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RESUMEN

Resumo

O ictus isquémico é unha das principais causas de morte e discapacidade en todo o
mundo, pero o seu tratamento farmacaoldxico redlcese & recanalizacion dos vasos, que SO se
aplica 6 5% dos pacientes. Por outro lado, a obesidade é un factor de risco para padecer un ictus,
sen embargo, algun estudos recentes falan da paradoxa da obesidade, suxerindo que os pacientes
obesos poidan ter maiores tasas de supervivencia despois de un ictus en comparacion 0s
pacientes de peso normal. Do mesmo Xeito, 0 tabaquismo é un factor de risco para padecer esta
enfemidade, pero tamén hai estudos que describen unha mellor resposta dos fumadores ao
tratamento recanalizador tras un ictus. Ademais, in vitro, describiuse o efecto neuroprotector da
nicotina e, in vivo, o pretratamento con nicotina parece mellorar a lesion. Por outro lado,
describiuse que a nicotina conleva & inhibicion hipotaldmica da AMPK co consecuente balance
enerxético negativo, tanto en ratas con dieta estandar como nun modelo de obesidade inducida
por dieta. Ante isto, o obxetivo de este traballo foi estudar o efecto da obesidad nun modelo de
rata inducido por dieta alta en graxa frente a un grupo de ratas con dieta estandar sometidos &
oclusion transitoria da arteria cerebral media (tMCAQ), ao igual que o efecto do tratamento con
nicotina en este modelo de isquemia cerebral dentro de ambos tipos de dieta. Ademais, ante a
implicacion da obesidade na homeostase enerxética e a inhibicion da AMPK por parte da
nicotina, levase a cabo o estudo molecular de este regulador homeostatico e das rutas
downstream da mesma de autofaxia, ER stress e apoptose.

Partindo de volumes de lesion basais homoxéneos, viuse que as ratas obesas amosan
unha maior reduccion do volumen de lesion a largo plazo, a partir dos 14 dias, asi como un
incremento da disminucién do déficit motor e sensitivo aos 7 dias, respecto ao grupo con dieta
estandar. De forma parexa, viuse unha reduccion da apoptose (caspasa 3) neste grupo, mentras
gue non se observan diferenzas para as outras rutas estudadas. En ambos grupos de dieta, o
tratamento con nicotina reduce os volumes de lesién dende as 24 horas e ¢ largo de 28 dias.
Ademais, este tratamento diminle o edema e o déficit motor e sensorial dos animais. A nivel
molecular observouse a inhibicién das rutas de AMPK, autofaxia, ER stress e apoptose baixo o
tratamento con nicotina. Coa activacion de AMPK mediante AICAR revirtese o efecto
neuroprotector da nicotina e a activacion das outras rutas estudadas, corroborando que o
mecanismo molecular que subxace ¢ efecto neuroprotector da nicotina implica a inhibicion de
esta kinasa.

Polo tanto, a obesidade reduce o volumen de lesion e o déficit motor e sensorial, a largo
plazo, tras un ictus isquémico, probablemente a través da inhibicidn da apoptose. Por outro lado,

o tratamento con nicotna reduce o volumen de lesion, o edema e o déficit motor e sensorial en



ratas isquémicas, e 0 mecanismo molecular parece ser a través da inhibicion da AMPK e

consecuentemente, das rutas de ER stress, autofaxia e apoptose.

> Palabras chave: ictus isquémico, obesidade, nicotina, AMPK

Resumen

El ictus isquémico es una de las principales causas de muerte y discapacidad en todo el
mundo, pero su tratamiento farmacoldgico se reduce a la recanalizacién de los vasos, que solo
se aplica al 5% de los pacientes. Por otro lado, la obesidad es un factor de riesgo para padecer
un ictus, sin embargo, algunos estudios recientes hablan de la paradoja de la obesidad,
sugiriendo que los pacientes obesos puedan tener mayores tasas de supervivencia después de un
ictus en comparacion a los pacientes de peso normal. De la misma forma, el tabaquismo es un
factor de riesgo para padecer esta enfermedad, pero también hay estudios que describen una
mejor respuesta de los fumadores al tratamiento recanalizador tras un ictus. Ademas, in vitro, se
ha descrito el efecto neuroprotector de la nicotina e, in vivo, el pretratamiento con nicotina
parece mejorar la lesion. Por otro lado, se ha descrito que la nicotina desencadena la inhibicion
hipotalamica de la AMPK con el consecuente balance energético negativo, tanto en ratas con
dieta estandar como en un modelo de obesidad inducida por dieta. Ante esto, el objetivo de este
trabajo ha sido estudiar el efecto de la obesidad en un modelo de rata inducido por dieta alta en
grasa frente a un grupo de ratas con dieta estandar sometidos a la oclusién transitoria de la
arteria cerebral media (tMCAQ), al igual que el efecto del tratamiento con nicotina en este
modelo de isquemia cerebral dentro de ambos tipos de dieta. Ademas, ante la implicacion de la
obesidad en la homeostasis energética y la inhibicion de la AMPK por parte de la nicotina, se ha
llevado a cabo el estudio molecular de este regulador homeostatico y de las rutas downstream de
la misma de autofagia, ER stress y apoptosis.

Partiendo de volumenes de lesidn basales homogéneos, se ha visto que las ratas obesas
muestras una mayor reduccién del volumen de lesion a largo plazo, a partir de los 14 dias, asi
como un incremento de la disminucion del déficit motor y sensitivo a los 7 dias, respecto al
grupo con dieta estandar. Paralelamente, se ha visto una reduccion de la apoptosis (caspasa 3)
en este grupo, mientras que no se observan diferencia para las otras rutas estudiadas. En ambos
grupos de dieta, el tratamiento con nicotina reduce los volimenes de lesion desde las 24 horas y
a lo largo de 28 dias. Ademas, este tratamiento disminuye el edema y el déficit motor y
sensorial de los animales. A nivel molecular se ha observado la inhibicién de las rutas de
AMPK, autofagia, ER stress y apoptosis bajo el tratamiento con nicotina. Con la activacion de
AMPK mediante AICAR se revierte el efecto neuroprotector de la nicotina y la activacion de las
otras rutas estudiadas, corroborando que el mecanismo molecular que subyace al efecto

neuroprotector de la nicotina implica la inhibicion de esta kinasa.



Por tanto, la obesidad reduce el volumen de lesidn y el déficit motor y sensorial, a largo
plazo, tras un ictus isquémico, probablemente a través de la inhibicién de la apoptosis. Por otro
lado, el tratamiento con nicotina reduce el volumen de lesion, el edema y el déficit motor y
sensorial en ratas isquémicas, y el mecanismo molecular parece ser a través de la inhibicion de

la AMPK y consecuentemente, de las rutas de ER stress, autofagia y apoptosis.

> Palabras clave: ictus isquémico, obesidad, nicotina, AMPK

Abstract

Ischemic stroke is one of the leading causes of death and disability worldwide, but its
farmacologic treatment is reduced to recanaization of vessels, only for 5% of patients. On the
other hand, obesity is a risk factor for stroke, however, some recent studies show the obesity
paradox, suggesting that obese patients may have higher survival rates after a stroke compared
to patients of normal weight. Likewise, smoking is a risk factor for this disease, but there are
also studies that describe a better response to recanalization treatment after a stroke in smokers
patients. In addition, the neuroprotective effect of nicotine has been described in vitro, and in
vivo, the pretreatment with nicotine improves the lesion. On the other hand, it has been reported
that nicotine triggers the hypothalamic inhibition of AMPK with a consequent negative energy
balance in rats with standard diet and in a diet-induced obesity model. The objective of this
project has been to study the effect of obesity on a high fat diet induced rat model in contrast to
a group of rats with a standard diet undergoing transient occlusion of the middle cerebral artery
(tMCAO), as well as the effect of nicotine treatment in this model of cerebral ischemia within
both types of diet. In addition, due to the implication of obesity in energy homeostasis and the
inhibition of AMPK by nicotine, it was carried out a molecular study of this homeostatic
regulator and downstream pathways of autophagy, ER stress and apoptosis.

From homogeneous basal lesion volumes, obese rats show a long-term reduction in the
volume lesion, after 14 days of ischemia, as well as in the neurological deficit at 7 days, in
contrast to estandar group. Moreover, it has been observed a reduction of apoptosis (caspase 3)
in this group. In both diet groups, nicotine treatment reduces lesion volumes from 24 hours and
during 28 days. In addition, this treatment decreases edema and neurological deficit of animals.
At the molecular level, the inhibition of AMPK, autophagy, ER stress and apoptosis has been
observed under nicotine treatment. Activation of AMPK through AICAR reverses the
neuroprotective effect of nicotine and activation of the other pathways studied, corroborating
that the molecular mechanism underlying the neuroprotective effect of nicotine involves the
inhibition of this kinase.

Thus, obesity reduces long-term volume lesion and motor and/or sensitive déficit after

stroke, probably through the inhibition of apoptosis. On the other hand, nicotine treatment



reduces volume lesion, edema and neurological deficit in ischemic rats, and the molecular
mechanism seems to be through the AMPK inhibition and, consequently, the ER stress,

autophagy and apoptosis inhibition.

> Keywords: ischemic stroke, obesity, nicotine, AMPK
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Abreviaturas y acréonimos

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

» 5-HT: 5-hidroxitriptamina

» A: Amperio

» ACA: Arteria cerebral anterior

» ACC: Acetil-CoA carboxilasa

» ACC: Arteria carotida comun

» ACE: Arteria carétida externa

» ACh: Acetilcolina (Acetylcholine)

» ACI: Arteria carétida interna

» ACM: Arteria cerebral media

» ADC: Coeficiente de difusion aparente (Apparent Diffusion Coefficient)

» ADP: Adenosin difosfato (Adenosine diphosphate)

» AICAR: Ribonucledtido 5-aminoimidazol-4-carboxamida (5-Aminoimidazole-4-
Carboxamide Ribonucleotide)

» AIlF: Factor inductor de apoptosis (Apoptosis-Inducing Factor)

» AIlT: Ataque isquémico transitorio

» Akt: Proteina kinasa B (PKB) codificada por el gen AKT

» AMP: Adenosin monofosfato (Adenosine Monophosphate)

> AMPA: Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (a-Amino-3-Hydroxy-
5-Methyl-4-isoxazolePropionic Acid)

» AMPK: Proteina kinasa activada por AMP (AMP-Kinase)

> AP: Area postrema

» Apaf-1: Factor -1 activador de proteasas de apoptosis (Apoptosis Protease-Activating
Factor-1)

» ARC: Nucleo hipotalamico arcuato (Arcuate)

» ATF6: Factor de activacion transcripcional 6 (Activating Transcription Factor 6)

» ATP: Adenosin trifosfato (Adenosine Triphosphate)

» BAD: Promotor de muerte asociado a Bcl-2 (Bcl-2-associated Death promoter)

» BAT: Tejido adiposo marron (Brown Adipose Tissue)

» BAX: Proteina X asociada a Bcl-2 (Bcl-2-associated X protein)

> BBB: Barrera hematoencefalica (Blood Brain Barrier)

» Bcl-2: Familia de proteinas B-cell lymphoma 2

» BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor)

» BID: BH3 Interacting-domain Death agonist

» BIP: Proteina de unién a inmunoglobulina (Binding Inmunoglobulin Protein)

> Ca'% Calcio

» CaMKKS@: Calcium/calmodulin-dependent protein Kinase Kinase [

» CCL: Chemokine Ligand C-C

» CD: Células con Clusters of differentiation

» CHOP: Proteina homologa de C/EBP (C/EBP Homologous Protein)

» CKK: Colecistoquinina

» CI: Cloro

» cm: Centimetros

» COX: Ciclooxigenasa
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CREB: Proteina de union a elementos de respuesta a CAMP (CAMP Response Element-
Binding)

CRP: Proteina C reactiva (C Reactive Protein)

CXC: Quimioquina de tipo CXC; cisteina (C) en los extremos terminales de un
aminoacido (X)

DAMP: Patrones moleculares asociados al dafio (Damage-Associated Molecular
Patterns)

DAPKZ1.: Proteina kinasa 1 asociada a muerte celular (Death Associated Protein Kinase
1)

DISC: Complejo sefializador de muerte inducida (Death-Inducing Signaling Complex)
DMH: Nucleo hipotaldmico dorsomedial (Dorsomedial Hypothalamic nucleus)

DWI: Imagen de difusion (Difusién Weighted Imaging)

EAAT: Transportador de glutamato (Excitatory Amino Acid Transporter)

ECV: Enfermedad cerebrovascular

elF2: Factor de iniciacion de la traduccidn eucaridtica 2 (eukaryotic Initiation Factor 2)
eNOS: Oxido nitrico sintetasa endotelial

ER: Reticulo endoplasmatico (Endoplasmic Reticulum)

ERK: Kinasa regulada extracelularmente (Extracellular Signal-Regulated Kinase)
E-selectina: Selectina endotelial

FADH,: Dinucledtido de flavina y adenina en su forma reducida (Flavin Adenin
Dinucleotide)

FAS: Acido graso sintasa (Fatty Acid Sintase)

FDA: Agencia de Administracion de comida y farmacos (Food and Drug
Administration)

FOXO: Proteina Forkhead box del tipo O

FSC: Flujo sanguineo cerebral

g: Gramo

GABA: Acido y-aminobutirico (Gamma-Amino-Butyric Acid)

GH: Hormona del crecimiento (Growth Hormone)

GLP-1: Péptido similar al glucagon -1 (Glucagon Like Peptide -1)

GLUT: Transportador de glucosa (Glucose Tranporter)

GRP78: Proteina de 78 kDa regulada por glucosa (78 kDa glucose-regulated protein)
h: Hora

H,O,: Perdxido de nitrégeno

HFD: Dieta alta en grasa (High Fat Diet)

Hz: Hercio

ICAM: Molécula de adhesion intercelular (Intercellular Adhesion Molecule)

IL: Interleuquina

IMC: indice de masa corporal

INF,: Interferon,

iNOS: Oxido nitrico sintetasa inducida inmunolégicamente

IRE1: Endonucleasa 1 que requiere inositol (Inositol-Requiring Endoribonuclease 1)
JNK: Kinasa c-Jun N-terminal (c-Jun N-terminal kinase)

K": Potasio

KCI: Cloruro de potasio

kg: kilogramo

I: Litro

LHA: Nucleo hipotaldmico lateral (Lateral Hypothalamic Area)
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» MCP: Proteina quimiotactica de monocitos (Monocyte Chemoattractant Protein)

> Mg*% Magnesio

» min: Minuto

» ml: Mililitro

» mm: Milimetro

> mm?: Milimetro cuadrado

> mm?: Milimetro clbico

» MMP: Metaloproteasa de matriz (Matrix Metalloproteinase)

» mPTP: Poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (mitochondrial Permeability
Transition Pore)

» MRA: Angiografia por resonancia magnética (Magnetic Resonance Angiografy)

» MRI: Imagen por resonancia magnética(Magnetic Resonance Image)

» ms: Milisegundos

» mTOR: Diana de rapamicina en células de mamifero (mammalian Target Of
Rapamycin)

> Na': Sodio

» NAc: Nucleo accumbens

» nAChRs: Receptores de acetilcolina neuronales (neuronal Acetylcholine Receptors)

» NADH: Dinucleétido de nicotinamida y adenina en su forma reducida (Nicotin Adenin
Dinucledtide)

> NCX: Intercambiador de Na'/Ca*? (Na*/Ca*? exchanger)

» NF-KB: Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

» NIHSS: Escala para el accidente cerebrovascular del Instituto Nacional de Salud
(National Institute of Health Stroke Scale)

» nm: Nanometro

» NMDA: N-Metil-D-Aspartato

> nNOS: Oxido nitrico sintetasa neuronal

> NO: Oxido nitrico (Nitric Oxide)

» NO,: Diéxido de nitrégeno

> NOS: Oxido nitrico sintetasa (Nitric Oxide Synthase)

» N-terminal: Extremo amino terminal

» NTS: Nucleo del tracto solitario

» O,.: Anidn superéxico

» O,: Oxigeno

» ©C: Grado centigrado

» OGD: Privacion de glucosa y oxigeno (Oxygen Glucose Deprivation)

» OH’: Radical hidroxilo

» OMS: Organizacion mundial de la salud

» ONOQO': Peroxinitrito

» pACC: ACC fosforilada (Phosphorylated ACC)

» PAMPK: AMPK fosforilada (Phosphorylated AMPK)

» pATF6: ATF6 fosforilado (Phosphorylated ATF6)

» PECAM: Molécula de adhesion plaguetoendotelial (Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule)

» pelF2: elF2 fosforilado (Phosphorylated elF2)

» PERK: Protein kinase RNA-like Endoplasmatic Reticulum kinase

» PET: Tomografia por emision de positrones (Positron Emission Tomography)

» PFK2: Fosfofructokinasa 2 (Phosphofructokinase 2)
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P13K: Fosfoinositol-3-kinasa (Phosphoinositide-3-Kinase)

pIREL: IREL1 fosforilado (Phosphorylated IRE)

pJINK: JNK fosforilada (Phosphorylated JNK)

pmTOR: mTOR fosforilado (Phosphorylated mTOR)

PPAR,: Receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma)

pPPERK: PERK fosforilada (Phosphorylated PERK)

ppp: Pixeles por pulgada

pPpRAPTOR: RAPTOR fosforilada (Phosphorylated RAPTOR)

pS6K: S6K fosforilada (Phosphorylated S6K)

PSD95: PostSynaptic Density protein 95

PTEN: Fosfatasa homologa de la tensina (Phosphatase and Tensin homolog)
pTSC2: TSC2 fosforilada (Phosphorylated TSC2)

pUIk1: Ulk1 fosforilada (Phosphorylated Ulk1)

PVH: Ndcleo hipotalamico paraventricular (Paraventricular Hypothalamic nucleus)
RAPTOR: Proteina asociada a mTOR (Regulatory-Associated Protein of mTOR)
RD: Real Decreto

RM: Resonancia magnética

ROS: Especies reactivas del oxigeno (Reactive Oxygen Species)

rtPA: Activador del plasmindgeno tisular recombinante (recombinant Tissue
Plasminogen Activator)

s: Segundo

S6K: Kinasa ribosomal S6 de 70 kDa (70 kDa ribosomal S6 Kinase)

SDF-1: Factor derivado de células estromales -1(Stromal cell-Derived Factor -1)
Ser: Serina

SNA: Sistema nervioso autbnomo

SNC: Sistema nervioso central

SOD: Superéxido dismutasa

STD: Dieta estandar (Standard Diet)

SVZ: Zona subventricular (Subventricular Zone)

T: Teslas

TAC: Tomografia axial computarizada

TAKZ1: Kinasa 1 activada por el factor de crecimiento transformante  (Transforming
growth factor beta-Activated Kinase 1)

TC: Células T citotoxicas

Th: Células T ayudantes (T helper)

TH: Hormana tiroidea (Thyroid Hormone)

Thr: Treonina (Threonine)

TIE: Tyrosine kinase with Immunoglobulin-like and EGF-like domains

TLR: Receptor toll like (Toll Like Receptor)

TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor)

tMCAO: Oclusion transitoria de la arteria cerebral media (transitory Middle Cerebral
Artery Occlusion)

TORC1: Complejo 1 diana de rapamicina (Target Of Rapamycin Complex 1)

Treg: Células T reguladoras

TSC2: Tuberina 2 (Tuberous Sclerosis Complex 2)

UCP-1: Proteina desacoplante -1 (Uncoupled Protein -1)

Ulk1: Kinasa iniciadora de la autofagia en mamiferos codificada por el gen ULK1
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UPR: Respuesta a proteinas mal plegadas (Unfolded Protein Response)

V: Voltio

VCAM: Molécula de adhesidon vascular (Vascular Adhesion Molecule)

VMH: Ndcleo hipotalamico ventromedial (Ventromedial Hypothalamic nucleus)
VTA: Area tegmental ventral (Ventral Tegmental Area)

WAT: Tejido adiposo blanco (White Adipose Tissue)

pg: Microgramo

ul: Microlitro

pm: Micrometro
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INTRODUCCION

1. Enfermedad cerebrovascular: ictus

1.1. Definicion

La Enfermedad Cerebrovascular (ECV) es el conjunto de manifestaciones clinicas del
sistema nervioso central derivadas de alteraciones de la circulacion cerebral.

Dentro de las enfermedades cerebrovasculares se encuentra el ictus, que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) define como: “el desarrollo clinico rapido de signos focales de
alteracion de la funcion cerebral sin otra causa aparente que no sea el origen vascular”.

El ictus se origina como consecuencia de la alteracion del flujo cerebral normal, lo que
resulta en la alteracion transitoria o permanente de la funcién de una o mas partes del cerebro.
Alternativamente se puede definir como todas las alteraciones, por mecanismos isquémicos o
hemorragicos, que afectan a alguna parte del cerebro de manera transitoria 0 permanente, hasta
el punto de inducir alteraciones metabdlicas o bioquimicas que conducirian a la muerte cerebral,

y consecuentemente, a la alteracion del sistema nervioso [1].

1.2. Epidemiologia

El ictus es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en todo el mundo.
Cada afo, alrededor de 15 millones de personas sufren un ictus, y de ellos, 6.7 millones mueren
y la mayoria de los supervivientes sufren algun grado de discapacidad [2]. Segun la OMS, la
incidencia media mundial de la enfermedad cerebrovascular es alrededor de 200 casos nuevos
por 100000 habitantes [3]. En Europa existen diferencia entre las poblaciones del norte y del
sur, siendo las cifras mas altas en paises nérdicos como Finlandia (270 por 100000 en hombres),
y las menores en los del sur como Italia y Portugal (100 por 100000 en hombres) [4].

En Espafia, el ictus es la primera causa de muerte en mujeres y la tercera en hombres
(superado Gnicamente por las muertes debido a infarto de corazén y cancer de pulmén) [5]. La
incidencia en Espafia es de 167 por 100000 habitantes/afio (181 para hombres y 153 para
mujeres), siendo mayor en Galicia en relacion con el envejecimiento de la poblacion [6].

Teniendo en cuenta que la incidencia aumenta en personas mayores de 65 afios y que, en
base a una mejoraria en la calidad de vida, se esta produciendo un incremento notable en la
esperanza de vida y un envejecimiento progresivo de la poblacion mundial, la prevalencia de
esta enfermedad aumenta, y con ella, la magnitud del problema sociosanitario que implica. Por
ello, el ictus supone un problema de salud que obliga a establecer mejores pautas de prevencion
y tratamiento para reducir tanto su incidencia como el grado de discapacidad que origina.

También hay que sefialar que, a pesar de la incidencia incrementada, el nimero de muertes por
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ictus se redujo significativamente en las Gltimas décadas, principalmente debido a la mejoria en
el manejo de pacientes tras la creacion de unidades de ictus especializadas, el uso de activador
del plasmindgeno tisular recombinante (rtPA) como una terapia trombolitica, o a los avances en

la trombectomia mecénica [2].

1.3. Clasificacion

Atendiendo a la naturaleza de la lesion, el ictus se puede clasificar en dos grupos
principales (Figura 1): el isquémico, en el que un flujo sanguineo inadecuado provoca un area
circunscrita de infarto cerebral, y el hemorragico, en el que una extravasacion sanguinea en el
parénquima cerebral produce lesion y desplazamiento de las estructuras cerebrales [7]. Sin
embargo, se pueden usar clasificaciones alternativas de esta enfermedad cerebrovascular
teniendo en cuenta otros parametros como el subtipo de ictus, el perfil de progresién,
caracteristicas de neuroimagen, tamafio y topografia de la lesién, naturaleza, y otros

mecanismos de induccién y etiologia.

ICTUS ISQUEMICO ICTUS HEMORRAGICO

r - -

Obstruccionen una Hemorragiaen
arteriadel cerebro un area cerebral

Figura 1. Ictus isquémico e ictus hemorragico. El ictus isquémico ocurre cuando se obstruye una
arteria del cerebro y el ictus hemorragico cuando hay una hemorragia en un area cerebral. Creative
commons.
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1.3.1. Ictus isquémico

El ictus isquémico es el tipo mas comun, representando sobre el 80% de los ictus [8]. Se
habla de isquemia cerebral focal cuando sélo afecta a una parte del cerebro, y dentro de esta,
podemos diferenciar entre ataque isquémico transitorio (AIT) e infarto cerebral. EI AIT se
define como la disfuncion cerebral focal 0 monocular, con sintomas que duran menos de 1 hora,
cuyo origen es la isquemia causada por un trombo o embolia arterial en relacion con
enfermedad arterial, cardiaca o hematoldgica [9]. Los pacientes con AIT presentan un alto
riesgo de padecer, posteriormente, un ictus (infarto cerebral) u otros episodios vasculares,
principalmente coronarios. El infarto cerebral se define como una lesion causada por una
isquemia intensa o prolongada, la cual produce la pérdida irreversible de células.

Segun su etiologia, el ictus isquémico puede clasificarse en base a los criterios TOAST
[10] en:

> Infarto aterotrombético: (~20%) Presencia de estenosis igual o mayor al 50% del
diametro luminal u oclusién de una arteria extracraneal o intracraneal de gran calibre que suple

la region clinicamente afectada, en ausencia de otra etiologia.

> Infarto cardioembélico: (~25%) Presencia de fuente emboligena inequivoca (trombo
0 tumor intracardiaco, estenosis mitral reumatica, protesis aortica o mitral, endocarditis,
fibrilacion auricular, enfermedad del nodo sinusal, aneurisma ventricular izquierdo, infarto
agudo de miocardio de menos de 3 meses de evolucion, o presencia de hipocinesia cardiaca
global o discinesia), en ausencia de otra etiologia.

> Infarto lacunar: (~20%) Infarto de menos de 15 mm de didmetro en el territorio de
una arteria perforante cerebral, que suele ocasionar clinicamente un sindrome lacunar (sindrome
motor, sensitivo, sensitivo-motor, hemiparesia ataxia, disartria mano torpe), en ausencia de otra
etiologia.

> Infarto de origen indeterminado: (~30%) Infarto cerebral en el que, tras un
exhaustivo estudio diagndstico, han sido descartados los subtipos aterotrombdtico,
cardioembdlico, lacunar o inhabitual, o bien coexista mas de una posible etiologia. En este caso
se pueden subdividir en indeterminado estudio incompleto, por mas de una etiologia o por causa

desconocida.

» Otras causas: (~5%)
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1.3.2. Ictus hemorréagico

En medio de todas las enfermedades cerebrovasculares, el grupo patoldgico de hemorragias
se corresponde con el 15% de todos los ictus. Este porcentaje excluye las derivadas de un
traumatismo craneoencefélico. En definitiva, consiste en una extravasacion de sangre,
consecuencia de la ruptura de un vaso sanguineo, tanto arterial como venoso, por diversos

mecanismos [11].

1.4. Factores de riesgo

1.4.3. Factores de riesgo no modificables

> Edad: El envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo para la
enfermedad cerebrovascular. La incidencia del ictus aumenta exponencialmente con la edad,

alcanzando sus valores maximos por encima de los 65 afios.
> Sexo: Se ha visto que los varones tienen mayor incidencia de ictus que las mujeres.

> Raza: La ateromatosis de grandes vasos afecta con mayor frecuencia a los individuos
de raza caucasica, mientras que la patologia de pequefio vaso es mas frecuente en africanos y

asiaticos.

1.4.4. Factores de riesgo modificables

> Hipertension arterial: Es el principal factor de riesgo para cualquier tipo de ictus,
tanto isquémico como hemorragico. Todos los tipos de hipertension, tanto sistélica como
diastélica o combinada, incrementan el riesgo de ictus a partir de cifras moderadas. Cifras de
tension arterial sistolica en torno a 140-160 mm Hg o diastélica de 90-94 mm Hg incrementan
el riesgo de ictus en 1.5 veces.

> Cardiopatia: Las enfermedades cardiacas tienen una clara asociacion con los ictus,
especialmente la fibrilacion auricular, las valvulopatias, el infarto de miocardio, la hipertrofia
ventricular izquierda y la cardiomegalia.

> Diabetes mellitus: Se ha estimado que el riesgo de ictus en pacientes diabéticos
aumenta 1.8 veces en varones y en 2.2 veces en mujeres. La diabetes predispone al ictus

isquémico debido a su influencia en el desarrollo de aterosclerosis.

> Hiperlipemia: La hiperlipemia favorece el desarrollo de la ateromatosis y de la
isquemia, tanto coronaria como carotidea.
» Tabaquismo: El consumo de cigarrillos predispone a la aparicién de aterosclerosis en

hombres y mujeres, con un incremento del riesgo de 2-3 veces. El tabaco facilita el espasmo
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arterial y el dafio endotelial. Se ha visto que este riesgo afiadido del tabaco desaparece tras cinco

afios de abstencion.

> Otros factores: El sedentarismo, la obesidad, el ronquido nocturno, el sindrome de
apneas del suefio, los anticonceptivos orales y el consumo excesivo de alcohol también se han

relacionado con un incremento del riesgo de ictus.

Para ver cudles son los factores de riesgo que maés influyen en la enfermedad
cerebrovascular, es importante conocer su prevalencia y su riesgo relativo, ya que un factor con
un riesgo relativo elevado puede tener poca relevancia si no es muy frecuente [12]. En la Tabla

1 se resumen la prevalencia y el riesgo relativo de los principales factores modificables.

Factor de riesgo Prevalencia (%) Riesgo relativo

Hipertension arterial x3ab
Fibrilacion auricular la2 x5al8
Dislipemia 6a40 xla2

Tabaquismo 20240 x15a25
Diabetes mellitus 4a20 x15a3
Alcolismo 5a30 xla3

Inactividad fisica 20 a 40 X 2,7

Tabla 1. Prevalencia y riesgo relativo de los factores de riesgo modificables para el ictus.

1.5. Fisiopatologia

1.5.1. Descenso del flujo sanguineo

La isquemia cerebral se origina por la disminucion del flujo sanguineo hasta un nivel capaz
de interferir con la funcion del sistema nervioso. Este proceso es el resultado de una alteracion
del equilibrio de numerosos factores hemodinamicos, que puede producir una serie de
alteraciones metabolicas y bioquimicas en las neuronas y en la glia, que conduciran a la necrosis
celular [13].

La obstruccion aguda de una de las grandes arterias del cerebro induce una reduccion
instantanea del flujo cerebral en la correspondiente area de irrigacion (isquemia focal). Pero la
reduccion del suministro de sangre no es homogénea en el area afectada, y puede cambiar en
minutos u horas, especialmente si el suministro de sangre no se recupera. [14] Asi, cuando se
obstruye un vaso sanguineo cerebral se produce un gradiente de perfusion sanguinea. La

disminucion del flujo sanguineo cerebral (FSC) en una determinada zona de tejido cerebral por
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debajo de 10 ml/100 g/min produce una rapida muerte neuronal [15]. Sin embargo, entre este
nucleo intensamente isquémico y el parénquima perfundido de forma normal (FSC > 50 ml/100
g/min), existe una zona hipoperfundida, cuya extension depende del mejor o peor
funcionamiento de la circulacion colateral [16]. Estudios recientes de tomografia por emision de
positrones (PET) han logrado diferenciar en la zona hipoperfundida dos regiones con pronostico
claramente diferenciado: una ligeramente hipoperfundida (FSC > 22 ml/100 g/min) en la que la
transformacién en infarto solo sucede en circunstancias especialmente adversas (zona
oligohémica), y otra, denominada de penumbra isquémica [17], con una perfusion cerebral
criticamente disminuida (FSC < 22 ml/100 g/min), pero en la que el consumo de oxigeno es
todavia suficiente para preservar la supervivencia tisular. Sin embargo, la penumbra isquémica
no tiene que estar necesariamente alrededor de una zona de necrosis neuronal, sino que puede
constituir por si misma un territorio cerebral con aporte sanguineo comprometido, pero con un
metabolismo energético preservado [18]. La penumbra isquémica se define entonces como el
tejido cerebral en el cual el flujo sanguineo cerebral ha disminuido hasta el punto de causar
silencio electrofisioldgico y pérdidas pasajeras pero recurrentes de los gradientes de membrana
y metabolitos energéticos [19]. En la penumbra isquémica hay alteracién de la actividad
funcional de las neuronas, pero se conserva una actividad metabdlica minima que preserva la
integridad estructural durante algin tiempo. En esta zona el tejido resulta dafiado, se altera el
mecanismo de autorregulacion, se mantiene parcialmente la reactividad al CO,, la transmision
sinaptica y el contenido de adenosin-5"-trifosfato (ATP) son normales y disminuye el contenido
de glucosa. Esto produce la aparicion de sintomas neurolégicos, pero no de dafios irreversibles
[13]. Lo importante, y que constituye la base para el tratamiento de la isquemia cerebral, es que
las neuronas de la penumbra isquémica sobreviven, y podran recuperarse cuando se mejoren las
condiciones hemodinamicas y se restaure el flujo sanguineo cerebral que aporte de nuevo la
glucosa y el oxigeno necesarios [20]. El impacto de la isquemia cerebral dependera del nivel de
oclusion arterial y de la duracion de la reduccién del flujo sanguineo, por lo que el tiempo es un

parametro muy importante en la enfermedad.

1.5.2. Fallo energético

Tras el descenso del flujo sanguineo, tiene lugar una secuencia de eventos moleculares a
corto y largo plazo, iniciada con el fallo energético celular, que constituyen la cascada

isquémica (Figura 2) [21].
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Descenso del flujo sanguineo
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Figura 2. Mecanismos moleculares implicados en la cascada isquémica. El descenso del flujo
sanguineo desencadena un fallo energético que conlleva al desequilibrio Na*/K* despolarizando la
membrana, con la consecuente liberacion excesiva de glutamato y activacion de los receptores de
NMDA y AMPA. Esto genera una entrada excesiva de Ca*? que activa la sefializacion de la muerte
celular neuronal.

El sistema nervioso central gasta sobre el 20% del O, y el 25% de glucosa circulantes. En
condiciones fisioldgicas, las neuronas y células gliales obtienen su energia del metabolismo
aerobico de la glucosa, o, bajo ayuno, del metabolismo aerébico de los cuerpos ceténicos.
Aunque en los astrocitos se almacenan pequefias cantidades de glucégeno, el sistema nervioso
central depende totalmente del combustible que proviene de la circulacion sistémica para
mantener la actividad cerebral normal [22]. Bajo condiciones de isquemia cerebral, con el
suministro sanguineo interrumpido, las células cambian su metabolismo y obtienen energia de
forma anaerdbica a partir de la glucosa restante. En el metabolismo aerdbico, la glucosa se
metaboliza a piruvato, el cual es descarboxilado por la piruvato deshidrogenasa mitocondrial
produciendo Acetil-Coa, que es usado en el ciclo de Krebs para producir intermediarios
reducidos (NADH Y FADH,) que pueden producir grandes cantidades de ATP por fosforilacion
oxidativa en la membrana interna mitocondrial. Sin embargo, bajo condiciones de pérdida de
oxigeno, el piruvato no se convierte a Acetil-Coa, eliminando la consecuente fosforilacion

oxidativa y forzando la reduccion de piruvato a lactato, una reaccién que produce pequefias
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cantidades de ATP (2 moléculas de ATP frente a las 38 que se obtienen del metabolismo

aerdbico de la glucosa) [23].

1.5.3. Desequilibrio iénico y despolarizacion de la membrana celular

El descenso en la produccién de ATP reduce la actividad de las bombas idnicas vy,
consecuentemente, limita el mantenimiento de los gradientes eléctricos. El fallo de la bomba
sodio-potasio ATPasa, y otras bombas ionicas dependientes de ATP, es el punto clave para
entender los mecanismos fisiopatoldgicos en el ictus [21]. Se produce la acumulacion de Na* en
el citoplasma, causando la despolarizacion celular e incremento de osmolaridad, lo que facilita
la entrada de CI" y agua dentro de la célula, por lo que se hincha la misma. [24]. Ademas, el K*
sale de la célula, induciendo un incremento repentino de sus niveles extracelulares, originandose
una consecuente despolarizacion neuronal [25]. Este hecho es responsable de la apertura de los
canales de Ca™ voltaje-dependientes y el desbloqueo de algunos canales de Ca*? receptor-
dependientes, produciendo un incremento de la concentracion de Ca™ intracelular de
aproximadamente el doble de su valor, que potencia la despolarizacion de la membrana [15, 16,
26, 27). Ademas, se ven afectados otros transportadores celulares como el intercambiador de
Na‘/Ca*? (NCX), el cual se bloquea por el incremento de Na* citosélico y produce también la
acumulacion de Ca*? en el citosol. [28]. Estos cambios tempranos en la homeostasis biogquimica

y osmotica llevan a la muerte por necrosis.

