del tractament trombolitic. Per tant, la seva determinacié en plasma previament al

tractament podria millorar-ne I'eficacia (Montaner et al, 2003).

En un estudi del nostre grup, hem pogut observar que la infiltracié de neutrofils a arees
isquemiques amb alt contingut de MMP-9, esta relacionada amb la degradacié del col-lagen IV
de la lamina basal, fet que compromet la integritat de la BHE (Rosell A et al., 2008). Per altra
banda, en estudis ex vivo, hem observat que els granuls de neutrofils humans sén una font
important de MMP-9. En aquest mateix estudi hem vist que el tractament amb rtPA promou la

degranulacio i I'alliberaci6 de la MMP-9 d’aquestes cél-lules (Cuadrado et al, 2008).

En models murins d’isquémia cerebral focal també s’ha demostrat que el tPA augmenta els
nivells de MMP-9 (Wang et al., 2003). A més, cél-lules endotelials cerebrals de ratoli tractades
amb rtPA mostraen un increment de l'alliberacié dosi-depenent d’ambduies Gelatinases (Wang
et al., 2003). S’ha observat que el tPA pot promoure la disrupcio i ruptura de la BHE i que és
capacg de difondre al parenquima cerebral (Yepes et al., 2003). En aquesta ruptura s’ha vist
involucrada la MMP-9, sent d’especial importancia I'efecte d’aquesta proteasa en I'hemorragia
induida per I'administracié d’rtPA (Eng et al., 2002). A més, en models murins la obertura de la
BHE es relaciona amb la mortalitat deguda a la reperfusié per rtPA. En animals tractats amb
inhibidors de MMPs s’aconsegueix reduir aquesta elevada mortalitat, suggerint que el

tractament amb inhibidors podria reduir el risc associat a la trombolisi (Rosenberg et al., 2003).

V. EFECTES DEL DIPYRIDAMOLE (DP) EN L'ICTUS ISQUEMI C
El Dipyridamole (DP(2,2',2",2"-(4,8-di(piperidin-1-yl)pyrimido[5,4-d]pyrimidine-2,6-

diyl)bis(azanetriyl)tetraethanol) (DP), és una substancia cristal-lina groga i altament lipofilica. Es

soluble en acids diluits, metanol i cloroform, i practicament insoluble en aigua (Pulgarin et al.,
1997). ElI DP es sintetitzat comercialment per Boehringer, Ingelheim (Aggrenox®) en format

capsules aspirina/DP de 25mg/200mg usades per administracié oral.

El DP és un farmac que administrat com a tractament cronic actua com a antiagregant
plaquetari, inhibint la formacié de trombus, i causa vasodilatacié quan s’administra de forma
puntual a dosi elevades. Aixi, com altres antiagregants plaquetars com l'aspirina, el DP té
efectes clinics demostrats en la prevencié de I’ ictus isquémic i I' infart de miocardi (Antiplatelet
Trialists’ Collaboration, 1994).

OH

O\‘ /NYN\/\OH
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N
|
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H Estructura del Dipyridamole.

OH (Modificat de Murillo Pulgarin, 1997).
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De fet, el DP és un agent usat de forma comu en la prevencié secundaria de l'ictus. En I'estudi
ESPS-2 (European Stroke Prevention Study 2), dut a terme en una série de pacients que
havien tingut un ictus isquémic o un atac isquémic transitori (AIT), es va demostrar que el DP
administrat en combinaci6 amb Il'aspirina (ASA) reduia de forma significativa el risc de
recurrencia de complicacions vasculars (entre elles I' ictus isquémic i I' infart de miocardi)
respecte la terapia amb aspirina sola (Diener HC, 1996 and 1998). Un altre estudi dut a terme
per la European/Australasian Stroke Prevention in Reversible Ischemia Trial (ESPIRIT) amb el
mateix disseny va donar els mateixos resultats (The ESPIRIT Study Group, 2006). Aquests dos
estudis van mostrar la superioritat del tractament combinat sobre la monoterapia amb aspirina.
En I'estudi PROFESS (Prevention Régimen for Effectively avoiding Second Strokes) es va voler
comparar aquesta terapia combinada amb el Clopidogrel. Es van seleccionar pacients
confirmats d'ictus isquemic o AIT. No es van observar diferéncies pel que fa al risc de
recurréncia entre els dos grups pero, contrariament al que s’esperava, es van observar més
hemorragies intracerebrals en el grup DP-ASA que en el grup Clopidogrel (Cardiovasc J Afr.
PROFESS trial 2008).

Mentre que I'aspirina exerceix els seus efectes antitrombotics mitjancant la inhibici6 irreversible
de linhibidor de la Ciclooxigenasa-1 (COX-1), el DP sembla actuar a través de diversos
sistemes antiplaquetars (Patrono et al., 2001). Un dels seus mecanismes d’accié consisteix en
la inhibici6 de la recaptacié d’Adenosina a les plaquetes, eritrocits i les cél-lules endotelials, aixi
com també la inhibici6é de I'’Adenosina Deaminasa, enzim que metabolitza I'’Adenosina a Inosina
(Best LC, 1979). D'aquesta manera, les elevades concentracions d’adenosina assolides a
I'espai extracel-lular interactuen amb els seus receptors a les plaquetes, on poden augmentar
els nivells d’AMPc intracel-lulars via l'activacid de I'Adenilat Ciclasa (AC). Aquests elevats
nivells d’AMPc inhibeixen de forma reversible I'agregacié plaquetaria i causen relaxacio de la
musculatura llisa vascular (Kim et al., 2008). Es també un inhibidor de I'enzim fosfodiesterasa-5
(PDE-5), que augmenta els nivells intracel-lulars de cAMP i cGMP, contribuint de la mateixa

manera a inhibir I'agregacio de les plaquetes (Asano et al., 1977 i Best et al., 1979).

Dipyridamnie Mecanismes d’accié del Dipyridamole.

Erythracyle ’ El DP inhibeix la recaptacié d'adenosina
“-——”/‘\ pels eritrocits i ceél-lules endotelials,

o Platelet “SM™ incrementant la  concentraci6 local
{#) \L‘
@ /«r
Ane.nnsm.
PG,

POE h 2, -
o d'adenosina. Aix6 fa incrementar els
}

nivells d’AMPc de les plaquetes.
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També inhibeix PDEs plaquetars, que
inactiven AMPc i GMPc. Aquests soOn
produits per I'accié de I'AC i la GC a partir
d’ATP i GTP respectivament.