1.5.4. Excitoxicidad

El fallo energético y la consecuente despolarizacion de la membrana neuronal condicionan
el aumento de la liberacion de cantidades excesivas de neurotransmisores [26, 27].

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas abundante en el cerebro, y bajo
condiciones de isquemia se libera en grandes cantidades, sobrepasando los niveles fisioldgicos,
y pasando a ser toxico. Esto se debe, en parte, a la inversion de los transportadores de glutamato
[29]. Existen 5 transportadores de glutamato, 2 gliales (EAAT1 y EAAT2), y 3 neuronales
(EAAT3, EAAT4 y EAATS). Estos transportadores intercambian Na* y H* por K*, y captan
glutamato hacia el interior de la célula, a través de un mecanismo dependiente de energia. Tras
la caida de ATP, los transportadores neuronales de glutamato dejan de recaptar, por lo que
aumenta la concentracién extracelular de glutamato [30]. Este proceso, conocido como
excitotoxicidad del glutamato, es el principal responsable de la muerte cerebral temprana tras un
ictus (Figura 3) [31].
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Figura 3. Excitotoxicidad mediada por glutamato en el ictus isquémico. El fallo energético y
desequilibrio i6nico ocasionados tras la isquemia cerebral, desencadenan una liberacién excesiva de
glutamato y activacion de los receptores de NMDA y AMPA, generando la entrada masiva de Ca*?.

El glutamato activa receptores ionotropicos (fundamentalmente AMPA; &cido 2-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidico y NMDA; N-metil-D-aspartato) y metabotropicos. La
estimulacion del receptor AMPA produce una mayor despolarizacion de membrana al aumentar
la concentracion intracelular de Na*, induciendo la liberacion de mas glutamato, lo que produce
edema celular y abre canales no especificos voltaje-dependientes permeables al Ca*? [30]. Los
NMDA juegan un papel central en la excitotoxicidad, ya que su estimulacion es la principal
responsable del aumento de la concentracion de Ca*?intracelular, desencadenando la cascada
isquémica. Estos receptores, activados por la union de glutamato y la despolarizacion, estan
sobre-estimulados en la isquemia permitiendo la entrada de iones Ca*?y Na* dentro de la célula
postsinaptica. Ademas, estas condiciones el glutamato difunde mas alla del espacio sinaptico,
uniéndose a los receptores de glutamato extrasinapticos. A pesar de que se conoce poco acerca
de este fendmeno, se acepta un papel dual para la sefializacion de los receptores NMDA
dependiendo de su localizacién: mientras que la activacion de los receptores NMDA sinapticos

conduce a rutas de sefializacién que promueven la supervivencia celular, los receptores
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extrasinapticos bloguean las mismas y activan las rutas de muerte celular [32]. En condiciones
fisiologicas, la activacion de estos receptores es esencial para la supervivencia celular,
conduciendo a la activacién de proteinas de supervivencia celular como la kinasa regulada
extracelularmente (ERK) y la proteina de union a elementos de respuesta a cCAMP (CREB), e
incrementando la produccion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). Los
receptores NMDA extrasindpticos parecen estar inactivados en condiciones fisiologicas, pero
cuando el glutamato se acumula debido a la alta liberacion o baja eliminacion, este
neurotransmisor difunde mas alla del espacio sinéptico y los activa. La activacion extrasinaptica
de los receptores NMDA inhibe la produccién de CREB Y BDNF, y lleva a la apoptosis via la
fosfatasa homdloga de la tensina (PTEN) y la proteina kinasa 1 asociada a muerte celular
(DAPK1) [33].

La entrada masiva de Ca™ debido a la excitotoxicidad es también responsable de la
activacién de fosfolipasas y proteasas, como las calpainas, llevando al deterioro celular y a la

muerte celular tardia por apoptosis.

1.5.5. Estrés oxidativo

En la isquemia cerebral, la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) puede
exceder la capacidad antioxidante de las neuronas, provocando alteraciones de algunos
constituyentes celulares, como proteinas, acidos nucleicos y lipidos [34] condicionando
procesos regulatorios como la actividad enzimatica, la metilacion del DNA o la peroxidacion de
lipidos [35]. Las ROS responsables del estrés oxidativo de las neuronas son los radicales libres
como el anion superoxido (O,.), el radical hidroxilo (OHY) y el 6xido nitrico (NO), y otras
especies reactivas que no son radicales libres, pero son sustancias muy téxicas, como el
peréxido de hidrégeno (H,0,) y el peroxinitrito (ONOO").

El O, se genera a través de maltiples vias metabolicas, e inicia la cascada del estrés
oxidativo en la isquemia cerebral. La activacion del receptor NMDA estimula la fosfolipasa A2,
liberando é&cido araquidénico, prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos. Durante el
metabolismo del &cido araquiddnico se forma el O,., que estimula de nuevo la fosfolipasa A2,
estableciendo un sistema de retroalimentacion positiva. También se puede generar O,. por otros
mecanismos, como la conversion de la xantina deshidrogenasa en xantina-oxidasa, los
neutrdfilos infiltrados y las mitocondrias dafiadas [34]. En condiciones fisioldgicas, la
mitocondria produce pequefias cantidades de ROS como un subproducto de la fosforilacion
oxidativa. Eses ROS son principalmente producidos como O, que se convierte, en la
mitocondria, en H,O,, por la enzima superdxido dismutasa (SOD), para finalmente ser
eliminado como H,O y 0, en los peroxisomas, por la enzima catalasa, o reducido por la enzima

glutation peroxidasa. En los tejidos sanos, la produccion de ROS debe estar equilibrada con
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mecanismos antioxidantes, sin embargo, bajo condiciones de isquemia, la mitocondria se vuelve
disfuncional y se producen excesivas cantidades de ROS, sobrepasando los mecanismos
antioxidantes, aunque algunas de esas enzimas protectoras se sobreexpresen rapidamente [36,
37]. El O,. se produce en el interior de la neurona, y alli es donde actla, ya que es incapaz de
atravesar la membrana neuronal. Sin embargo, el H,O, difunde facilmente en la célula donde se
origina y en las neuronas situadas en la proximidad [34].

El NO es un gas inorganico permeable, difusible, con gran capacidad reactiva [38] y se
sintetiza a partir del aminoacido L-arginina por medio de la enzima 6xido nitrico sintetasa
(NOS). En condiciones normales, el NO actla como mensajero neuronal, pero en situaciones
especiales como la isquemia, se origina una elevada produccion de NO, que se ha puesto en
relaciébn con mecanismos antagonicos de neurotoxicidad y de neuroproteccion. La accién
diferente del incremento del NO depende del tipo de NOS que actle. Existen tres isoformas del
enzima NOS: la neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y una forma inmunol6gicamente
inducida (iNOS). El aumento de NO producido por la accién de la nNOS produce una lesién
neuronal inmediata, mientras que el producido por la iINOS contribuye al dafio neuronal
retardado. Sin embargo, la produccion de NO mediada por la eNOS actlia como neuroprotector,
al inducir la relajacion de la fibra muscular lisa y el mantenimiento del flujo sanguineo cerebral
[39]. Como consecuencia de la excitotoxicidad del glutamato se produce un incremento del NO
ya que los receptores NMDA sindpticos estan funcionalmente unidos a las proteinas de densidad
postsinaptica de 95 KDa (PSD95), un punto de union para la nNOS. Por lo tanto, la entrada de
Ca'*? activa indirectamente la nNOS, incrementando los niveles del NO. Este se combina con O,.
libre produciendo ONOO", responsable directo de la lisis neuronal al reaccionar con grupos
sulfidrilo, proteinas, lipidos y con los &cidos nucleicos [33, 36, 40].

En las fases intermedias de la enfermedad, se producen radicales libres del oxigeno por la
infiltracién de neutro6filos en el area isquémica, y en estadios tardios son producidos por la
sintesis y activacion de la iINOS y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) [41, 42].

Aunque el estrés oxidativo es un claro mecanismo de dafio celular en la isquemia, también
se incrementa con la reperfusion. Durante este proceso, las células dafiadas reciben altas dosis
de O, que satura la cadena respiratoria mitocondrial produciendo reacciones dafiadas y grandes
cantidades de ROS, siendo uno de los principales responsables del dafio por

isquemia/reperfusion [36].

1.5.6. Apoptosis

La muerte celular isquémica puede tener lugar de dos maneras, siendo la mas comun la

necrosis [43]. Se origina como consecuencia del fallo energético agudo, se localizada

Tania Lépez Gonzalez Pagina 47



Estudio preclinico de la paradoja de la obesidad en la isquemia cerebral:
efecto terapéutico del tratamiento con nicotina

principalmente en el nucleo de la lesion, y se caracteriza por cambios morfoldgicos que acaban
en la lisis celular, la cual también conduce a procesos inflamatorios. [44]. Por otro lado, las
células que no mueren por necrosis, pero estan sometidas al estrés isquémico, mueren
eventualmente por un proceso mas organizado conocido como muerte celular programada o
apoptosis. Esta es caracteristica de la zona de penumbra, y puede ser observada cuando se
activan los mecanismos intracelulares dependientes de energia, llevando a la degradacion
celular [41,45].

La apoptosis se lleva a cabo por dos vias principales (Figura 4), la extrinseca y la
intrinseca, dependiendo del origen de las sefiales de muerte. En ambos casos, la muerte celular
puede ser mediada de manera dependiente o independiente de caspasas.

La via extrinseca de la apoptosis se inicia por sefiales extracelulares de dafio que se unen a
receptores de muerte localizados en la membrana celular. Estos receptores pertenecen a la
familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF), y experimenta la multimerizacion y
unién a proteinas adaptadoras para formar el complejo sefializador de muerte inducida (DISC),
responsable de la activacion de la caspasa 8. Esta activa a las caspasas ejecutoras 3 'y 7 que se
adhieren a proteinas estructurales y enzimas produciendo la muerte celular [46].

La isquemia también induce la via intrinseca de la apoptosis. Esta via esta iniciada por
sefiales intracelulares de dafio, como la pérdida de ATP, la presencia de ROS o las altas
concentraciones de Ca*?, que inducen la disfuncién mitocondrial [46, 47, 48] desencadenando la
liberacion del citocromo C, caspasas, Yy del factor inductor de apoptosis (AlIF), que actian como
iniciadores de la muerte neuronal apoptética [49]. La acumulacién de Ca** en el citosol induce
la activacion de calpainas (proteasas), que se adhieren a Bcl-2, miembro proapoptético de la
familia BID. Bcl-2 interactla con otras proteinas proapoptéticas como BAD y BAX, causando
la formacion de mPTP, a través del cual el citocromo C y el AIF son liberados al citosol. Una
vez ahi, el citocromo C se une a Apaf-1 (factor 1 activador de proteasas de apoptosis) y la
procaspasa 9 para formar un apoptosoma y activar la caspasa 9 que finalmente activa la caspasa
3, la cual, de forma similar a la via extrinseca, se adhiere a diferentes proteinas estructurales y
enzimas. En paralelo al proceso de activacion de las caspasas, AIF se transloca al nucleo y

media la fragmentacion de DNA [50].
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Figura 4. Ruta apoptotica en la isquemia cerebral.Vias de activacion intrinseca y extrinseca.

1.5.7.

Inflamacion

La inflamacion juega un papel decisivo en la evolucion del dafio isquémico. Es

probablemente el componente méas complejo del proceso patolégico, envolviendo multiples

mecanismos a diferentes tiempos tras el ictus (Figura 5). La complejidad del sistema es debido

a su habilidad dual para alarmar la presencia de dafio (por medio de sefiales pro-inflamatorias),
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0 por otro lado, limitar o incluso reparar el dafio expresando un fenotipo antiinflamatorio. El
desequilibrio entre ambos perfiles determinard el empeoramiento o mejora de la lesion.

Neutréofilos

Microglia

Astrocitos

. Linfocitos K

Horas Dias Semanas Meses

Figura 5. Evolucién de la inflamacién tras un ictus isquémico; activacion de diferentes tipos
celulares a lo largo del tiempo.

Tras la isquemia cerebral, la inflamacion temprana comienza con la activacion de la
microglia y la infiltracion de macrofagos y neutrofilos a través de la barrera hematoencefélica
(BBB) dafiada. Esto comienza minutos despues de la oclusion del vaso, pero tiene un pico a los
2-3 dias [51]. La activacion es mediada por moléculas secretadas por estrés y neuronas que se
estan muriendo. Estas moléculas que son normalmente intracelulares (y por lo tanto no estan
expuestas para su reconocimiento) trabajan como patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs) activando receptores microgliales, como, por ejemplo, receptores toll like (TLRS).

Una vez activadas, las células microgliales y los macréfagos sufren cambios morfol6gicos

y funcionales. Mientras en condiciones de reposo las células microgliales funcionan como
centinelas del SNC, tras su activacion, adquieren morfologia ameboidea [52]. El fenotipo
funcional de la microglia y macrofagos activados puede ser M1 (pro-inflamatorio o destructivo)
0 M2 (antiinflamatorio y neuroprotector). En la fase aguda el microambiente dafiado
desequilibra enormemente el fenotipo funcional de la microglia y macréfagos promoviendo el
fenotipo M1. La microglia y macréfagos M1 activados liberan moléculas de sefalizacion pro-
inflamatoria como el factor de necrosis tumoral o (TNFa), interleuquinas 1, 6, 12 o 23 (IL-1, IL-
2, IL-6, IL-12, IL-23) o NO. Estas citoquinas, entre otros procesos, también inducen el

reclutamiento de células de la inmunidad circulantes, que juegan un papel critico en los
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procesos inflamatorios tardios. Por otro lado, la microglia y macr6fagos M2 expresan moléculas
antiinflamatorias como la interleuquina 10, CD206 o arginasa 1. A pesar de que la transicion de
la microglia y macrofagos desde el fenotipo M1 al M2 podria ser una importante diana
terapéutica, este proceso aun estd muy poco comprendido. Estudios recientes revelan que la
ratio M1:M2 es mayor en el SNC de varones de avanzada edad, pero los mecanismos precisos
aun son desconocidos [53].

Otras células inflamatorias que juegan un papel central en la inflamacion temprana son los
neutrofilos. Estos atraviesan la BBB durante las primeras horas tras el ictus, pero su pico esta
entre 1-3 dias, luego desaparecen [51]. La infiltracién de neutréfilos estd mediada por la
expresion de moléculas de adhesidn especificas en el endotelio de células sometidas a estrés,
como son la selectina endotelial (E-selectina), la molécula de adhesion intracelular (ICAM) -1y
-2, la molécula de adhesion vascular-1 (VCAM-1) y la molécula de adhesion
plaguetoendotelial-1 (PECAM-1). Estos antigenos son detectados por receptores especificos en
la superficie de neutrdfilos y monocitos [54]. Una vez infiltradas, las células liberan ROS y
NOS, ya que expresan la iINOS. Ademas, igual que la microglia y los macr6fagos, los
neutrofilos liberan citoquinas pro-inflamatorias como el TNFa, IL-6, IL-8, incrementando el
reclutamiento de neutréfilos y leucocitos. También son liberadas las quimioquinas con ligando
tipo C-C 2 y 3 (CCL2 y CCL3), sefializando el reclutamiento de linfocitos T, monocitos y
células dendriticas. Finalmente, los neutrofilos secretan grandes cantidades de proteasas que
dafian la lamina vascular basal incrementando la permeabilidad de la BBB [55]. Se ha visto que
algunas metaloproteasas de matriz (MMPs) intervienen en la lesion tisular tras la isquemia. Los
leucocitos que se acumulan y se adhieren por la accion de las citoquinas en la isquemia cerebral
utilizan la produccién de MMPs para migrar a través del endotelio, desestructurar la barrera
hematoencefalica y contribuir a la produccién del edema [56].

Mientras que en las primeras horas y dias tras el ictus predomina la inmunidad innata, la
inmunidad adaptativa se desarrolla a lo largo de los siguientes dias hasta la primera semana tras
la iquemia. Los linfocitos T o células T, juegan un papel central en este proceso desde que
reciben sefales pro-inflamatorias liberadas por la microglia y los macréfagos, originando una
respuesta compleja e ininterrumpida. Las células T se clasifican en T helper (Th) o células T
citotoxicas (Tc), que expresan CD4 o CD8 en su superficie, respectivamente. Las células Th se
clasifican por el perfil de liberacion de citoquinas. Los subtipos mejor conocidos son las Thl,
Th2 y las células T reguladoras (Treg). Las células Thl liberan citoquinas pro-inflamatorias
como el interferon gamma (INFy). Por otro lado, las Th2 liberan moléculas antiinflamatorias,
IL-4 e IL-10, entre otras. Las células Treg son inmunosupresoras, Yy juegan un papel importante
limitando el dafio cerebral después del ictus [gu el al de alba]. Las células Tc son responsables

de retirar lo dafiado o inducir apoptosis en las células diana. Estas células liberan perforina,
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granzimas y granulisina (envueltas en la formacién de poros de membrana e induccion de
apoptosis). La inmunidad adaptativa tiene también consecuencias sistémicas, produciendo
linfopenia (haciendo que los pacientes se vuelvan mas vulnerables a infecciones), y respuesta
autoinmune contra antigenos del SNC (incrementando el dafio secundario al SNC) [57]. El
desequilibrio entre células pro-inflamatorias y antiinflamatorias determinard nuevamente la

progresion de la lesion.

1.5.8. Mecanismos de regeneracion

Como consecuencia del dafio isquémico, el microambiente de la zona de la lesion puede
afectar al estado del tejido colindante. Por eso, para impedir su expansion, algunas células
rodean el tejido dafiado para formar una cicatriz. Tras la isquemia, durante la fase aguda, se
forma la cicatriz glial, formada por astrocitos, microglia y células gliales precursoras [58], que
sirven como barrera fisiologica. Los astrocitos activados o reactivos incrementan su habilidad
para eliminar neurotransmisores, ROS, o dan soporte metabdlico a las neuronas dafiadas con
pequefias cantidades de glicogeno almacenado en su citoplasma [22]. En etapas mas tardias, la
microglia tiende a desaparecer y la cicatriz se invade de fibroblastos, que proliferan y secretan
grandes cantidades de moléculas de la matriz extracelular, formando la cicatriz fibrotica. Esta
actla como una barrera fisica limitando la entrada de nuevos axones al area dafiada, lo que
puede ser muy importante para entender los procesos neuroregenerativos en el SNC de
mamiferos [59].

Tras un dafio isquémico, los procesos de reparacion del tejido cerebral se estimulan
lentamente, aunque en los primeros dias se ven camuflados por el ambiente pro-inflamatorio.
Pero, cuando las células necréticas son eliminadas y la inflamacion se estabiliza, los procesos
proliferativos como son la angiogénesis, neurogénesis y neuroplasticidad, adquieren una

posicion central. [60, 61, 53].

1.6. Enfoques terapéuticos para el tratamiento del ictus isquémico

Uno de los mecanismos que conduce a la progresion del ictus es la transformacion de la
penumbra isquémica en una zona de lesion irreversible (Figura 6).

En la zona de la penumbra isquémica se produce una mayor demanda de energia debido a
que aumentan las necesidades metabolicas al producirse ondas de despolarizacion recurrentes.
Estas mayores necesidades de aporte de nutrientes no pueden ser cubiertas debido a una
disminucion del flujo sanguineo cerebral, por lo que el umbral de perfusion se hace cada vez
mas critico, y zonas de penumbra se incorporan progresivamente al parénquima cerebral no

viable [18]. Si no se reestablece el flujo sanguineo, o si no se aplica ninguna estrategia
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protectora en las primeras horas durante la evolucion de la isquemia, las células localizadas en
esta area sufriran muerte celular. Asi, los enfoques terapéuticos se deberian centrar en esta area,
ya que al contrario que el nacleo de la lesion, la penumbra contiene tejido potencialmente
salvable.

EVOLUCION FISIOPATOLOGICA ESTRATEGIA TERAPEUTICA

- Nucleo de la lesion

- Penumbra

Figura 6. Progresion de la penumbra isquémica a tejido necrético. Con una estrategia terapéutica
que actlle sobre la penumbra isquémica, el nlcleo de la lesién (tejido necrético) acabara siendo
menor que bajo la evolucion fisiopatoldgica.

1.6.1. Marcadores de progresion del ictus isquémico

En la préctica clinica, hay ciertas variables modificables que tienen influencia en la
evolucion de la lesién, y, por tanto, en el prondstico de los pacientes.

La estabilizacion del flujo sanguineo cerebral es una de las variables mas importantes en la
progresion del ictus isquémico. Los pacientes de dicha patologia suelen desarrollar hipertension
en la fase aguda, lo que incrementa el riesgo de transformacion hemorragica. Por otro lado, se
ha relacionado la hipotension con un mal pronostico, seguramente debido a la hipoperfusion del
tejido [62]. Ademaés, independientemente de si ha habido reperfusion o no, el flujo sanguineo
cerebral deberia de ser estabilizado, impidiendo la formacién de nuevos trombos. Para combatir
esto, en la préctica clinica se usan agentes antiagregantes y anticoagulantes. El antiagregante

mas usado es el acido acetilsalicilico, un inhibidor irreversible de la ciclooxigenasa-1 (COX-1)
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que reduce la sintesis de prostaglandina y tromboxano, indispensables para la agregacion
plaquetaria. Ademas, ante el riesgo tromboembdlico, se suele tratar a los pacientes isquémicos
con el anticoagulante heparina [63].

Con niveles de flujo sanguineo cerebral inferiores a 22 ml/100 g/min se produce la
liberacion de grandes cantidades de glutamato y de otros aminoécidos neuroexcitadores, capaces
de inducir ondas de despolarizacion recurrentes en la zona de penumbra isquémica [18]. El
predictor mas potente de progresion de infarto cerebral es el glutamato. Niveles plasmaticos de
glutamato por encima de 200 pM/L en las primeras 24 horas desde el inicio de la sintomatologia
predicen el deterioro neuroldgico con una probabilidad del 92%. También se han asociado
niveles elevados de glicina con el aumento de la frecuencia de deterioro neurolégico precoz
[64]. La disminucién de la concentracién del GABA en plasma también es un predictor
importante de deterioro neuroldgico en las primeras 48 horas en los infartos lacunares, sobre
todos los localizados en los nucleos de la base [65].

Pero para la progresion de la isquemia cerebral son necesarios otros mecanismos
secundarios. Se ha demostrado una relacién entre el aumento de los depdsitos de hierro (como
fuente de radicales libres) y el deterioro neuroldgico [66]. También se ha visto que el NO es un
factor importante en la progresion de la zona de penumbra isquémica, especialmente en las
zonas mas periféricas, donde la presencia de oxigeno facilita la produccién de peroxinitrilo [67].

Los mecanismos inflamatorios también desempefian un papel fundamental en la progresién
del infarto, y concentraciones plasmaticas elevadas de IL-6 son un potente predictor de deterioro
neurolégico precoz [68].

La hiperglucemia, la hipertermia, la cefalea y las crisis comiciales en las primeras horas del
ictus se han relacionado con el infarto cerebral progresivo. Los niveles plasmaticos de glucosa
elevados durante la fase aguda del ictus isquémico aumentan la concentracion de acido lactico.
Se ha visto que el efecto de la hipertermia sobre la progresion del infarto es dependiente de la
neurotoxicidad del glutamato [69], y posiblemente de la IL-6 y del TNF-a. La cefalea al inicio
del ictus isquémico estd mediada por el glutamato, por el NO y por la IL-6 [70]. Las crisis
convulsivas al inicio del ictus aparecen en los infartos corticales, y se relacionan con un
empeoramiento neurolégico como resultado del aumento de concentracion de glutamato
extracelular liberado en esta zona [71].

También existen marcadores de neuroimagen del infarto cerebral progresivo. La presencia
de hipodensidad precoz en la tomografia axial computarizada (TAC) o de hipersefial en la
resonancia magnética de difusion (RM-DWI) se relaciona con la progresion del infarto cerebral.
Este hecho se debe a la presencia de edema citotdxico relacionado con el glutamato [72] o de
edema vasogénico relacionado con el aumento de la permeabilidad vascular originado por el

NO y por los mecanismos de inflamacién [67, 68, 73, 74].
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1.6.2. Restauracion del flujo sanguineo

La terapia trombolitica consiste en la administracién intravascular de agentes capaces de
disolver el trombo in situ [75]. La trombolisis farmacoldgica 0 mecanica (trombectomia) son las
estrategias clinicas que aportan mas beneficios a los pacientes de ictus isquémico, en términos

de recuperacion neurologica.

> Trombolisis farmacolégica

El agente trombolitico méas comun es el rt-PA, un enzima relacionado con la degradacion
del trombo en el vaso ocluido [76, 77]. El activador del plasmindgeno tisular (tPA) es una serin
proteasa que se secreta por las células endoteliales, entre otras. Es capaz de romper el zimogeno
del plasmindgeno en una proteasa activa, la plasmina, la cual rompe las fibras de fibrina que
mantienen las plaquetas unidas al trombo sanguineo [75]. Asi, se ha generado la version
recombinante del tPA (rtPA), que aunque tiene modificaciones de la secuencia original para
mejorar sus propiedades farmacolégicas, mantiene propiedades indeseables como el incremento
de la permeabilidad de la BBB, incrementando asi el riesgo de transformacion hemorrégica
[75]. Su administracion suele ser intravenosa, pero también se puede llevar a cabo la
administracion intraarterial, una forma mas especifica de concentrar el agente terapéutico cerca
del trombo, reduciendo la cantidad del mismo para la recanalizacion, lo que reduce su cantidad
circulante y los efectos adversos ligados [63]. Sin embargo, esta administracion es mas invasiva
y su alta concentracion en la region del trombo podria incrementar los efectos neurotdxicos.

El rtPA es el Gnico tratamiento aprobado por la FDA (agencia estadounidense que regula
la administracion de farmacos y alimentos) para tratar el ictus isquémico agudo [78], sin
embargo, solo el 3-7% de los pacientes son tratados con este farmaco en la mayoria de los
paises. Esto podria ser debido a diferentes factores, incluyendo la pequefia ventana terapéutica y
el alto riesgo de transformacion hemorragica. Se requieren nuevas estrategias neuroprotectoras
para trabajar en ambos aspectos, abriendo la ventana terapéutica y reduciendo los factores de
riesgo asociados. [76, 77]. La ventana terapéutica para el tratamiento trombolitico intravenoso
es de 4,5 h y su extension puede ser posible seleccionando, por técnicas de neuroimagen,
pacientes con una gran area de penumbra (el &rea del cerebro susceptible de dafio esta, al mismo

tiempo, protegida en las primeras 24-48 h) [79].

> Trombectomia mecanica

La trombectomia es una técnica que permite la extraccion de un trombo del lumen vascular
por un mecanismo mecanico, implicando el uso de un catéter intravascular semi-invasivo

(generalmente introducido desde la arteria femoral) para llegar al vaso ocluido y coger el
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trombo. Se aplica a los pacientes que reciben rtPA y no responden, o a los pacientes que estan
en la ventana terapéutica del rtPA pero no son aptos para el tratamiento fibrinolitico debido a la
existencia de coagulopatias o una cirugia mayor reciente. Aunque tiene altas tasas de
recanalizacion y una ventana terapéutica mayor que el rtPA, su uso implica dificultad técnica,
sedacidn, y riesgo de trauma vascular debido a la ruptura del vaso o al vasoespasmo. Ademas,
puede causar la fragmentacion del trombo provocando la embolizacion en tejido previamente no
afectado. Debido a estas limitaciones, el uso de la trombectomia endovascular esta generalmente
restringida a centros especializados [78].

1.6.3. Neuroprotecion

El término neuroproteccion engloba diferentes estrategias que reducen el area muerta tras
un evento isquémico sin afectar a la reperfusion del tejido. Se han propuesto algunos
compuestos para bloquear la via de sefializacion que lleva a la muerte celular inducida por la
isquemia, en diferentes etapas de la cascada isquémica. La mayoria de los compuestos han
mostrado efectos positivos en los estudios experimentales, pero desafortunadamente ninguno de
ellos ha mostrado efectos beneficiosos en los ensayos clinicos [80]. Esto puede ser en parte por
el rapido desarrollo de los eventos de la cascada isquémica, lo que reduce la ventana terapéutica.
A pesar de esto, el gran potencial terapéutico de la neuroproteccion hace gque sea un campo
activo en la investigacién [81]. Los farmacos neuroprotectores se pueden clasificar en diferentes

grupos en funcion de su mecanismo de accion.

> Bloqueantes del calcio

El Ca* juega un papel importante en la fisiopatologia del ictus isquémico. El bloqueo de
los canales de calcio paraliza la entrada de calcio, reduciendo la muerte celular. La Nimodipina
es un ejemplo de esta familia de compuestos. Se han publicado mas de 250 estudios con
animales sobre la Nimodipina en isquemia cerebral, pero solo 10 de ellos hablan de un resultado
positivo [80]. Ninguno de los miembros de esta familia de componentes ha demostrado una
actividad neuroprotectora clara en estudios clinicos. Una de las explicaciones puede ser que, en
estos estudios, los animales son tratados generalmente en los primeros 15 minutos tras la
isquemia, algo que no es trasladable a la practica clinica. Como alternativa a moléculas
complejas que bloqueen estos canales, se ha comprobado que el Mg*?, un competidor del Ca*?,
interfiere con los canales de Ca* reduciendo su liberacion incontrolada y blogueando los
canales NMDA, entre otros procesos. Hasta ahora, el efecto del Mg+2 muestra resultados

promotores, y debe ser comprobado en estudios clinicos [82].
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> Homeostasis de los neurotransmisores

Estéa bien establecido que el glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio del SNC, es
también culpable de inducir el dafio excitatorio neuronal en la isquemia cerebral y otros
desordenes. El glutamato y otros aminodcidos excitatorios relacionados interactian con
diferentes clases de receptores, los cuales son relevantes para la neuroproteccion. Estos incluyen
los receptores NMDA y AMPA.

Los antagonistas de los receptores NMDA reducen el tamafio de infarto y el déficit motor y
sensorial en modelos animales de isquemia cerebral focal, pero su uso clinico ha presentado
muchos efectos secundarios, especialmente efectos cardiovasculares y psiquiatricos. Por
ejemplo, Selfotel, un antagonista competitivo de los receptores NMDA, ha demostrado mejorar
el resultado en la fase 11l de estudio, pero una alta incidencia de efectos psiquiatricos adversos
condiciond su retirada de las fases clinicas. De la misma manera, el Dextromethorphan y sus
metabolitos destrorphan y aptiganel fueron interrumpidos por una relacién no favorable entre el
riesgo y el beneficio y por el incremento de los efectos adversos. El Eliprodil reduce la accién
del glutamato por interferir con el sitio poliamina en el receptor NMDA, pero no mostrd
diferencias con el placebo. EI Gavestinel, antagonista de la glicina del receptor NMDA, mostrd
una tolerancia excelente, pero sin eficacia [83].

Por otro lado, varios antagonistas de AMPA mostraron eficacia neuroprotectora en estudios
preclinicos de isquemia focal y global, pero no tuvieron éxito en los largos estudios clinicos.

Otra opcion para reducir el glutamato cerebral son los inhibidores de la liberacion de
glutamato, que trabajan bloqueando los canales presinapticos, previniendo la despolarizacion y
liberacion de glutamato. Un ejemplo de este tipo de farmacos es el Lubezol, un compuesto
culpable de la desregulacion de la via de sefializacion de la 6xido nitrico sintasa inducida por
glutamato. Este compuesto ha mostrado neuroproteccion en el hipocampo frente a la toxicidad
del éxido nitrico. En estudios experimentales se ha visto una reduccién del volumen de infarto
del 50% tras la inyeccién del farmaco 3 horas después de la isquemia. Sin embargo, no se
realizé ningln ensayo clinico con resultados positivos, y uno de ellos fue cancelado debido al
incremento de mortalidad en el grupo tratado [84].

Ante la poca traslacion de los resultados con antagonistas de receptores de glutamato e
inhibidores de su liberacion, una alternativa puede ser la reduccion del glutamato cerebral
usando un sistema para atraparlo. Este método estd basado en la reduccion del glutamato
sanguineo forzando su transporte, a través de la BBB, desde el cerebro a la sangre, en favor del
gradiente de concentracion, mostrando esperanzadores resultados terapéuticos en modelos

preclincios de isquemia cerebral [85].
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En el balance del glutamato también interviene GABA, el principal inhibidor de
neurotransmisores del cerebro. Tambien se estudiaron agonistas de GABA, como el Diazepam,

obteniendo resultados negativos [81].

> Vias de sefializacion de muerte celular

También se ha estudiado el potencial neuroprotector de anestésicos y medicaciones
anticonvulsivas como el Pentobarbital, Sevofluorano, Isofluorano o ketamina, revelando su
habilidad para potenciar las vias de sefializacién pro-supervivencia que producen resultados

positivos en animales. Sin embargo, la translacion a la clinica fue fallida [86].

> Antioxidantes

El estrés oxidativo es otro mecanismo implicado en la muerte cerebral tras un evento
isquémico. Los antioxidantes pueden jugar, por tanto, un papel importante como farmacos
neuroprotectores. El antioxidante con mas éxito ha sido NXY-059. Este farmaco reduce el
infarto cerebral un 66% en modelos animales, cuando se inyecta incluso 5 horas después de la
oclusion. El primer estudio clinico obtuvo resultados positivos, mejorando el resultado
funcional de los pacientes. Sin embargo, un segundo estudio clinico mostro resultados negativos
[87].

Otro antioxidante que alcanzo la fase clinica fue el acido Urico, un antioxidante con efectos
neuroprotectores en modelos animales de isquemia cerebral. Un estudio clinico reciente ha
evaluado si la terapia con acido urico podria mejorar los resultados funcionales, a los 90 dias, en
pacientes con ictus isquémico agudo. Los resultados mostraron que el tratamiento con acido
Urico es seguro, pero no incrementa la proporcion de pacientes que muestren resultados

excelentes tras el ictus, en comparacién con el placebo [88].

> Antiinflamatorios

Los compuestos antiinflamatorios actGan inhibiendo alguno de los mecanismos de la
extensa cascada inflamatoria de la isquemia cerebral. EI Enlinomab, un anticuerpo monoclonal
contra ICAM-1, que inhibe la adhesidn leucocitaria y la migracion a través del endotelio
vascular, es capaz de reducir el tamafio de infarto en modelos animales de isquemia cerebral
focal transitoria; sin embargo, en fase Ill, el resultado ha sido negativo con un alto nimero de
complicaciones. El UK-279.276, una proteina recombinante inhibidora del receptor

CD11b/CD18, muestra una baja eficacia en estudios clinicos [80].
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> Otros

La Citicolina o CDP-colina es un precursor de la sintesis de fosfato-colina, la cual se
integra en la membrana de neuronas. Se ha demostrado que inhibe los niveles de norepinefrina y
dopamina en el SNC, y restaura la actividad de la ATPasa mitocondrial [89]. En modelos
animales, la Citicolina reduce la activacion de la fofolipasa 2 tras la isquemia cerebral,
reduciendo la formacion del &cido araquiddnico y la produccién de radicales libres; por tanto,
reduciendo el estrés oxidativo. Otros efectos de este farmaco son su capacidad de reducir la
excitotoxicidad o de estimulacion de la plasticidad cerebral [90]. En estudios preclinicos, el
tratamiento con Citicolina inmediatamente después de la reperfusion, mejora el déficit funcional
a los 28 dias [91]. Un analisis publicado en 2002 mostré un incremento del 33% en la
recuperacién completa después de un ictus moderado o grave, cuando el tratamiento se empiez6
entre las primeras 24 horas y se mantuvo durante 6 semanas [92]. Sin embargo, un estudio
clinico reciente ha demostrado que pierde la proteccién en pacientes de ictus [93]. Se han
desarrollado algunos estudios usando otros agentes neuroprotectores como activadores de los
canales de potasio neuronales (BMS-204354), modificadores de la fluidez de membrana
(Piracetam), antagonistas de opioides (Namafeno), factores de crecimiento empleados como
reguladores del calcio intracelular, y muchos otros. Ninguno de ellos ha demostrado eficacia
definitiva de neuroproteccion farmacoldgica [81].

1.6.4. Neurorreparacion

Las estrategias de neuroreparacion implican la restauracion de la funcion cerebral, tanto
por la regeneracion del tejido cerebral dafiado (neuroregeneracion), como por el establecimiento
de vias de sefializacion neuronales o sinapsis alternativas (plasticidad cerebral). Ademas, la
ventana terapéutica para estas terapias es mas grande que para el enfoque trombolitico o
neuroprotector. El objetivo de los tratamientos para la recuperacién neuroldgica tras un ictus no
esta restringido a las neuronas; estd mas centrado en la unidad neurovascular, incluyendo
procedimientos que potencien la sinaptogénesis y la angiogénesis. Asi, los tratamientos
neuroreparadores pueden usar células madre, pro-neurogénicos, pro-angiogénicos y/o pro-

sinaptogénicos, entre otros.

» Neurogénesis

En el cerebro adulto hay nichos para la produccion de células madre [94], localizados en la
region subventricular de los ventriculos laterales (SVZ) y el giro dentado del hipocampo. Bajo
condiciones fisioldgicas normales, los neuroblastos producidos en el SVZ migran al bulbo

olfatorio para diferenciarse en nuevas neuronas. Tras la induccién de la isquemia cerebral focal
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en rata, se desarrolla un incremento de la formacién de neuroblastos en el hemisferio ipsilateral,
y estos neuroblastos migran a regiones que rodean la lesion [95]. Este efecto ha sido también
visto en humanos [96]. El potenciamiento de los mecanismos de neurorreparacion enddgenos es
uno de los principales objetivos en las terapias para el tratamiento del ictus.

Aungue se introduzcan células madre neonatales tras un evento isquémico, la mayoria de
ellas no se integran en los circuitos neuronales. Se han usado muchas estrategias para potenciar
la neurogénesis endogena. Asi, estarian disponibles un gran ndmero de neuronas recién
diferenciadas, incrementando las posibilidades de supervivencia e integracion en las redes
neuronales, mejorando asi la recuperacion funcional. Como ejemplo para conseguir este
objetivo, se ha usado tanto terapia celular como farmacol6gica que active la via de la
fosfatipdilinositol-3-kinasa (PI3K-Akt), via implicada en la supervivencia celular, proliferacion,

diferenciacion y migracion [97].
> Angiogénesis

El desarrollo del sistema vascular cerebral ocurre principalmente debido a procesos
angiogénicos. Durante la vida adulta, la proliferacion de células endoteliales se termina bajo
condiciones fisiolégicas. Sin embargo, tras un evento isquémico los capilares cerebrales que
rodean la lesion proliferan, y se forman nuevos vasos entre los 2 y los 28 dias tras un ictus [98-
101]. El proceso angiogénico involucra un procedimiento con maltiples pasos que comprende la
proliferacion y migracion de células endoteliales, la formacion de tubulos, la ramificacion y la
anastomosis. El factor de crecimiento endotelial (VEGF) y su receptor (VEGFr2) inician el
proceso angiogénico, mientras la angiopoietina 1 y 2 y su receptor (TIE-2) son responsable de la
maduracion, estabilizacion y remodelado vascular [102]. La expresion de VEGF-1 y VEGF-2
promueve la ramificacion vascular, y los vasos formados de nuevo son altamente permeables.
Mientras tanto, la expresion de angiopietinas y TIE-2 estimula la maduracion de los vasos,
llevando a la formacion de vasos cerebrales funcionales por completo.

El proceso angiogénico es esencial para la recuperacion tras la isquemia cerebral y el
tratamiento con VEGF o las terapias centradas en la produccion de VEGF-1, VEGF-2,
angiopoietina o la expresion de TIE-2 podrian incrementar la angiogénesis en la regién peri-
infarto. En estudios experimentales se han usado tanto terapia celular como farmacoldgica para
incrementar la angiogénesis, promoviendo la recuperacién funcional de los animales isquémicos
[103].

> Neurogénesis y angiogénesis

La neurogeénesis y angiogénesis tras la isquemia no son procesos separados. La

neurogénesis en la region peri-infarto no puede ocurrir sin angiogénesis, ya que es responsable
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de la restauracion del suministro de oxigeno y nutrientes. Ademas, las células endoteliales
producen factores de crecimiento que permiten la supervivencia neuronal, y que regulan la
actividad metabolica de precursores neuronales. Las células endoteliales secretan el factor
derivado de células estromales-1 (SDF-1), VEGF y metaloproteasas de matriz (MMPs) que
inducen y facilitan la migracion de células progenitoras neuronales al lugar dafiado. Por otro
lado, las células progenitoras neuronales sobre-expresan angiopoietina 2 ' y VEGFr2 llevando al
incremento de la angiogénesis [104].

Algunos estudios in vitro e in vivo han demostrado una relacién entre angiogénesis y
neurogénesis [104, 105]. En modelos animales de isquemia, los inhibidores de TIE-2 no solo
reducen la angiogénesis, también la migracién de neuroblastos al &rea peri-infarto. Por otro
lado, las células progenitoras neuronales injertadas en la regién de infarto han demostrado la
inducciéon de angiogénesis. Estos y otros estudios han reflejado que la neurogénesis vy
angiogénesis estan altamente conectadas, y ambos promueven el remodelado neuronal y

mejoran la funcion neuroldgica tras la isquemia cerebral [106, 107].

> Neuroplasticidad

En la fase crénica de la isquemia cerebral esta presente un tercer mecanismo de reparacion,
la neuroplasticidad, que hace referencia a los procesos de remodelado sinaptico y crecimiento
axonal, que parecen ser los responsables de la mejora motora, sensitiva y cognitiva de los
pacientes de ictus [53, 108]. En relacion a esto, como ya se comentd anteriormente, después de
un evento isquémico los astrocitos proliferan formando una cicatriz glial que rodea la lesion y
libera proteoglicanos que inhiben el crecimiento axonal. Debe de haber mecanismos para
reducir la formacion de cicatrices gliales, y también para estimular el crecimiento axonal,

conduciendo a una neurorreparacion eficiente [109].

1.7. Modelos animales de isquemia cerebral

Los modelos animales son instrumentos fundamentales en el estudio preclinico de
enfermedades, permitiendo explorar la fisiopatologia, asi como disefiar y evaluar nuevos
enfoques terapéuticos para su posterior translacion a la clinica. Cuando la enfermedad original
no esta presente de forma enddgena en el modelo animal, debe ser inducida artificialmente,
como es el caso de la isquemia cerebral.

Teniendo en cuenta la extension del dafio, los modelos animales de isquemia cerebral se
pueden clasificar en dos categorias: modelos animales de isquemia cerebral global y modelos
animales de isquemia cerebral focal. En el primer caso se elimina el flujo cerebral de todo el

cerebro mediante la ligadura de ambas arterias car6tidas, por lo que estos modelos se usan
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normalmente para el estudio de las consecuencias de un infarto de corazoén. Por otro lado, los
modelos animales de isquemia focal se usan para mimetizar un ictus isquémico, restringiendo la
interrupcion del flujo cerebral a un territorio vascular focal. Ademas, teniendo en cuenta la
duracién de la interrupcién del flujo sanguineo, los modelos de isquemia cerebral focal se
pueden clasificar en permanentes o transitorios, permitiendo el estudio de las consecuencias
patofisiolédgicas del ictus y el dafio por reperfusion.

Las evidencias clinicass muestran que la mayoria de los ictus en humanos ocurren por
oclusiones en el territorio de la arteria cerebral media (ACM), y como consecuencia, muchos de
los modelos de isquemia focal se basan en la oclusién temporal o permanente de esta arteria.

Estos se pueden clasificar en los siguientes tipos:

» Oclusiéon de la ACM mediante filamento intraluminal: es uno de los modelos
mascomunes, descrito por primera vez por Longa et al. en 1989 [110]. Se basa en la
introduccion de un monofilamento a través de la carétida interna para ocluir el flujo cerebral en
el origen de la ACM. Tiene como ventajas que no necesita craneotomia y que tiene una alta
reproducibilidad del tamafio y localizacion de la lesidn; sin embargo, no es Gtil para el estudio

de terapias tromboliticas.

> Tromboemboélico: este modelo fue descrito por Kudo et al. en 1985 y 1997
respectivamente [111]. Este modelo traté de mejorar el modelo del filamento, sustituyendo el
filamento intraluminal por la inyeccion de trombos sanguineos autélogos a través de la carétida
interna. Tampoco necesita craneotomia y se puede usar para estudiar terapias tromboliticas.
Como desventajas, presenta una baja reproducibilidad en el tamafio y localizacion de la lesion, y

riesgo de reperfusion espontanea.

> Electrocoagulacién de la ACM: fue publicado por primera vez por Tamura et al. en
1981 [112]. Esta basado en la electrocoagulacion directa de la ACM. Como es una oclusién
permanente, tiene la ventaja de no sufrir reperfusion espontanea. Por el contrario, necesita
craneotomia, la electrocoagulacién puede dafiar el tejido préximo y no se puede usar para

estudiar terapias tromboliticas.

> Ligadura de la ACM: Chen et al. publicaron este modelo en 1985 [113]. El
procedimiento es similar al modelo de electrocoagulacion, requiriendo ademas una craneotomia;
la ACM se liga con una sutura, permitiendo producir tanto oclusiones permanentes como
transitorias. Su principal ventaja es la alta reproducibilidad del tamafio y localizacion de la
lesion, pero presenta las limitaciones de que necesita craneotomia y que no es Util para el
estudio de terapias tromboliticas.

» Tromboembolismo de la ACM: publicado en 2007 por Orset et al. [114]. Este
modelo permite la microinyeccion de trombina in situ en la ACM, tratando de formar un trombo

sanguineo local. Las ventajas del modelo son que se puede usar para estudiar terapias
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fibrinoliticas y que tiene una alta reproducibilidad del tamafio y localizacion de la lesion. Sus
desventajas son la necesidad de craneotomia,el riesgo de reperfusion espontanea y que

Unicamente est& puesto a punto en ratdn y no en rata.

Otros modelos no afectan propiamente a la ACM, o producen infartos multifocales:

> Inyeccion de endotelina 1: fue publicado por primera vez por Sharkey et al. en 1993
[115]. La entotelina 1, un potente vasoconstrictor, se inyecta en el estriado por esterotaxia.
Tiene una alta reproducibilidad del tamafo y localizacién de la lesion, pero necesita

craneotomia y no se puede usar para estudiar terapias tromboliticas.

» Embolismo por microesferas: descrito por Zivin et al. in 1987 [116]. En este caso, se
inyectan suspensiones de microesferas calibradas u otras embolias no coagulativas en la arteria
carotida interna produciendo microembolizacién difusa. Su principal ventaja es que no necesita
craneotomia, y entre sus limitaciones estan la baja reproducibilidad del tamafio y localizacion de

la lesion, ademas de no ser Util para el estudio de terapias tromboliticas.

La mayoria de los estudios preclinicos emplean pequefios roedores como modelos. El uso
de ratas y ratones presenta las ventajas de que el mecanismo molecular que lleva a la muerte
celular por isquemia estd bien caracterizado, y que la capacidad de su modificacién genética
hace mas facil el estudio de dianas moleculares especificas. Ademas, los costes de
mantenimiento y los requerimientos de espacio de los roedores son pequefios, permitiendo ser
usados en un nimero mas elevado de centros de investigacion. Sin embargo, a pesar de estas
ventajas, el uso de roedores presenta importantes limitaciones como que son animales
lisencefalicos, con una pequefia proporcion de sustancia blanca en comparacion con los
humanos, o el hecho de que el pequefio tamafio implique particularidades metabdlicas y
fisiologicas que son diferentes a los animales de gran tamafio como los humanos. Estas
limitaciones dificultan la translacién directa de resultados desde los roedores a los humanos,
implicando que una vez que un farmaco muestre eficacia en roedores, debe ser probado en
animales girencefalicos grandes (como gatos, perros, cerdos 0 monos) antes de ser probados en
humanos [117].

2. Obesidad

2.5. Definicion

La obesidad y el sobrepeso se definen como un incremento de la masa corporal debido
sobre todo a una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la

salud.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica la obesidad de un individuo
basandose en el indice de Masa Corporal (IMC), una medida de asociacion entre masa y la talla
de un individuo (masa en kilogramos dividido por la altura en metros elevada al cuadrado) que
es usada comunmente para clasificar el bajo peso, sobrepeso y obesidad en adultos. Una persona
con un IMC igual o superior a 25 es considerada con sobrepeso y con un IMC igual o superior a
30 es considerada obesa (Figura 7).

Indice de masa corporal
IMC= kg/m?

<185 18,6- 249 » 40

OBESIDAD OBESIDAD
SEVERA MORBIDA

BAJO PESOD IDEAL SOBREPESO OBESIDAD

Figura 7. indice de masa corporal calculado como kg/m® Entre 18,6 y 24,9 se considera un peso
ideal, por encima se establecen sobrepeso (25-29,9), obesidad (35-39,9) y obesidad morbida (>40),
mientras que < 18,5 se considera bajo peso. Creative commons.

2.6. Importancia socieconomica

Durante el desarrollo evolutivo del Homo sapiens, la seleccion natural ha maximizado la
capacidad para almacenar la energia en forma de grasas, permitiendo aprovechar al maximo los
recursos disponibles. Pero lo que antafio supuso una ventaja muy importante para la
supervivencia, actualmente, en gran parte de los paises no lo es, ya que los humanos se
encuentran en un ambiente en el que no existe una limitacién en el acceso a los nutrientes, lo
que, unido a un cambio en los habitos de vida de la poblacion (sedentarismo...), estan
provocando un incremento muy acusado en los casos de obesidad y sobrepeso [118]. Ambos se
han convertido en una epidemia mundial llegando a ser un problema importante de salud
publica, convirtiéndose en el sexto factor principal de riesgo de defuncién en el mundo. Muchos
estudios sobre la prevalencia de la obesidad en la poblacién mundial han arrojado datos poco
prometedores sobre la evolucidn de este problema, y se estima que la obesidad se ha duplicado
desde 1980. En 2008, en Europa, el 35% de las personas adultas mayores de 20 afios

presentaban sobrepeso, y el 11% eran obesas [119, 120]. Un dato preocupante de 2012 habla de



Introduccion

maés de 40 millones de nifios menores de cinco afios con sobrepeso. Por otro lado, el 65% de la
poblacion mundial vive en paises donde el sobrepeso y la obesidad se cobran mas vidas de
personas que la insuficiencia ponderal. Se le atribuye a la obesidad el 9,1% del total del gasto
sanitario de un pais como Estados Unidos. La evolucion de este problema ha llevado a calcular
que alrededor de 2030 el 90% de todos sus habitantes adultos padeceran sobrepeso y que el
51,1% de ellos serdn obesos. Se ha estimado que en esa década el gasto debido a la obesidad y a
los problemas que provoca, supondran alrededor del 15,8-17,6% del gasto total en sanidad en
Estados Unidos; es decir, 1 de cada 6 dodlares gastados [120].

El aumento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad estd asociado con muchas
enfermedades cronicas como la diabetes mellitus, las enfermedades cardiovasculares, accidentes
cerebrovasculares, hipertension y ciertos tipos de cancer; esto conduce a una mayor tasa de
mortalidad y morbilidad, reduciéndose asi la calidad y la esperanza de vida de quién lo padece
[121, 122, 123, 124, 125].

2.7. Homeostasis energética
2.7.1. Concepto
El concepto de homeostasis o balance energético es fundamental para comprender el
proceso de acumulo de grasa en el organismo. El balance energético es la relacion entre la
energia que capta el organismo y la energia consumida (Figura 8). La energia que entra en el

organismo es obtenida del procesado de los alimentos ingeridos y la energia consumida hace

referencia al gasto energético. El gasto energético se compone de:

> Actividad fisica

La actividad fisica produce un consumo de energia mediante el uso de los nutrientes en los
musculos del organismo. La cantidad de energia gastada mediante esta via va a depender en

gran medida de los habitos de vida de cada individuo.

> Metabolismo basal

Se define como la cantidad minima de energia necesaria para que el organismo pueda llevar a
cabo las funciones metabolicas bésicas. El gasto energético asociado al metabolismo basal va a

depender de varios factores como pueden ser altura, sexo, cantidad de masa muscular, etc.

> Termogénesis

Se define como la capacidad de generar calor mediante reacciones metabélicas. Este fendmeno

es muy importante ya que ayuda a mantener la homeostasis térmica que permite que las
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reacciones fisioldgicas ocurran de la forma correcta. El principal tejido implicado en este
proceso es el tejido adiposo pardo (BAT; del inglés brown adipose tissue), lo que lo sitta en un

lugar privilegiado en la regulacion del balance energético [126, 127].

BALANCE ENERGETICO EN EQUILIBRIO

b o v
ufeat/

BALANCE ENERGETICO POSITIVO

“‘f;et«

BALANCE ENERGETICO NEGATIVO

hK et

Figura 8. Balance energético. El equilibrio se genera cuando la ingesta y el gasto energético son
iguales, sin embargo, cuando la ingesta es mayor se genera un balance energético positivo y cuando
€S menor se genera un balance energético negativo.

La masa corporal y su composicion, al igual que el almacenamiento de energia como
triglicéridos en el tejido adiposo blanco (WAT; del inglés white adipose tissue), estan
determinados por la interaccion entre factores genéticos, ambientales y sociales. Estos factores
actlan a largo plazo variando el balance energético; es decir, modifican el balance entre ingesta
y gasto energético. Estudios fisioldgicos han sugerido que la masa corporal y las reservas de
energia estan reguladas homeostaticamente, es decir, cualquier cambio en la masa corporal
produce cambios en la ingesta y en el gasto energético que contrarestran la perturbacion inicial.
Asi, desde un punto de vista termodinamico, la obesidad y la delgadez son el resultado de una
alteracion en este balance (positivo o negativo) entre la ingesta y el gasto energético (Figura 8).
Asumiendo que un individuo no tiene problemas con la absorcion de nutrientes, el

almacenamiento de energia en forma de grasa solo se incrementara si la energia ingerida excede
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el total del gasto energético (actividad fisica, metabolismo basal y termogénesis adaptativa)
[128, 129, 130, 131]. Como consecuencia de la forma de vida en los paises industrializados, la
alta disponibilidad de comida y el sedentarismo, hacen que el balance energético esté inclinado
hacia el almacenamiento de grasas sin gasto energético, lo que a largo plazo conduce al
sobrepeso y a la obesidad [128, 132, 133].

2.7.2. Regulacion de la homeostasis energética

La regulacion del balance energético es un proceso altamente complejo en el que
intervienen tanto sefiales fisiol6gicas como de comportamiento, ademéas de un gran nimero de
tejidos. A grandes rasgos, el mantenimiento de un correcto balance entre ingesta y gasto
energético depende de tres elementos reguladores de la respuesta homeostatica (134-136):

> Sefiales periféricas:
+» Sefiales de saciedad (procedentes del tracto gastrointestinal)

«» Sefales hormonales

> Sistema nervioso central

Durante los ultimos afios, muchas de las investigaciones se han centrado en identificar los
mecanismos moleculares de la homeostasis energética [122, 123, 128, 137]. Se han investigado
moléculas clave en el desarrollo de la obesidad, como es el caso de la leptina o la grelina, y se
han descubierto numerosos neuropéptidos y vias metabdlicas que actuando en el sistema
nervioso central (SNC) modulan la ingesta. También se ha avanzado notablemente en el
conocimiento de las bases moleculares del gasto energético.

La prevencion deberia ser el primer mecanismo de accion contra la obesidad, pero también
es muy importante el desarrollo de estrategias para el tratamiento. Nuevas sefiales y factores
involucrados en la modulacién del balance energético y del metabolismo estan siendo
continuamente descubiertos, proporcionando nuevas dianas terapéuticas para farmacos
potenciales contra la enfermedad metabdlica. Lo que se pretende es el mejor conocimiento de
coémo las sefiales periféricas y del SNC actan conjuntamente y cémo la manipulacion de las
rutas en las que estan implicadas puede conducir a una mejora de la disfuncion metabolica [128,
137].

2.7.2.1. Sefales periféricas

Existe una clara interaccion entre el SNC y la actividad de numerosos 6rganos
involucrados en la homeostasis energética, lo que requiere la transmision de informacion al

cerebro. Para llevar a cabo esto, el cerebro recibe informacion continuada: 1) acerca de las

Tania Lépez Gonzalez Pagina 67



Estudio preclinico de la paradoja de la obesidad en la isquemia cerebral:
efecto terapéutico del tratamiento con nicotina

reservas y de flujo de energia en dérganos criticos; 2) acerca de los nutrientes que estan siendo
ingeridos y absorbidos y, 3) sobre las necesidades energéticas basales por lo tejidos. Las sefiales
periféricas que interactian con otros factores hipotaldmicos para controlar el apetito y la masa
corporal pueden ser divididas en dos categorias claramente diferenciadas, como veremos a
continuacion [130, 138].

Por un lado, estan las sefiales generadas durante las comidas, que causan saciedad; es decir,
sefiales que informan sobre la terminacion de la comida o que prolongan el intervalo hasta la
siguiente. La sensacién de hambre puede ser definida como la motivacion para buscar y
consumir alimentos, que inicia el acto de comer. La saciedad es el estado en el cual el hambre y
el comportamiento alimentario estan inhibidos. El tracto gastrointestinal juega un papel crucial
en la regulacion de la ingesta de alimentos, informando al SNC sobre la cantidad de alimento
ingerido y la composicion nutricional del mismo [139, 140]. Esta informacién engloba toda una
serie de estimulos mecanicos, quimicos y hormonales que se denominan sefiales de saciedad, y
son los mecanismos de control homeostatico a corto plazo. EI SNC recibe informacion sensorial
procedente de estimulos mecanicos, que informan sobre el grado de distension del tubo
digestivo y aportan informacion sobre la cantidad de alimento ingerido, y quimicos, que aportan
informacién sobre la composicién nutricional del mismo. Esta informacion llega al SNC,
concretamente a nucleos del tronco cerebral como el nacleo del tracto solitario (NTS) y el area
postrema (AP), a través de las aferencias vagales del ganglio cervical superior [130, 137, 138].
Por otro lado, el tracto gastrointestinal también informa al SNC del estado nutricional a través
de la secrecion de hormonas, fundamentalmente anorexigénicas (reducen la ingesta) como la
colecistoquinina (CKK), el glucagon, el péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1),
enterotastina, polipéptido pancreatico... con la excepcion de la grelina, que es la hormona
orexigénica (incrementa la ingesta) [141].

El otro grupo de sefiales incluye hormonas que se secretan en proporcion a la cantidad de
grasa corporal, ayudando al control homeostatico a largo plazo. Estas hormonas adipocitarias
Ilegan al cerebro transportadas a través de la barrera hematoencefélica (BBB) e interaccionan
con sus receptores de membrana especificos, expresados preponderantemente en el hipotalamo
[130, 137, 138]. Existen dos importantes hormonas anorexigénicas que envian sefiales al
hipotalamo del estado nutricional y de adiposidad, que son la leptina, producida por el WAT y
la insulina, producida por las células B del pancreas y que también responde a los niveles de
glucosa en sangre [141]. Algunas otras hormonas adipocitarias sintetitazas en el WAT son la

resistina, adiponectina, I1L-6...
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2.7.2.2. Sistema nervioso central

Toda la informacion periférica procedente de los mecanismos anteriores es recibida,
analizada y procesada en el SNC, el cual influye en el balance energético y la masa corporal a
través de tres mecanismos: 1) efecto del ambiente, incluyendo alimentacion y actividad fisica;
2) efectos en la actividad del sistema nervioso autonomo (SNA), que regula el gasto energético
y otros aspectos del metabolismo y, 3) efectos en el sistema neuroendocrino, incluyendo
secrecion de hormonas como hormona de crecimiento (GH), hormonas tiroideas (THS),
insulina, cortisol y hormonas sexuales. El cerebro controla los tejidos que tienen mucha
importancia en la homeostasis energética, como pueden ser higado o musculo, a traveés,
fundamentalmente, del sistema nervioso auténomo y de la secrecion de hormonas activas
metabdlicamente (9). La coordinacion de este sistema complejo ha sido sujeto de intensos
estudios y ha aportado muchos avances en el estudio de la obesidad [128, 141].

El hipotadlamo es un elemento de SNC fundamental para el control y la coordinacion de la
actividad homeostéatica periférica. Esta pequefia region diencefalica localizada debajo del tdlamo
es considerada el centro neuroendocrino del organismo y controla un amplio nimero de
procesos homeostaticos como son la ingesta, la saciedad, la bebida, el metabolismo, la
temperatura la reproduccion, la lactancia, la funcion cardiovascular, el ciclo suefio-vigilia y la
secrecion hormonal [142, 143]. Esta region esta organizada anatbmicamente en poblaciones de
células establecidas en grupos definidos llamados nicleos, con maltiples conexiones neuronales
gracias a proyecciones axonales, formando de esta forma circuitos. Estos nicleos hipotalamicos
modifican la expresion de neurotransmisores especificos y de neuromoduladores de naturaleza
peptidica (neuropéptidos), dependiendo de la sefial homeostatica proveniente de los nutrientes
(aminoécidos, &cidos grasos y glucosa) y de hormonas (leptina, ghrelin, glucosa, resistina e
insulina, entre otras) que alcanzan el hipotdlamo e informan de la condicién de las reservas
energéticas dentro del cuerpo [134, 144, 145, 146, 147]. Esta informacion es procesada en
poblaciones neuronales especificas capaces de modular la expresion o sintesis de neuropéptidos
orexigénicos (promueven la ingesta de energia) o neuropéptidos anorexigénicos (inhiben la
ingesta). Dentro de estos centros hipotaldmicos, los mas relevantes modulando la homeostasis
energética son: el nudcleo arcuato (ARC), el nucleo paraventricular (PVH), el nacleo
dorsomedial (DMH), el ndcleo ventromedial (VMH) y el area hipotaldmica lateral (LHA).

Ademas del hipotalamo también existen otras zonas del SNC implicadas en la regulacién
de la ingesta. Por ejemplo, como se expuso anteriormente, en el tronco cerebral, el NTS y el AP
integran la informacion sensorial y hormonal procedente del tracto gastrointestinal y del higado
(via nervio vago y aferencias del ganglio cervical superior), asi como la informacion sobre el
sabor, procedente de la cavidad bucal (via nervios craneales), el olor y la apariencia. Por otro

lado, el sistema hedonico de la ingesta esta formado principalmente por el area tegmental
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ventral (VTA), donde se sintetiza dopamina (principal neurotransmisor de las vias de
recompensa), y el ndcleo accumbens (NAc), inervado por las neuronas del area VTA y que por
tanto responde al estimulo de dopamina, constituyendo asi el circuito dopaminérgico
mesolimibico [148].

3. La paradoja de la obesidad en el ictus isquémico

3.1. La obesidad como factor de riesgo para el ictus isquéemico

El sobrepeso y la obesidad (y posiblemente el bajo peso) se asocian con una mayor
mortalidad por todas las causas, siendo la mortalidad méas baja para un IMC entre 20 y 24,9
kg/m? [149, 150]. Esto se debe a que la obesidad estd asociada con muchas enfermedades
crénicas como la diabetes mellitus, las enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares,
hipertension y ciertos tipos de cancer [121, 122, 123, 124, 125].

En las enfermedades cardiovasculares, el incremento del indice de masa corporal > 30
kg/m?, acompafiado de altas demandas oxidativas del tejido adiposo metabélicamente activo,
eleva el consumo total de oxigeno del cuerpo, que va acompafiado de un aumento absoluto del
gasto cardiaco llevando a la hipertrofia ventricular izquierda. Esto se asocia con insuficiencia
cardiaca congestiva, un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad por enfermedad coronaria y
muerte subita, asi como ritmos cardiacos anormales (o arritmias) [151]. Sin embargo, también
se cree que el riesgo esta mediado sustancialmente por la dislipemia, la hipertension, la
resistencia a insulina, la diabetes mellitus, y la inflamacion (asociado a la obesidad se han visto
incrementados los niveles de la proteina C reactiva, IL-6, TNFoa, MCP-1/CCL-2, IL-8 e ICAM-
1) [152].

Son muchos los estudios que han examinado la asociacion entre la obesidad y la enfemedad
cerebrovascular, asociandose la obesidad con un mayor riesgo de ictus [153, 154].
Practicamente la totalidad de estos estudios miden la obesidad con el IMC, pero alguno también
usa las medidas de obesidad central como la relacion cintura-cadera o la circunferencia de la
cintura. En la mayoria se encuentra al menos una de las medidas de adiposidad
significativamente asociada con el incremento de riesgo de ictus. En estudios epidemiolégicos
recientes, por cada unidad que incrementa el IMC, el riesgo de ictus isquémico incrementa sobre
el 5%, y el riesgo parece ser casi lineal en un IMC todavia normal de 20 kg/m? [155]. Existen
evidencias importantes que han surgido de los estudios de asociacion entre obesidad y riesgo de
ictus. Primera, que las medidas de obesidad central predicen mejor el riesgo de ictus que el IMC
en la mayoria de los estudios [156], aunque no en todos [157]. Segunda, el riesgo relativo de
ictus asociado a la obesidad parece ser mayor para individuos de mediana edad comparados con

los de avanzada edad. Y tercera, se asocia tanto con el ictus isquémico como con el hemorragico
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[158], pero se ha demostrado de forma mas consistente para el primero [154]. Es preciso sefialar
que la asociacion entre la obesidad y el aumento de riesgo de ictus se explica, en gran medida,
por la hipercolesterolemia, hipertension y diabetes mellitus [152, 154, 155]. Pero la mayoria de
los investigadores consideran que estas son variables intermedias (es decir, son causadas por la
obesidad e independientemente incrementan el riesgo de enfermedad cerebrovascular) y, por
tanto, las omiten para los modelos que examinan la asociacién entre la obesidad y el riesgo de
accidente cerebrovascular.

La prevalencia de la obesidad en los pacientes de ictus no se ha descrito, pero las
estimaciones disponibles indican que puede oscilar del 18 al 44% segun lo definido por la
obesidad total (es decir, el IMC) y del 36% segun las medidas centrales [159-162]. No resulta
extrafio que los supervivientes de un ictus que son obesos sean mas propensos a tener ciertos
factores de riesgo vascular, incluyendo diabetes mellitus, lipoproteinas de baja densidad (HDL),
colesterol, hipertension, y apnea obstructiva del suefio [159, 162, 163]. Esta Gltima esta asociada
con peor resultado y alta mortalidad tras un ictus [164]. Por otro lado, un pequefio nimero de
estudios sugieren que la obesidad confiere una peor respuesta al activador de plasmindgeno
tisular [165], menor probabilidad de obtener la alta a casa [160] y peor respuesta a la
rehabilitacion [166]. Sin embargo, la efectividad de la terapia hipotensiva tras el ictus no esta
afectada por el peso corporal [167].

La pérdida de peso en pacientes obesos se puede dar debido a cambios en el
comportamiento alimenticio, por farmacos o por cirugia bariatrica. Desafortunadamente, hay
muy pocos datos sobre el efecto de alguna de estas intervenciones en el riesgo de eventos

vasculares [168].

3.2. La obesidad como indicador de buen prondstico tras un ictus
isquémico

En contraposicion a los multiples estudios que relacionan la obesidad como un factor de
riesgo para padecer multiples enfermedades incluyendo al ictus [151], en los ultimos afios se
esta teniendo una perspectiva diferente sobre el peso corporal en lo referente a pacientes con
enfermedades cardiovasculares establecidas. De hecho, el sobrepeso y la obesidad estan
asociados con una mayor supervivencia en diversas enfermedades cardiovasculares, incluyendo
la insuficiencia cardiaca [169], el infarto agudo de miocardio [170], la cirugia de bypass [171],
la cirugia valvular [172] y la enfermedad coronaria [173].

Esta relacion entre supervivencia y el peso corporal también es aplicable a los pacientes
con ictus y, mientras que hay muchos estudios que hablan de que la obesidad podria ser un

factor de riesgo de ictus, la relacion entre el peso corporal y el prondstico después de un ictus o

Tania Lépez Gonzalez Pagina 71



Estudio preclinico de la paradoja de la obesidad en la isquemia cerebral:
efecto terapéutico del tratamiento con nicotina

un AIT esta peor establecida. Se han llevado a cabo investigaciones para evaluar el impacto del
estado nutricional y del peso corporal sobre el prondstico después de un ictus. Los resultados
muestran, de forma contradictoria a los estudios que hablan de una peor recuperacion de los
pacientes obesos tras un ictus [159-166], que existe una relacion inversa entre el peso corporal y
la mortalidad en dichos pacientes. En el ensayo FOOD se ha investigado el impacto del estado
nutricional en la mortalidad de pacientes con ictus y se ha descrito que los pacientes con mala
nutricion tuvieron un riesgo de morir 2,3 veces mayor, en el plazo de 6 meses, frente a los
pacientes con un estado nutricional normal; mientras que los pacientes con sobrepeso no
presentaron un riesgo aumentado [174]. En un proyecto danés, en el que se incluyeron 21.884
pacientes con ictus, se observd una mayor mortalidad en los pacientes con bajo peso [175]. De
igual modo, los pacientes con sobrepeso y obesidad tuvieron una supervivencia
significativamente mayor que los pacientes con peso corporal normal. En un estudio griego
reciente, que incluy6 2.785 pacientes con ictus, se evidencid una asociacion inversa entre el
peso corporal y la mortalidad [161]. Por otro lado, la obesidad no se establece como un factor de
riesgo para la recurrencia de ictus.Ademas, los resultados de estudios recientes indican que los
pacientes obesos tienen un riesgo mas bajo que los pacientes delgados de sufrir un evento
vascular importante tras un ictus, ademas de mejores resultados de supervivencia y prondstico
funcional [162, 176]. De igual forma, los pacientes obesos presentan menor mortalidad y mejor
recuperacién funcional tras una hemorragia intracerebral [177]. Esta relacion inesperada de la
obesidad con un mejor pondstico después del ictus ha sido denominada paradoja de la
obesidad, y ha llevado a cuestionar la recomendacién de pérdida de peso en estos pacientes
[161]. La paradoja de la obesidad es particularmente desconcertante porque la pérdida de peso
se asocia con mejoras en los principales factores de riesgo cardiovascular, incluyendo la
dislipemia, la diabetes mellitus, la hipertension y las medidas de inflamacion. Por eso, también
se ha sugerido que la subestimacion del efecto adverso de la obesidad podria explicarse por
sesgo [178]. Por otro lado, otros estudios clinicos recientes se contraponen a la paradoja de la
obesidad en los pacientes de ictus isquémico [179, 180, 181].

Ante esta falta de consenso, se deja abierto un campo de estudio para poder obtener
resultados mas concluyentes para dos patologias muy prevalentes en la actualidad, el ictus y la
obesidad. Sin embargo, es preciso matizar que los estudios clinicos son observacionales, no es
factible el estudio experimental en los pacientes y, a su vez, es dificil de analizar esta asociacion
en la fase aguda tras la isquemia. En general, los estudios clinicos investigan el efecto positivo o
negativo de la obesidad sobre la morbilidad y mortalidad a largo plazo tras un ictus, pero los
mecanismos a través de los cuales la obesidad tiene un efecto beneficioso o perjudicial no se
han elucidado en los estudios clinicos. Ademas, en los ensayos clinicos esta presente el sesgo de
seleccion [182] que da lugar a relaciones no causales o asociaciones entre los diferentes efectos.

Cuando son efectos medidos puede hacerse un ajuste estadistico, pero el problema esta con los
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efectos no medidos que pueden distorsionar la relacién entre la obesidad y el pronéstico tras la
isquemia cerebral [183]. Por otro lado, los estudios clinicos existentes han utilizado
principalmente el IMC como medida de la obesidad, y esto no siempre es el mejor indicador de
adiposidad ya que no discrimina entre la masa corporal magra y grasa. Otras medidas de la
obesidad pueden reflejar con mayor precision la adiposidad nociva, como por ejemplo la
obesidad visceral/abdominal [184,185].

3.3. Efecto de la obesidad en los modelos animales de isquemia

cerebral

En contra de la perspectiva clinica, hay un claro consenso en los estudios preclinicos de
que la obesidad empeora el resultado tras un ictus. Este efecto nocivo de la obesidad en el
prondstico ha sido principalmente demostrado en roedores sometidos a una isquemia cerebral
experimental. En ambos modelos de obesidad, rata y ratén, los roedores sufren un incremento
del dafio isquémico cerebral y tienen peores resultados de comportamiento en comparacién con
los animales control. Este efecto desfavorable fue inicialmente observado en modelos genéticos
de obesidad, como los ratones ob/ob [186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193] los ratones db/db
[194, 195, 196, 197, 198] o las ratas Zucker [199, 200, 201], los cuales desarrollan obesidad
debido a la deficiencia de leptina o del receptor de la misma, respectivamente. Este resultado
negativo se ha confirmado también en modelos de obesidad inducidos por dieta, en los que el
animal se convierte en obeso por estar alimentado con una dieta alta en grasa, tanto en rata [202,
203, 204, 205, 206, 207] como ratén [193, 208, 209, 210] y gerbil [211, 212, 213]. Se han usado
gran variedad de modelos de isquemia cerebral en estos estudios, incluyendo oclusion
permanente y transitoria de la arteria cerebral media, ligacion de la arteria carétida comun y
exposicion a un ambiente hipdxico. En ratén, se ha descrito recientemente que el impacto
negativo de la obesidad inducida por dieta en el prondstico tras la isquemia depende de la
gravedad del dafio isquémico inicial (volumen de isquemia) [60]. Sin embargo, no esta claro si
estos efectos nocivos de la obesidad en estos estudios preclinicos son permanentes, o

reversibles, con la reduccion de peso.