(Modificat de Pettigrew et al., 2001).

A més de les seves propietats com a antiagregant plaquetar i regulador de la vasculatura, s’ha
postulat recentment que el DP podria tenir també propietats neuroprotectores (Blake et al.,
2003), antioxidants (luliano et al, 1989; 1996; 2000 i Vargas et al. 2001;2003) i antiinflamatories
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(luliano et al., 1992). Seria possible que el DP estigues exercint aquestes accions en

mecanismes fisiopatoldgics, com és el cas de I’ ictus.
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OBJECTIUS

1) Provar en un model in vitro de ceél-lules endotelials cerebrals humanes l'efecte de

I'administracio d'rtPA mitjancant la determinacié de la toxicitat cel-lular.

2) Estudiar en ceél-lules endotelials cerebrals humanes I'efecte de la deprivacié d’oxigen i
glucosa (OGD), com a model per simular la falta d'oxigen i nutrients durant la isquémia

cerebral.

3) Combinar els estimuls d’OGD i tractament amb rtPA per tal d'avaluar-ne els efectes sobre
cel-lules endotelials cerebrals humanes mitjancant assaigs de viabilitat cel-lular i alliberacié de

Gelatinases (MMP-2 i MMP-9).

4) Estudiar si 'administracié de Dipyridamole (DP) es capag¢ de revertir els efectes induits pels
estimuls d’'OGD i el tractament d'rtPA. En aquest model s’estudiaran els possibles efectes del
DP quan s’administra com a pre-tractament, abans de 'OGD i el tractament trombolitic, durant

'OGD, o durant el periode de reoxigenacio.
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MATERIAL | METODES

- Cultiu cel-lular
Es va utilitzar una linea immortalitzada de cél-lules endotelials cerebrals hCMEC/D3 (human
cerebral microvascular endothelial cells) que havia estat préviament caracteritzada a I'Institut
Cochin, Université René Descartes, Paris, France (Weksler, 2005). Aquesta linea cel-lular va

ser cedida al passatge nimero 26.

Emmagatzematge

Un cop al nostre laboratori, es va procedir a la seva expansid per amplificacié del flasc d’origen
i emmagatzematge en vials de 1'smL en nitrogen liquid. El rang de passatges per a la
congelacio va ser entre els 27 i 30 per a mantenir les caracteristiques fenotipiques de la linea.
La preservaci6 de les cél-lules es va realitzar mitjangant un protocol de congelacié a -80°C (per
un periode no superior a tres mesos) o en nitrogen liquid, i en preséncia d'un agent
crioprotector com el DMSO (Sigma-Aldrich, Espanya). Aquest agent té la propietat de protegir
les cél-lules del dany fisic degut a la formacié de cristalls de gel i de l'alteraci6 osmotica
provocada per l'increment de la concentracid de sals en el medi extracel-lular. En general, es
recomana fer la congelaci6 de manera paulatina per evitar la formacié de cristalls de gel
intracel-lulars, mentre que la descongelacié s’ha de fer de manera rapida, per tal d’augmentar

la supervivéncia de les cél-lules.

Descongelacié

Per dur a terme la descongelacio, es van extreure els criotubs del tanc de nitrogen i es van
introduir rapidament en un bany a 37°C, sense submergir-los del tot. Un cop descongelada la
suspensio cel-lular, es va transferir el contingut del criotub a flascs precotinats amb col-lagen i
amb medi de creixement préviament temperat a 37°C. Després de 24 hores, es va canviar el
medi per eliminar el DMSO i les possibles restes cel-lulars. A partir d’'aquesta punt, les cél-lules

es van mantenir normalment.

Manteniment del cultiu

Les cél-lules descongelades i cultivades es van mantenir en incubadors a 37° i a una atmosfera
humida controlada al 5% de CO2 / 95 % d'aire. Es van fer créixer en flascs préviament
precotinats amb una solucié de col-lagen tipus | a una concentracié de 67ug/mL (Becton-
Dickinson Biosciences) durant al menys 1 hora.

El medi de creixement utilitzat EBM-2 (Lonza, Espanya) es va suplementar amb 1/2 del volum
total dels factors de creixement subministrats pel mateix distribuidor (VEGF, hFGF-B,
hidrocortisona, R3-IGF-1, acid ascorbic, hEGF, GA-100, heparina i 2.5% de serum fetal bovi

(FBS) (Gibco, Invitrogen, UK). El medi es va canviar cada 2-3 dies per al creixement rutinari.
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Subcultiu

Per la expansio de les cél-lules es va procedir a un procés de tripsinitzacié per tal d’aixecar-les
del substrat i sembrar-les a una densitat adequada en una altra placa. Abans de la
tripsinitzacio, es van fer dos rentats amb PBS (Sigma-Aldrich) . Seguidament, es van afegir
35pl/cm?® tripsina-EDTA (Invitrogen, USA) i es van incubar a 37°C durant 5 minuts per permetre
gue fes el seu efecte. Es va parar I'accié d’aquesta amb un volum de medi de creixement tres
vegades superior i es va centrifugar la suspensié durant 5 minuts a 1000rpm. Es va
resuspendre el pellet en medi complet i es va procedir al recompte cel-lular mitjancant el
principi d’exclusio del colorant vital Blau de Tripa en una cambra de Neubauer. Una vegada es
va coneixer el nombre de cél-lules, es va diluir la suspensio inicial per tal d’obtenir la densitat

cel-lular adequada per sembrar les noves plaques.

- Tractaments
Pels experiments, les cél-lules es van sembrar en plaques de 24 pous precotinades amb
col-lagen i a una densitat de 100.000céls/mL. Es van deixar créixer durant 3 dies, fins a obtenir
una confluéncia del 80-90%. Tots els experiments es van realitzar en un minim de 5 cultius

continguts entre els passatges 27 i 35 com a maxim i cada condicié es va tractar per duplicat.

L’ activador tissular del plasminogen (tPA)

El tPA huma recombinant (Actilyse, Boehringer, Ingelheim; Alemanya) es va preparar a una
concentraci6 inicial de 1mg/mL resuspenent el tPA en pols en aigua estéril. Degut a que I'itPA
deixava de ser soluble en les dosi més altes en el medi de creixement habitual d’aquesta linea
cel-lular (EBM-2 suplementat), es van testar diferents medis de tractament i finalment es va triar
el que va donar una solubilitat més homogénia independentment de la concentracié del farmac,
I'RPMI-1640 (Sigma-Aldrich). Es va realitzar una corba de toxicitat per la qual les dosi triades
va ser 5, 13, 20, 50 i 100ug/ml de tPA. Com a vehicle es va utilitzar aigua destil-lada estéril.
Pels tractaments es va descartar el medi de creixement i es va fer tres rentats amb PBS 1X
suplementat al 1% amb penicil-lina/estreptomicina i D(+)Glucosa 30%, per descartar restes de
FBS. Es va afegir el medi de tractament, RPMI-1640 sense FBS i sense factors de creixement.
El volum dels farmac i del corresponent vehicle es va afegir al medi fins a arribar al volum total
final de 500ul.

Dipyridamole (DP)

El Dipyridamole es va obtenir de Boehringer, Ingelheim; Alemanya. La solucié estoc es va
preparar a una concentracio 1mM cada dia en fresc. El DP es va resuspendre en una solucio
d’'acid tartaric (Sigma-Aldrich) a una concentracié6 de 4mM degut a la seva insolubilitat en
aigua. Les dosi de DP per la corba dosi-resposta es van triar en funcié de les dosi

administrades en els diferents treballs revisats en la bibliografia: 0.1, 1 ,10 ,25uM (Chakrabarti
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et al., 2005, 2005; Farinelli et al., 1998; Blake, 2003 i Kim et al., 2004). Com a vehicle es va
utilitzar acid tartaric diluit en aigua a una concentracié de 4mM.

Pels tractaments es va descartar el medi de creixement i es van fer 3 rentats amb PBS 1X
(Sigma-Aldrich), suplementat al 1% amb penicil-lina/estreptomicina i D(+)Glucosa 30%, per
descartar restes de FBS. Es va afegir el medi de tractament, RPMI-1640 sense FBS i sense
factors de creixement. El volum dels farmacs i els corresponents vehicles es van afegir al medi

fins a arribar al volum total final de 500ul.

- Deprivaci6 d’ oxigen i glucosa (OGD)

Els cultius cel-lulars es van sotmetre a deprivacio d'oxigen i glucosa (OGD, de I'angles Oxigen
and Glucose Deprivation) mitjancant la cambra d’hipoxia Invivo2 (Ruskinn, Pencoed, UK) que
va mantenir estable la concentracié de gasos al 5% CO,, 95% N,, 0'5% O,, i la temperatura a
37°. Els cultius es van tractar utilitzant medi RPMI-1640 (Gibco) sense glucosa préviament
deprivat d’oxigen dins la cambra d’hipoxia durant al menys 2 hores. En finalitzar el tractament
es van treure les plagues de cultiu de la cambra i es van suplementar amb medi fresc, RPMI-

1640, és a dir el mateix que es va emprar per als tractaments amb els farmacs.

En funcié del moment respecte 'OGD en el que es van dur a terme els tractaments es van
establir diferents “time-frames”. Els tractaments es van administrar préviament a la OGD (pre-
tractament), durant la OGD (co-tractament) i posteriorment (post-tractament). En cas dels pre-
tractaments es va utilitzar el mateix medi RPMI-1640 amb glucosa i el tractament amb els
farmacs, i posteriorment es va sotmetre els cultius a condicions de normoxia/normoglicemia o
OGD. Pel co-tractament es va utilitzar RPMI amb o sense glucosa depenent de la condicid, i en
el cas de la OGD les cél-lules es van introduir dins la cambra d’hipoxia, on es va procedir a
realitzar el tractament amb els farmacs. En el post-tractament, un cop finalitzada la OGD, es

van reemplacar els medis per RPMI amb glucosa en ambdds casos amb el tractament adequat.

- Assaigs de viabilitat cel-lular

Per a avaluar la viabilitat dels cultius en resposta als tractaments es van emprar dos métodes
utilitzats de forma comua en técniques de laboratori que ens donen una mesura indirecta de
I'estat de supervivéncia/mort dels cultius cel-lulars. Mentre que el primer métode es basa en

una mesura de la supervivéncia de les cél-lules, el segon aporta una mesura de la toxicitat.

Métode de reducci6 de I'MTT.

Es va mesurar la viabilitat cel-lular mitjancant lassaig de reducci6 de I'MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich). Aquest assaig es basa en
la capacitat de les cél-lules vives i metabodlicament actives de reduir aquest compost mitjangcant

les deshidrogenases mitocondrials a sals de formara. Aquest precipitat insoluble format a
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l'interior de les cél-lules ens dona una dada quantitativa indirecta indicativa de l'estat de
proliferacié-mort cel-lular (Hansen et al., 1998).

Per mesurar la formacié de formaza, després dels tractaments es va descartar el medi de
cultiu, es van fer tres rentats amb PBS i es va afegir medi fresc. L'MTT es va afegir al medi de
les cel-lules dissolt en aigua a una concentracié de 0.5mg/mL, i es va deixar incubant durant
120 minuts a 37°C. Un cop finalitzat el temps d'incubacio, el medi amb MTT es va descartar i
reemplacar per DMSO permetent la solubilitzacio de les sals de formaza. Aquest dissolt era
llegit a un espectrofotometre (ELX800, Universal Microplate Reades, Bio-Tek Instruments, INC)
a una longitud d’ona de 590nm. La viabilitat de les cél-lules endotelials sotmeses als diferents
tractaments es va expressar com les unitats d'absorbancia obtingudes expressades en

percentatge respecte als controls no tractats.

Métode d’alliberacié de LDH.

La Lactat Deshidrogenasa (LDH) és un enzim oxidoreductasa present al citosol de les cél-lules
que catalitza la reduccié del piruvat a lactat per oxidacié del NADH a NAD". Quan la LDH es
troba extracel-lularment és un signe de pérdua d’integritat de membrana i per tant de toxicitat.
La citotoxicitat es va mesurar mitjancant l'assaig d'alliberaci6 d'LDH al medi de cultiu
(Cytotoxicity Detection Kit Plus, Roche, Mannheim, Alemanya). Es van recollir sobrenedants i
lisats cel-lulars pels diferents tractaments. L’'absorbancia final es va llegir mitjancant
I'espectrofotometre ELX800 a una longitud d’ona de 490nm. Els resultats es van expressar com

la quantitat d’ LDH alliberat al medi de cultiu respecte el total de LDH present a la cél-lula.