> Efecto de la obesidad en la inflamacion

K/

< Neuroinflamacion

La inflamacidn crénica de bajo grado que resulta de la obesidad puede afectar al resultado
tras un ictus modulando la inflamacién del SNC previa al ictus. Los pacientes obesos suelen
mostrar niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias en el plasma, incluyendo CRP, IL-6,

TNFa y CCL-2/MCP-1 [152]. Las citoquinas circulantes pueden acceder directamente al
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parénquima cerebral, o trasmitir sefiales inflamatorias sobre la BBB indirectamente, a travées de
receptores en las células endoteliales de la vasculatura cerebral o por la estimulacion de fibras
nerviosas aferentes. Sin embargo, la elevacion sistémica de mediadores de inflamacion en la
obesidad puede que no sea suficiente para elevar la respuesta inflamatoria en el SNC. En su
lugar, puede dar origen a consecuentes estimulos inflamatorios en las células, por ejemplo
leucocitos o plaquetas en la circulacion [191, 214]. Los ratones que desarrollan obesidad tras ser
alimentados con una dieta alta en grasa muestran un incremento de la activacion de astrocitos y
microglia, e incremento de mediadores de inflamacion en el cerebro, principalmente debido a la
acitivacion de NF-kB [215, 216]. Sin embargo, esta respuesta puede ser debido a las grasas de la
dieta, més que el resultado de la obesidad. El incremento en la inflamacién basal puede, por
tato, alterar la reactividad de las células dentro del SNC a estimulos isquémicos posteriores,
cambiando la consecuente respuesta inflamatoria.

Ademas de mostrar el dafio isquémico incrementado, se ha visto reducida la reactividad
microglial y la expresion de citoquinas inflamatorias en los cerebros de ratones db/db, ob/ob y
con dieta alta en grasa tras la isquemia cerebral [188, 191, 210, 217, 218]. Esto puede ocasionar
un fallo para generar una respuesta inflamatoria adecuada, lo que puede impedir la transicién
apropiada de la inflamacion aguda a la reparacion y recuperacion. Ademas, los ratones db/db
expresan factores de crecimiento y otros marcadores de reparacion en el cerebro de forma
retrasada y disminuida [217]. Por el contrario, otros estudios han visto que los niveles de
expresion de citoquinas y quimioquinas estan incrementados en el tejido cerebral isquémico de
ratas y ratones obesos [195, 199, 202, 208]. Esta respuesta puede ser debido al incremento del
dafio en los roedores obesos, a pesar de que la elevada expresion de mediadores de inflamacion

se observe temprano sobre 2,5 horas tras la reperfusion [199].
% Respuesta inflamatoria periférica tras la isquemia experimental

El ictus isquémico desencadena una respuesta inmune periférica tanto por via humoral
como por via neural, con liberaciéon de linfocitos en 6rganos inmunes (médula dsea, timo y
bazo), liberacion de proteinas de fase aguda en el higado, aumento de mediadores de
inflamacién en varios 6rganos y aumentos sostenidos en otros marcadores de inflamacion
circulantes [219, 220]. Dado que esta respuesta periférica posterior al ictus se produce a medida
que el dafio central estd evolucionando, se cree que este proceso amplifica la reaccion
inflamatoria tras el ictus y el dafio resultante. En la obesidad, la respuesta inmune periférica
después de la isquemia parece estar aumentada, ya que la IL-6 plasmatica, CCL-2/MCP-1 y
CXCL-1 (KC) aumentan significativamente en ratones obesos con isquemia [191, 208]. La
inhibicion de CCL-2/MCP-1 utilizando un anticuerpo de blogueo reduce el dafio en los ratones
ob/ob, lo que sugiere que la respuesta inflamatoria periférica pueda contribuir al dafio en la

obesidad [191]. De la misma forma, tanto la Rosuvastatina (una estatina) como la Dargilitazona
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(un agonista de PPARY) parecen ser antiinflamatorios y neuroprotentores en ratones ob/ob pero
no ob/- [188, 192].

¢+ Alteracion de adipoquinas

Los niveles plasmaticos de adiponectina en adultos sanos son elevados, pero se reducen en
correlacion con el aumento de adiposidad [221, 222]. La adiponectina tiene una variedad de
acciones antiinflamatorias y recientemente se ha demostrado que es neuroprotectora en el ictus
[223, 224]. En humanos, los niveles incrementados en plasma correlacionan con la disminucion
del dafio isquémico, y al contrario, niveles bajos estan asociados con un incremento de la
mortalidad tras la isquemia cerebral. [225]. Se han hecho observaciones similares en modelos de
isquemia focal transitoria en roedores, donde se ve que con la administracion de adiponectina se
disminuye el tamafio de infarto y déficit motor y sensorial [223, 224], y la deficiencia de la
misma incrementa los dafios [226]. Los efectos neuroprotectores de la adiponectina parecen
estar mediados principalmente por el endotelio cerebrovascular isquémico, donde la
adiponectina se localiza selectivamente después de la isquemia cerebral. Los mecanismos de
esta localizacion no se entienden completamente ya que la adiponectina no se sintetiza
localmente y no es capaz de atravesar una BBB intacta [227], pero puede implicar la adhesidn al
colageno del endotelio lesionado y el paso sobre la barrera endotelial isquémicamente dafiada
[224, 226]. La acumulacion de adiponectina resultante, puede tener una variedad de efectos
beneficiosos; parece promover la integradidad de la BBB reduciendo su permeabilidad, la
expresion microvascular de MMP-9 y la acumulacion de leucocitos [224]. Ademés, la
adiponectina induce la activacion de la oxido nitrico sintasa endotelial y, consecuentemente,
aumenta el flujo sanguineo cerebral durante la isquemia [223]. Finalmente, se ha demostrado
que la adiponectina reduce la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, supuestamente
inhibiendo NF-kB posiblemente debido a la activacion de los receptores de adiponectina [224,
227]. Se encontrd una disminucion similar en la expresion de citoquinas inflamatorias en células
endoteliales de cerebro cultivadas y tratadas con adiponectina [227]. Debido a estas acciones, se
ha demostrado ampliamente que protege el endotelio vascular en la periferia [228]. Por lo tanto,
una pérdida de estos efectos protectores puede explicar aumentos en el dafio por isquemia
cerebral y complicaciones microvasculares en ratones obesos, donde los niveles de adiponectina
estan crénicamente disminuidos. En concordancia, datos recientes demuestran que la obesidad
exacerba la isquemia cerebral mediante el aumento de la apoptosis de las neuronas que expresan

adiponectina [203].
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> Efectos de la obesidad en la vasculatura

+« Incremento de la disrupcién microvascular

Los estudios de roedores sugieren que la obesidad exagera la disrupcién inflamatoria de
microvasos cerebrales, lo que empeora el resultado de la isquemia cerebral. Esto se ve
experimentalmente como un aumento de la permeabilidad de la BBB, el aumento de la
incidencia de transformacion hemorragica y mayor edema cerebral. Este aumento en la
permeabilidad de la BBB en ratones obesos se observa a las 4 horas tras reperfusion, y parece
estar mediada por un aumento de las vesiculas endoteliales transcitoticas en lugar de por una
menor integridad de la union [186]. Las complicaciones vasculares que ocurren tras la
reperfusion pueden ser mediadas por una regulacién positiva de las metaloproteasas de matriz
(MMP). Se han encontrado un aumento de expresion de MMP-2 y MMP-9 en el hemisferio
isquémico de los roedores obesos [104, 189, 196, 206, 209]. La mayor discrupcién de la BBB,
transformacion hemorrégica y el dafio isquémico estdn ausentes en ratones con dieta alta en
grasa knockout para MMP-9 [209], sugiriendo un papel causal de la MMP-9 en los efectos
perjudiciales de la obesidad. En este sentido los vasos sanguineos cerebrales expresan MMP-9
tras la isquemia cerebral en ratones ob/ob [189], pero también puede originarse a partir de
leucocitos adherentes, particularmente los neutréfilos que liberan grandes cantidades de MMP-9
tras la desgranulacién [229]. En concordancia, se ha visto que en los vasos cerebrales de
roedores obesos se encuentran neutréfilos y otros leucocitos tras la isquemia cerebral [191,
199], igual que el reclutamiento de neutrdfilos en el parénquima [194, 208]. Ademas, el nimero
total de leucocitos circulantes aumenta en personas obesas, incluyendo el aumento de la
abundancia de monocitos y neutréfilos y la actividad oxidativa [230, 231], y también en ratones
obesos [208, 232]. Los ratones obesos también muestran un aumento de la inflamacion vascular
tras la isquemia cerebral, que se caracteriza por un aumento de la expresion vascular de ICAM-
1, que puede mediar en el reclutamiento de neutrdfilos [195, 199, 202]. Estos datos sugieren que
la obesidad exagera los procesos inflamatorios que convergen en el endotelio de la
microvasculatura cerebral, 1o que resulta en el reclutamiento de leucocitos y la ruptura de la
BBB. Sin embargo, actualmente no estd claro si estos efectos estan mediados por cambios
dentro o fuera de la vasculatura. Por ejemplo, la obesidad puede dar lugar a cambios en la
vasculatura que posteriormente empeora la respuesta vascular a una isquemia cerebral.
Alternativamente, pueden ser causados por la convergencia de otras causas no vasculares en la
BBB.

No esta muy claro si hay una mayor alteracion microvascular en los humanos obesos tras
un ictus, ya que ningun estudio ha comparado todavia la salida de la BBB en pacientes obesos
versus no obesos, 0 en pacientes con comorbilidades similares. Sin embargo, en pacientes

seguidos la primera semana tras un ictus isquémico, el riesgo de transformacion hemorrégica
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disminuy6 en pacientes obesos (IMC > 35 kg/m?) [233]. Ademas, en pacientes que recibieron
trombdlisis intravenosa después de un ictus, la obesidad no tuvo efecto sobre el desarrollo de la
transformacion hemorrégica [234, 235]. Esto contrasta con los ratosnes genéticamente
deficientes de leptina (ob/ob) o de su receptor (db/db) y los ratones obesos inducidos por dieta,
que muestran una mayor incidencia de transformacion hemorragica después de una isquemia
cerebral experimental [186, 189, 196, 209].

«+ Efecto en la estructura y tono vascular

La obesidad tiene efectos sobre la estructura y capacidad de respuesta de la vasculatura
cerebral, lo que es probable que afecte negativamente a los resultados de la isquemia cerebral.
En los roedores con dieta alta en grasa y genéticamente obesos, las arterias cerebrales medias
experimentan remodelacion que se caracteriza por una disminucion en el diametro del lumen 'y
un aumento en el grosos de la pared vascular, aumentando la resistencia vascular [201, 206,
209]. Esta remodelacion estructural parece depender la las MMPs 2 y 9 y presenta un aumento
de la deposicion de colageno 1 en la pared vascular [206, 209]. La obesidad también afecta a la
produccién y respuesta a factores que afectan al tono vascular. En particular, las arterias
cerebrales de animales obesos muestran una mayor vasoconstriccion en respuesta a la 5-
hidroxitriptamina (5-HT), al cloruro de potasio (KCI) y a la endotelina-1 (ET-1), asi como la
vasodilatacion reducida en respuesta a la acetilcolina [201, 207, 236]. Sin embargo, otros
estudios no mostraron ningun efecto de la dieta rica en grasa sobre la respuesta vascular, o la
atribuyeron a la hipertension comorbida [200, 206]. Estos cambios pueden tener un impacto
funcional en el flujo sanguineo cerebral, por ejemplo, los ratones obesos muestran una respuesta
alterada en el flujo sanguineo cerebral tras la estimulacion de los bigotes [203, 237].

Se han hecho otros descubrimientos similares en los vasos sanguineos periféricos de los
pacientes obesos. La obesidad se asocia con un aumento del grosor intima-media y una
disminucion de la elasticidad en las arterias, asi como un deterioro de la vasodilatacion mediada
por el endotelio y un aumento de la actividad de la endotelina [238, 239]. Aunque estas
observaciones no se han realizado directamente en los vasos cerebrales, los pacientes obesos
muestran otros marcadores indicadores de la disfuncion cerebrovascular. Por ejemplo, el
incremento del IMC esta asociado con la baja velocidad del flujo sanguineo cerebral, con el
incremento de la resistencia cerebrovascular y la reducién del flujo cerebral [240, 241]. De esta
forma, tanto los datos preclinicos como clinicos sugieren que la disfuncion cerebrovascular
caracterizada por la resistencia vascular incrementada y la alteracion de la autorregulacion,
pueden contribuir al empeoramiento de los resultados tras la isquemia cerebral o riesgo en

obesidad.
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Un aspecto a considerar en los modelos de obesidad es que, ademas del peor resultado tras
un ictus en los mismos, tanto en la obesidad genética como en la inducida por dieta, también se
desarrollan otras patologias debido al incremento de su adiposidad, que se asocian con el
sindrome metabdlico observado en los pacientes obesos. Al igual que en la clinica, los modelos
obesos presentan otras comorbilidades como la hipertension, diabetes y dislipemias [195, 242,
243]. Debido a esto, es dificil establecer que la obesidad es la Unica causa del mal resultado tras
la isquemia en los modelos animales, por lo que, estos modelos animales de obesidad imitan la
situacion en personas obesas, la posible contribucion de otras comorbilidades debe ser
considerada al intentar estudiar especificamente los efectos de la obesidad en la isquemia
cerebral. En los estudios clinicos esto se puede explicar, en cierta medida, aplicando test
estadisticos multivariantes.

Por otro lado, los estudios preclinicos que evalian los efectos de la obesidad sobre los
resultados funcionales tras la isquemia cerebral son todos experimentales y presentan
limitaciones comunes. Mientras que los estudios clinicos suelen evaluar el resultado en términos
de recuperacion funcional o mortalidad a las semanas o afios posteriores al accidente
cerebrovascualar, la mayoria de los estudios preclinicos se han centrado en la evolucién de la
lesién isquémica dentro de las 48 h de reperfusion. Este enfoque en los resultados a corto plazo
podria explicar por qué no se encuentra paradoja de la obesidad en los estudios preclinicos. Por
ejemplo, una razon hipotética de que la obesidad es protectora en pacientes con ictus es que las
reservas metabolicas presentes en la obesidad protegen contra la pérdida de peso después del
episodio cerebrovascular y la pérdida de masa muscular asociada [244]. Las consecuencias
metabdlicas del ictus han sido,en general, poco estudiadas preclinicamente, y menos aun en el
contexto de la obesidad. En los estudios preclinicos, el ictus suele inducirse quirdrgicamente en
ratones obesos, en lugar de esperar a que se produzcan espontaneos. Por tanto, si la paradoja de
la obesidad se debe principalmente a los efectos de la obesidad sobre el riesgo, por ejemplo
aumentando el riesgo en un derrame cerebral mas temprano en la vida, entonces esto no seria
detectable en los estudios de animales actuales. Otro problema es que los animales son casi
todos jovenes y macho, y este estricto control de variables, como sexo y edad, es Util para
establecer vinculos causales en estudios experimentales, pero no refleja la situacion clinica. Una
gran desventaja de los estudios preclinicos es su uso exclusivo de roedores, y si la fisiologia de
roedores puede modelar con precision una isquemia cerebral de humano [245, 246]. Aungue
tanto los modelos obesos genéticos como los inducidos por dieta reproducen la situacion clinica
encontrada en pacientes obesos, ambos tienen otros inconvenientes especificos. Las mutaciones
monogénicas que conducen a la obesidad son en realidad muy raras en la poblacion general y la
leptina tiene otros papeles inmunoldgicos més alld de la regulacion del equilibrio energético
[247, 248]. En la obesidad inducida por la dieta, la constitucion de la dieta (principalmente la

proporcién de macronutrientes de grasas, proteinas e hidratos de carbono) afectan al fenotipo
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resultante. El uso de una dieta alterada también afiade una varible adicional a considerar, ya que
los efectos sobre el resultado pueden deberse a la dieta en si, mas que a la obesidad resultante.
Los estudios preclinicos también utilizan animales que son obesos de forma mas homogénea y
robusta que la poblacion de pacientes. Aunque esta homogeneidad facilita la interprestacion de
la contribucion de la obesidad en estudios experimentales, ignora los efectos potencialmente
protectores de la obesidad leve (por ejemplo, sobrepeso) [208]. Hay que decir que tanto en los
ratones como en las ratas, los efectos nocivos de la obesidad sobre el resultado tras un ictus no
se observan hasta que se obtiene un nivel umbral de obesidad [205, 208].

A pesar de que parece estar bien establecido el vinculo entre la obesidad y el riesgo de ictus
isquémico, no se puede obviar la idea de que varios estudios clinicos han informado de que los
pacientes con sobrepeso u obesos han mejorado la mortalidad y morbilidad. Esto contrasta
claramente con el consenso de estudios preclinicos que han demostrado claramente que la
obesidad empeora los resultados tras la isquemia cerebral en roedores. Hay muchas razones
potenciales para la dispariedad, incluyendo el disefio experimental, modelos, objetivos y analisis
de resultados de estudios preclinicos y clinicos. Por todo esto, se requiere profundizar en este

tema para poder obtener resultados mas coherentes.

3.4. Implicacion de rutas moleculares relacionadas con el control

de la homeostasis energética en el ictus isquémico
3.4.1. Larutadela AMPK

La dindmica de los procesos metabolicos en cualquier organismo vivo gira en torno al
ATP, la molécula que actia como moneda energética en la célula. Los procesos anabolicos
utilizan ATP (endergo6nicos) para construir la maquinaria celular a partir de moléculas
pequefias, y los procesos catabolicos producen ATP (exergénicos). La utilizacion de la energia
conduce a la hidrolisis de uno o dos enlaces de fosfato de alta energia en el ATP, dando lugar a
la formacién de adenosin difosfato (ADP) o adenosin monofosfato (AMP), respectivamente, y
otros productos de la reaccion interconvertibles. Por lo tanto, una elevada relacion ADP o
AMP/ATP implica la caida de los almacenes de energia, lo que conduce a sefiales que activan
los caminos para restaurar la homeostasis energética, ya que el funcionamiento de un organismo
depende del mantenimiento de esta. Las moléculas que pueden percibir la interrupcién del
equilibrio energético son fundamentales para la supervivencia. La proteina kinasa activada por
AMP (AMPK), una serin treonina kinasa, esta emergiendo como un regulador de la homeostasis
energética critico para muchos organismos, desde levaduras hasta mamiferos. Es el principal
sensor energetico, que no solo detecta, sino que también controla y responde al estado

energético alterado en la mayoria de las células eucariotas.
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> Estructura, expresién, funcién y regulacién de la AMPK

AMPK es un complejo heterotrimérico compuesto de tres subunidades, o, By v; o es la
subunidad catalitica, B y y son subunidades reguladoras. La subunidad o tiene dos isoformas al,
a2; La subunidad P tiene dos isoformas, B1, f2; Y la subunidad vy tiene tres isoformas, y1, y2 y
y3. Cada subunidad tiene patrones de expresion especificos en el SNC, y diferentes
combinaciones de subunidades pueden ser importantes para la heterogeneidad de la funcién de
AMPK en diferentes tipos celulares [249, 250]. Por ejemplo, la subunidad a1 no se expresa en
astrocitos [251], un tipo de célula clave implicado en la respuesta a la isquemia, lo que implica
que puede darse cierta especializacion de la funcion AMPK basada en la expresion de la
subunidad.

La AMPK se activa a través de la fosforilacion de la treonina 172 (Thr 172) en el extremo
N-terminal del dominio catalitico a en condiciones de estrés metabolico, ya sea fisiologio
(ejercicio) o patologico (hipoxia, hambre). La activacion de AMPK mediante fosforilacién por
las kinasas downstream de la misma, tales como la kinasa B1 del higado (LKB1), la proteina
kinasa B de la quinsa dependiente de Ca*?/Calmodulina (CaMKK@), la kinasa 1 activada por el
factor de crecimiento transformante B (TAK1), y por las fosfatasas de la proteina, conduce a la
restauracion del balance energético mediante la activacion de vias catabdlicas que producen
ATP (oxidacion de acidos grasos, glucolisis, descomposicion proteica) e inhibicién de vias
anabdlicas que utilizan energia (sintesis de acidos grasos, colesterol y triglicéridos). Una de las
principales dianas es la acetil-Coa carboxilasa (ACC); la pAMPK inhibe su actividad por
fosforilacion. La AMPK también reduce la expresion de la acido graso sintasa (FAS) [249,
250].

Esta kinasa se encuentra en medio de varios procesos metaboélicos y esta involucrada en los
cambios metabdlicos que se producen en el envejecimiento, la obesidad, la muerte celular y la
supervivencia de la célula [251]. Por ejemplo, se ha visto que la via de la AMPK esta
disminuida en el modelo de obesidad inducida por dieta debido al elevado contenido de grasa de
la misma, tanto en hipotadlamo y musculo [252] como en médula espinal [253]. Cada vez se
reconoce que la activacion de AMPK puede conducir a diferentes resultados fisiol6gicos del

organismo, dependiendo de la gravedad, del factor de estrés y del tejido examinado [251].

> La AMPK en la isquemia cerebral

El ictus isquémico conduce a una cascada de rutas oxidativas y de muerte celular, que
conducen al fallo energético celular. Este desequilibrio energético conduce a un aumento de la
AMPK fosforilada (pAMPK, la forma activa de la kinasa) en un intento de restaurar los niveles

de ATP en el cerebro isquémico [254]. Sin embargo, si la activacion de AMPK es beneficiosa o
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perjudicial, depende de muchos factores, y los resultados contradictorios han llevado a un

debate considerable en la literatura.
« Estudios in vitro

Parte de esta confusion proviene de los modelos utilizados, muchos de los cuales se han
centrado en los efectos de la lesion en los sistemas de cultivo celular, en los que sélo un tipo de
célula se examina y las condiciones estan lejos de ser las fisiologicas. Se ha observado que el
mantenimiento de la glucosa fisioldgica [255] y los niveles de oxigeno [256] en el medio de
cultivo, hace que la AMPK responda mejor a los cambios metabdlicos. La activacion de AMPK
con el ribonucleétido 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AICAR) aumenta la supervivencia en
neuronas embrionarias del hipocampo de rata bajo la privacion de glucosa, hipoxia quimica o
exposicion al glutamato [257]. La inhibicion de la AMPK por el compuesto C disminuye la
viabilidad de los cultivos primarios de neuronas corticales bajo condiciones fisiologicas de
oxigeno y glucosa [256]. De forma similar, un estudio mas reciente muestra que la inhibicion de
AMPK por el compuesto C aumenta la lesién neuronal en cultivos neuronales puros causa por la
privacion de glucosa y oxigeno (OGD), mientras que la activacion de AMPK por AICAR la
disminuye [258]. Por otra parte, varios estudios han demostrado que la activacion de AMPK es
perjudicial. Se ha demostrado que la activacién de AMPK conduce a la apoptosis neuronal,
como en células humanas indiferenciadas de neuroblastoma SH-SY5Y expuestas a AICAR
[259] o neuronas corticales expuestas a la neurotoxina tributiltina [260].

El reconocimiento creciente del concepto de que los efectos de AMPK son dependientes de
la duracion y el alcance de su activacion, también pueden explicar algunos de estos resultados
divergentes. Se ha encontrado una correlacion positiva en los niveles de pAMPK inducidos por
AICAR y la muerte celular en neuronas hipéxicas, lo que sugiere que la muerte celular depende
del grado de activacion de AMPK [261]. La sobreactivacion de AMPK no sélo incrementa la
muerte celular, sino que también afecta a la polarizacion y reparacion axonal. Los estudios en
cultivos neuronales corticales muestran que la sobreactivacion de AMPK inhibe la axogénesis
en condiciones de estrés metabdlico, simuladas por AICAR o por tratamientos con metformina
(un activador de AMPK que se usa como farmaco contra la diabetes mellitus) [262]. El
mecanismo de esto ha sido explorado recientemente y se ha visto que la activacion de AMPK
conduce a la fosforilacion de la cadena ligera de la quinesina de la proteina motora de la neurita
Kif5, causando una interrupcion de su asociacion con la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K). Por
lo tanto, PI3K no puede dirigirse a la punta axonal, y la polarizacién axonal y el crecimiento se
inhiben [263]. Es posible que la activacion de AMPK también inhiba la axogénesis y la
reparacion después de un evento isquémico. Se necesitan estudios dirigidos a identificar los
efectos mas cronicos de la activacion de AMPK en la axogénesis en modelos animales de ictus

isquémico.
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«» Estudios in vivo

= Activacion e inhibicion farmacolégica de la AMPK

Por otro lado, el efecto de la manipulacion de AMPK in vivo, cuando los astrocitos y las
neuronas estan en estrecha proximidad y cooperan entre ellos, puede diferir. Los estudios in vivo
utilizando un modelo de oclusion transitoria de la cerebral media (tMCAOQ) en ratones han
demostrado que la activacion de AMPK en ratones es perjudicial, al menos cuando el dafio es
agudo (dias después de la isquemia). La administracién con AICAR en ratones aumenta la
lesién en un modelo de MCAOQO vy la inhibicion farmacolégica de AMPK usando C75 (que
modula los niveles de ATP neuronal) o el compuesto C reduce la lesion [264], demostrando que
la inhibicién de AMPK es protectora en el ictus isquémico. Estos estudios examinaron la
sefializacién de AMPK después de una isquemia severa y prolongada y una reperfusion. Esta
cada vez mas claro que la activacion inicial de AMPK es un intento de restaurar la homeostasis
en el cerebro isquémico. Sin embargo, después de comenzar la muerte celular, los intentos
adicionales de producir ATP en las células metabdlicamente dafiadas conducen Unicamente a un
empeoramiento de la herida y a una disfuncién metabdlica adicional [265]. El tratamiento con
metformina durante 3 dias (agudo) antes de un ictus isquémico (modelo MCAO) condujo a un
aumento de la lesién, a una mayor activacion de la AMPK y a una acidosis lactica inducida por
el ictus isquémico exagerada [266]. Cabe sefalar que la activacion farmacoldgica de AMPK con
farmacos puede conducir a efectos secundarios fuera del objetivo [265]. EI AICAR, por
ejemplo, tiene baja especificidad y baja potencia [267], por lo que también se han llevado a cabo
estudios méas concluyentes utilizando modelos genéticos, aclarando mas el papel de AMPK en
el ictus isquémico.

Por otro lado, algunos estudios han sugerido que la activacion de AMPK, puede ser
beneficiosa durante la lesién isquémica. La activacion de AMPK inducida por el ictus
isquémico conduce a la fosforilacion de la serina 783 en la subunidad R2 del receptor GABA,
potenciando la inhibicion sinaptica lenta mediante la rectificacion de los canales de K* hacia el
interior. Se ha sugerido que esto provocaria una reducién en el dafio excitotdxico que condujo a
una mayor supervivencia neuronal. Cabe sefialar que la fosforilacion inducida por lesiones de
GABA se observo principalmente en la region del hipocampo, que no suele lesionarse con la

oclusion de la ACM. Estos resultados dispares deben aclararse con otros estudios [268].
= Modelos de deleccion genética de AMPK

El estudio de los modelos de raton con la subunidad al o a2 de AMPK delecionada ha
ayudado a entender el papel de AMPK en la isquemia cerebral, aunque estos modelos también
tienen limitaciones. Es preciso sefialar que un knockout completo de la subunidad o es

embrionariamente letal [269]. En un modelo de isquemia por MCAO, los ratones knockout de
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AMPKa2 tienen menos lesion en comparacion con los compafieros de camada de tipo salvaje,
mientras que no se observo diferencia en la lesion en ratones knockout a1 [270]. Esta proteccion
isquémica observada en ratones knockout AMPK a2 se ha encontrado también en otros estudios
[271, 272]. La administracion del compuesto C disminuyo la lesion en ratones de tipo salvaje,
pero no en ratones knockout a2, lo que sugiere que los efectos perjudiciales de AMPK en el
accidente cerebrovascular estan mediados por la subunidad o2 [270]. Sin embargo, otro grupo
ha demostrado un aumento de los volumenes de infarto en ratones knockout a2 de AMPK en
comparacion con el tipo salvaje, posiblemente como resultado del uso de una oclusion
isquémica mas prolongada (120 min de MCAO) [258]. Los estudios que utilizan el activador de
AMPK metformina en ratones knockout para AMPK, han demostrado la complejidad de la
sefializacién de AMPK. Los efectos deletéreos del tratamiento agudo con metformina se
suprimieron en ratones knockout para a2 de AMPK, lo que confirma que la metformina acttia a
través de las vias de AMPK. Estos resultados son consistentes con la hip6tesis de que la
activacién de AMPK es perjudicial en el ictus isquémico, pero cuestionan el mecanismo que
conduce a sus beneficios para la prevencion del ictus isquémico en la clinica. Cuando se cambid
la duracion del tratamiento de un régimen agudo a cronico (3 semanas antes de la isquemia
cerebral), se observo una disminucion significativa en la lesion isquémica. Curiosamente, se
encontrd que el tratamiento crénico con metformina condujo a una disminucion significativa de
los niveles de pAMPK inducidos por el ictus isquémico, redujo la formacion de lactato y mejoro
el dafio del infarto [266]. Este trabajo sugiere que la duracion y la cronificacion de la actividad
de AMPK (aguda versus cronica) son determinantes criticos de los resultados del ictus
isquémico.

La hipotermia es neuroprotectora después de la isquemia experimental [273, 274],
probablemente reduciendo la demanda metabélica. En un modelo de MCAO en ratones, 6 horas
de hipotermia condujeron a una reduccidn significativa en el volumen de infarto y también a
una reduccion en pAMPK en el cerebro. El efecto neuroprotector de la hipotermia fue mediado
por la reduccién de los niveles de pAMPK inducidos por el accidente cerebrovacular, ya que
tanto la inhibicion farmacoldgica con compuesto C, como la delecion del gen AMPKa2 no
proporcionaron ninguna reduccién en la lesion debido a la hipotermia (més alla a la reduccion
por la pérdida de AMPK solamente). Si la proteccion inducida por hipotermia fuese mediada
por un mecanismo que no incluyera a AMPK, se esperaria un efecto aditivo (proteccion
mejorada). Sin embargo, estos resultados deben ser interpretados con cautela, porque bajo
lesiones pequefias se reduce la posibilidad de observar diferencias significativas en el volumen.
Curiosamente, los ratones que recibieron el compuesto C desarrollaron hipotermia de forma
espontanea, lo que sugiere que una reduccion en el estimulo que sefiala la demanda metabdlica

(bajos niveles de pAMPK) conduce a la hipotermia. Esto puede tener relevancia clinica, ya que
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tanto la hipotermia como la inhibicion de AMPK disminuyen el metabolismo neuronal,

prolongando potencialmente la ventana de tiempo para la terapia de reperfusion [275].
+ La AMPK en los diferentes tipos celulares

En condiciones normales (normoxia y disponibilidad de glucosa) las neuronas utilizan la
glucosa como principal sustrato energético a través del metabolismo oxidativo, en lugar de
obtener energia de la glucdlisis. Mientras tanto, los astrocitas utilizan la glucosa a través de la
glucdlisis anaerdbica para producir piruvato y lactato, el cual es absorbido por las neuronas para
una posterior degradacién oxidativa y producién de ATP [276]. Sin embargo, en condiciones de
hipoxia e hipoglucemia, el metaboismo oxidativo cesa y se induce la actividad metabdlica
diferencial en astrocitos y neuronas. Bajo estas condiciones, las neuronas, debido a la
degradacion proteosomal constante de la fosfofructokinasa 2 (PFK2) y a la baja reserva de
glucdgeno, son incapaces de regular positivamente la glucélisis y no oxidan eficientemente los
acidos grasos. Los astrocitos tienen mas actividad de la enzima PFK2 y almacenan grandes
cantidades de glucdégeno, por lo que, en condiciones de estrés, tienen una mayor tasa de
glucdlisis y oxidan més eficientemente acidos grasos para producir ATP que la neurona [277].
Por eso, parece que los astrocitos (a diferencia de las neuronas) estan equipados para mejorar la
produccién de energia a través de mecanismos de sefializacion por AMPK (induce glicolisis y
oxidacion de acidos grasos) y se cree que la activacion de esta via realza el metabolismo y
supervivencia astrocitica proporcionando asi un mejor entorno de soporte para las neuronas
mediante la potenciacién del lactato. La delecion de la AMPKa2 astrocitica, de forma
especifica, es deletérea tras un ictus isquémico, conduciendo a un aumento del edema y del
volumen de infarto, asi como a peores resultados conductuales y de transformacion
hemorrégica. Esto sugiere que la AMPK astrocitica puede proteger al cerebro de la lesion
isquémica, quedando pendiente el estudio de la deleccion especifica en neuronas [278].

En las células endoteliales, la hipoxia también conduce a la activacion de AMPK [279],
pero, en contraste con lo que se observa en neuronas, la activaciéon de AMPK es protectora en
las células endoteliales. Esto puede ser debido un aumento de la eNOS y la vasodilatacion
aguda [280]. La activacion de AMPK también se requiere especificamente para la migracion y
diferenciacion de células endoteliales en condiciones de hipoxia [279]. La angiogénesis después
del ictus isquémico es necesaria para la reparacion y recuperacion, por lo que hay que tener en
cuenta que el momento de administracion de los inhibidores de AMPK (neuroprotectores en
modelos animales) es critico, ya que debe mantenerse la reparacion tras el ictus isquémico
[281].
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« La AMPK en el preacondicionamiento

El preacondicionamiento isquémico es un fenémeno por el cual la exposicién a un breve
estimulo de isquemia conduce a la proteccion del organismo de un préximo dafio isquémico
grave [286]. In vitro, se ha visto que el preacondicionamiento isquémico por la exposicion a
glutamato (lesién excitotoxica) condujo a la activacion y translocacion de AMPK a la
membrana plasmatica, con la consecuente activacion y translocacion del transportador de
glucosa 3 (GLUT 3) [287] y la hiperpolarizacion del potencial de membrana mitocondrial [288].
In vivo, algunos estudios demostraron que el proacondicionamiento isquémico (inducido por
una breve isquemia de 3 min 72 h antes de la isquemia cerebral) conduce a la neuroproteccion,
de forma paralela a la inhibicion significativa de la pAMPK. La activacion farmacolégica de
AMPK con metformina elimin6 los efectos neuroprotectores del precondicionamiento y los a
ratones knockout de AMPKa2 no mostraron respuesta al preacondicionamiento. Sin embargo, la
coadministracion de un inhibidor de AMPK al preacondicionamiento, no suposo una proteccion
adicional [271].

@

+ La AMPK en la apoptosis

Se hace evidente que breves periodos de activacion de AMPK mejoran la supervivencia
neuronal, mientras que la activacion sostenida de AMPK induce la muerte celular.

El efecto proapoptético de la AMPK se ha demostrado en diferentes tipos celulares y a
través de diferentes rutas moleculres (Figura 9). La primera demostracién se ha visto en el
higado de ratas, a través de la activacion de la proteina kinasa c-Jun N-terminal (JNK) y la
caspasa 3 [289]. Hay otros estudios que relacionan a la activacion de AMPK con la activacion
de p53 seguido de la activacion apoptética [290], la cual también se ha visto que puede ser
desencadenada por la inhibicién del complejo TORC1 causada por la AMPK [291]. También se
ha visto que la inhibicion del complejo TORC1 disminuye la tranlocacion de proteinas
antiapoptoticas [292].