- Zimografia en gel de Gelatina

La secreci6 i activacié de gelatinases als sobrenedants dels cultius es va avaluar mitjancant
Zimografia en gel de Gelatina. Es tracta d’'una técnica de digestié enzimatica especifica per
detectar MMPs amb capacitat per degradar la gelatina (Geatinasa-A, 0 MMP-2, i Gelatinasa B,
0 MMP-9).

Es van recollir els sobrenedants cel-lulars després dels experiments i es van centrifugar durant
10 minuts a 7000rpm per eliminar les restes cel-lulars. Es van carregar per volum (20ul) i es va
utilitzar en tots els casos un marcador positiu que mostrava tant les proformes com les formes
actives d'ambdues Gelatinases (1:5000, Chemicon, USA).

Per a la electroforesi es van carregar volums iguals dels sobrenedants dels diferents
tractaments diluits en tampé de mostra Tris-Glicina SDS (2X) (Invitrogen) a una relacié 1:1 en
gels prefabricats de Novex al 10% de gelatina, 1.0mmX210carrils (Invitrogen). Les mostres es
van fer correr en tampo de Tris-Glicina SDS Running Buffer (1X) (Novex, Invitrogen) sense
induir cap tractament desnaturalitzant. Després de I'electroforesi, els gels es van tractar amb un
tampd de renaturalitzacié (Zymogram Renaturing (1X), Novex, Invitrogen) de les proteases
durant 1 hora i posteriorment amb un tampé de revelat (Zymogram Developing Buffer (1X),

Novex, Invitrogen) durant 96h a 37°C per observar l'activitat gelatinolitica.
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Les bandes digerides enzimaticament per les Gelatinases es van visualitzar després de tenyir
els gels amb una solucié que conté Negre d’Amida (Sigma-Aldrich) al 0.1%, acid acétic al 10% i
metanol al 10% dissolts en aigua destil-lada durant 1 hora. Finalment es van destenyir
mitjancant rentats de 20 minuts amb metanol al 30% i acid acetic al 10%, que van permetre la
visualitzacio de les bandes als gels.

Les imatges es van captar mitjan¢ant un lector de gels (Gel Logic 440 Imaging System, Kodak,
Rochester, USA) i es van mesurar les intensitats de les bandes corresponents a les proformes i
formes actives de les Metal-loproteinases 2 i 9 mitjancant el corresponent Software (Kodak Ml
SE, Molecular Imaging Software, v.5.0.1.27, Carestream health, INC). L’'activitat Gelatinasa es
normalitza amb el control intern de Gelatinases i s’expressa com a l'increment d'intensitat de

les bandes respecte les mostres no tractades per cada condicié experimental.
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RESULTATS

I. L' administracié d'rtPA a cél-lules endotelials en_cultiu resulta toxica a una dosi de

100ug/mL.

Primerament es van voler testar diferents concentracions d'rtPA per veure la resposta dels
cultius a dosis creixents del farmac. Les dosis es va triar segons el calcul de la concentracio
teorica assolida per una persona que li fos administrat el farmac com a tractament trombolitic.
Tenint en compte un pes, algcada i volum sanguini mitja, la concentracié tedrica en sang va
resultar de 13ug/mL. També es va voler trobar una dosi toxica per avaluar la resposta de
I'endoteli en aquestes condicions. Aixi, es va augmentar la concentraci6 fins a 100ug/mL. Els
tractaments es van prolongar durant 24 hores. Un cop finalitzat aquest temps es van realitzar

els assaigs de viabilitat i toxicitat, reduccié d’'MTT i alliberament d’LDH respectivament.

En aquest model, no es va observar una reduccié significativa de la viabilitat cel-lular per
I'assaig de reduccio d’'MTT fins a la dosi de 50ug/mL, la qual va induir una reduccid significativa
del 2516,22% respecte els controls no tractats. La dosi de 100ug/mL va induir un 40+10.10%
de mort cel-lular (Fig.1A). Tot i que en la mesura d'alliberaci6 d° LDH no es van obtenir
diferéncies significatives degut a la major variabilitat d’aquest assaig, els resultats anaven en la
mateixa direccid, observant-se un augment de la toxicitat a la dosi de 50ug/ml, que va
incrementar a la dosi de 100ug/mL fins a un 26.17+9.65% (Fig.1B).
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Figura 1. Quantificaci6 de la viabilitat cel-lular en resposta a I'administracié de rtPA determinada per assaigs d’ activitat
MTT (A) i LDH (B). Els valors es mostren com el percentatge de la mitjanatSEM respecte cél-lules no tractades. Els
valors obtinguts son el resultat d’experiments realitzats de forma independent (n=5). **p<0.01 *p<0.5.

1l. Efecte de la deprivacié d’'oxigen i glucosa a cé __I-lules endotelials en cultiu.

El seglient pas va ser trobar un model que simulés les condicions metaboliques a les que es

troben sotmeses les cél-lules endotelials quan es pateix una isquémia cerebral. Es van voler
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trobar unes condicions de mort cel-lular que posteriorment ens permetessin testar I'efecte de
'administracié de farmacs potencialment citoprotectors al cultiu. Per aixd, es van testar
diferents temps d’OGD, amb i sense reoxigenacié. L'efecte es va comparar amb cultius

sotmesos a normoxia i normoglicémia durant el mateix periode de temps.

No es va observar cap efecte significatiu en quant a la reduccié de la viabilitat cel-lular fins a les
16 hores d’'OGD (Fig. 2A), que induia una davallada del 40+5.65% (Fig. 2B), i essent les 24
hores massa toxic pels cultius (69'3+5.9%). Per a les 16 hores, es van testar diferents temps de
reoxigenacioé i es va observar que els resultats obtinguts no diferien significativament quan els
cultius es sotmetien a reoxigenacié (resultats no mostrats). Es va establir el model de 16 hores

d’OGD sense reoxigenacio.
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Figura 2. Viabilitat cel-lular de la linea hCMEC/D3 en resposta a la induccié d’'OGD durant 16 hores sense reoxigenacio
(n=8), ***p<0.001 (A)..Imatges en camp clar mostrant I'efecte de la OGD sobre les cél-lules hCMEC/D3 (20X) en

aquestes condicions (B).