La activacion prolongada de AMPK activa la proteina proapoptética Bim [293].
Curiosamente, la activacion de esta proteina durante la lesion excitotoxica no solo requiere la
desfosforilacion y translocacion nuclear del factor de transcripcion Forkhead FOXO3, sino
también una segunda etapa de activacion en la que FOXO3 tiene que ser directamente
fosforilado por AMPK en el nlcleo [294]. Se ha demostrado que FOXO3 promueve la
resistencia al estrés oxidativo en C. elegans [295]. Por lo tanto, la exposicion a corto plazo de
AMPK provoca sélo translocacion nuclear de FOXO3, preacondicionamiento y supervivencia
celular. Sin embargo, la actividad prolongada de pAMPK estimula la segunda etapa de

activacion de FOXO03, dando lugar a la expresion de Bim y a la muerte celular [294, 295].
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Recientemente, se ha propuesto un nuevo mecanismo que explica la apoptosis inducida por
AMPK, a traves de la ruta del ER stress; se ha visto que el tratamiento con metformina, en la
leucemia linfoblastica, lleva a la apoptosis por la activacion de la endonucleasa 1a que requiere
inositol (IREla), la proteina homoéloga de C/EBP (CHOP), caspasas y JNK [296].
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Figura 9. La ruta de la AMPK y su implicacién en la supervivencia celular tras el ictus isquémico.
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+ La AMPK en la autofagia

Ademas de la necrosis y apoptosis, en el cerebro isquémico también se induce la muerte
celular llamada autofagia. Este tipo de muerte celular permite que las células produzcan energia
durante periodos de inanicién de nutrientes a través de la absorcidn de material citoplasmatico y
organulos y permite el reciclaje de aminoécidos y otros nutrientes. La AMPK induce la
autofagia (Figura 9) en respuesta a las necesidades energéticas [297, 298] mediante la
inactivacién del complejo diana de la rapamicina 1 (TORC1) y la fosforilacién directa de la
kinasa iniciadora de autofagia en mamiferos, Ulkl [298, 299, 300]. ElI complejo TORC1
funciona como un sensor de ATP y aminoécidos para equilibrar la disponibilidad de nutrientes y
crecimiento celular, por lo que bajo disponibilidad de nutrientes responde fosforilando y
activando la kinasa ribosomal S6 de 70 KDa (S6K), llevando a la sintesis proteica [301]. La
AMPK fosforila a una de las proteinas que forman parte del complejo TORC1, RAPTOR, en la
Ser 722/Ser 792, inhibiendo asi dicho complejo [302]. Ademas, la AMPK activa la tuberina 2
(TSC2) por fosforilacion en la Ser 1387, la cual inhibe al complejo TORC1 [302]. Por otro lado,
la activacion del complejo TORCL lleva a la inhibicién de la autofagia por fosforilacion de Ulk1
[298]. La AMPK también fosforila a Ulkl, pero en este caso concretamente en la Ser 555
causando su activacion [300].

Se ha demostrado que el agotamiento de la energia en los mutantes de AMPK de
Drosophila desencadena un aumento de la autofagia que promueve la neurodegeneracion [304].
No se conoce si la autofagia estimulada por AMPK ocurre en la isquemia cerebral, por lo que se
necesitan futuros estudios para investigar la contribucion de la autofagia al dafio del infarto

después de la isquemia cerebral.

3.4.2. Elestrés del reticulo endoplasmatico

El reticulo endoplasmatico (ER) es responsable de las modificaciones de plegamiento vy
postraduccionales de las proteinas. Estos procesos son llevados a cabo por enzimas que estan
reguladas directa e indirectamente por Ca*?, un ion que en condiciones fisioldgicas esta en alta
concentracion en el lumen del ER. Sin embargo, cuando el fallo energético ocurre como
consecuencia de la isquemia, las bombas de Ca** fallan y la concentracion intraluminal de Ca
cae comprometiendo las funciones del ER, un proceso conocido como estrés del reticulo
endoplasmatico, mas conocido como ER stress (Figura 10). Las proteinas desplegadas se
acumulan en el lumen del ER, y la chaperona GRP78 (BiP), se disocia de sus receptores para
resolver el problema de desplegamiento y evitar la agregacion de proteinas. La disociacion de
GFP78 de sus receptores en la membrana del ER desencadena una cascada de sefializacion

conocida como respuesta a proteinas desplegadas (Unfolded Protein Response, UPR), la cual
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esté interelacionada con muchas rutas de inflamacion y con diferente tipo de sefalizacion de
estrés, como en el caso de la isquemia [305] o de la obesidad [306]. Estos receptores son la
kinasa reticular endoplasmatica del tipo ARN, la endonucleasa que requiere inositol 1y el factor
de activacion transcripcional 6 (PERK, IRE1 y ATF6 respectivamente) [305, 306]. PERK esta
principalmente involucrado en la reduccion de la sintesis de proteinas globales por medio de la
inhibicion del factor de iniciacion de la traduccion eucaridtica 2a (elF2a), y aumenta la
expresion de los genes relacionados con la UPR mediante la activacion del factor de
transcripcion 4 (ATF4). Por otro lado, IRE1 promueve la expresion de chaperonas de
plegamiento y proteinas relacionadas con la protedlisis mediante la activacion del factor de
transcripcion XBP1 y activa la proteina JNK relacionada con la activacion de la apoptosis. El
ATF6 se disocia de la membrana del ER, y después de ser activado por proteolisis, actla
regulando los genes relacionados con la UPR, de forma complementaria a IRE1 [307]. Por
Gltimo, aunque la principal funcién de la UPR es promover la supervivencia celular, si el ER
stress dura, la UPR puede sefialar muerte celular por medio de CHOP (en cuya activacion
desencadena la sefializacién a partir de los 3 receptores), o JNK, activando finalmente a las
caspasas [305].

‘/_ ER stre;/\ ”

Lumen
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proteinas \ /
| Genes UPR

(GRF78, genes relacionados con la
proteolisis, etc)
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funcién del ER

7 N\

UPR finaliza UPR

se mantiene CHOP APOPTOSIS

Figura 10. ER stress en la isquemia cerebral. Cuando se mantiene la activacion de los receptores de
la membrana del reticulo endoplasmético PERK, IRE1 y ATF6, debido a la activaciéon de la
respuesta a proteinas desplegadas (UPR) que ocurre bajo la isquemia cerebral, se activa la
apoptosis via CHOP.
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3.5. El tratamiento dual con nicotina de la obesidad y el ictus
isquémico
3.5.1. Lanicotina

Esta muy bien establecido que el habito de fumar tiene consecuencias negativas en la salud.
Sin embargo, el uso del tabaco esta creciendo todavia globalmente [308]. La nicotina no es una
causa directa de las enfermedades relacionadas con el tabaco, pero es altamente adictiva. La
adiccion causada por la nicotina desencadena un continuo uso del tabaco (el cual se puede
fumar, masticar o esnifar) causando la exposicion a diversos carcinGgenos y otros compuestos
bioactivos del mismo, un hecho que proboca muertes prematuras en los paises desarrollados
[309]. El tabaco es la Unica causa prevenible de la muerte por cancer; la gran mayoria de los
fumadores lo quieren dejar, pero debido a la adiccién de la nicotina solo un pequefio porcentaje
de los mismos son capaces de hacerlo [310]. La medicacion con nicotina se usa como terapia de
reemplazamiento para poder parar de fumar, aunque también se ha estudiado como terapia
experimental en la enfermedad de Parkinson, la enfermedad del Alzheimer y la colitis ulcerosa
[311].

La nicotina constituye sobre el 0,6-3% del peso en seco de la planta del tabaco y es un
potente repelente e insecticida natural. Es el principal alcaloide del tabaco, de media abarca
sobre un 1,5% del peso de un cigarrillo comercial, que supone aproximadamente una media de
10-14 mg de nicotina, de los que se absorben sisttmicamente una media de 1-1,5 mg de
nicotina. Parte de la nicotina se absorbe a traves de la boca hasta que se comienza con la
absorcion pulmonar llegando al torrente sanguineo. Tras una bocanada, en 10-20 segundos
llegan grandes niveles de nicotina al cerebro produciendo un refuerzo conductual rapido
mediante la activacion del sistema de recompensa dopaminérgico [312].

La nicotina es un compuesto altamente lipofilico, por lo que, una vez en el cerebro, se une
a los receptores nicotinicos de acetilcolina neuronales (NAChRs). Estos representan una familia
heterogénea de canales i6nicos pentaméricos, los cuales responden al neurotransmisor endégeno
acetilcolina (ACh) y a la nicotina exdgena, Yy estan envueltos en un gran nimero de procesos
fisioldgicos y efectos farmacoldgicos [313]. La activacion de los nAChR excita células diana y
media una rapida transmision sinaptica en neuronas ganglionares autébnomas y en varias areas
del cerebro. Estos receptores regulan la liberacion tanto de neurotransmisores excitatorios como
inhibitorios, y como consecuencia, la activacion de los nAChRs puede tener efectos de
modulacion opuestos en el mismo circuito dependiendo en si se expresan en neuronas

exitatorias o inhibitorias [314].
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3.5.2. Efecto de la nicotina en la obesidad

A pesar del esfuerzo para identificar los mecanismos celulares y moleculares que controlan
el equilibrio energético, la busqueda de objetivos moleculares y tratamientos farmacolégicos no
ha sido totalmente exitosa y la mayoria de los farmacos aprobados han mostrado efectos
secundarios indeseados o baja efectividad después del tratamiento a largo plazo [316]. Ademas,
varios factores que normalmente inducen un balance energético negativo, como la leptina, la
insulina y el péptido similar al glucagon 1 (GLP-1), son en gran medida ineficaces en los
modelos de obesidad de roedores y en los pacientes obesos [317]. Una estrategia para identificar
los mecanismos moleculares involucrados en el control del peso corporal es obtener mas
conocimiento sobre las sustancias ya usadas cominmente, con efectos farmacoldgicos
establecidos y propiedades farmacocinéticas.

Los fumadores de todo el mundo suelen tener un aumento del peso corporal después del
abandono del habito de fumar [318], y numerosos estudios controlados en humanos y roedores
han informado que la nicotina ejerce efectos potentes sobre la homeostasis energética. De
hecho, se ha demostrado que la nicotina disminuye la ingesta de alimentos mediante la
modulacion de los sistemas de neuropéptidos hipotalamicos. Ademas, la nicotina afecta al
metabolismo periférico. La termogénesis del tejido adiposo marr6n (BAT) en ratas se
incrementa mediante la nicotina a través de la activacion del sistema nervioso simpatico y el
aumento de la expresion de la proteina desacoplante 1 (UCP-1), hechos mediados por la
regulacion de la AMPK en el hipotalamo [319]. Ademas, el tratamiento crénico periférico con
nicotina reduce el peso corporal al disminuir la ingesta de alimentos y aumentar la termogénesis
del tejido adiposo marrén tanto en ratas con dieta baja en grasa, como con dieta alta en grasa.
Este balance energético global negativo se asocidé con una disminucion de la activacién de la
AMPK hipotalamica en ambos modelos. Ademas, la nicotina mejora el perfil lipidico del suero,
disminuye los niveles séricos de insulina, al igual que reduce la esteatosis, la inflamacion y el
ER estress en el higado de ratas con dieta alta en grasa pero no en el de ratas con dieta baja en
grasa. En general, esto sugiere que la nicotina disminuye el peso corporal y mejora los
trastornos metabdlicos vinculados a la dieta alta en grasa, por lo que, puede ofrecer una
estrategia clara para desarrollar nuevos enfoques terapéuticos contra la obesidad y sus

complicaciones metabdlicas [320].

3.5.3. Efecto de la nicotina en el ictus isquémico

3.5.3.1. La paradoja del tabaquismo en pacientes con ictus isquémico

El tabaco es un factor de riesgo bien establecido para la aterosclerosis prematura [321],

infarto de miocardio [322] e ictus [323]. Al igual que lo que se ha visto en el infarto de
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miocardio agudo, se espera que el tabaquismo incremente el riesgo de muerte y eventos
cardiovasculares en pacientes con ictus [324, 325]. Sin embargo, numerosos estudios muestran
resultados contradictorios al respecto. Algun estudio habla de que so6lo los ex fumadores
presentan peores resultados [326], otros no encuentran una asociacion entre el tabaquismo en el
momento del ictus y los resultados a largo plazo [327] y otros hablan de que los pacientes que
fuman en el momento del ictus o que han fumado antes tienen mayor riesgo de muerte o de un
evento vascular recurrente en comparacion con los pacientes que nunca han fumado o son ex
fumadores [328].

Por otro lado, otros estudios han demostrado que los fumadores con infarto de miocardio
tienen menores tasas de mortalidad después de la trombolisis que los no fumadores [329, 330].
Pero también son muchos los estudios en los que se ha cuestionado la denominda paradoja del
tabaquismo, atribuyéndole el efecto a los bajos perfiles de riesgo clinico de estos pacientes
[331]. Por otra parte, los estudios de imagen han demostrado una perfusion miocéardica
mejorada después de la trombolisis en fumadores a pesar del ajuste por edad y otras
comorbilidades, ofreciendo una explicacion alternativa [330]. La mejora de la reperfusion
tisular en los fumadores puede explicarse por el incremento de un mecanismo causal. El tPA es
un factor fibrinolitico liberado del endotelio para prevenir la formacion de trombos
intravasculares; el tabaquismo impide la liberacion enddgena de tPA y hace que los niveles
circulantes de fibrindgeno aumenten [332]. Algunos estudios han demostrado que la exposicion
al humo del cigarrillo altera la dinamica del coagulo y la composicion del trombo, haciendo que
la sangre se vuelva hipercoagulable [333]. Se ha sugerido que el riesgo aumentado de
enfermedad isquémica cardiaca asociada con el tabaquismo esta mediado en gran medida por el
aumento de las concentraciones intraarteriales de fibrina. Aunque esto puede predisponer a los
fumadores a la oclusion temprana de los vasos, el trombo rico en fibrina en los fumadores puede
ser méas susceptible al tratamiento fibrinolitico [334]. Asi, el tPA puede actuar mas
especificamente en los fumadores, lo que contrarresta los efectos adversos de este factor de
riesgo fisiopatoldgico.

En el ictus isquémico agudo, los pacientes fumadores tratados con rtPA intravenoso
presentan mejores resultados para dicho tratamiento trombolitico. Un estudio reciente habla de
que los fumadores en el momento del ictus presentan mayores tasas de recanalizacion en las
primeras 24 h tras el inicio de los sintomas en comparacion con los no fumadores. Ademas se ve
que el tabaquismo esté asociado de forma independiente con la recanalizacion y la reperfusion,
indicando que la terapia trombolitica actia de forma mas efectiva en fumadores [335]. Las
razones para esta asociacion no se entienden completamente, y las evidencias contradictorias de
los estudios previos con rtPA intravenoso, dificultan la vision del efecto potencialmente

beneficioso [336, 337]. En un estudio mas reciente vieron que la administracion intraarterial de
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rtPA fue mas eficaz logrando la completa recanalizacién arterial tanto en fumadores en el
momento del ictus como en ex fumadores [338]. La caracterizacion de la fisiopatologia de la
paradoja del tabaquismo puede conducir a la identificacion de una poblacion de pacientes con
una respuesta favorable a la terapia con rtPA, aunque este hecho no debe ser malinterpretado y
no debe utilizarse para promover el tabaquismo. No hay que olvidar los humerosos estudios que
indican que el tabaquismo sigue siendo un factor de riesgo indiscutible para padecer una
enfermedad cardiovascular, incluyendo un ictus isquémico [323].

3.5.3.2. Efecto de la nicotina en modelos animales de isquemia cerebral

Como ya se ha comentado, estd ampliamente aceptado que el tabaquismo esta altamente
correlacionado con la incidencia de ictus isquémico [323], sin embargo, la administracion aguda
de nicotina, uno de los principales constituyentes del tabaco, ha demostrado proteccion contra la
neurotoxicidad in vitro, concretamente, previniendo la neurotoxicidad del glutamato a través de
los nAChRs 04 y a7 y de la via PI3K-Akt que inhibe la apoptosis [339].

Desde hace afios, se han visto algunas evidencias epidemioldgicas que demuestran que la
nicotina tiene, hasta cierto punto, un efecto preventivo en los trastornos neurodegenerativos
como el Parkinson y el Alzheimer [340]. Ademaés, se ha descubierto que la administracion
exogena de nicotina ejerce efectos beneficiosos en estos trastornos [341, 313]. Dichos efectos
favorables de la nicotina se han explicado por el incremento de factores tréficos, liberacidn de
diferentes neurotransmisores y mejora de la plasticidad cerebral [313]. Incluso se ha observado
un mejor rendimiento cognitivo en Parkinson tras la exposicion a la nicotina durante un periodo
corto [342]. También se ha visto que los farmacos que modifican los receptores nicotinicos de
acetilcolina neuronales, ampliamente distribuidos por todo el cerebro, pueden tener efectos en el
tratamiento de varios trastornos neuroldgicos y neurodegenerativos. En enfermedades como el
Alzheimer, el Parkinson, el Sindrome de Down y el autismo se ha descrito una disminucion de
los receptores nicotinicos [343].

En el ictus isquémico, ademdas de las evidencias neuroprotectoras de la nicotina in vitro,
algunos estudios preclinicos in vivo, han demostrado que la nicotina tiene un efecto beneficioso
sobre la recuperacion tras un ictus [344, 345]. Aunque también hay estudios que hablan de un
efecto nocivo tras la isquemia [346], se ha visto que la nicotina promueve el crecimiento
dendritico en regiones corticales motoras acompafiado de una mejora en el comportamiento de
los animales [344]. También se ha visto que el pretratamiento con nicotina mejora los resultados
de lesion isquémica tras la tMCAO, a través de la activacion del sistema endocannabinoide
[345]. La activacion de los receptores nAchR también ha obtenido resultados positivos en el
ictus; se ha visto que la activacion del nAchR a7 en un modelo de hemorragia subaracnoidea de

rata [347] y en un modelo de hemorragia intracerebral de raton [348] redujo la lesion cerebral.
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Ademas, la modulacién alosterica de este receptor reduce la lesion cerebral y mejora la funcion
neuroldgica después de la isquemia cerebral focal transitoraia en ratas [349]. Aunque estos
articulos atribuyen la neuroproteccion del receptor a7 a su efecto prosupervivencia [348, 349,
350], también hay muchos trabajos que hablan de la influencia de los receptores nicotinicos, y
de la nicotina, por tanto, sobre la inflamacion tras un ictus, en base a la conocida implicacion del
receptor nicotinico a7 en la inflamacién [350]. En un modelo de isquemia cerebral permanente
se ha visto que su activacién reduce la neuroinflamacidén (potencia el estado M2 de la
microglia/macréfagos, antiinflamatorio) y el estress oxidativo, acompafiados de menor
apoptosis y mejores resultados en los test de comportamiento [351]. En otro estudio de isquemia
cerebral global transitoria, se ha visto como la nicotina, a través del receptor nAchR a7 de la

microglia, tiene un papel antiinflamatorio y neuroprotector tras el dafio cerebral [352].

Tania Lépez Gonzalez Pagina 93






INTRODUCCION
HIPOTESIS
OBJETIVO







Hipdtesis

HIPOTESIS

En la presente tesis se establecen dos grandes hip6tesis:

1. Laobesidad se asocia a menor volumen de lesion y mejor recuperacion funcional en un

modelo animal de isquemia cerebral.

2. Por otra parte, la nicotina poderia ejercer un efector neuprotector en la isquemia
cerebral debido a su funcion inhibidora de la AMPK, ruta molecular involucrada en el
dafio cerebral tras el ictus isquémico. Igualmente, la inhibicion de AMPK ocasionaria

un balance energético negativo en la obesidad.
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OBJETIVOS

El presente estudio tiene 2 objetivos principales, con sus correspondientes objetivos especificos.

Entender la fisiopatologia y el mecanismo molecular que subyace de la paradoja de la
obesidad, con la finalidad de identificar nuevas dianas moleculares que puedan ser
empleadas para mejorar el pronostico del ictus isquémico, mas alld de la poblacién

obesa.

Evaluar el efecto paraddjico de la obesidad en el modelo animal de isquemia cerebral

por oclusién transitoria de la arteria cerebral media.

Identificar nuevas dianas moleculares, a través del estudio de rutas de sefializacién

celular, asociadas al efecto parad6jido de la obesidad en la isquemia cerebral.

2. Evaluar el efecto neuroprotector de la nicotina en el ictus isquémico a través de la ruta

de la AMPK.

Evaluar el efecto neuroprotector de la nicotina en el modelo animal de isquemia

cerebral por oclusidn transitoria de la arteria cerebral media.

Identificar nuevas dianas terapéuticas mediante el estudio del efecto de la nicotina

sobre la ruta de la AMPK en la isquemia cerebral.
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4. Modelo preclinico

4.1. Manejo de animales

Todos los procedimientos experimentales y protocolos de manipulacion de animales
Ilevados a cabo durante la realizacion de esta tesis han sido aprobados previamente por el jefe
del servicio provincial de ganaderia del departamento territorial de la Conselleria do Medio
Rural e do Mar de la provincia de A Coruiia, siendo responsable el Prof. Dr. Miguel Antonio
Lopez Pérez. Los experimentos se realizaron bajo el numero de procedimiento: 1D
15010/14/006 (cumpliendo el actual y vigente RD 53/2013 del 1 de febrero, por el que se
establecen las normas béasicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
expermientacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia), de acuerdo con la legislacion
vigente; Ley 30/1992 del 26 de noviembre del régimen juridico de las administraciones publicas
y del procedimiento administrativo comun, moficada por la Ley 4/1999, del 14 de enero, por la
gue se establece que la resolucion que proponga fin al procedimiento decidira todas las
cuestiones expuestas por los interesados y aquellas otras derivadas de este; el Decreto 296/2008,
del 30 de diciembre, de proteccion de los animales utilizados para la experimentacién y otros
fines cientificos, incluida la docencia, y por el que se crea el “Rexistro de centros de cria”de
suministradores y usuarios y la “Comision Galega de Bienestar de los Animales de
Experimentacion”; orden del 15 de septiembre de 2006 por la que se crea el “Comité de
Bioética da Conselleria Rural”; Decreto 153/1998, del 2 de abril, por el que se aprueba el
reglamento que desarrolla la Ley 1/1993 del 13 de abril (proteccion de animales domésticos y
salvajes en cautividad); Ley 32/2007, del 7 de noviembre, para el cuidado de los animales en su
explotacion, transporte y sacrificio; siguiendo también la Directiva Europea de Experimentacion
Animal (2010/63/UE).

Se utilizaron ratas macho comunes (Rattus Norvergicus) de la cepa Sprague-Dawley
suministrados por el Animalario General de la Universidad de Santiago de Compostela, con una
masa corporal de unos 50 gramos aproximadamente (unas 4 semanas, recién destetadas).

Los animales fueron estabulados en condiciones estables de temperatura (21+2°C), con
ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y con un periodo de aclimatacion a las instalaciones de unos
7 dias aproximadamente, previo a cualquier procedimiento.

Los animales fueron mantenidos en condiciones de acceso libre a agua y comida.

La estabulacion de los animales fue colectiva teniendo en cuenta el comportamiento social
de estos animales. Luego, una vez realizado el procedimiento para desarrollar el modelo de

isquemia cerebral, se estabularon individualmente. Se tratd de valorar su correcto aspecto fisico
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y acostumbrarlos al manejo por el personal de laboratorio para reducir en todo lo posible el
estrés generado durante los experimentos llevados a cabo.

El procedimiento de cirugia y el seguimiento de la lesion isquémica mediante resonancia
magnética se realizan bajo anestesia por sevofluorano (6% para la inducion y 4% para el
mantenimiento, en una mezcla de gases de 70% NO, y 30% O,). Mientras, la temperatura
corporal de los animales se controla, manteniendo la temperatura rectal a 37+0.5°C con una

manta eléctrica controlada con termostato (NeoBiotec, Spain).

4.2. Modelo de obesidad inducida por dieta

En este estudio existen dos grupos principales de animales en funcion de la dieta que se les
suministra durante 12 semanas antes de generar el modelo de isquemia cerebral y durante el

seguimiento de los animales tras la misma:

> El grupo control, con dieta estdndar (STD; 3,1% de grasas, 2,791 Kcal/g, Scientific
Animal Food & Engineering, Nantes, France).Composicién en Tabla 2.

> El grupo de obesidad inducida por dieta, con dieta alta en grasa (HFD; 45% de
grasas, 4,73 Kcal/g, Research Diets, New Brunswick, NJ). Composicion en Tabla 2.

Composicion (%) STD HFD

Grasas 3,1 45
Hidratos de carbono 59,9 35
Proteinas 16,1 20

Tabla 2. Composicion de la dieta estandar (STD) y alta en grasa (HFD).

Para la evaluacion del modelo de obesidad inducida por dieta se realizé un seguimiento
periédico del peso de la masa corporal y la ingesta de todos los animales, con el uso de una
balanza de precision. Todos los animales parten de un peso similar, en torno a los 50 gramos
(tienen aproximadamente 4 semanas y estan recién destetados de la madre). Durante 12
semanas, previas a la isquemia cerebral, los animales y su comida fueron pesados
semanalmente, y la ingesta se promedié en funcion del nimero de individuos de cada caja. Tras
la isquemia cerebral, la masa corporal e ingesta se registran diariamente, siempre mas o menos a
la misma hora (en el ciclo de luz, a las 9:00). Una vez sacrificados los animales, se pesa la grasa

blanca y parda de los mismos.
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4.3. Modelo de isquemia focal transitoria

Se induce una isquemia focal transitoria (60 minutos) por la oclusion intraluminal
transitoria de la arteria cerebral media (ACM), tMCA, siguiendo el método descrito por Longa
et al. (Figura 11) [110]. De forma resumida, bajo un microscopio de cirugia, se realiza una
incision en la linea media del cuello, exponiendo el sistema carotideo. La arteria car6tida comun
(ACC) derecha y la ramificacion externa de la ACC (ACE) se ligan permanentemente, mientras
la ramificacion interna de la ACC (ACI) se liga provisionalmente, todas ellas con suturas de
seda de 6-0. Se utiliza una sutura comercial con una cabeza recubierta de caucho de silicona
(Doccol, USA) de 450-490 um de diametro y 2,3-5,6 mm de largo para introducir a través de la
ACE y la ACI mediante la eliminacion temporal de la ligacion de la ACI. Se tiene que situar la
sutura en el origen de la ACM, blogueando el flujo cerebral. Durante el periodo de oclusion, la
arteria cardtida comun izquierda se liga provisionalmente, permitiendo que se reduzca el flujo
cerebral sanguineo global y se incremente la reproducibilidad de la lesion. Durante la cirugia, el
flujo cerebral sanguineo se monitoriza con el sistema de laser Doppler Periflux 5000 (Perimed
AB, Sweeden) situando la sonda doppler (modelo 411, Perimed AB, Sweeden) en la superficie
del hueso parietal cerca de la cresta sagital, bajo el musculo temporal (la zona irrigada por la
ACM).

Figura 11. Esquema de latMCAO

Una vez que la ACM esta ocluida, hecho que se determina por la reduccion de la sefial del
doppler, los animales se trasladan rapidamente desde el puesto de cirugia hasta el aparato de
resonancia magnéetica (RM), con el objetivo de determinar la lesion isquémica basal por los
mapas del coeficiente de difusion. También se realiza una imagen de angiografia para confirmar
que la ACM sigue ocluida mientras se lleva a cabo el estudio de RM vy descartar

malformaciones en los vasos. Tras el andlisis basal por RM, los animales vuelven al puesto de
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cirugia y se les vuelve a poner la sonda doppler. La reperfusion se lleva a cabo 1 hora después
de la oclusién, mediante la retirada de la sutura que ocluye la ACM siguiendo el recorrido por

las arterias de forma inversa.

4.4. Criterios de inclusion

Para garantizar los criterios de homogeneidad de los grupos de estudio antes de los

tratamientos, se usaron los siguientes criterios de inclusion:

> Cirugfa correctamente completada.

> Una reduccion relativa del flujo cerebral sanguineo mayor del 70%, medido con el
laser doppler cuando se ocluye la ACM (Figura 12).

A -
Q@045 22 @5

—le— —'"fg.m/) s 8 |®

25 30 9 Na” - 32 .m

B o —————— .
¢
S0
5
&0
45
30
15
001000 20 003000 004000 00:50.00 010000 b

Figura 12. Registro doppler durante la oclusion de la arteria cerebral media. A - Sonda doppler. B —
Representacion gréfica del registro doppler. Se representa la caida del flujo sanguineo durante la
oclusion de la ACM vy su posterior subida durante la reperfusion.

> Ausencia de malformaciones arteriales en la angiografia por RM (Figura 13).

> Arteria cerebral anterior no ocluida por el filamento introducido, detectanto su flujo en
la angiografia por RM (Figura 13A).

> Volumen basal entre 30-45% respecto al hemisferio ipsilateral, medido en los mapas
del coeficiente de difusion (Figura 13B).

> Tratamiento correctamente completado
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A Angiografia durante la oclusiénde laACM

B Mapas del coeficiente de difusién durante la oclusién de laACM

Figura 13. Resonancia durante la oclusion de la ACM. A — Angiografia. B — Mapas del coeficiente

de difusion.
4.5. Aleatorizacion de los grupos

Dentro de cada grupo de estudio con diferente dieta, los animales que cumplen los criterios
de inclusion son aleatorizados en los grupos de tratamiento mediante numeros aleatorios
generados por un ordenador. Asi, en cada grupo de dieta hay 3 subgrupos de animales en

funcion del tratamiento administrado:

> El grupo vehiculo, tratado con salino.
> El grupo nicotina, tratado con nicotina.

» El grupo nicotina + AICAR, tratado con nicotina y AICAR.

4.6. Disefio experimental
Se han llevado a cabo dos disefios experimentales para desarrollar el trabajo.

> Seguimiento de los animales durante 28 dias.

Tras la tMCAO vy la evaluaciéon basal de los animales, se estudia la lesion isquémica por
resonancia magnética, al igual que la recuperacién funcional y el déficit motor y sensorial, a lo
largo de 28 dias hasta su sacrificio, de la forma indicada en la Figura 14. Desde 1 hora después
de la reperfusion, se administra el tratamiento de nicotina o el vehiculo, segin el grupo al que

corresponda. Esto se realiza para ambos grupos de dieta, STD y HFD.
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> Seguimiento de los animales durante 7 dias.

Tras la tMCAO vy la evaluacion basal de los animales, se estudia la lesidon isquémica por
resonancia magnética, al igual que la recuperacién funcional y el déficit motor y sensorial, a lo
largo de 7 dias hasta su sacrifico, de la forma indicada en la Figura 15. Desde 1 hora después de
la reperfusion, se administra el tratamiento de nicotina, el de nicotina + AICAR o el vehiculo,

segun el grupo al que corresponda. Esto se realiza para ambos grupos de dieta, STD y HFD.

v

%

) (]l

Figura 14. Protocolo de estudio con un periodo de seguimiento de 28 dias tras la tMCAO.
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Figura 15. Protocolo de estudio con un periodo de seguimiento de 7 dias tras la tMCAO.

5. Procedimientos para el seguimiento de los animales

5.1. Administracion de tratamientos

Todos los tratamientos realizados en este estudio se realizan bajo una administracién
subcutanea. Este tipo de administracion no requiere anestesia y se realiza por la zona lateral
dorso-caudal del animal, por encima de la pata posterior. Se inmoviliza el animal con la ayuda
de un trapo cubriéndole la cabeza, se pellizca el lomo del animal con la misma mano; con la otra
mano se introduce la aguja, paralelamente a la columna vertebral. Este procedimiento puede ser
llevado a cabo durante varios dias seguidos.

El tratamiento con nicotina (Nicotine tartrate salt, MP Biomedicals, USA) se lleva a cabo
en una dosis de 2 mg/kg cada 12 horas [319, 320] desde 1 hora tras la repercusion hasta el
sacrificio de los animales (dependiendo del experimento, a los 28 o 7 dias), y en un volumen
total de 100 ul (en salino), igual que el tratamiento con vehiculo (salino).

El tratamiento con AICAR (5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-B-D-ribofuranosido, TRC
Inc., Canada) se lleva a cabo en una dosis de 0.5 g/kg [264] cada 24 horas desde 1 hora tras la

repercusion hasta los 7 dias que se sacrifican los animales, y en un volumen total de 4 ml (en
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agua). Este tratamiento solo se realiza a 7 dias porque, ante sus efectos secundarios, es lo

recomendable en la bibliografia [264].

5.2. Estudios por resonancia magnética

5.2.1. Equipo de resonancia

Los estudios de imagen por resonancia magnética (MRI) se realizan en un iman de
diametro horizontal de 9,4 T (Bruker BioSpin, Alemania) con antenas de gradiente blindadas de
20 cm de ancho (440 mT/m). La transmision de radiofrecuencia se lleva a cabo por un
resonador de volumen de tipo jaula; se detecta la sefial usando una antena de superficie de
cuatro elementos colocada sobre la cabeza del animal, el cual se fija con una barra que sujeta los
dientes, unos palos que sujetan los oidos y cinta adhesiva. Se realizaron exploraciones piloto de
eco de gradiente al comienzo de cada sesion de adquisiciobn de imagenes, para un

posicionamiento preciso del animal dentro del hueco del iman.

5.2.2. Protocolo de neuroimagen por resonancia magnetica
5.2.2.1. Angiografia por resonancia magnética

La angiografia por resonancia magnética (MRA) se utiliza para identificar el poligono de
Willis y para evaluar el flujo sanguineo relativo durante la tMCA. Las imagenes axiales de
MRA del cerebro de rata son 58 cortes apilados que mapean todo el cerebro. Los pardametros
utilizados para la secuencia Flash 3D TOF de MRA fueron: FOV 30,72 x 30,72 x 14 mm®,
matriz de imagen 256 x 256 x 58 (en resolucion plana 120 mm/pixel x 120 mm/pixel x 240

mm/pixel), tiempo de repeticion 15 ms, 2 promedios y tiempo de eco 2,4 ms.
5.2.2.2. Imégenes de difusion y mapas de coeficiente de difusion aparente

Con el fin de evaluar la extensién y localizacién de la regién hipoperfundida del cerebro
durante la oclusion, se realizan imagenes de difusion (DWI) en la resonancia magnética. Es
importante sefialar que en la practica clinica la region del infarto de las imégenes de difusion en
resonancia magnética se muestra como una sefial hiperintensa, mientras que en las imagenes
preclinicas es normalmente una sefial hipointensa. Esto se debe a que las imégenes clinicas por
resonancia magnética presentan la imagen para el valor “b” mas alto de la secuencia (DWI)
mientras que las imégenes preclinicas son normalmente mapas del coeficiente de difusion
aparente (ADC), resultado del ajuste de todos los valores “b” a un decaimiento exponencial.
Atendiendo a estos mapas, la tMCAO esta afectando al territorio de la ACM donde se puede

observar una reduccion del flujo sanguineo cerebral en la corteza y estriado (oscuro en escala de
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grises). Durante la tMCAO, los mapas de coeficiente de difusién aparente se obtienen utilizando
secuencias de imagen spin-eco eco-planar con los pardmetros de adquisicion: FOV 24 x 16
mm?, matriz de imagen 96 x 64 (en resolucion plana 200 mm/pixel x 200 mm/pixel), 14
intervalos consecutivos de 1 mm de grosos, tiempo de repeticion 4 s, 4 promedios, tiempo de
eco 26,91 ms, ancho de banda espectral 200.000 Hz y 7 valores de difusion b: 0; 300; 600; 900;
1200; 1600 y 2000. Las imagenes de difusion fueron adquiridas durante la oclusién de la ACM,

de forma basal.
5.2.2.3. Secuencia T2

Con el fin de evaluar el modelo de obesidad inducida por dieta y la eficacia de los
tratamientos estudiados en este trabajo, se obtuvieron imagenes con peso T2 por resonancia
magnética y se calcularon mapas T2 para cuantificar el volumen de infarto a lo largo del tiempo.
La iméagenes con peso T2 se obtuvieron utilizando una secuencia spin-eco “multieco” y
“multislides” con los siguientes parametros de adquisicion: FOV 19,2 x 19,2 mm? matriz de
imagen 192 x 192 (resolucion isotropica en el plano de 100 um /pixel x 100 um/pixel), 14 cortes
consecutivos de 1 mm de espesor, tiempo de repeticion de 3 sy 16 ecos con 9 ms de tiempo de
eco. Las imégenes con peso T2 fueron adquiridas en diferentes momentos (24 'y 72 horas y 7,
14 y 28 dias) tras la isquemia.

5.2.3. Analisis de las imagenes de resonancia magnética

Todas las imagenes fueron procesadas usando ImageJ (Rasband WS, ImageJ, NIH,
http://rsb.info.nih.gowl/ij). Los volimenes de infarto se determinaron a partir de mapas de ADC
y mapas T2 seleccionando manualmente las areas de valores ADC reducidos o de sefial T2
hiperintensa. La suma de las areas de los 14 cortes axiales del cerebro que son del grosor de 1
mm, nos aporta el resultado de volumen en mm?® (Figura 15).