I1l. Efecte de I'administracié d’rtPA durant TOGD

El segilient pas va ser combinar els dos estimuls testats fins al moment; es va administrar rtPA
durant 'OGD i es va avaluar la viabilitat dels cultius. EI model establert va ser el cotractament
amb I'tPA —dosis 13 i 100ug/mL- durant 16 hores d’'OGD, sense deprivacié prévia d'FBS ni

reoxigenacio.

L'efecte en la viabilitat cel-lular degut a 16 hores d’'OGD va ser d'una reduccié del 40+5.65%.
En condicions de normoxia/normoglicémia, la dosi de 13ug/mL d'rtPA no va induir cap efecte,
en canvi 100ug/mL d'rtPA va reduir la viabilitat cel-lular un 25+3.73%. En condicions d’'OGD, la
dosi de 13pug/mL tampoc va induir cap diferéncia significativa, perd en el cas de 100ug/mL
d'rtPA es va obtenir una cititoxicitat del 32+3.73% respecte les cél-lules no tractades pero
sotmeses a OGD. De fet, per les dues dosis de rtPA avaluades, 'OGD disminuia la viabilitat
cel-lular respecte el seu propi control a la mateixa dosi en condicions de

normoxia/normoglicémia (Fig. 3).
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Aquests efectes van ser evidents en I'observacié dels cultius, tal i com es pot apreciar en les

micrografies de la figura 3B. En normoxia/normoglicémia s’aprecia I'estat de les cél-lules no

tractades. A la dosi de 100ug/mL de rtPA s’observa visualment un decrement de la confluéncia

cel-lular deguda a la mortalitat induida pel tractament, aixi com un increment de cél-lules mortes

desenganxades del substrat, i una pérdua de la morfologia en moltes delles. En cel-lules

sotmeses a OGD, la condicié control sense tractar mostra una important reduccié de densitat

cel-lular, com mostren els resultats del grafic. La densitat cel-lular no varia en la dosi de

13ug/mL, pero es redueix drasticament en la dosi 100ug/mL. En aquestes condicions, les

cél-lules presenten més alteracions en la seva morfologia, es veuen encongides i apareix un

nombre molt més evident de cél-lules mortes desenganxades del substrat.
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IV. Increment de l'alliberacié de MMP2 i MMP-9 en r esposta al tractament amb rtPA
durant 'OGD.

Dels experiments de I'apartat anterior es van recollir els medis condicionats i es va avaluar
I'alliberament de MMP-2 i MMP-9 per Zimografia en gels de gelatina (Fig. 4A).

Es va observar un augment de I'expressié depenent de la dosi d'rtPA de la proforma de la
MMP-9 (proMMP-9) tant en condicions normoxia/normogliceémia com en OGD. 16 hores de
OGD no induia cap canvi en l'alliberament de MMP-9 al medi extracel-lular. En canvi, la dosi de
100ug/mL d'rtPA combinada amb 'OGD, va mostrar un augment significatiu respecte el control
no tractat (Fig 4B.a). No es va observar increment de I'activacié de la MMP-9 sota cap de les

condicions experimentals.

En el cas de la MMP-2 l'increment de I'expressié va ser molt superior, tant per la proforma com
per la forma activa, que I'observat en el cas de la proMMP-9. L’increment també depenia de la
dosi d'tPA administrat, tant en condicions d’'OGD com de normoxia/normoglicemia Una vegada
meés, 16 hores de OGD sense rtPA tampoc va ser capac¢ d'induir un canvi en Il'alliberament de
proMMP-2 o MMP-2 activa al medi extracel-lular. Els nivells de pro-MMP2 després del
tractament amb rtPA en condicions de normoxia/normoglicémia no van ser diferents que els
corresponents en condicions d’'OGD (Fig 4B.b). En canvi, els nivells de MMP-2 activa van ser
significativament superiors per les dues dosis de rtPA tant en normoxia/normoglicéemia com en
OGD. A més, lincrement observat en la dosi de 100ug/mL rtPA en OGD va ser
significativament superior a l'increment de la mateixa dosi en normoxia/normoglicémia (Fig.
4B.c).
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Figura 4. Zimografia representativa mostrant els efectes de I'administracié de tPA en cél-lules sotmeses a condicions
normoxia/normoglicémia o d’OGD en quant als nivells d'alliberaci6 de Gelatinases (A). Analisi de Zimografia en
Gelatina per les proformes i formes actives de MMP-2 i MMP-9 presents als sobrenedants dels cultius després dels
diferents tractaments amb rntPA combinats OGD. (B). Quantificacié de la intensitat de les bandes corresponents a les
proformes de MMP-9 (a), i MMP-2 (b), i a la forma activa de la MMP-2 (c) normalitzat pel control positiu (CTL) de la
proforma MMP-2 i expressat en tant per 1 de la intensitat de les cél-lules no tractades, de cada experiment independent
(n=4) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

V. Administracié de Dipyridamole (DP) a cél-lules e ndotelials en cultiu

Un cop es van establir els efectes toxics de la induccié d’OGD i tractament amb rtPA sobre els
cultius, es va procedir a testar els possibles efectes d'un farmac del qual es volien avaluar les
seves possibilitats com a citoprotector; el Dipyridamole (DP). El primer pas va ser testar I'efecte
del DP per si sol i en condicions normoxia/normoglicémia sobre els cultius. Es va dissenyar una
corba de dosis i es van realitzar els assaigs de viabilitat i toxicitat cel-lular, reduccié d'MTT i
alliberament de LDH. En cap dels casos es van observar diferéncies significatives en la
resposta al tractament amb DP (Fig. 5). Es va triar la dosi de 10ug/mL de DP per als posteriors
tractaments combinant els dos farmacs. En aquesta dosi el vehicle corresponent (acid tartaric)

no va induir cap efecte en la viabilitat cel-lular.
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Figura 5. Quantificaci6 de la viabilitat cel-lular en resposta a I'administracié de DP determinada per assaigs d’ activitat
MTT (A) i LDH (B). Els valors es mostren com el percentatge de la mitjanatSEM respecte cel-lules no tractades. Els

valors obtinguts son el resultat d’experiments realitzats de forma independent (n=5).

VI|. Efecte del tractament amb Dipyridamole sobre la reducci6 de viabilitat cel-lular

induida per I'administracié d'rtPA durant 'OGD

Un cop conegut que el DP no produia cap efecte per si sol en quant a la viabilitat cel-lular en el
nostre model, es va voler avaluar el seu efecte en les condicions establertes d’administracio
d'rtPA durant 'OGD. Per als tractaments, el DP es va testar a diferents temps en relacié a
'estimul de rtPA durant la OGD. Aquests “time-frames” van ser establerts en funcié del
moment d’administracié del DP: abans de la OGD (pre-tractament), durant (co-tractament) o

després d’aquesta (post-tractament).

Pel que fa a la reduccio de la viabilitat deguda només a 'OGD, en el cas del co-tractament i el
post-tractament es va observar una reduccié del 30+3.6% i 30+4.3% respectivament en

ambdos casos. En el pre-tractament la reduccié va ser només d'un 23+6.64% (Fig. 6).

En el pre-tractament no es van observar diferéncies significatives entre cap de les condicions,
tot i la lleugera davallada en la viabilitat cel-lular quan es tractava amb 100ug/mL d'rtPA, ja fos
combinat amb el DP com amb el seu vehicle (Fig. 6A),.

En el co-tractament, i com <s’havia obtingut anteriorment, en condicions de
normoxia/normoglicémia es va observar novament una reduccié de la viabilitat cel-lular deguda
a I'administracio d'rtPA en la dosi 100ug/mL. En 'OGD, la reducci6 de la viabilitat per 100ug/mL
d'rtPA va resultar més acusada, sent significativa la diferéncia respecte els controls. En cap cas
el tractament amb DP va resultar significativament diferent a la corresponent condicié amb
vehicle (Fig. 6B).

En el post-tractament, en la condicié de normoxia/normoglicémia, es va observar novament la
reducci6 de la viabilitat cel-lular deguda a I'administracio de rtPA que, tampoc va mostrar canvis

guan es va combinar amb DP. En condicions d’OGD, la reducci6 de la viabilitat rtPA 100ug/mL
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d'rtPA ve ser també més acusada i significativa respecte els controls. Quan es va administrar el

DP, aquesta reduccié va deixar de ser significativa (Fig 6C).
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DISCUSSIO

L'Gs de I'rtPA en el tractament de l'ictus isquémic en fase aguda es troba limitat a les primeres
quatre hores i mitja des de linici dels simptomes (Hacke et al., 2004). Una de les majors
preocupacions és el risc de transformacié hemorragica, que patiran entre un 5-6% dels
pacients tractats amb el trombolitic (Adams et al., 1993). Un altre problema del tractament
trombolitic s6n els aproximadament 60% de pacients d'ictus els quals, tot i haver estat
diagnosticats a temps i tenir signes de teixit potencialment salvable, no respondran de forma
optima al tractament i no es donara la reperfusioé de l'artéria obstruida. En aquests pacients,
s’ha postulat que les possibles accions neurotoxiques de I''tPA poden empitjorar el dany
produit per la isquémia cerebral (The IMS Study Investigators, 2004 i Hill et al., 2002). De fet,
existeix una creixent evidéncia sobre els efectes neurotoxics de I'tPA (Wang et al, 1998;
Benchenane et al., 2004 i Suzuki, 2010).

El tPA endogen és sintetitzat i alliberat per cel-lules flanquejants del sistema vascular. Exerceix
una accio protectora al cervell en condicions d'isquémia mitjancant la seva accioé trombolitica
(Tabrizi et al., 1999). Si el tPA endogen no pot llisar el trombus per si sol, 'administracio
exogena d'rtPA pot resoldre la fibrindlisi del clot. Si I''tPA resulta inefectiu i la isquémia es
prolonga, existeix el risc que entri al cervell a través de la BHE compromesa i malmeti la unitat
neurovascular i el parénquima cerebral (Benchenane et al.,, 2005). A més, el tPA té altres
accions al cervell. Entre elles, activa els receptors NDMA, amplifica la conductancia al Ca*",
activa proteases extracel-lulars com les MMPs, especialment la MMP-9, i té activitat proteasa
d'ampli espectre, exercint accions sobre la UNV. Aquests efectes incrementen I'excitotoxicitat,
malmeten la integritat de la BHE, i poden causar edema i hemorragia cerebral (Nicole et al.,
2001 i Bechenane et al., 2004). S’ha observat que animals deficients en tPA tenen
incrementats els diposits de fibrina, els quals poden malmetre el cervell, fet que es correlaciona

amb un increment del dany cerebral. (Tabrizi et al., 1999).

Degut a la gran complexitat i heterogenicitat dels sistemes cel-lulars presents al sistema nervids
central dels mamifers, es requereixen estratégies d'estudi simples. Els models cel-lulars in vitro,
tot i que no poden reproduir les complexes interaccions que tenen lloc al cervell in vivo,
ofereixen una estrategia basica d’aproximacié que pot ajudar-nos a obtenir respostes. Aquests
sistemes permeten un major control de les variables que influeixen en la lesié produida, a més
del seu baix cost economic (Prieto-Arribas et al., 2008). El nostre estudi s’ha basat en un model
cel-lular in vitro en el que vam incubar els cultius de cel-lules endotelials cerebrals humanes en
medis sense oxigen ni glucosa, per reproduir la interrupcié de I'aport d’oxigen i nutrients durant
un episodi isquemic. En aquestes condicions vam administrar el tractament trombolitic rtPA als
cultius per simular I'efecte del tPA exogen sobre les cél-lules endotelials cerebrals, les quals

tenen un paper clau en la formacié de la BHE i la unitat neurovascular.
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En primer lloc, I'administracié d'rtPA va induir una reduccié del metabolisme cel-lular dosi-
depenent (Fig.1A). Aquesta disminuci6 va ser deguda a un increment de la citotoxicitat induida
per I'tPA, com vam comprovar amb l'assaig d'LDH (Fig.1B). Com era d’'esperar i ja s’havia
descrit per altres tipus cel-lulars endotelials (Acosta i Li, 1979; Graven et al., 1993 i Andjelkovic
et al., 2003) , 16 hores de manteniment dels cultius en OGD van induir una reduccié important

de la viabilitat cel-lular (Fig. 2A).