La formacion de edema se determin6 mediante la cuantificacion de la desviacion de la linea
media del cerebro, representada como la relacion entre el volumen del hemisferio ipsilateral
(donde esté la lesion isquémica) y el contralateral. Se calculé el volumen de lesion en mm®
como el volumen de lesién en mm®/ Edema. El volumen de lesién en % del hemisferio
ipsilateral se calculé como: [(volumen de la lesién en mm?®/ Edema) / volumen del hemisferio

ipsilateral en mm®] x 100.
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——— Volumentotaldel cerebro

Volumen del hemisferio ipsilateral

——= Volumende lalesién isquémica

Figura 16. Medicion del volumen de lesion en las imégenes de resonancia magnética. En las
imagenes de RM se obtienen 14 cortes de 1 mm de grosor, por lo que la suma del area de estos 14
cortes nos aporta el resultado de volumen. Se mide el volumen total, el del hemisferio ipsilateral y el
de la lesién para poder calcular el edema y el % de lesion respecto al hemisferio ipsilateral.

5.3. Evaluacion funcional y del déficit motor y sensorial

Para la evaluacion de la recuperacion funcional se realizé el test funcional del Cilindro
[353] y la evaluacion del déficit motor y sensorial mediante la escala de Bederson antes de la
tMCAO (basal), a las 24 y 72 horas y a los 7, 14 y 28 dias. La examinacion funcional y del
déficit motor y sensorial se realiza siempre en el periodo de actividad de los animales (las
primeras 6h del ciclo de oscuridad).

El test del Cilindro estd disefiado para evaluar la asimetria locomotora en modelos de
roedores con trastornos del SNC. En esta prueba, mientras el animal se mueve dentro de un
cilindro de pléstico transparente de 20 x 30 cm, se registra la actividad de sus extremidades
anteriores durante 10 minutos con una camara de video de infrarrojos (Sony, Japon). El uso de
las extremidades anteriores se define por la colocacion de toda la palma en la pared del cilindro,
lo que indica su uso para el soporte del cuerpo. Se apuntan 10 contactos de las extremidades
anteriores para cada animal registrados durante la grabacion, anotando cuantos de ellos son con
la derecha o con la izquierda (Figura 17). Con esto se observa la lateralidad de los animales, es
decir cuanto mas usan una extremidad que otra. Tras el modelo de tMCAO hay una hemiparesia
izquierda causada por la lesion isquémica en el hemisferio derecho, por lo que se usa mas la
extremidad derecha. El indice de lateralidad se calcula como el nimero de contactos con la
extremidad izquierda respecto al total de contactos (esta cerca de 0,5 en animales sanos y tiende

a 0 en animales isquémicos ya que tienen una preferencia de uso de la extremidad derecha).
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Figura 17. Imagen representativa de la exploracion de una rata en el test del cilindro.

La escala de Bederson se utiliza para ver la recuperacion del déficit motor y sensorial,
evaluando diferentes items (Tabla 3) que reflejan el déficit motor y sensorial causado por la
lesion isquémica en uno de los hemisferios cerebrales. Tras la realizacion de los diferentes items

por parte de los animales, se obtiene una puntuacion final de la escala en base a las puntuaciones

de los mismos. La escala de Bederson [353] va desde 0 (asintomatico) hasta 8 (déficit grave).

Puntuacion Déficit
normal

) 2 bajo;
Nivel de actividad 0 muy alto;

3 muy bajo
1 alto K

Movimiento circular espontaneo 0 1
Flexion espontanea de la extremidad parética 0 1
Giro al levantar el animal por la cola 0 1
Incapacidad de extension de la extremidade

parética al suspender el animal por la cola 0 1
Deteccidn de bordes con la extremidad parética 0 1
TOTAL 0 8

Tabla 2. Evaluacién del déficit motor y sensorial mediante la escala de Bederson. En cada item
estudiado se otorga un punto ante la incapacidad de realizar la tarea, salvo el nivel de actividad que
se punttia como: 0; muy alto, 1; alto, 2; bajo y 3; muy bajo.
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5.4. Sacrificio, diseccidon y extraccion de tejidos

Al término de cada procedimiento experimental se sacrificaron los animales por luxacion
cervical y decapitacion posterior segun las normas y leyes de experimentacién animal. Se
extrajeron los tejidos (cerebro, grasa blanca subcutanea y epididimal, grasa parda, higado y
musculo) y se conservaron a -80°C hasta su procesamiento y analisis. La grasa blanca

subcutanea y epididimal, asi como la grasa parda, se pesan antes de su congelado.

6. Analisis molecular de proteinas en el hemisferio ipsilateral

6.1. Extraccion de proteina

En primer lugar se separd la porcion del cerebro de interés para el estudio, y el resto de la
muestra se volvié a congelar a -80°C. Concretamente, empleando una matriz se extrajo un corte
axial de 2 mm de grosor del hemisferio ipsilateral correspondiente a la zona media de la lesion
isquémica (Figura 18).

Figura 18. Extraccidn de un corte axial de la zona isquémica en el hemisferio ipsilateral para la
extraccion de proteina.
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Luego, durante todo el proceso de extraccion, las muestras estuvieron refrigeradas a 0°C
para evitar la degradacién de las proteinas. En un tubo eppendorf de 2 ml con cierre de
seguridad (Safe-Lock Tubes 2.0 ml, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) se le afiadié un volumen
de 1 ml de tampon de lisis (Composisicion del tampon de lisis: 2,5 ml Tris-HCI pH 7,5; 2,5 ml
EGTA 0,2 M pH8; 2,5 ml EDTA 0,2 M pH8; 5ml Triton X-100; 5 ml Ortavanadato Sédico 0,1
M, 1 g Fluoruro Sédico; 1,1 g Pirofosfato Sodico; 46 g Sacarosa; H,O hasta 500 ml y ajustar pH
a 7,5) con inhibidor de proteasas (Complete TM, Roche, Mannhein, Alemania). Las muestras se
homogeneizaron por un proceso de disgregacion y rotura celular mecénica mediante un
homogeneizador (TissueLyser Il, Qiagen, Germantown, MD, USA) durante 2-3 min con una
frecuencia de unos 30 Hz. Posteriormente, se centrifugaron durante 30 minutos a 13.200 rpm y
a 4°C. Se retird el sobrenadante en otra alicuota y se congel6 a -80°C, hasta el momento de su

analisis.

6.2. Cuantificacion de proteina

Para determinar la concentracion de proteina en las alicuotas obtenidas en la extraccion,
mantenidas a 4°C en hielo, se utilizo el método colorimétrico de Bradford, utilizando el kit Bio-
Rad Protein Assay (Protein Assay Dye Reagent, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Para ello, se
procedié a diluir cada muestra por un factor de 1:26 en H,O destilada dentro de tubos
eppendorfs. En una placa de 96 pocillos, se cargaron por duplicado 10 pul de cada muestra, y
posteriormente se afiadieron 250 ul de reactivo de Bradford diluido en proporcion 1:4 en H,O
destilada y a una temperatura de 37°C. Ademas, en cada placa se realizé una recta de calibrado,
mediante una dilucién seriada de BSA (Albumin bovine fraction V powder, Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) con 7 puntos duplicados, (0,03125; 0,0625; 0,125; 0,125; 0,25; 0,5; 0,7 y 1
mg/ml). Luego en un lector de placas (Multiskan Go Microplate Spectrophotometer, Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA) se incubd la placa durante 5 min a 37° y se midid la colorimetria
en OD (optical density) en cada pocillo a una longitud de onda de A=595nm. A través de la
extrapolacion de los valores de la recta de calibrado se determiné la concentracion de proteina
de cada muestra. Una vez determinada la cantidad de proteina de cada muestra se prepararon

alicuotas a la concentracion necesaria para cada analisis (20 ug/14 pl en cada pocillo para un

gel).

6.3. Western blot

6.3.1. Preparacion de las muestras

Las proteinas son separadas mediante electroforesis desnaturalizante en geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel Electroforesis). Al
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tratarse de una técnica que se basa en la separacién de proteinas por su masa molecular, en base
a su migracion en un campo eléctrico, es necesario neutralizar una serie de caracteristicas de las
proteinas que darian lugar a patrones de migracion erréneos e identificaciones incorrectas. Por
un lado, es necesario eliminar la estructura cuaternaria de la proteina para poder reproducir una
migracion en el gel lo mas proporcional posible a su tamafio. Y por otro lado, dado que las
proteinas van a estar sometidas a un campo eléctrico, es necesario eliminar la carga intrinseca de
los polipéptidos, (desnaturalizarlos) y otorgarles el mismo signo de carga. Para ello, se prepard
una alicuota de cada muestra, con la misma concentracion de proteina total (20 ug/14 ul en cada
pocillo para un gel) en tampodn de lisis con inhibidor de proteasas. A cada muestra ademas se le
afiadié la misma proporcion de solucion de carga 5x. Este tampo6n de carga proporciona a la
alicuota la eliminacion de la estructura cuaternaria de la proteina (B-mercaptoetanol, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), uniformiza su carga eléctrica de forma proporcional a su longitud
(SDS, Sodium DodecylSulfate, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y le da una densidad mayor
(Glicerol, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Todo esto facilita su carga en el gel y ademas tiene
un colorante para identificar el frente de migracién (azul de bromofenol, MERK, Darmstadt,

Alemania).

6.3.2. Electroforesis

La electroforesis se realiz6 en un gel que tiene una estructura tridimensional, en forma de
red, formada por la polimerizacion de acrilamida y bis-acrilamida (N,N-metilenobisacrilamida).
El proceso de polimerizacion se cataliza por amonio persulfato (APS) (Ammonium persulfate,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y TEMED (N,N,N,N-tetramethyletilenediamina, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). La concentracion de acrilamida y bis-acrilamida (30%
Acrylamide/Bis Solution 29:1, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) en el gel determina el tamafio de
los poros de la red tridimensional y el grado de migracion de las proteinas segin su tamafio. El
gel consiste de dos fracciones, una fraccion concentradora con 4% de acrilamida/bis-acrilamida,
en la que la que se agrupan las muestras a cargar, de manera que la separacion de las proteinas
de las diferentes muestras ocurra de forma simultanea, y una fraccion separadora con 6%, 8% y
10% en funcion del tamafio de la proteina de interés (Compossicion gel concentrador 4%: H20
destilada 3,4 ml; Acrilamida/bisacrilamida (30%) 0,83 ml; 1,5M Tris (pH 8,8) 0,63 ml; SDS
10% 50 pl; APS 10 % 50 pl; TEMED 5 pl). También se emplearon geles SDS-PAGE
comerciales con la fraccién separadora del 7,5 0 10% (Criterion™ TGX™ Precast Midi Protein
Gel, BioRad, USA) con 24 pocillos, para poder cargar un mayor nimero de grupos. Los geles se
montaron en un kit de electroforesis (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, Hercules, CA,



Materiales y métodos

USA) y se sumergieron en tampon running 1x (Composicion del tampon de running 5X: 72 g de
Glicina, 15 g de Trizma base, 5 g de SDS, H20 destilada hasta 1L).

Previamente a la carga de las muestras en el gel se agitaron y se calentaron a 95° C durante
10 minutos para la desnaturalizacion de las proteinas y se volvieron a agitar. En cada pocillo del
gel se cargaron 14 ul de muestra. En uno de los carriles se cargaron 5 pl de un marcador de
pesos moleculares (Precision Plus Protein Standars-Dual Color, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
En cada gel se cargaron siempre muestras de todos los grupos experimentales.

Una vez esto, se sometieron las muestras a un campo eléctrico (voltaje constante de 140 V-
120 V y amperaje de 180 mA durante 1 h en los geles sintetizados, y voltaje constante de 200 V
durante 40 min en los geles comerciales), conectando el kit de electroforesis a una fuente de
energia (PowerPac HC High Current Power Suppy, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), en el que se
indujo la migracién de las proteinas hacia el catodo. Se detuvo la electroforesis cuando el frente

de migracion lleg6 a una distancia aproximada de unos 0,5 cm del final del gel.

6.3.3. Transferencia

Una vez finalizada la electroforesis las proteinas deben ser transferidas a una membrana
para poder realizar el analisis de expresion de cada proteina; para ellos son sometidas a un
campo eléctrico capaz de movilizar las proteinas hasta la membrana donde quedaran adsorbidas
y donde se realizardn las incubaciones con los diferentes anticuerpos. Se realiz6 una
transferencia de tipo semi-seca, donde la membrana y el gel se situan uno debajo del otro
separados por papeles absorbentes de las placas que crean el voltaje (Trans-Blot Semy-Dry
Transfer Cell, Bio-Rad). Se utilizaron membranas de PVDF (Polivinylidene Fluoride
Immobilion-P membrane, Millipore), cortadas con unas dimensiones de 8,5 x 6,5 cm en los
geles sintetizados y 14 x 7 cm en los geles comerciales, activadas previamente durante 5 min en
metanol, 5 min en H,O destilada y 5 min en tampén de transferencia. Composicion del tampon
de transferencia 25X: 36,5 g de Glicina, 72,5 g de Trizma base, 4,5 g de SDS, H20 destilada
hasta 500 ml. Composicién del tampdn de transferencia 1X: 40 ml de tampon de transferencia
25X, 200 ml de Metanol, H20 destilada hasta 1L.

El papel de transferencia (Extra Thick Blot Paper, Bio-Rad) se empapd en tampon de
transferencia para que a traves de él pudiera crearse el campo eléctrico necesario para la
transferencia; el gel y la membrana se colocaron entre dos piezas de papel de transferencia de
manera que asi se cre6 un campo eléctrico necesario para la correcta transferencia; se
eliminaron las posibles burbujas que podian quedar entre esta, el papel y el gel con un rodillo.
Se realiz0 la transferencia durante 1 h y 40 min a un voltaje constante de 250 V conectando el
kit de electroforesis a una fuente de energia (PowerPac HC High Current Power Suppy, Bio-

Rad, Hercules, CA, USA). Para comprobar la correcta transferencia se tifieron las membranas
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con colorante Rojo de Ponceau (Ponceau S Red, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Para eliminar
la tincion fue suficiente con hacer un par de lavados con tampoén de lavado. Componentes
tampon de lavado 10X: 24,2 g de Trizma base, 80 g DE NaCl, H20 destilada hasta 1 L; ajustar
pH a 7,6. Componentes tampon de lavado 1X: 100 ml de tampon de lavado 10X, 1 ml de Tween
20, H20 destilada hasta 1 L.

6.3.4. Inmunodeteccion de proteinas

Tras la transferencia, la membrana se incubo a temperatura ambiente durante 1 h con
tampon de bloqueo (Componentes del tampon de bloqueo: 3 g BSA en 100 ml de tampdn de
lavado). De esta manera se eliminaron las uniones inespecificas ofrecidas por la membrana en
todas aquellas areas donde no existia proteina transferida. Posteriormente, se corté la membrana
tomando como referencia el marcador de pesos moleculares, de manera que, pudiéramos
detectar en una misma membrana proteinas diferentes, de esta forma se pudieron detectar
diferentes proteinas simultineamente. Cada fragmento de membrana se incub6 durante 1 h a
temperatura ambiente o bien toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario diluido previamente
en el tampon de bloqueo (las condiciones especificas de los diferentes anticuerpos empleados
estan en la Tabla 4).

Transcurrido el tiempo de incubacion con el anticuerpo primario, se retird y se hicieron 3
lavados de 5 min con tampén de lavado a temperatura ambiente. Seguidamente se incubaron las
membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario (anti-mouse o
anti-rabbit dependiendo del anticuerpo primario, para que pueda reconocer y unirse
especificamente al mismo) conjugado con la Horseradish Peroxidase (Dako, Produktionsvej 42,

Dinamarca), una enzima que reacciona ante el luminol (o sus derivados) emitiendo luz.



Materiales y métodos

Anticuerpo Primario Casa comercial Dilucién
ACCa Millipore; Billerica, MA, USA 1:1000
pACC CellSignaling; Danvers,MA,USA 1:1000

AMPKual Millipore; Billerica, MA, USA 1:1000
AMPKo2 Upstate; Temecula, CA, USA 1:1000
PAMPK Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:2000
FAS BD, Franklin Lakes, NJ, USA 1:1000
pmTOR Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
pS6K Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
pRAPTOR Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
pTSC2 Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
pUIk1 (Ser 555) Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
GRP78 (BiP) Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
ATF6ao SCBT; Dallas, Texas, USA 1:1000
pPERK SCBT; Dallas, Texas, USA 1:1000
pelF2a SCBT; Dallas, Texas, USA 1:1000
CHOP SCBT; Dallas, Texas, USA 1:1000
pIREla Abcam; Cambridge, UK 1:1000
p-SAPK/INK Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:2000
Caspasa 3 Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
Cleaved Caspasa 3 Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
B-actina SIGMA,; St. Louis, MO, USA 1:5000

Tabla 4.Anticuerpos empleados en el estudio por western blot. Se representa la casa comercial a la
que pertenece y la dilucién realizada con el tampdn de dilucion.

6.3.5. Revelado y fijacion de la sefial

Se retira el anticuerpo secundario y se vuelven a hacer tres lavados; para proceder al

revelado de la membrana se utiliz6 1 ml de un sustrato de revelado que detecta el Horseradish
Peroxidase en proporcion 1:1 (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Cultek). Se incuban las
membranas durante 2 min en oscuridad con este sustrato. Una vez pasado el tiempo de
incubacion se colocaron las membranas en una casete de revelado (Hypercassette, Amersham
Biosciences, Little Chalfont, Reino Unido) y se impermeabilizaron con la ayuda de papel
transparente.

Se procedi6 a su revelado en una sala oscura destinada a tal fin. Se introdujo una hoja de
revelado (FujiMedical X-Ray Film Super RX, Fujifilm Corporation, Tokio, Japon) sobre las
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membranas y se cerrd el casete; se dejo exponer la sefial quimioluminiscentre durante unos
segundos o minutos en funcion de la proteina. Luego se retiro la pelicula y se sumergid en una
solucion reveladora (dilucion 1:10) (G150, Developer/Replenisher, Agfa-Gevaert Group,
Dubendorf, Suiza) hasta que se visualiza la sefial buscada y en ese momento se sumerge la
pelicula en liquido fijador (dilucion 1:5) (G354, Manual Fixing Bath, Agfa-Gevaert Group,
Dubendorf, Suiza) durante un par de minutos con el fin de fijar la sefial. Por Gltimo se lava la

pelicula con agua correinte y se deja secar.

6.3.6. Cuantificacion

La cuantificacion de la sefial se realiz6 mediante la medicion de la densidad éptica de la
sefial de cada muestra, a partir de las imagenes escaneadas en resolucién 400 ppp (CanonScan
9900F, Canon, Tokio, Japdn) de las peliculas autorradiografiadas, con el software informatico
ImageJ (ImageJ 1.40g, Wayne Rasband, NIH, USA). Cada medicion de densidad Optica se
corrigié por la medicién de la densidad éptica de una region adyacente a la sefial de las

muestras.

7. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en todos los experimentos se analizaron mediante los softwares
estadisticos IBM SPSS Statistics for Windows version 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) y
GraphPad Instad (GraphPad Instad Software, v5, La Jolla, CA, USA). Se ha comprobado la
distribucion de los datos mediante el test estadistico Kolmogorov Smirnov. Ante una
distribucion norma de los datos, el grado de significacion estadistica se determin6 por el test
estadistico t-Student para la comparacion entre 2 grupos y el andlisis estadistico ANOVA
seguido del test estadistico post-hoc Bonferroni para la comparacion entre mas de 2 grupos. Los
resultados se representaron como la media y la desviacion estandar de la media (SEM)
(mediaxtSEM). Se consideraron significativos todos los resultados con una p<0,05; muy

significativos con una p<0,01 y extremadamente significativos con p<0,001.
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8. Animales incluidos en el estudio

En el presente trabajo se han utilizado un total de 184 animales, clasificados en 94 con dieta
estandar (Figura 19) y 90 con dieta alta en grasa (Figura 18). Siguiendo los criterios de
inclusion del estudio, dentro de los animales con STD, el 8% (N=7) de los animales se ha
excluido por su muerte durante la cirugia necesaria para la oclusion transitoria de la ACM, el
1% debido a una caida del flujo cerebral sanguineo en el registro doppler menor del 70%, el
38% (N=35) se excluyen por los criterios de neuroimagen a través del estudio de resonancia que
se realiza durante la oclusion de la ACM, por lo que se inluyeronun total de 51 animales (54%).
Dentro de la exclusién por la resonancia magnética, 14 animales son excluidos por la oclusién
de la ACA, 19 por un volumen de difusion fuera del rango establecido como criterio de
inclusion y 2 por algun defecto en sus arterias observado en la angiografia. Del total de animales
incluidos, mueren 6 durante el periodo de seguimiento, por lo queun total de45 animales

concluyeron el periodo de estudio dentro del grupo de dieta estandar (Figura).

ANIMALES STD EMPLEADOS (N=94)
1% (N=1)

6%
54% (N=51)

%

2%

48% (N=45)

M Muerte durante el seguimiento

M Exclusion por oclusionde la ACA
M Exclusion por difusion

i Inclusién para el estudio i Exclusion por defecto en arterias

B Muerte durante la cirugia

M Exclusion por la resonancia durante la oclusidn
Inclusién para el seguimiento

M Exclusion por caida en doppler < 70%

Figura 19. Animales con dieta estandar incluidos en el estudio y criterios de inclusion. Del total de
94 animales empleados, son 45 los animales incluidos para el estudio cumpliendo con los criterios
de inclusion establecidos; una reduccion relativa del flujo cerebral sanguineo medida con el laser
doppler mayor del 70%, ausencia de malformaciones arteriales determinadas con la imagen de
angiografia por RM, volumen basal entre 30-45% respecto al hemisferio ipsilateral medido en los
mapas de coeficiente de difusion, la ACA no ocluida y cirugia o tratamiento correctamente
completados.
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Estos 45 animales incluidos en el estudio fueron aleatorizados en los diferentes grupos de
estudio de la siguiente forma:

> Grupo vehiculo seguido durante 28 dfas: N=10
> Grupo nicotina seguido durante 28 dias: N=10
> Grupo vehiculo seguido durante 7 dias: N=8
> Grupo nicotina seguido durante 7 dias: N=9

> Grupo nicotina + AICAR seguido durante 7 dias: N=8

En el caso de los animales HFD, el 2% (N=2) de los animales se ha excluido por su muerte
durante la cirugia, el 43% (N=39) se excluyeron por el estudio de neuroimagen por resonancia
gue se realiza durante la oclusién de la ACM, por lo que finalmente son incluidos un total de 49
animales (55%). Dentro de la exclusién por la resonancia magnética, 7 animales son excluidos
por la oclusion de la ACA, 30 por un volumen de difusion fuera del rango establecido como
criterio de inclusidn y 2 por algin defecto en sus arterias observado en la angiografia. De los 49
animales incluidos para ser seguidos, mueren 7 durante el periodo de seguimiento y se incluyen

finalmente 42 animales en el estudio con animales de dieta alta en grasa (Figura 20).

ANIMALES HFD EMPLEADOS (N=90)

2% (N=2)
% (N=7)

. 47%(N=42)

u Muerte durante el seguimiento

55% (N=49)

M Exclusion por oclusidnde la ACA

o Exclusién por difusion
i Inclusion para el estudio

i Exclusion por defecto en arterias

B Muerte durante la cirugia
M Exclusién por la resonancia durante la oclusidon

Inclusion para el seguimiento

Figura 20. Animales con dieta alta en grasa incluidos en el estudio y criterios de inclusion. Del total
de 90 animales empleados, son 42 los animales incluidos para el estudio cumpliendo con los
criterios de inclusion establecidos; una reduccion relativa del flujo cerebral sanguineo medida con el
laser doppler mayor del 70%, ausencia de malformaciones arteriales determinadas con la imagen de
angiografia por RM, volumen basal entre 30-45% respecto al hemisferio ipsilateral medido en los
mapas de coeficiente de difusién, la ACA no ocluida y cirugia o tratamiento correctamente
completados.



Resultados

Estos 42 animales incluidos en el estudio fueron aleatorizados en los diferentes grupos de

estudio de la siguiente forma:
> Grupo vehiculo seguido durante 28 dfas: N=8
> Grupo nicotina seguido durante 28 dias: N=8
> Grupo vehiculo seguido durante 7 dias: N=9
> Grupo nicotina seguido durante 7 dias: N=9

> Grupo nicotina + AICAR seguido durante 7 dias: N=8

9. Efecto de la obesidad en el modelo animal de isquemia

cerebral

9.1. Evaluacion del modelo de obesidad inducida por dieta

Se ha generado el modelo de obesidad inducida por dieta mediante el suministro de una dieta
alta en grasa (HFD) con el 45% de las calorias aportadas a partir de grasa, suponiendo un aporte
caldrico de 4,73 kcal/g, durante las 12 semanas previas a la tMCAO. Como control se usa un
grupo de animales alimentados durante el mismo tiempo con dieta estandar (STD), con un
aporte calorico de 2,79 kcal/g. La influencia de la dieta alta en grasa en el modelo de obesidad
inducida por dieta, se refleja en una diferencia de los valores de su peso corporal, ingesta y

grasa blanca corporal respecto al grupo alimentado con dieta estandar.

Antes de comenzar las 12 semanas de dieta, todos los animales parten de un peso corporal
homdgeno, en torno a los 50 gramos, ya que todos tienen 4 semanas y estan recién destetados de
la madre. Sin embargo, tras el suministro de las diferentes dietas, el incremento de peso corporal
es diferente entre los dos grupos (HFD y STD), siendo significativamente mayor para el grupo
HFD ya desde la primera semana (Figura 21A). A medida que avanzan las 12 semanas, la
diferencia se va haciendo mas clara y el peso corporal en el momento de la tMCA es
significativamente mayor en el caso del grupo HFD respecto al STD (Figura 21B);
461,81+11,50 g frente a 411,55+8,80 g, p<0,001.

Se observa que la ingesta del grupo HFD es significativamente menor que la del grupo STD a lo
largo de las 12 semanas de dieta (Figura 21C), un hecho coherente con el elevado aporte
caldrico de la dieta alta en grasa. Y este aporte es tal que, ain con menor ingesta, el consumo
caldrico semanal es significativamente mayor en el grupo HFD (Figura 21D); 469,53+19,45
Kcal frente a 394,28+12,73 Kcal, p<0001, en concordancia con el mayor incremento de peso

corporal de este grupo.
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Figura 21. Evaluacion del modelo de obesidad inducida por dieta. A - Incremento del peso corporal en
los grupos HFD o STD a lo largo de las 12 semanas, expresado como los gramos incrementados respecto
al peso basal. B — Peso corporal en el momento de la tMCAO en ambos grupos de dieta, expresado en
gramos. C — Ingesta de la dieta HFD o STD a lo largo de 12 semanas, en gramos de comida consumida. D
— Kcal consumidas por semana en ambos grupos de dieta. E — Peso de la grasa blanca subcutanea en
ambos grupos de dieta, expresado como % de gramos de grasa respecto a los gramos de peso corporal. F -
Peso de la grasa blanca epididimal en ambos grupos de dieta, expresado como % de gramos de grasa
respecto a los gramos de peso corporal. Los datos se muestran como la media + SEM. *p<0.05 **p<0.01
***n<0.001 respecto al grupo STD; empleando el test estadistico t-Student (N=20 para el grupo STD y
N=16 para el grupo HFD en el incremento de peso, peso en la tMCAQO, ingesta y Kcal/semana, N=10 y

N=8, respectivamente, para las grasas blancas)
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Se ha pesado la grasa blanca (subcutanea y epididimal) y la grasa parda, una vez sacrificados los
animales. De acuerdo con el mayor incremento de peso corporal en el grupo HFD, se ha visto
que, tanto la grasa blanca subcutdnea como la epididimal, tienen un peso significativamente
mayor en el grupo HFD respecto al STD (Figura 21E, 21F); 1,96+0,151% frente a 1,487 +
0,089% de grasa respecto el peso corporal y 0,962+0,08% frente a 0,682+0,043% de grasa
respecto el peso corporal, respectivamente, mientras que no se observan diferencias
estadisticamente significativas para la grasa parda. En este caso no se tienen en cuenta los
animales de cada grupo que tras la tMCAO han sido tratados, ya que dicho tratamiento puede

tener un efecto sobre el peso de las grasas.

9.2. Influencia de la obesidad en el volumen de la lesion isquémica

El seguimiento mediante imagenes de resonancia magnética para la evaluacién de los
volimenes de lesion se ha realizado de forma basal, a las 24 y 72 horas, y a los 7,14 y 28 dias
tras la isquemia, tanto en el grupo STD como HFD. En este caso, para comparar los resultados
entre el modelo de obesidad inducida por dieta y el grupo con dieta estandar, se emplean los
grupos de ambas dietas tratados con vehiculo (salino).

De acuerdo con nuestros criterios de inclusion, el volumen de lesion basal de cada animal,
determinado mediante mapas ADC, esta entre el 30-45% del hemisferio ipsilateral:
38,07£1,20% en el grupo STD vehiculo y 37,33+1,20% en el grupo HFD vehiculo (Figura 22).

Partiendo de estos volimenes basales homogéneos, el modelo de obesidad inducida por
dieta (grupo HFD vehiculo) tiene menores volimenes de lesion tras la isquemia cerebral
respecto el grupo STD vehiculo, como se puede comprobar observando los valores de lesion,
tanto en mm? en la Tabla 5 como en % de lesion respecto al hemisferio ipsilateral en la Tabla 5
y Figura 22, a lo largo de los diferentes puntos de seguimiento durante 28 dias. Mientras que, a
corto plazo, a las 24 y 72 horas, s6lo se observa una tendencia a menores volimenes de infarto
en el grupo HFD respecto al STD que se va acentuando a los 7 dias tras la isquemia, es a largo
plazo, a los 14 dias, cuando se observa una diferencia muy préxima a la significancia estadistica
(p=0,068); un volumen de infarto de 22,36+1,96% del hemisferio ipsilateral en el grupo HFD
frente al 27,48+1,6% del grupo STD.
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Figura 22. Evolucion de la lesion isquémica mediante el seguimiento por resonancia magnética. Los
mapas ADC (DWI o difusion) se adquieren antes del tratamiento para asegurar que todos los animales
incluidos en el estudio tengan dafios isquémicos basales homogéneos. La evaluacion de la lesién
isquémica se lleva a cabo mediante una secuencia de peso T2 registrada a las 24 y 72 horas, y 7, 14 y 28
dias tras la isquemia. A — Iméagenes por resonancia magnética de la evolucion de la lesion durante 28 dias
en los animales STD y HFD vehiculo. B — Analisis cuantitativo de los volimenes de lesién a partir de las
iméagenes por RM en % del hemisferio ipsilateral. Los datos se muestran como la mediatSEM. *p<0.05
en comparacion con el grupo STD; empleando el test estadistico t-Student (N=18 para el grupo STD y
N=17 para el grupo HFD en los seguimientos a 24 horas, 72 horas y 7 dias, N=10 y N=8,
respectivamente, en los seguimientos a 14 y 28 dias).



Resultados

£
% Basal 272,75+11,65 272,60+10,88
g 24 horas 370,61+26,54 351,44+26,09
E 72 horas 408,76+21,87 373,62+20,35
g 7 dias 268,05+17,93 244,64+19,74
(_% 14 dias 178,86+9,81 152,74+12,37
= 28 dias 164,78+9,22 144,94+12,42
e § Basal 38,07+1,20 37,33+1,2
s s
= 2 24 horas 39,78+1,89 37,47+2,09
§ 2 72 horas 43,06+1,42 39,09+1,81
g 7 dias 34,59+1,98 30,68+2,11
§ %E’ 14 dias 27,48+1,6 22,34+1,96
S 28 dias 26,34+1,55 22,37+1,97

Tabla 5. Volumenes de lesion a lo largo de 28 dias tras la isquemia cerebral. Los datos se muestran como
la mediatSEM (N=18 para el grupo STD y N=17 para el grupo HFD en los seguimientos a 24 horas, 72
horas y 7 dias, y N=10 y N=9, respectivamente, en los seguimientos a 14 y 28 dias).

9.3. Influencia en la formaciéon del edema cerebral

Se evalu6 la formacién de edema isquémico midiendo la desviacion de la linea media del
cerebro, la cual se calcula como el volumen del hemisferio ipsilateral entre el volumen del
hemisferio contralateral. En un cerebro sano, sin presencia de edema, la igualdad entre ambos
hemisferios hace que la desviacion de la linea media sea 1. Sin embargo, tras un dafio
isquémico, la consecuente formacion de edema isquémico lleva a que la desviacion de la linea
media sea superior a 1, puesto que el hemisferio ipsilateral se ve incrementado respecto al
contralateral.

En este caso, no se han observado diferencias estadisticamente significativas en los valores
de edema isquémico entre el grupo HFD vehiculo y el grupo STD vehiculo (Figura 23);
1,14+0,012 en el grupo STD vehiculo frente al 1,13+0,014 en el grupo HFD vehiculo a las 24
horas, 1,17+0,013 en el grupo STD vehiculo frente al 1,17+0,011 en el grupo HFD vehiculo a
las 72 horas y 1,05+0,013 en el grupo STD vehiculo frente al 1,03+0,015 en el grupo HFD

vehiculo a las 7 dias tras la isquemia.
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Figura 23. Analisis cuantitativo del edema isquémico en base a los datos de imagen por resonancia
magnética. El edema se mide por la desviacion de la linea media del cerebro calculada como el volumen
del hemisferio ipsilateral entre el volumen del hemisferio contralateral. Los datos se muestran como la
mediaxSEM (N=18 para el grupo STD y N=17 para el grupo HFD).

9.4. Analisis funcional y del deficit motor y sensorial

En la comparacion entre el modelo de obesidad inducida por dieta (grupo HFD vehiculo) y
los animales con dieta estandar (grupo STD vehiculo), también se han estudiado las diferencias
en la funcién sensoriomotora y en el déficit motor y sensorial. La evaluacién funcional mediante
el test del Cilindro analiza la lateralidad de los animales, la cual, por la hemiparesia izquierda
causada por la tMCA, tiende a 0 en animales isquémicos (mientas en un animal sano es
aproximadamente de 0,5). Por otro lado, la escala de Bederson estudia diferentes items de
déficit motor y sensorial, también caracteristico tras la tMCAO, y da una puntuacion que va
desde 0; asintomatico, hasta 8; déficit grave.

No se han observado diferencias estadisticamente significativas entre el grupo HFD y STD
para la recuperacion funcional a lo largo de 28 dias tras la isquemia cerebral (Figura 24A). En
el caso del déficit motor y sensorial, a los 7 dias tras la isquemia cerebral, se ha visto que el
grupo HFD tiene una puntuacion significativamente mas baja (menor déficit motor y sensorial)
en la escala de Bederson respecto al grupo STD (Figura 24B), un dato que concuerda con los

menores valores de lesion isquémica de este grupo a partir de los 7 dias.
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Figura 24. Evaluacion de la funcidn sensoriomotora y del déficit motor y sensorial mediante el test
del Cilindro y la escala de Bederson respectivamente. El andlisis funcional y del déficit motor y
sensorial se realiza antes del dafio isquémico (basal), a las 72 horas, y a los 7, 14 y 28 dias tras la
isquemia. A — Indice de lateralidad en los grupos STD y HFD (vehiculos) para evaluar la funcion
sensoriomotora, calculado como; el nimero de contactos con la extremidad izquierda/ nimero total
de contactos. B — Puntuacién en la escala de déficit motor y sensorial de Bederson en los grupos
STD y HFD (vehiculos), que va desde 0; asintomatico, hasta 8; déficit grave. Los datos se muestran
como la mediazSEM. *p<0.05 en comparacién con el grupo STD; empleando el test estadistico t-
Student (N=18 para el grupo STD y N=17 para el grupo HFD en la evaluacién basal y a los 7 dias,
N=8 y N=9, respectivamente, en la evaluacion a las 72 horas, N=10 y N=8, respectivamente, en la
evaluacion a 14 y 28 dias).
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9.5. Influencia de la obesidad en las rutas moleculares implicadas

en la homeostasis energética
95.1. Larutadela AMPK

Teniendo en cuenta los multiples estudios que observan un incremento de la ruta de la
AMPK tras la isquemia cerebral relaciondndola con la mala prognosis en dicha enfermedad
[264-266, 270-272, 275], asi como algunos estudios que relacionan la inhibicion de esta ruta
molecular en el &mbito de la obesidad debido al exceso energético [252, 253], se ha realizado un
estudio cualitativo, mediante western blot, de las diferentes proteinas que engloban la ruta de la
AMPK, a los 28 dias tras la isquemia cerebral y en ambos grupos de dieta.

Aunque se podria esperar un descenso de la ruta de AMPK en el modelo de obesidad
inducida por dieta debido al exceso energético [252, 253], no se ha visto diferencias
estadisticamente significativas para los niveles de pAMPK (activa) entre los grupos STD
vehiculo y HFD vehiculo (Figura 25). Ademas, se observa un incremento estadisticamente
significativo en la cantidad de AMPKa2 en el grupo HFD respecto al STD.
Contradictoriamente, los niveles de pACC (dowstream de pAMPK) estan disminuidos de forma

estadisticamente significativa en el grupo HFD frente al STD.
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Figura 25. La ruta de AMPK en STD y HFD a los 28 dias tras la isquemia cerebral. Niveles de
proteinas (panel derecho) e imagenes autorradiograficas representativas (panel izquierdo) de la ruta
de AMPK en los grupo STD vehiculo y HFD vehiculo (hemisferio ipsilateral). Los niveles de
proteina se han calculado como % respecto al grupo STD vehiculo, y han sido previamente
normalizados por los niveles de B-actina. Los datos se muestran como la mediaxSEM. *p<0.05 en
comparacion con el grupo STD vehiculo; empleando el test estadistico t-Student (N=6 para cada
grupo).
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9.5.2. Larutade mTOR y de la autofagia

Se ha descrito que la pAMPK activa la autofagia, tanto de forma directa fosforilando a la
kinasa iniciadora de autofagia, Ulk1, como a través de la inhibicion de la ruta de mTOR,
inhibidora de la autofagia [300]. Por eso, se ha estudiado cualitativamente los niveles de las
proteinas que engloban a la ruta de mTOR (incluyendo pTSC2 y pRAPTOR con las
fosforilaciones sobre las que actla la AMPK y que, consecuentemente, inhiben la ruta de
MTOR) [302, 303] y de Ulkl fosforilado en la Ser 555 (fosforilacion sobre la que actua la
AMPK). El estudio, de nuevo, se realiza a los 28 dias tras la isquemia cerebral y en ambos
grupos de dieta.

Se observa que existe una tendencia al incremento de pmTOR en el modelo de obesidad
inducida por dieta (grupo HFD vehiculo) frente al grupo STD vehiculo (Figura 26), un hecho
que concuerda con el descenso muy préximo a la significancia estadistica de pUlk1 en el grupo
HFD respecto al STD, intuyendo una posible reduccion de la autofagia en este grupo. Sin
embargo, no se observan diferencias para la proteina dowstream de pmTOR (pS6K) y las
proteinas que bajo la fosforilacion de pAMPK inhiben dicha ruta (pTSC2 y pRAPTOR),
contradictoriamente al incremento de mTOR, tienen también una tendencia al incremento en el

grupo HFD respecto al STD (que si coincide con la tendencia al incremento de pAMPK).
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Figura 26. La ruta de mTOR y la autofagia en STD y HFD a los 28 dias tras la isquemia cerebral.
Niveles de proteinas (panel derecho) e imagenes autorradiograficas representativas (panel izquierdo)
de la ruta de mTOR y de pUIk1 (Ser 555) en los grupos STD vehiculo y HFD vehiculo (hemisferio
ipsilateral). Los niveles de proteina se han calculado como % respecto al grupo STD vehiculo, y han
sido previamente normalizados por los niveles de B-actina. Los datos se muestran como la
mediatSEM. *p<0.05 en comparacion con el grupo STD vehiculo; empleando el test estadistico t-
Student (N=6 para cada grupo).
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9.5.3. EI ER stress

Los estudios que demuestran la importancia del estrés del reticulo endoplasmatico (ER
stress) en la patologia de la isquemia cerebral [305, 307], nos han llevado al estudio cualitativos
de la cantidad de proteinas que forman parte del llamado ER stress, a los 28 dias tras la
isquemia cerebral y en ambos grupos de dieta.

No se han observado diferencias estadisticamente significativas en la mayor parte de los
componentes del ER stress, aungue se observa una leve tendencia al incremento de los mismos
en el grupo HFD vehiculo respecto al grupo STD vehiculo (Figura 27), un hecho que
concuerda con el incremento de ER stress en la obesidad descrito en la bibliografia [306]. Sin
embargo, contradictoriamente, los niveles de pelF2a (dowstream de pPERK) aparecen con una
reduccion estadisticamente significativa en el grupo HFD frente al STD. No hay diferencias
entre estos grupos para CHOP, la principal proteina que relaciona el ER stress con la apoptosis.
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Figura 27. La ruta de ER stress en STD y HFD a los 28 dias tras la isquemia cerebral. Niveles de
proteinas (panel dereho) e imagenes autorradiograficas representativas (panel izquierdo) de la ruta
de ER stress en los grupos STD vehiculo y HFD vehiculo (hemisferio ipsilateral). Los niveles de
proteina se han calculado como % respecto al grupo STD vehiculo, y han sido previamente
normalizados por los niveles de B-actina. Los datos se muestran como la mediatSEM. *p<0.05 en
comparacion con el grupo STD vehiculo; empleando el test estadistico t-Student (N=6 para cada
grupo).

9.5.4. La apoptosis

Queriendo profundizar més en el estudio de la influencia de la obesidad inducida por dieta
en la apoptosis, proceso clave en la prognosis tras una isquemia cerebral [43, 45-50] e inducido
por la ruta de AMPK [289-296] e ER stress [305-307], se han estudiado los niveles de uno de
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los efectores finales de dicho proceso, la caspasa 3 (completa y cleaved, que esté en estado
activo), a los 28 dias y en ambos grupos de dieta.

Se ha observado una disminucién estadisticamente significativa de los niveles de la caspasa
3 cleaved (activa) en el modelo de obesidad inducida por dieta (HFD vehiculo) frente al grupo
STD vehiculo (Figura 28), mientras que no hay diferencias entre estos grupos para la caspasa 3.
La disminucion de la forma activa de la caspasa 3 es un hecho que concuerda con la tendencia a

mejores resultados del grupo HFD en los volumenes de lesion y déficit motor y sensorial.
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Figura 28. La Caspasa 3 en STD y HFD a los 28 dias tras la isquemia cerebral. Niveles de proteina
(panel derecho) e iméagenes autorradiogréficas representativas (panel izquierdoo) de la Caspasa 3 en
los grupos STD vehiculo y HFD vehiculo (hemisferio ipsilateral). Los niveles de proteina se han
calculado como % respecto al grupo STD vehiculo, y han sido previamente normalizados por los
niveles de B-actina. Los datos se muestran como la mediazSEM. *p<0.05 en comparacién con el
grupo STD vehiculo; empleando el test estadistico t-Student (N=6 para cada grupo).

10. Efecto neuroprotector de la nicotina en el modelo animal
de isquemia cerebral

10.1. Disminucion del peso corporal, ingesta y peso de la grasa

Tras la isquemia cerebral generada mediante el modelo de tMCAOQ, los animales tienden a
disminuir su ingesta con una consecuente pérdida de peso. En los animales tratados durante 28
dias, tanto en el grupo de dieta STD como HFD, se observa que el tratamiento con nicotina tiene
un claro efecto reductor de la ingesta, peso corporal y peso de las grasas blancas, en
concordancia a lo descrito anteriormente por el grupo [320].
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El peso corporal va disminuyendo a lo largo de los 28 dias de seguimiento y tratamiento,
siendo mas pronunciado en los grupos tratados con nicotina frente a los tratados con vehiculo,
tanto en la dieta STD como HFD. Asi, a los 28 dias tras la isquemia, la reduccion de peso de los
grupos tratados con nicotina es significativamente mayor que la reduccion de peso en los
respectivos grupos vehiculo (Figura 29A); 44,5+7,76 g frente a 18,8+11,73 g en el grupo STD
y de 72,5+7,32 g frente a 13,14+7,29 g en el grupo HFD.

Estos resultados concuerdan con una reduccion significativamente mayor de la ingesta en
los grupos tratados con nicotina de ambas dietas frente a los tratados con vehiculo, ya desde las
72 horas de la isquemia cerebral (Figura 29B, 29C). A los 28 dias tras la isquemia, ambos
grupos de dieta presentan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos tratados o
no con nicotina; los STD nicotina tienen una ingesta de 22+3 g/dia frente a de 33+3,5 g/dia en el
grupo STD vehiculo, y los HFD nicotina tienen una ingesta de 16+1,6 g/dia frene a 22+2,8
g/dia en el grupo HFD vehiculo.

Ademas, en consonancia, se observa una disminucion estadisticamente significativa en el
peso de las grasas blancas (subcutanea y epididimal) de los grupos tratados con nicotina frente
a los tratados con vehiculo de la misma dieta. En la Figura 29D se puede ver en la grasa
subcutanea que el grupo STD nicotina tiene un 0,57+0,03% g grasa/ peso corporal frente al
0,96+0,08% g grasa/ peso corporal del STD vehiculo, y el HFD nicotina tiene un 1,32+0,08% g
grasa/ peso corporal frente al 1,48+0,04% ¢ grasa/ peso corporal del HFD vehiculo. Por otro
lado, en la Figura 29E se puede ver que en la grasa epididimal el grupo STD nicotina tiene un
1,24+0,1% g grasa/ peso corporal frente al 1,49+0,039% g grasa/ peso corporal del STD
vehiculo, y el HFD nicotina tiene un 0,68+0,04% g grasa/ peso corporal frente al 0,54+0,03% g
grasa/ peso corporal del HFD vehiculo.
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Figura 29. Efecto del tratamiento de nicotina en el peso corporal, la ingesta y la grasa blanca. A —
Descenso del peso corporal bajo el tratamiento con nicotina en los grupos HFD y STD a los 28 dias
tras la isquemia (expresado como los gramos perdidos). B — Disminucion de la ingesta bajo el
tratamiento con nicotina en el grupo STD a lo largo de los 28 dias tras la isquemia (en g/dia). C —
Disminucién de la ingesta bajo el tratamiento con nicotina en el grupo HFD a los 28 dias tras la
isquemia (en g/dia). D — Reducién del peso de la grasa blanca subcutanea bajo el tratamiento con
nicotina en los grupos HFD y STD a los 28 dias tras la isquemia (en % de g de grasa respecto al
peso corporal). E - Reducion del peso de la grasa blanca epididimal bajo el tratamiento con nicotina
en los grupos HFD y STD a los 28 dias tras la isquemia (en % de g de grasa respecto al peso
corporal). Los datos se muestran como la media + SEM. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001; empleando
el test estadistico t-Student (N=10 para los grupos STD vehiculo y STD nicotina, N=8 para los
grupos HFD vehiculo y HFD nicotina).
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10.2. Reduccién del volumen de lesion isquémica

El efecto del tratamiento con nicotina en el volumen de lesién isquémica se ha estudiado en
ambos grupos de dieta, STD y HFD. El seguimiento mediante imégenes de resonancia
magnética para la evaluacion de los volimenes de lesion isquémica se ha realizado de forma
basal, a las 24 y 72 horas, y a los 7,14 y 28 dias tras la isquemia (Figura 30). De acuerdo con
nuestros criterios de inclusion, el volumen de lesion basal de cada animal, determinado
mediante mapas ADC, esta entre el 30-45% del hemisferio ipsilateral: 38,07+1,20% en el grupo
STD vehiculo, 37,07+1,12% en el grupo STD nicotina 37,33+1,20% en el grupo HFD vehiculo
y 37,31£1,22% en el grupo HFD nicotina.

Partiendo de estos volumenes basales homogéneos, en ambos grupos de dieta (STD y
HFD) se observa que el tratamiento con nicotina reduce la lesidn isquémica desde las 24 horas
tras la isquemia, persistiendo su efecto protector hasta los 28 dias (Figura 30). El anélisis
estadistico de los volimenes de infarto en ambos grupos de dieta muestra una reduccion
estadisticamente significativa en los diferentes puntos de seguimiento cuando se comparan los
grupos tratados con nicotina frente a los tratados con vehiculo de su respectivo grupo de dieta,
por la prueba t de Student. Ademas, como se puede ver en la Figura 30 la reduccion de la lesion
isquémica por parte de la nicotina es mas acusada en el caso del grupo HFD, siendo el volumen
de lesion del grupo HFD nicotina significativamente menor también respecto al STD vehiculo a
lo largo de los 28 dias, tanto por la prueba t de Student entre estos grupos (Figura 30) como con
el ANOVA entre los 4 grupos (P<0,05 en los seguimientos a 24 horas y 28 dias, y P<0,01 en los
seguimientos a 72 horas, 7 y 14 dias), un dato que concuerda con los resultados sobre la
tendencia a menores volimenes de lesion en el grupo HFD frente al STD. Los datos sobre los

volimenes de lesion se pueden ver mas detallados en la Tabla 6.
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Figura 30. Evolucion de la lesién isquémica bajo el tratamiento con nicotina mediante el
seguimiento por resonancia magnética. Los mapas ADC (DWI o difusion) se adquieren antes del
tratamiento para asegurar que todos los animales incluidos en el estudio tengan dafios isquémicos
basales homogéneos. La evaluacion de la lesidn isquémica se lleva a cabo mediante una secuencia
de peso T2 registrada a las 24 y 72 horas, y a los 7, 14 y 28 dias tras la isquemia. A — Imagenes por
resonancia magnética de la evolucién de la lesion en los animales STD vehiculo, STD nicotina,
HFD vehiculo y HFD nicotina. B — Anélisis cuantitativo de los volimenes de lesion a partir de las
imagenes por RM en % del hemisferio ipsilateral. Los datos se muestran como la mediatSEM.
*p<0.05 **p<0.01len comparacién con el grupo STD vehiculo y +p<0.05 en comparacién con el
grupo HFD vehiculo; empleando el test estadistico t-Student (N=18 para el grupo STD vehiculo,
N=19 para el grupo STD nicotina, N=17 para los grupos HFD vehiculo y HFD nicotina en los
seguimientos a 24 horas, 72 horas y 7 dias, y N=10, N=10, N=8, respectivamente, en los
seguimientos a 14 y 28 dias).

Tania Lépez Gonzalez Pagina 143



Estudio preclinico de la paradoja de la obesidad en la isquemia cerebral:
efecto terapéutico del tratamiento con nicotina

STD STD HFD HFD
VEHICULO NICOTINA | VEHICULO NICOTINA

Basal 272,75%11,65 265,35+9,59 262,60+10,88 262,19+8,66

24 horas 370,61+26,54 304,35£14,49 351,44+26,09 275,99+21,95

72 horas 408,76+21,87 346,86+14,12 373,62+20,35 314,94+12,79
7 dias 268,05+17,93 210,08+12,10 244,64+19,74 201,60+16,51
14 dias 178,86+9,81 136,57+7,65 152,74+12,37 121,60+9,9

Volumen de infarto (mm?)

28 dias 164,78+9,22 132,80+16,78 144,94+12,42 116,20+9,32

8 b Basal 38,07+1,20 37,15+1,12 37,33+1,2 37,31+1,22
£ :;; 24horas  39,78+1,89 33,70+1,12 37,47+2,09 31,21+1,79
8 = 72horas 4306142 37,55+1,27 39,00+1 81 35,35+1,42
g G 7 dias 34,50+1,98 26,64+1,27 30,68+2,11 24,89+1,60
§ iE’ 14 dias 27,48+1,6 20,48+1,28 22,34+1,96 17,93+1,56

g 28 dias  26,34+155 20,43+1,69 22,37+1,97 18,06+1,53

Tabla 6. Volimenes de lesion bajo el tratamiento con nicotina a lo largo de 28 dias tras la isquemia
cerebral. Los datos se muestran como la mediazSEM (N=18 para el grupo STD vehiculo, N=19 para
el grupo STD nicotina, N=17 para los grupos HFD vehiculo y HFD nicotina en los seguimientos a
24 horas, 72 horas y 7 dias, y N=10, N=10 y N=8, respectivamente, en los seguimientos a 14 y 28
dias).

10.3. Disminucion del edema cerebral

Se evalud la formacion de edema isquémico midiendo la desviacion de la linea media del
cerebro y, en concordancia con los resultados obtenidos en los volimenes de lesion isquémica,
se ha observado que el tratamiento con nicotina reduce la formacion de edema (Figura 31). A
las 24 horas ya se aprecia una disminucion del edema isquémico en los grupos tratados con
nicotina frente a los tratados con vehiculo, en ambos grupos de dieta, siendo estadisticamente
significativa en el grupo HFD. El valor maximo de formacién del edema se observa a las 72
horas tras el dafio isquémico, y es en este punto donde se observa una mayor reduccién del
edema en los grupos tratados con nicotina frente a los tratados con vehiculo de forma

estadisticamente significativa (Figura 31y Tabla 7).



Resultados

1.34
= 3 STD VEHICULO
ks @8 HFD VEHICULO
©
£ 3 HFD NICOTINA
o
P @8 HFD NICOTINA
8 1.2
0
‘U g
T
£
g >
W
3
2 1.14
°
3
0
£
(]
T
°
>

24 HORAS 72 HORAS 7 DIAS

Seguimiento

Figura 31. Analisis cuantitativo del edema isquémico bajo el tratamiento con nicotina, en base a los
datos de imagen por resonancia magnética. El edema se mide por la desviacion de la linea media del
cerebro calculada como el volumen del hemisferio ipsilateral entre el volumen del hemisferio
contralateral. Los datos se muestran como la mediatSEM. *p<0.05 en comparacion con el grupo
STD vehiculo y +p<0.05 en comparacion con el grupo HFD vehiculo; empleando el test estadistico
t-Student (N=18 para el grupo STD vehiculo, N=19 para el grupo STD nicotina, N=17 para los
grupos HFD vehiculo y HFD nicotina en los seguimientos a 24 horas, 72 horas y 7 dias).

STD STD HFD HFD
VEHICULO | NICOTINA | VEHICULO [ NICOTINA
24

1,14+0,012 1,12+0,016 1,130,014 1,09+0,014
horas
72
1,17+0,013 1,13+0,009 1,17+0,011 1,13+0,007
horas

7 dias 1,05+0,013 1,04+0,009 1,03+0,015 1,04+0,014
Tabla 7. Evolucion del edema isquémico. Los datos se muestran como la mediatSEM (N=18 para

el grupo STD vehiculo, N=19 para el grupo STD nicotina, N=17 para los grupos HFD vehiculo y
HFD nicotina en los seguimientos a 24 horas, 72 horas y 7 dias).
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10.4. Mejora funcional y del déficit motor y sensorial

El estudio del efecto terapéutico del tratamiento con nicotina tras la isquemia cerebral, en
ambos grupos de dieta, se completa con la evaluacion de la funcion sensoriomotora y en el
déficit motor y sensorial. El estudio funcional mediante el test del Cilindro analiza la lateralidad
de los animales, la cual, por la hemiparesia izquierda causada por la tMCA, tiende a O en
animales isquémicos (mientas en un animal sano es aproximadamente de 0,5). Por otro lado, la
escala de Bederson estudia diferentes items de déficit motor y sensorial, también caracteristico
tras la tMCAQ, y da una puntuacion que va desde 0; asintomatico, hasta 8; déficit grave.

Paralelamente a los resultados obtenidos para el volumen de lesion y formacion de edema
isquémico, se ha observado que los grupos tratados con nicotina tienden, de forma general, a
una mejoria funcional y del déficit motor y sensorial frente a los grupos vehiculo (Figura 32A,
32B). Esta tendencia no llega a ser estadisticamente significativa en el test del Cilindro, pero en
la escala de Bederson se observa que ya a las 72 horas el grupo HFD nicotina muestra mejores
resultados, con una reduccion estadisticamente significativa de la puntuacion de déficit motor y
sensorial respecto al grupo HFD vehiculo (Figura 32D) y también al STD vehiculo (P<0,05),
en concordancia a los resultados para los volimenes de lesién. A los 7 dias, el grupo STD
vehiculo presenta un incremento estadisticamente significativo del déficit motor y sensorial
frente a los otros 3 grupos de estudio (Figura 32C respecto STD nicotina, y P<0,05 respecto
HFD vehiculo y HFD nicotina). El déficit motor y sensorial a los 14 dias sigue tendiendo a ser
mejor para los grupos nicotina frente a sus respectivos vehiculo, pero sélo el grupo STD
nicotina tiene una disminucion estadisticamente significativa frente al STD vehiculo (Figura
32C).
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Figura 32. Evaluacion de la funcion sensoriomotora y del déficit motor y sensorial bajo el
tratamiento con nicotina mediante el test del Cilindro y la escala de Bederson, respectivamente. El
indice de lateralidad se calcula como; el nimero de contactos con la extremidad izquierda/ nimero
total de contactos. La puntuacion en la escala de déficit motor y sensorial de Bederson va desde 0;
asintomatico, hasta 8; déficit grave. El analisis funcional y del déficit motor y sensorial se realiza
antes del dafio isquémico (basal), a las 72 horas, y a los 7, 14 y 28 dias tras la isquemia. A — indice
de lateralidad para en el grupo STD. B — indice de lateralidad en el grupo HFD. C — Puntuacion en
la escala de déficit motor y sensorial de Bederson en el grupo STD. D — Puntuacién en la escala de
déficit motor y sensorial de Bederson en el grupo HFD. Los datos se muestran como la mediatSEM.
*p<0.05 en comparacion con el grupo de la misma dieta; empleando el test estadistico t-Student
(N=18 para el grupo STD vehiculo, N=19 para el grupo STD nicotina, N=17 para los grupos HFD
vehiculo y HFD nicotina en la evaluacion basal y a los 7 dias, N=8, N=9 y N=9, respectivamente, en
la evaluacion a las 72 horas, N=10, N=10 y N=8, respectivamente, en la evaluacion a 14 y 28 dias).

10.5. Influencia de la nicotina en las rutas moleculares implicadas
en el control de la homeostasis energetica
10.5.1. Inhibicién de la ruta de la AMPK

Teniendo en cuenta los maltiples estudios que observan un incremento de la ruta de la

AMPK tras la isquemia cerebral relacionandola con la mala prognosis en dicha enfermedad

[264-266, 270-272, 275], asi como otros estudios que relacionan la nicotina con la inhibicion de

esta ruta molecular en el ambito de la obesidad [319, 320], se ha realizado un estudio
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cualitativo, mediante western blot, de la cantidad de las diferentes proteinas que engloban la ruta
de la AMPK, a los 28 dias tras la isquemia cerebral y en ambos grupos de dieta.

Tanto en el modelo de obesidad inducida por dieta HFD, como en el grupo STD, se ha
visto la inhibicién de la ruta de AMPK en los grupos tratados con nicotina frente a los grupos
vehiculo de la misma dieta. Como se puede ver en la Figura 33 los niveles de pAMPK (activa)
y consecuentemente los de pACC (activa) estan significativamente disminuidos en los grupos
tratados con nicotina respecto a los grupos vehiculo.

2501

) , STD

L2 = VEHICULO *

S B NICOTINA

> 2001 .

=

©

£

o 1501

ki

g STD HFD

‘% 1001 “ehiculo  Micoting  Wehiculo  Nicating
°

a pampk IR BEES
o -

o 50 4 xx ACC DS — =

8 pATE s .- =
[

= FAS e on o ol . m -
= 0-

PAMPK pPACC FAS AMPKa2 AMPKal ACC
AMPKaZ | o D - - -

2501

= VEHicULO " HFD AMPKal |S5 88 5 S8 m.

@@ NICOTINA _
M S - me--
5 LR o P e ——

150 4 *

100 .

Niveles de proteina/ f-actina (% vehiculo)

pAMPK  pACC FAS AMPKo2 AMPKo1l ACC

Figura 33. Efecto de la nicotina sobre la ruta de AMPK en STD y HFD a los 28 dias tras la
isquemia cerebral. Niveles de proteinas (panel izquierdo) e imagenes autorradiogréficas
representativas (panel derecho) de la ruta de AMPK en los cuatro grupos; STD vehiculo, STD
nicotina, HFD vehiculo y HFD nicotina (hemisferio ipsilateral). Los niveles de proteina se han
calculado como % respecto al grupo vehiculo de su misma dieta, y han sido previamente
normalizados por los niveles de B-actina. Los datos se muestran como la mediatSEM. *p<0.05
**p<0.01 y ***p<0.001 en comparacion con el grupo vehiculo de la misma dieta; empleando el test
estadistico t-Student (N=7 para cada grupo).

Ademas, en concordancia, los niveles de FAS estan incrementados en estos grupos, siendo
el incremento significativo Gnicamente en el grupo HFD. Por otro lado, parece que la expresion
de la subunidad a2 de la AMPK y la expresion de ACC estan incrementadas bajo la
administracion de nicotina en ambas dietas, hecho que podria deberse a una compensacion

molecular contra la gran inhibicion del estado activo de la AMPK causada por la nicotina.



10.5.2.

Inhibicion de la autofagia

Resultados

Se ha descrito que la pAMPK activa la autofagia, tanto de forma directa fosforilando a Ulk,

una de las kinasas gue activan este proceso, como a través de la inhibicién de la ruta de mTOR,

inhibidora de la autofagia [300]. Por eso, se ha estudiado cualitativamente la cantidad de las
proteinas que engloban a la ruta de mTOR (incluyendo pTSC2 [303] y pRAPTOR [302] con las
fosforilaciones sobre las que actia la AMPK) y de Ulk foforilado en la Ser 555 por la AMPK.

El estudio, de nuevo, se realiza a los 28 dias tras la isquemia cerebral.
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Figura 34. Efecto de la nicotina sobre la ruta de mTOR vy la autofagia en STD y HFD a los 28 dias
tras la isquemia cerebral. Niveles de proteinas (panel izquierdo) e imagenes autorradiograficas
representativas (panel derecho) de la ruta de mTOR y de pUIk1 (Ser 555) en los cuatro grupos; STD
vehiculo, STD nicotina, HFD vehiculo y HFD nicotina (hemisferio ipsilateral). Los niveles de
proteina se han calculado como % respecto al grupo vehiculo de su misma dieta, y han sido
previamente normalizados por los niveles de B-actina. Los datos se muestran como la mediatSEM.
*p<0.05 **p<0.01 y ***p<0.001 en comparacion con el grupo vehiculo de la misma dieta;

empleando el test estadistico t-Student (N=7 para cada grupo).

En ambas dietas, los grupos tratados con nicotina, de acuerdo a los resultados vistos para la

ruta de AMPK, presentan la ruta de mTOR incrementada, asi como la presencia de pUIk1 (Ser

555) disminuida, suponiendo una disminucidn de la autofagia. Se puede ver en la Figura 34 que
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los niveles de pTSC2 fosforilada por AMPK, que actda inhibiendo la ruta de mTOR, estan
significativamente reducidos en los grupos tratados con nicotina frente a los grupos tratados con
vehiculo. Consecuentemente, en los grupos nitotina hay un incremento significativo de pmTOR
y su efector dowstream pS6K (en el STD la diferencia para la pS6K es practicamente
significativa con una p=0,06). También es estadisticamente significativa la disminucion de
pUIK1 (Ser 555) en los grupos tratados con nicotina frente a sus respectivos grupos vehiculo.

10.5.3. Inhibicién del ER stress

Ante los estudios que demuestran la importancia del estrés del reticulo endoplasmatico (ER
stress) en la patologia de la isquemia cerebral [305, 307], y el hecho de que la nicotina tenga
efecto en este proceso molecular [320], ha llevado al estudio cualitativos de la cantidad de
proteinas que forman parte del llamado ER stress, a los 28 dias tras la isquemia cerebral.

Se ha visto que los grupos tratados con nicotina; presentan una disminucion de la mayor
parte de las proteinas que engloban al ER stress (Figura 35). En la dieta STD, el grupo tratado
con nicotina presenta una disminucion estadisticamente significativa de los niveles de BiP,
pIREla, ATF6, Yy pelF2, respecto al grupo vehiculo, mientras que, sorprendentemente, los
niveles de pPERK estan incluso incrementados. En el caso del modelo de obesidad inducida por
dieta HFD, en el grupo nicotina se observa una reduccion estadisticamente significativa de
pIREla, pelF2,y pPERK respecto al grupo vehiculo, mientras que BiP tiene un incremento
significativo (hecho que se podria explicar por la compensacion) y en ATF6,no hay diferencias
estadisticamente significativas. En el dltimo efector del ER stress, que abre las puertas a la
apoptosis, CHOP, no parece haber diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
nicotina y vehiculo. Sin embargo, en pJNK, activado por el ER stress y activador de la
apoptosis, si se observa una tendencia clara a su disminucién bajo el tratamiento con nicotina,

siendo esta diferencia estadisticamente significativa en la dieta HFD.
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Figura 35. Efecto de la nicotina sobre la ruta de ER stress en STD y HFD a los 28 dias tras la
isquemia cerebral. Niveles de proteinas (panel izquierdo) e imagenes autorradiogréaficas
representativas (panel derecho) de la ruta de ER stress en los cuatro grupos; STD vehiculo, STD
nicotina, HFD vehiculo y HFD nicotina (hemisferio ipsilateral). Los niveles de proteina se han
calculado como % respecto al grupo vehiculo de su misma dieta, y han sido previamente
normalizados por los niveles de B-actina. Los datos se muestran como la media=SEM. *p<0.05
**p<0.01 y ***p<0.001 en comparacion con el grupo vehiculo de la misma dieta; empleando el test
estadistico t-Student (N=7 para cada grupo).

10.5.4. Inhibicién de la apoptosis

Queriendo profundizar mas en el estudio de la influencia del tratamiento con nicotina en la
apoptosis, proceso clave en la prognosis tras una isquemia cerebral [41, 45, 46, 50], se han
estudiado los niveles de uno de los efectores finales de dicho proceso, la caspasa 3 (completa y
cleaved, en estado activo), en los grupos tratados o no con nicotina de ambos tipos de dietas, a
los 28 dias tras la isquemia cerebral.

Se ha observado una clara disminucion de los niveles de caspasa 3 bajo el tratamiento con
nicotina. Tanto en el grupo STD, como HFD se observa una disminucion estadisticamente
significativa de la caspasa 3 cleaved (Figura 36) en los grupos tratados con nicotina en
comparacion con los tratados con vehiculo. En el caso de la expresion de caspasa 3, la tendencia
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en ambas dietas es a su disminucidn en los grupos tratados con nicotina, pero esta diferencia

solo tiene significancia estadistica en el grupo HFD.
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Figura 36. Efecto de la nicotina sobre los niveles de Caspasa 3 en STD y HFD a los 28 dias tras la
isquemia cerebral. Niveles de proteinas (panel izquierdo) e imagenes autorradiograficas
representativas (panel derecho) de la Caspasa 3 en los cuatro grupos; STD vehiculo, STD nicotina,
HFD vehiculo y HFD nicotina (hemisferio ipsilateral). Los niveles de proteina se han calculado
como % respecto al grupo vehiculo de su misma dieta, y han sido previamente normalizados por los
niveles de B-actina. Los datos se muestran como la mediatSEM. *p<0.05 **p<0.01 y ***p<0.001
en comparacion con el grupo vehiculo de la misma dieta; empleando el test estadistico t-Student
(N=7 para cada grupo).

10.6. Reversion del efecto neuroprotector de la nicotina con un
activador de la ruta de AMPK

10.6.1. Incremento del volumen de lesién y edema isquémico

Teniendo en cuenta los resultados de activacion de la ruta de la AMPK bajo el tratamiento
con nicotina durante 28 dias ligados a una mejora de los volimenes de lesion, edema isquémico
y déficit funcional, ha sido de interés el estudio del tratamiento con nicotina junto a un activador

de la ruta de AMPK, AICAR [264]. Son muchos los estudios que observan un incremento de la



Resultados

ruta de la AMPK tras la isquemia cerebral relacionandola con la mala prognosis en dicha
enfermedad [264-266, 270-272, 275], por lo que se podria esperar una reversion de los efectos
de la nicotina bajo el tratamiento simultdneo con AICAR.

El estudio de la influencia del activador de AMPK, AICAR, sobre el efecto protector de la
nicotina en los volimenes de lesidn isquémica, se ha estudiado tanto en el grupo STD como
HFD. El seguimiento mediante neuroimagen de resonancia magnética para la evaluacion de los
volimenes de lesion isquémica se ha realizado de forma basal, a las 24 y 72 horas, y a los 7 dias
tras la isquemia.

De acuerdo con nuestros criterios de inclusion, el volumen de lesién basal de cada animal,
determinado mediante mapas ADC, estd entre el 30-45% del hemisferio ipsilateral:
40,54+1,48% en el grupo STD vehiculo, 40,40£1,52% en el grupo STD nicotina, 40,57+1,72%
en el grupo STD AICAR, 40,42+1,51% en el grupo HFD vehiculo 40,09+1,51% en el grupo
HFD nicotina y 39,42+1,49% en el grupo HFD AICAR (Figura 37A, 37B).

Tanto en el grupo STD como HFD se ha observado que el efecto protector de la nicotina se
revierte bajo la administracion de AICAR (Figura 37, ver grupos tratados con nicotina y
AICAR). A las 24 y 72 horas tras la isquemia cerebral parece que se mantiene el efecto
protector de la nicotina, observandose incluso una diferencia estadisticamente significativa entre
el grupo vehiculo y el tratado con AICAR a las 24 horas en la dieta STD. Es a los 7 dias cuando
se observan un incremento del volumen estadisticamente significativo del grupo con AICAR
respecto al grupo nicotina, tanto en dieta STD como HFD; un 37,97+2,63% en el grupo STD
con AICAR frente un 29,32+1,45% en el grupo STD nicotina y un 35,91+1,95% en el grupo
HFD con AICAR frente al 26,72+35,91% en el grupo HFD nicotina.
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Figura 37. Evoluciéon de la lesion isquémica bajo el tratamiento con AICAR mediante el
seguimiento por resonancia magnética. Los mapas ADC (difusion) se adquieren antes del
tratamiento para asegurar que todos los animales incluidos en el estudio tengan dafios isquémicos
basales homogeéneos. La evaluacion de la lesion isquémica se lleva a cabo mediante una secuencia
de peso T2 registrada a las 24 y 72 horas, y 7 tras la isquemia. A — Andlisis cuantitativo de los
voldmenes de lesién del grupo STD a partir de las imagenes por RM (en % del hemisferio
ipsilateral) B — Analisis cuantitativo de los volimenes de lesion del grupo HFD a partir de las
imagenes por RM (en % del hemisferio ipsilateral). Los datos se muestran como la mediatSEM.
*p<0.05 **p<0.0len comparacion con el grupo vehiculo de la misma dieta y +p<0.05 en
comparacion con el grupo nicotina de la misma dieta; empleando el ANOVA seguido del test
estadistico Bonferroni (N=8 para los grupos STD vehiculo, STD nicotina + AICAR y HFD nicotina
+ AICAR y N=9 para los grupos STD nicotina, HFD vehiculo y HFD nicotina).
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Se evaluo la formacion de edema isquémico bajo el tratamiento con nicotinay AICAR y se
ha observado que este tratamiento no parece tener efecto en dicha formacion, manteniéndose el
efecto reductor de la nicotina sobre el edema isquémico. Se ha descrito previamente el efecto de
la nicotina en la disminucion del edema isquémico respecto a los grupos tratados con vehiculo,
tanto en STD como HFD (véase de nuevo en la Figura 38A, 38B). En el caso de los grupos
AICAR (tratados con nicotina y AICAR) se observa la misma tendencia a menores valores de
edema isquémico frente a los grupos vehiculo, con resultados estadisticamente significativos a
las 72 horas tras las isquemia (el punto de mayores valores de edema isquémico) en ambas
dietas, y a las 24 horas en el grupo HFD (Figura 38A, 38B).

A B
. 137
131 .
STD =1 STOVEHICULO = HFD = HFD VEHICULO
B STD NICOTING Bl HFD NICOTINA
EE STD MICOTINA+AICAR E Bl HFD MNICOTINA+AICAR
o
2 2
& 1.24 k
| *
© ©
Es E K
o> @
K o
o w
E 14 5
s 2
; k
s g
24 HORAS 72 HORAS 7 DiAS 24 HORAS 72 HORAS 7 DiAS
Seguimiento Seguimiento

Figura 38. Andlisis cuantitativo del edema isquémico bajo el tratamiento con AICAR en base a los
datos de imagen por resonancia magnética. El edema se mide por la desviacion de la linea media del
cerebro calculada como el volumen del hemisferio ipsilateral entre el volumen del hemisferio
contralateral. A — Grupo STD. B — Grupo HFD. Los datos se muestran como la mediatSEM.
*p<0.05 en comparacion con el grupo STD vehiculo; empleando el ANOVA seguido del test
estadistico Bonferroni (N=8 para los grupos STD vehiculo, STD nicotina + AICAR y HFD nicotina
+ AICAR, y N=9 para los grupos STD nicotina, HFD vehiculo y HFD nicotina).