La toxicitat del tPA ja havia estat descrita en models in vitro de diferents tipus cel-lulars. En
neurones corticals de rata, s’havia observat que el tPA amplificava la mort cel-lular induida per
la hemoglobina (Wang et al., 1999). El tractament amb diferents inhibidors del tPA, protegia les
neurones de la mort induida per I'excitotoxicitat a través del receptor NMDA (Docagne et al.,
2002 i Liot et al., 2004). Per examinar la implicaci6 directa de I'tPA en la neurotoxicitat, es van
injectar dosis creixents d'rtPA a I'escorca cerebral de rates i els resultats van mostrar canvis
necrotics en neurones, pérdua d’integritat de la BHE i degradacio de la lamina basal (Goto et
al., 2007). En canvi, en un altre estudi cél-lules endotelials cerebrals en cultiu es va descriure
que I'administracié d'rtPA fins a dosi de 20ug/mL no induia cap efecte citotoxic (Wang et al.,
2003). Nosaltres hem pogut comprovar aquests mateixos resultats i, a més, hem demostrat que
per sobre de 50ug/mL I'tPA resulta toxic en el nostre model, i que aquesta toxicitat incrementa
de forma dosi-depenent (Fig. 1). En estudis més complexes, també s’ha observat que I'efecte
del tPA incrementant la obertura de I'endoteli induida per hipoxia-reoxigenacié (Hiu et al.,
2008). Aixi doncs, actualment disposem d’eines adequades per poder estudiar i esclarir els

efectes citotoxics del rtPA sobre diferents tipus cel-lulars.

En combinar I'administracié d'rtPA durant la OGD, vam observar que els dos estimuls
incrementaven la toxicitat de forma sumativa, perd no de forma sinérgica. Es a dir, ' OGD no
potenciava el dany produit per I'rtPA en el nostre model (Fig. 3B). De fet, els nostres resultats
corroboren el treball anterior de Liu i col-laboradors (2004), on demostren que el tPA potencia

I'apoptosi en endoteli huma sotmes a isquéemia.

Per altra banda, també vam observar un increment de l'alliberaci6 de Gelatinases dosi-
depenent que augmentava de forma sumativa perd no sinergica sota condicions d’'OGD. En el
nostre estudi les formes incrementades corresponen a la proMMP-9, proMMP-2 i la aMMP-2.
No vam observar cap increment en la MMP-9 activa. La intensitat de la forma activa de la MMP-
2 va resultar molt superior a la de les altres dues formes analitzades (Fig. 4). Aquestes
observacions van indicar que l'administracié dosi creixents d'rtPA al cultiu de ceél-lules
endotelials sotmeses a OGD produeix un increment en els nivells de proMMP-9, proMMP-2 i
aMMP-2 que a I'hora es correlaciona amb els resultats observats en quant a la reduccié de
viabilitat dels cultius. En estudis realitzats en cultiu de cel-lules endotelials cerebrals humanes,
ja s’havia descrit que I'administracié de tPA produia un increment de I'alliberacio de les formes

actives d’'ambdues Gelatinases al medi (Wang et al., 2003 i Lee et al., 2007). S’ha fet especial
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emfasi en I increment de MMP-9 induit per I'administracié d’'rtPA. Aquest s’ha observat en
astrocits corticals de rata (Wang et al., 2006), cel-lules endotelials (Wang et al, 2003 and Eng et
al, 2003), aixi com també en models d'isquémia in vivo (Tsuji et al, 2005) i en neutrofils humans
cultivats ex-vivo (Cuadrado et al., 2008). En el nostre estudi es demostra de forma clara i
evident que les cél-lules endotelials també incrementen I'alliberaci6 de MMP-2 després de
I'administracio d'rtPA durant I'OGD.

Basant-nos en els efectes deleteris observats en estudis in vivo i in vitro, i els estrictes criteris
d’inclusio6 per a I'administracié del tPA en pacients han sofert un ictus isquémic, la pregunta de
si aquesta estratégia terapéutica es pot millorar es manté encara oberta. Per optimitzar
I'eficacia del tractament trombolitic s’han provat diverses molécules potencialment
neuroprotectores que encara no han assolit I'aprovacid clinica per a la seva aplicacié en la
clinica (Kindwell et al., 2001 i De Keyser et al., 1999). La millora de I'eficacia passaria per
disminuir l'efecte secundari principal, la transformacié hemorragica, i evitar la possible
neurotoxicitat del farmac. De fet, I'estudi de la combinacioé de terapies coadjuvants esta sent un
gran repte per la investigacié neurovascular (Vivien et al, 2004). La major dificultat per les
estratégies de combinacié es triar-ne I'adequada i en la convenient finestra terapéutica, aixi
com aconseguir un mecanisme d'accié que produeixi un efecte sinérgic més que un efecte
sumatiu entre els farmacs.

En aquest sentit, i donat que la isquémia i reperfusio indueixen respostes inflamatories en les
cel-lules endotelials que contribueixen a la patofisiologia de I' ictus (Lee SR, 2004), en el present
estudi ens vam proposar avaluar si en aquest tipus cel-lular, el tractament amb Dypiridamole
(DP) podia revertir la citotoxicitat induida per I'administracié d’'rtPA en condicions de deprivacié

d’oxigen i glucosa.

El DP és un agent usat de forma comu en la prevencié secundaria de lictus per les seves
propietats antiplaquetars (Patrono et al, 2001). A més d'aquesta propietat, existeixen
evidéncies d’'efectes del DP en la fase aguda o subaguda de lictus. En models in vivo
d’isquemia cerebral focal i reperfusid amb rtPA, el pretractament amb DP protegeix el cervell
isquemic incrementant el flux cerebral, reduint els deéficits de reperfusio, protegint la zona
infartada del dany neuronal i reduint el volum d’infart (Aldandashi et al., 2007 i Kim et al., 2008).
En diversos estudis in vitro han aprofundit en els mecanismes que exerceix el DP. S’ha vist la
seva eficacia rescatant del dany neuronal i s’ha proposat com a possible agent neuroprotector
en la fase aguda o subaguda per les seves propietats antiinflamatories i antioxidants (Farinelli
et al, 1998; Blake et al, 2003; Chakrabarti et al, 2005 i Eisert et al, 2005). En neurones en cultiu
I'administraciéo de DP preveu la mort neuronal de forma dosi-depenent (Farinelli et al., 1998 i
Blake et al., 2003 i Yamagata et al., 2004). En cél-lules endotelials disminueix la generacié d’
especies reactives d’oxigen (ROS), accions que podrien promoure la proteccio i millora de la

funcioé vascular (Chakrabarti, 2005). A més, s’ha vist que bloqueja I'adhesié de neutrofils a les
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cél-lules endotelials activades (Hallevi H, 2007). També modula I'expressié de gens pro
inflamatoris en cultius primaris de plaquetes i mondcits humans, a més d’atenuar la sintesi i
I'activacié de MMP-9 en monadcits activats (Weyrich AS, et al. 2005).

En el nostre model, el tractament amb DP en condicions normals no produeix cap efecte pel
gue fa a la toxicitat i al metabolisme de les cél-lules (Fig. 5). Per a la coadministracié del DP
amb I'rtPA en condicions d’'OGD, ens vam plantejar quin seria el millor moment per a la seva
administracio en relacio al rtPA a nivell clinic. Tot i aixi, en cap dels moments temporals i sota
cap de les dosi de tPA vam poder observar un efecte de recuperacioé de la viabilitat cel-lular
respecte el tractament amb el seu vehicle (Fig. 6). En contra de I'esperat i a diferéncia d’altres
treballs en célul-les endotelials, on I'administraci6 de DP sota condicions d’OGD protegeix
lleugerament de la mort cel-lular (Guo et al., 2010), en els nostres experiments el DP no mostra
aquest efecte. En cultius neuronals el DP també disminueix la mort neuronal de forma dosi-
depenent (Farinelli et al., 1998 i Blake et al., 2003). A més, en plaquetes i cél-lules endotelials,

el DP exerceix un efecte protector mitjancant propietats antioxidants (Chakrabarti et al., 2005).

Tot i que en el nostre model no observem que el tractament amb el DP produeixi una millora en
'assaig de viabilitat cel-lular, podria ser que la seva administracié reverteixi altres canvis
moleculars que s’han induit tant per la OGD com per tractament amb tPA. Un exemple, seria
I'expressio de certes molécules inflamatories. De fet, en altres estudis s’ha demostrat que el DP
es capag de reduir I' increment d’expressio de ICAM-1 i VCAM-1 induida per I'administracié de
TNFa. Aquest mateix treball demostra que el DP es capag de reduir I' increment d’expressio de
MMP-9 induit pels estimuls inflamatoris i estrés metabolic. Aquest estudi aporta evidencies de
la implicacié del DP en la millora de la resposta de I'endoteli a estimuls metabdlics i d’estrés
(Guo et al., 2010) .Es per aixd que, actualment estem treballant per avaluar I'efecte del co-
tractament amb DP en l'alliberacié de Gelatinases en el nostre model de tractament de tPA
durant les 16h de OGD. Volem comprovar si el DP es capac¢ de revertir I'increment en

I'alliberacié de MMP-2 i MMP-9 en alguna de les condicions avaluades fins a dia d’avui.

També seria interessant estudiar si el DP és capag¢ de produir algun efecte a temps més curts
d'OGD, tant pel que fa a la viabilitat i toxicitat cel-lular, com en l'alliberacié de Gelatinases. Una
possible explicacié seria que la induccié d’'una OGD tan prolongada pot produir un dany ja
irreversible en les cél-lules. Seria interessant comprovar si el DP pot estar influint en els
processos que es donen de forma més primerenca. D’altra banda, ens hem de platejar si el
meétode de reduccié d'MTT, que hem utilitzat per avaluar la mort cel-lular, és suficient per
descartar un possible efecte beneficios del DP sobre els estimuls toxics assajats. Aquest
meétode (Mosmann et al., 1983), déna una mesura de I'estat del metabolisme mitocondrial, i
sabem que davant determinats estimuls les cél-lules poden optar per reduir el seu metabolisme
com a mecanisme per prevenir la seva mort. Creiem que seria interessant avaluar si estem

induint estimuls que produeixen una mort per necrosi o apoptosi (Guo et al., 2010). Per aix0
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estem realitzant assaigs més especifics per tal d’avaluar si I'administracié de DP tan sols és

capag de revertir un sol tipus de mort.

Hem de remarcar que el nostre estudi presenta les limitacions propies dels models cel-lulars in
vitro. Aquests s6n models simples que es donen sovint informacié parcial que és dificil
interpretar i extrapolar a models in vivo. De fet, el nostre model es centra en un sol tipus
cel-lular, i no té en compte totes les interaccions que tenen lloc entre els diferents tipus
cel-lulars que configuren la UNV i el parenquima cerebral. Tot i aixi constitueix una bona eina
per aproximar-nos de forma més senzilla i reproduible als processos que tenen lloc de forma
especifica en un determinat tipus cel-lular. Per altra, les condicions experimentals sén molt
facilment modificables, podent aixi testar gran varietat de condicions i permetent-nos triar les

més optimes per estudiar en models in vivo.
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CONCLUSIONS

e La dosi de rtPA usada en el tractament trombolitic en humans (13ug/mL) no redueix la
viabilitat dels cultius cel-lulars endotelials de forma significativa administrat durant 16 hores.
A partir de la dosi de 50ug/mL i fins a 100ug/mL, I''tPA resulta toxic, sent la reduccié de la

viabilitat cel-lular observada dosi-depenent.

* Lainduccié de 16 hores d’ OGD és toxica al cultiu cel-lular endotelial.

e L’administracié d'rtPA durant 'OGD (5%CO,, 95%N,, 0'6%0,) produeix un efecte sumatiu

en la mort cel-lular induida per ambdés estimuls.

e L’administracié d'rtPA produeix un increment dosi-depenent de I'alliberacié de Gelatinases.
Les formes que es veuen incrementades son la proMMP-9, proMMP-2 i la aMMP-2. En
combinar I'administraci6 del farmac amb [I'estimul isquémic s'observa un increment
respecte les condicions de normoxia/normoglicemia, espercialement en quant a

I'alliberament de MMP-2 activa.
« Dosi creixents de DP fins a 25uM no indueixen cap efecte en la viabilitat dels cultius.
« L’administracié de DP en diferents moments temporals no mostra cap efecte pel que fa a la

recuperacié de la citotoxicitat induida pel tractament amb rtPA tant quan aquest

s’administra en condicions normadxia/normoglicémia com en OGD.
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