Los resultados mas detallados sobre la medicion del edema isquémico a lo largo de 7 dias

se pueden ver en la Tabla 8.
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-- VEHICULO NICOTINA AICAR

24 horas 1,160,019 1,15:0,025  1,14£0,014
= 72 horas 1,180,015 1,150,016 1,150,021
. 7 dias 1,070,012 1,08+0,02 1,050,009
24 horas 1,160,014 1,11:0,024  1,10£0,018
m 72horas  1,19+0,015 1,140,006  1,13+0,01
- 7 dias 1,070,07 1,05:0,016  1,04£0,014

Tabla 8. Evolucion del edema isquémico bajo el tratamiento con AICAR en STD y HFD. Los datos
se muestran como la mediatSEM (N=8 para los grupos STD vehiculo, STD nicotina + AICAR y
HFD nicotina + AICAR y N=9 para los grupos STD nicotina, HFD vehiculo y HFD nicotina).

10.6.2. Empeoramiento funcional y del déficit motor y sensorial

Se ha evaluado la recuperacion funcional y el déficit motor y sensorial tras la isquemia
cerebral, durante 7 dias, para evaluar el efecto del tratamiento con del activador de AMPK,
AICAR, sobre la neuroproteccién inducida por el tratamiento con nicotina en ambos grupos de
dieta.

En los animales con dieta estandar, como se puede observar en la Figura 39, no se han
observado diferencias estadisticamente significativas entre el grupo nicotina + AICAR y los
grupos vehiculo o nicotina (ni mejoria sobre el primero, ni empeoramiento sobre el segundo,
como se podria esperar). Unicamente se ha observado la diferencia previamente comentada,
entre el grupo STD nicotina (menor déficit motor y sensorial) y el STD vehiculo, a los 7 dias, en

la escala de Bederson.
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Figura 39. Evaluacion de la funcion sensoriomotora y del déficit motor y sensorial bajo el
tratamiento con AICAR mediante el test del Cilindro y la escala de Bederson, respectivamente, en el
grupo STD. El analisis funcional y del déficit motor y sensorial en los tres grupos (STD vehiculo,
STD nicotina y STD nicotina + AICAR) se realizan antes del dafio isquémico (basal) y a las 72
horas y 7 dias tras la isquemia. A — indice de lateralidad para evaluar la funcién sensoriomotora
calculado como; el nimero de contactos con la extremidad izquierda/ nimero total de contactos. B —
Puntuacion en la escala de déficit motor y sensorial de Bederson que va desde 0; asintomatico, hasta
8; déficit grave. Los datos se muestran como la media+tSEM. *p<0.05 en comparacién con el STD
vehiculo; empleando el ANOVA seguido del test estadistico Bonferroni (N=8 para los grupos STD
vehiculo y STD nicotina + AICAR y N=9 para el grupo STD nicotina).

En cuanto al modelo de obesidad inducida por dieta, como se puede ver en la Figura 40,

no se han observado diferencias estadisticamente significativas entre el grupo nicotina +

AICAR vy los grupos vehiculo o nicotina en el test del Cilindro, pero si se observa una diferencia
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estadisticamente significativa entre el grupo HFD nicotina + AICAR y el HFD nicotina, a los 7
dias, en la escala de Bederson (mayor déficit bajo el tratamiento con AICAR, de forma pareja a
los peores resultados de los volimenes de lesion), ademas de la diferencia entre el HFD nicotina

y HFD vehiculo a las 72 horas ya comentada anteriormente.
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Figura 40. Evaluacién de la funcidon sensoriomotora y del déficit motor y sensorial bajo el
tratamiento con AICAR mediante el test del Cilindro y la escala de Bederson, respectivamente, en el
grupo HFD. El analisis funcional y del déficit motor y sensorial en los tres grupos (HFD vehiculo,
HFD nicotina y HFD nicotina) se realizan antes del dafio isquémico (basal) y a las 72 horas y 7 dias
tras la isquemia. A - indice de lateralidad para evaluar la funcion sensoriomotora calculado como; el
namero de contactos con la extremidad izquierda/ nimero total de contactos. B - Puntuacion en la
escala de déficit motor y sensorial de Bederson que va desde 0; asintomatico, hasta 8; déficit grave.
Los datos se muestran como la mediatSEM. *p<0.05 en comparacion con el HFD vehiculo y
+p<0.05 en comparacion con el HFD nicotina; empleando el ANOVA seguido del test estadistico
Bonferroni (N=8 para el grupo HFD nicotina + AICAR y N=9 para los grupos HFD vehiculo y HFD
nicotina).
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10.6.3. Reversion del efecto de la nicotina sobre las rutas moleculares
implicadas en la homeostasis energética
10.6.3.1. Activacion de la ruta de AMPK

Ante la reversion del efecto protector de la nicotina bajo el tratamiento con AICAR
(activador de AMPK) de forma simultanea al de nicotina (inhibidor de AMPK), reflejado en
mayores volimenes de infarto y peores resultados para el déficit funcional, se ha comprobado el
efecto de dicho tratamiento simultaneo en los niveles de los componentes de la ruta de AMPK, a
los 7 dias tras la isquemia.

En el grupo STD, se ha visto la inhibicion de la ruta de AMPK en el grupo tratado con
nicotina frente al grupo vehiculo a los siete dias tras la isquemia, igual que se habia visto a los
28. Como se puede ver en la Figura 41 los niveles de pAMPK (activa) y consecuentemente los
de pACC (activa) estan significativamente disminuidos en el grupo tratado con nicotina
respecto al grupo vehiculo.
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Figura 41. Efecto de AICAR sobre la ruta de AMPK en STD a los 7 dias tras la isquemia cerebral.
Niveles de proteinas (panel izquierdo) e imagenes autorradiograficas representativas (panel derecho)
de la ruta de AMPK en STD (STD vehiculo, STD nicotina y STD nicotina + AICAR, en el
hemisferio ipsilateral). Los niveles de proteina se han calculado como % respecto al grupo vehiculo
de su misma dieta, y han sido previamente normalizados por los niveles de B-actina. Los datos se
muestran como la mediatSEM. *p<0.05 en comparacién con el grupo STD vehiculo y +p<0.05
++p<0.01 en comparacion con el grupo STD nicotina; empleando el test estadistico t-Student (N=7
para cada grupo).

Por otro lado, parece que la expresion de la subunidad a2 de la AMPK estd incrementada
bajo la administracion de nicotina, hecho que podria deberse a una compensacion molecular
contra la gran inhibicion del estado activo de la AMPK causada por la nicotina. En cuanto al

tratamiento simultaneo de nicotina con AICAR, se ha visto que tiene un efecto potenciador de la
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ruta de la AMPK, como era de esperar. Véase de nuevo en la Figura 40, como en el grupo
AICAR los niveles de pAMPK y pACC son significativamente mayores que los niveles en el
grupo nicotina, de la misma forma que los niveles de AMPKa2 estan significativamente

disminuidos.

10.6.3.2. Activacion de la autofagia

Se continda el estudio molecular con el analisis cualitativo de las proteinas que componen
la ruta de mTOR y de pUIk1 Ser 555 (efector de la autofagia fosforilado por la AMPK), a los
siete dias tras la isquemia.

En el grupo STD, de nuevo, se ha visto revertido el efecto de la nicotina sobre estas rutas
ante el tratamiento simultaneo de nicotina y AICAR. Se puede ver en la Figura 42 que, ademas
del aumento estadisticamente significativo de la pmTOR y pS6K en el grupo nicotina frente al
grupo vehiculo a los 7 dias tras la isquemia, los niveles de estas proteinas son significativamente
menores en el grupo nicotina + AICAR respecto al grupo nicotina.
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Figura 42. Efecto de AICAR sobre la ruta de mTOR y autofagia en STD a los 7 dias tras la
isquemia cerebral. Niveles de proteinas (panel izquierdo) e imagenes autorradiograficas
representativas (panel derecho) de la ruta de mTOR y autofagia en STD (STD vehiculo, STD
nicotina y STD nicotina + AICAR, en el hemisferio ipsilateral). Los niveles de proteina se han
calculado como % respecto al grupo vehiculo de su misma dieta, y han sido previamente
normalizados por los niveles de B-actina. Los datos se muestran como la mediaxSEM. *p<0.05
**p<0.01 en comparacion con el grupo STD vehiculo y +p<0.05 en comparacion con el grupo STD
nicotina; empleando el test estadistico t-Student (N=7 para cada grupo).

Ademés, los niveles de pUIKk1 tienen un incremento estadisticamente significativo en el

grupo tratado con AICAR frente al grupo nicotina, en concordancia al incremento de la ruta de



Resultados

AMPK observado en dicho grupo. Se ha visto una diferencia significativa para los niveles de
pTSC2 (fosforilado por AMPK) entre los grupos nicotina y nicotina + AICAR vy el grupo
vehiculo, siendo menores en los dos primeros (Figura 42). Hay una minima tendencia al
incremento de los valores de esta proteina en el grupo nicotina + AICAR frente al grupo
nicotina, que seria de esperar ante el incremento de pAMPK y disminucion de la ruta de mTOR
observados en este grupo.

10.6.3.3. Activacion del ER stress

Otro estudio cualitativo que se ha realizado para ver el efecto del tratamiento con AICAR
junto a la nicotina, es el de la ruta de ER stress a los 7 dias tras la isquemia.

En el grupo STD, se ha visto que, en primer lugar, la nicotina reduce los niveles de la
mayoria de los componentes de ER stress, respecto al grupo vehiculo, a los 7 dias de la
isquemia (al igual que lo que se veia en el estudio a los 28 dias); siendo una diferencia
estadisticamente significativa en el caso de BiP, pIREla, pelF2o y pJNK. Ademas hay una
tendencia clara a la reduccion de CHOP (p=0,08) y, contradictoriamente, los niveles de pPERK

estan incrementados respecto al grupo vehiculo (Figura 43).
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Figura 43. Efecto de AICAR sobre La ruta de ER stress en STD a los 7 dias tras la isquemia
cerebral. Niveles de proteinas (panel izquierdo) e imagenes autorradiogréficas representativas (panel
derecho) de la ruta de ER stress en STD (STD vehiculo, STD nicotina + AICAR y STD nicotina +
AICAR, en el hemisferio ipsilateral). Los niveles de proteina se han calculado como % respecto al
grupo vehiculo de su misma dieta, y han sido previamente normalizados por los niveles de B-actina.
Los datos se muestran como la mediatSEM. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 en comparacion con el
grupo STD vehiculo y +p<0.05 ++p<0.01 +++p<0.001 en comparacién con el grupo STD nicotina;
empleando el test estadistico t-Student (N=7 para cada grupo).
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En cuanto al tratamiento simultaneo de nicotina y AICAR, se observa una reversion del
efecto de la nicotina sobre la ruta de ER stress, y vemos asi cdmo el grupo nicotina + AICAR
tiene un incremento estadisticamente significativo de los valores de todos los componenetes del
ER stress estudiados; BiP, pIRE1a, ATF6a, pelF2a, pJNK y CHOP, respecto al grupo nicotina
(Figura 43). Como el efecto de la nicotina sobre el ER stress se ve revertido bajo un activador
de AMPK se podria pensar que dicho efecto de la nicotina sobre esta ruta es a través de la ruta
de AMPK.

10.6.3.4. Influencia en la apoptosis

Ante el incremento de la ruta de AMPK e ER stress (incluyendo CHOP y pJNK que llevan
a la apoptosis) bajo el tratamiento simultaneo de nicotina y AICAR, también se han estudiado
los niveles de caspasa 3 a los 7 dias tras la isquemia.

En el grupo STD, como se puede apreciar en la Figura 44, ya a los 7 dias hay una
reduccion estadisticamente significativa de los niveles de caspasa 3 cleaved en el grupo nicotina
respecto al grupo vehiculo, al igual que una tendencia a la reduccion de la caspasa 3 (p=0,09).
En el caso del grupo nicotina + AICAR, se observa un incremento estadisticamente significativo
de la expresion de la caspasa 3 frente al grupo nicotina, mientras que en el caso de la caspasa 3
cleaved se mantiene la reduccion significativa respecto al grupo vehiculo, al igual que el grupo

nicotina.
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Figura 44. Efecto de AICAR sobre los niveles de caspasa 3 en STD a los 7 dias tras la isquemia
cerebral. Niveles de proteinas (panel izquierdo) e imagenes autorradiograficas representativas (panel
derecho) de la caspasa 3 en STD (STD vehiculo, STD nicotina y STD nicotina + AICAR, en el
hemisferio ipsilateral). Los niveles de proteina se han calculado como % respecto al grupo vehiculo
de su misma dieta, y han sido previamente normalizados por los niveles de B-actina. Los datos se
muestran como la media+tSEM. *p<0.05 en comparacién con el grupo STD vehiculo y +p<0.05 en
comparacion con el grupo STD nicotina; empleando el test estadistico t-Student (N=7 para cada

grupo).
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Discusion
DISCUSION

En este trabajo se ha evaluado la influencia de la obesidad inducida por dieta en un
modelo de isquemia cerebral focal transitoria y se ha investigado el papel neuroprotector de

la nicotina en este mismo modelo de isquemia cerebral.

> Influencia de la obesidad inducida por dieta en la isquemia cerebral

Desde hace afios, el estudio del efecto nocivo de la obesidad en la salud ha sido el
objetivo de numerosos estudios, viéndose que la obesidad se asocia con muchas
enfermedades cronicas como la diabetes mellitus, las enfermedades cardiovaculares,
accidentes cerebrovasculares, hipertensién y ciertos tipos de cancer [121, 122, 123, 124,
125]; conduciendo al incremento de su tasa de mortalidad y morbilidad [149, 150].
Concretamente, en el caso del accidente cerebrovascular o ictus, se ha visto que la obesidad
se asocia con un riesgo de padecer dicha enfermedad; por cada unidad que se incrementa el
IMC desde los 20 kg/m?, se incrementa un 5% el riesgo de padecer un ictus [155]. Este
riesgo se puede explicar, en gran medida, por la hipercolesterolemia, hipertension y
diabetes mellitus desencadenados por la obesidad [152, 154, 155]. Ante esto, es evidente
gue los supervivientes de ictus obesos llevan consigo estos factores de riesgo vascular, y
de ahi la peor respuesta de los mismos al tratamiento recanalizador con tPA tras un ictus
[165]. De forma contradictoria, en los Gltimos afios, hay numerosos trabajos que relacionan
la obesidad con una mejor prognosis en los pacientes de diferentes enfermedades
vasculares como la insuficiencia cardiaca [169], infarto agudo de miocardio [170], cirugia
de bypass [171], cirugia valvular [172], enfermedad coronaria [173] y como no, el ictus o
accidente cerebrovascular [161, 162, 174-177]. Esta relacion inesperada entre la obesidad y
una mejor prognosis se ha llamado la paradoja de la obesidad, aunque en el caso del ictus
no todos los estudios estan de acuerdo [179, 180, 181] y se ha generado un gran debate.

Teniendo en cuenta que estos estudios clinicos son meramente observacionales sin
aportar ningln mecanismo causal, asi como la posible existencia de sesgo de seleccion, en
el presente estudio se ha tratado de estudiar la paradoja de la obesidad de forma preclinica,
en el modelo de isquemia cerebral transitoria por la oclusion de la ACM mediante un
filamento [110]. El objetivo final es poder entender la fisiopatologia y el mecanismo
molecular que esta por debajo de la paradoja de la obesidad, con la finalidad de identificar
nuevas dianas moleculares que puedan ser empleadas para mejorar la prognosis general del
ictus isquémico, mas alé de la poblacién obesa.

Son ya muchos los estudios preclinicos que han tratado de evaluar la influencia de

la obesidad en la prognosis del ictus o accidente cerebro vascular, tanto hemorragico como
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isquémico, y parece haber un consenso de que la obesidad empeora el resultado tras dicha
enfermedad. De forma generalizada, se ha visto el efecto nocivo de la obesidad a través del
incremento de la inflamacion y del empeoramiento vascular. Ademas de un incremento del
dafio isquémico, los roedores obesos suelen mostrar una mayor permeabilidad de la barrera
hematoencefalica y mayor incidencia de transformacion hemorrégica [186, 189, 191, 193,
194, 196, 203, 207, 208, 209], aunque esta Ultima no se observa siempre en los modelos
inducidos por dieta [208]. Quizas teniendo en cuenta el papel de la BBB en la homeostasis
cerebral de iones y agua, se ha visto un incremento del edema cerebral en roedores obesos
[191, 195, 196, 198, 203, 209, 210]. Mientras tanto, el dafio de la sustancia blanca también
estd incrementado en los roedores obesos post-ictus [196]. De forma importante, el edema
cerebral, la ruptura de la BBB y la transformacién hemorragica son indicadores de peor
prognosis en los pacientes.

Debido a que las mutaciones monogénicas (por ejemplo, deficientes de leptina o su
receptor) que conducen a la obesidad son en realidad muy poco comunes en la poblacién
[247, 248], se ha elegido un modelo de obesidad inducida por dieta, en rata, para estudiar
las diferencias de la prognosis tras un ictus respecto a un grupo control alimentado con
dieta estandar. Se ha empleado una dieta con un 40% de grasa durante 12 semanas desde
gue los animales son destetados, de la misma forma que se ha llevado a cabo en otros
estudios del grupo [320]. La mayoria de los estudios emplean dietas con un 60% de grasa,
y hay que tener en cuenta la posibilidad de que el efecto nocivo encontrado sea por la
composicion de la dieta mas que por la obesidad causada. Ademas, muchas veces no se
observan estos resultados negativos hasta un nivel umbral de obesidad [205, 208],
ignorando quizés los efectos potencialmente protectores de la obesidad. En este estudio, de
la misma forma que se ha visto en los estudios previos del grupo [320], el grupo
alimentado con dieta alta en grasa desencadena una serie de caracteristicas propias de la
obesidad. Se ha visto que, respecto al grupo con dieta estandar, el incremento de peso del
grupo HFD es significativamente mayor, al igual que el peso de su grasa blanca subcutanea
y epididimal. En la investigacion clinica de la paradoja de la obesidad se ha descrito que la
medida de obesidad que refleja con mayor precision la adiposidad nociva es la medida de
grasa visceral/abdominal [184, 185].

Hay que tener en cuenta que la obesidad en los modelos animales también esta
ligada al incremento de otros factores de riesgo de ictus como son la hipertension, diabetes
y dislipemias [195, 242, 243], dificultando el hecho de establecer una relacion causal entre
la prognosis tras un ictus y la obesidad por si sola. Por otro lado, todos los estudios
preclinicos que hay en la bibliografia estan centrados en la evolucion de la lesion isquémica

dentro de las 48 h de reperfusién, un aspecto que podria explicar el por qué no se encuentra
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paradoja de la obesidad en los estudios preclinicos. Ademas, en estos trabajos emplean
técnicas histolégicas o medicion de volumenes de lesion por técnicas de tincion para la
evaluacion del dafio, sin una homogeneidad en el volumen de la lesion basal previa al
tratamiento, un hecho que hace cuestionar la fiabilidad de las diferencias encontradas.

Ante esto, en este trabajo se ha estudiado la influencia de la obesidad en la
prognosis hasta los 28 dias tras la isquemia cerebral por tMCAO, evaluando la evolucién
de la lesion isquémica, del edema, de la funcion motora y del déficit motor y sensorial
mediante el seguimiento en diferentes tiempos. Se han homogeneizado los volimenes de
lesion basales mediante imagen por resonancia magnética (mapas del coeficiente de
difusion) durante la oclusion de la ACM, y se ha seguido la evolucién de la lesion también
por RM (secuencia T2), aportando asi unos resultados mas concluyentes. Lo gue se ha visto
es que la lesién isquémica a corto plazo no parece estar afectada por la influencia de la
obesidad, ni de forma positiva ni negativa, pero, a largo plazo se ven mejores resultados
(menores lesiones) en el grupo HFD respecto al STD, siendo significativos a los 14 dias, un
hecho que concuerda con la paradoja de la obesidad vista en los estudios clinicos [161,
162, 174-177] y se contrapone a los estudios preclinicos que observan peores resultados a
las 24 h [202-213]. En el edema isquémico no se han observado diferencias entre el grupo
HFD y STD, aunque se podria esperar que fuese el grupo HFD el de peores resultados
viendo toda la bibliografia que habla de la influencia negativa de la obesidad en el mismo
[191, 195, 196, 198, 203, 209, 210]. Mientras que en el test funcional no se han visto
diferencias, si se observa que el déficit motor y sensorial evaluado con la escala de
Bederson estd significativamente mejorado, a los 7 dias, en el grupo HFD, de forma
paralela a los resultados vistos para la lesién isquémica.

Las consecuencias metabdlicas del ictus han sido poco estudiadas preclinicamente
en general, y menos aun en el contexto de la obesidad. Por ejemplo, una razén hipotética de
que la obesidad es protectora en pacientes con ictus es que las reservas metabdlicas
presentes en la obesidad protegen contra la pérdida de peso después del accidente
cerebrovascular y la pérdida de masa muscular asociada [244]. Debido a esto, y con el
objetivo de poder ver el mecanismo que subyace a la leve mejoria tras la isquemia cerebral
en el modelo de obesidad inducida por dieta respecto al grupo con dieta estandar, se han
estudiado las rutas moleculares implicadas en el control del metabolismo energético.

La principal ruta de control de la homeostasis energética es la ruta de la AMPK
[249, 250], una kinasa que responde a los bajos niveles energéticos (se activa, fosforila, por
AMP y por la accién de otras kinasas) activando rutas de produccion de ATP e inhibiendo
rutas de consumo de ATP como la oxidacion de &cidos grasos. Es coherente, por tanto, el
hecho de que la pAMPK este disminuida (ruta inactivada) en un modelo de obesidad

inducida por dieta debido a una ingesta calorica elevada, un hecho visto en hip6talamo y
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masculo [252] o en médula espinal [253], en este Gltimo caso ademas asocidndose a una
mejor recuperacion en un modelo de esclerosis maltiple. Teniendo en cuenta los multiples
estudios que apoyan la idea de que la activacion de la AMPK tras un ictus isquémico (por
el fallo energético e incremento de Ca*®) estd relacionada con la patogenia de esta
enfermedad [264-266, 270-272, 275], se ha estudiado dicha kinasa y sus efectores
downstream en el hemisferio ipsilateral, para evaluar el efecto de la obesidad en la misma
dentro de la isquemia cerebral. Se ha visto que, en contraposiciéon a lo esperado, no se
observa una disminucion en los niveles de pAMPK (incluso hay un ligero incremento) a los
28 dias tras la isquemia, mientras que los niveles de AMPKo?2 estan incrementados en el
grupo HFD. Contradictoriamente, los niveles de pACC (dowstream AMPK) si se
encuentran disminuidos en el grupo HFD. En la isquemia cerebral se activa la ruta de la
AMPK como un intento de restaurar el fallo energético [254], por lo que, se podria pensar
en la existencia de una sobre-expresion de la subunidad 02 de la AMPK (implicada en el
dafio tras la isquemia cerebral [270]) ante la disminucién de los niveles de pAMPK por la
dieta HFD en el momento de la isquemia. De esta forma, una inhibicion de la ruta reflejada
con bajos niveles de pACC se podria ver camuflada. Por eso, se han estudiado las
diferencias entre HFD y STD en los niveles de las proteinas de esta ruta a los 7 dias
también (datos no mostrados), viéndose que las diferencias para los niveles de las proteinas
son las mismas que a los 28 dias. De esta forma no se corrobora nuestra hipotesis inicial de
gue bajos niveles de pAMPK en el modelo de obesidad, dentro de la zona cerebral de
lesion, favorezca a una mejor prognosis tras la isquemia.

La autofagia, un tipo de muerte celular que consiste en la absorcion citoplasmatica,
esta relacionada con la AMPK, que activa dicho proceso, tanto por fosforilacion directa en
la Ser 555 de una de las kinasas iniciadoras de dicho proceso, Ulk1, como por la inhibicion
del complejo TORCL1, el cual en estado activo inhibe la autofagia [300] y activa la sintesis
proteica a través de la pS6K [301]. En este trabajo se ha observado que la kinasa pUIK1,
activada por fosforilacion de la pAMPK en la Ser 555 y desencadenante de autofagia,
tiende a menores valores en el grupo HFD respecto al STD, a pesar de que no se han
observado diferencias para la pAMPK. Sin embargo, las proteinas pTSC2 y pRAPTOR,
que también son fosforiladas por la AMPK, desencadenando la activacion del complejo
TORC1, no presentan diferencias entre los dos grupos de dieta, mostrando incluso una
tendencia al incremento en el grupo HFD, al igual que la pAMPK. La proteina mTOR
(principal componente del complejo TORC1) tiende al incremento en el grupo HFD, hecho
que podria explicar en cierta medida la disminucion de pUIkl Ser 555 ya que la

fosforilacion inactivadora de mTOR sobre pUIk1 disminuiria los niveles de esta otra [300].
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Asi se corrobora de nuevo gque no parece haber un efecto beneficioso de la obesidad en la
isquemia cerebral a través de la actuacion de la AMPK.

Diferentes estudios han demostrado la importancia del estrés del reticulo
endoplasmatico (ER stress) en la patologia de la isquemia cerebral [305, 307], al igual que
en la de la obesidad [306]. En el presente trabajo no se han visto diferencias entre el grupo
HFD y STD para la mayoria de proteinas que forman parte de esta ruta molecular que lleva
a la apoptosis celular, e incluso hay cierta tendencia al incremento de la mayor parte de las
mismas, hecho consecuente con el efecto de una dieta alta en grasa [306]. Sin embargo, se
ve una disminucién significativa en el grupo HFD para la pelF2a, a pesar de que su
proteina activadora pPERK no presenta la misma tendencia. Hay que tener en cuenta que la
pelF2a, factor de iniciacion de la traduccion eucariotico 2a, no solo esta activado por dicha
ruta [354]. Este resultado es coherente con una mejor evolucion de la lesion isquémica y
déficit motor y sensorial del grupo HFD, aunque la posible disminucién del ER stress en el
grupo HFD no parece ser la causa de dichos resultados.

Tras una isquemia cerebral, las células que no mueren por necrosis, pero estan
sometidas al estrés isquémico, mueren eventualmente por un proceso mas organizado
conocido como muerte celular programada o apoptosis. Este proceso es caracteristico de la
penumbra, y ha sido la diana terapéutica de muchos de los farmacos probados en la
isquemia cerebral [41, 45]. La via intrinseca y extrinseca de activacion de la apoptosis
convergen en la activaciéon de la caspasa 3 [46, 50]. En el estudio, se ha visto que los
niveles de caspasa 3, no presentan diferencias significativas entre el grupo HFD y STD,
mientras que la caspasa 3 cleaved (activa) si esta significativamente disminuida en el grupo
HFD respecto al STD a los 28 dias de la isquemia, un hecho que concuerda con los
resultados favorables de este grupo para los volimenes de infarto y escala de déficit motor
y sensorial a largo plazo, tras la isquemia cerebral. Tanto la ruta de la AMPK [289-296]
como la de ER stress [305-307], estudiadas en este trabajo, desencadenan en la apoptosis
llevada a cabo por las caspasas [43, 45-50]. Sin embargo, como no se han observado
diferencias en estas rutas entre el modelo de obesidad y el grupo estandar, se podria
completar este trabajo averiguando la causa de la inactivacion de la apoptosis en el modelo
de obesidad tras la isquemia cerebral.

El hecho de estudiar la evolucion de la lesion isquémica, edema, funcién motora y
déficit motor y sensorial, a largo plazo (durante 28 dias) tras la isquemia cerebral, mientras
los estudios hasta la actualidad sélo se centran en las primeras 48 horas tras la isquemia,
supone una novedad en el estudio preclinico de la paradoja de la obesidad. De la misma
forma, se ha estudiado un posible mecanismo causal, a nivel molecular, de los resultados,

de forma contraria a lo que se ha visto en otros estudios que se han centrado en el dafio
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vascular e induccion de la neuroinflamacion, consecuencias previsibles de una dieta alta en
grasa.

A grandes rasgos, se ha visto que la obesidad desencadena una mejor evolucién en
la disminucion de la lesion isquémica y del déficit motor y sensorial a largo plazo, tras la
isquemia cerebral, explicada por una reduccién de la apoptosis reflejada con los menores
niveles de la caspasa 3 cleaved. De esta forma, este trabajo apoya los diferentes estudios en
investigacion clinica que conforman la paradoja de la obesidad [161, 162, 174-177], y
corrobora la hipétesis inicial de que, aunque la obesidad es un factor de riesgo para padecer
un ictus, una vez que se sufre esta enfermedad, actia como un indicador de buena

prognosis.

> Efecto neuroprotector de la nicotina en la isquemia cerebral

El habito de fumar, o tabaquismo, tiene consecuencias negativas sobre la salud
cientificamente comprobadas desde hace muchos afios, sin embargo, el uso del mismo
sigue creciendo globalmente [308]. Y esto se debe, en gran medida, a la nicotina, uno de
los principales componentes del mismo, que tras la unién a los receptores nAChRs
cerebrales activa el sistema de recompensa dopaminérgico produciendo un refuerzo
rapido, es decir, la adicion [312]. Pero la activacion de los receptores nAChRs no sélo
activa el sistema de recompensa, sino que se ha visto que, paraddjicamente, tiene efectos
farmacoldgicos mediante la activacion de los mismos en diferentes patologias, entre las que
destacan las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o el Parkinson [311,
313, 340, 341, 343].

De la misma forma, se ha visto que la nicotina ejerce un efecto sobre la
homeostasis energética. Concretamente, en anteriores estudios del grupo se ha descrito que,
el tratamiento cronico periférico con nicotina reduce el peso corporal al disminuir la
ingesta de alimentos y aumentar la termogénesis del tejido adiposo marrén tanto en ratas
con dieta baja en grasa, como en ratas con dieta alta en grasa. Este balance energético
positivo se asocié con la disminucion de la activacion de la AMPK hipotalamica [320]. En
el presente estudio, se han observado resultados coherentes con dichos estudios previos; en
los dos grupos de dieta, HFD y STD, los grupos tratados con nicotina presentan una mayor
reduccion del peso corporal (tras la isquemia siempre hay reduccion de peso) asociada a
una menor ingesta, al igual que menor cantidad de grasa blanca subcutanea y epididimal a
los 28 dias tras la isquemia, frente a los grupos tratados con vehiculo.

Por otro lado, aunque el tabaquismo esta descrito como uno de los principales
factores de riesgo para padecer un ictus [323], se han visto estudios clinicos con resultados

contradictorios en cuanto a la prognosis tras un ictus en pacientes fumadores [326-328] e
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incluso con mejores resultados ante el tratamiento recanalizador [336-338]. De la misma
forma, en la investigacion preclinica, el tratamiento con nicotina in vitro reduce la
neurotoxicidad del glutamato a través de los nAChRs a4 y a7 y de la via PI3K-Akt
inhibiendo la apoptosis [339] y el tratamiento con nicotina o con activadores del receptor
a7 in vivo, tiene un efecto beneficioso sobre la recuperacion tras un ictus [344, 345, 347-
351]. Pocos de estos trabajos analizan la evolucion de la lesion isquémica, pero cuando lo
hacen, se basan en la observacion histoldgica o de volumen de lesion mediante técnicas de
tincion, a las 24 horas, y sin una homogeneidad de lesiones basales previas al tratamiento,
cuestiones técnicas que ponen en interrogacion la veracidad del efecto neuroprotector de la
nicotina.

En esta tesis se ha llevado a cabo el tratamiento con nicotina de forma periférica en
el modelo de oclusion transitoria de la ACM, mientras que en la mayoria de los estudios
previos se ha visto el efecto neuroprotector de la activacion del receptor nicotinico a7 [347-
350]. Con el objetivo de testar si existe 0 no un verdadero efecto neuroprotector con el
tratamiento de nicotina tras un ictus, se ha estudiado la evolucién de la lesion isquémica,
del edema, de la funcién motora y del déficit motor y sensorial durante 28 dias. Con los
mapas del coeficiente de difusion mediante RM, se han homogeneizado los volimenes de
lesidn basales durante la oclusion de la ACM de forma previa al tratamiento, de los cuales
se ha seguido su evolucién mediante una secuencia de peso T2 en RM, aportando asi unos
resultados con alta fiabilidad. Lo que se ha encontrado es que la lesion isquémica esta
significativamente disminuida en los grupos tratados con nicotina respecto al grupo
vehiculo de su misma dieta desde las 24 horas tras la isquemia cerebral, al igual que lo que
se ha visto por otros grupos de investigacion [345], manteniéndose esta neuroproteccion de
la nicotina en la lesién isquémica hasta los 28 dias. Ademas, de forma Ilamativa, se ha
encontrado que el grupo HFD nicotina es el grupo con mejores resultados, presentando una
disminucién de la lesion estadisticamente significativa ante el grupo STD vehiculo cuando
se realiza una comparacion entre los 4 grupos, mientras que este hecho no ocurre entre el
HFD vehiculo y el STD nicotina. Este resultado concuerda con la mejor evolucion de la
lesion en el modelo HFD respecto al STD. El analisis del edema isquémico ha apoyado
estos resultados y se ha visto que la nicotina reduce el edema a las 24 y 72 horas. De la
misma forma, los grupos tratados con nicotina tienen una tendencia a una mejor
recuperacion funcional y presentan un menor déficit motor y sensorial ante sus respectivos
vehiculos a lo largo de los 28 dias, y de nuevo, también hay una tendencia en el grupo HFD
nicotina a tener los mejores resultados en la comparacion a 4.

En general, las consecuencias metabdlicas del ictus isquémico han sido poco
estudiadas preclinicamente, pero ain menos en el estudio del efecto neuroprotector de la

nicotina. En la mayoria de los trabajos previos se han estudiado grandes rasgos de las
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consecuencias desencadenadas por la nicotina en la isquemia cerebral; viéndose que
disminuye la inflamacion y apoptosis [351] o se promueve la sinapsis [344], pero sin
explicar el mecanismo molecular, a través de vias de sefializacion molecular, por debajo de
estos efectos. Ademas ningun trabajo relaciona estos buenos resultados moleculares con
una mejoria en la evolucién de la lesion isquémica. So6lo se profundiza un poco méas en un
estudio que relaciona la activacion del sistema endocanabinoide con el efecto beneficioso
de la nicotina en el volumen de lesion a las 24 horas de la tMCAO, pero en este caso se
realizan un pretratameinto con nicotina [345], mientras que en este estudio se trata de
evaluar el efector neuroprotector de la nicotina con el tratamiento desde 1 hora tras la
reperfusion.

Debido a esto, y a la implicacion de la nicotina en la homeostasis energética a
través del control de rutas moleculares que controlan el metabolismo energético [319, 320],
se ha estudiado el mecanismo causal que subyace al efecto neuroprotector de la nicotina
tras la isquemia cerebral. Ya se ha comentado que la ruta de la AMPK es una de las
principales en el control de la homeostasis energética [249, 250] y, ademas, la activacion
de la AMPK (incremento de pAMPK) tras un ictus isquémico (por el fallo energético e
incremento de Ca+2), esta relacionada con el dafio cerebral de esta enfermedad [264-266,
270-272, 275]. Como ya se comento, en trabajos previos del grupo se ha visto que la
inhibicion de esta ruta en el hipotalamo es el mecanismo causal de la activacion de la
termogénesis e inhibicién de la ingesta en animales con dieta estandar y dieta alta en grasa,
suponiendo la pérdida de peso de los mismos [320]. En el presente trabajo se ha visto que
la nicotina inhibe la ruta de AMPK en el hemisferio ipsilateral a los 28 dias tras la
isquemia, de forma coherente a lo visto en hipotalamo [320]. Hay una disminucién de
pPAMPK y pACC a pesar del incremento en la expresion de AMPKo2 (involucrada en la
patogenia de la AMPK [270]) y ACC, que seguramente sea fruto de un intento de
compensacion de la inhibicién de la ruta por la nicotina, puesto que en la isquemia cerebral
se induce la ruta para una posible compensacién energética [254].

Como se ha comentado previamente, la autofagia estd relacionada con la
neurodegeneracion bajo el agotamiento de energia que ocurre en los mutantes de AMPK de
Drosophila [304] y ademaés, esté bien establecido que la AMPK activa la autofagia, tanto
por fosforilacion directa en la Ser 555 de Ulk1, como por la inhibicion del complejo
TORC1 [302, 303], el cual en estado activo inhibe la autofagia [300] y activa la sintesis
proteica a través de la pS6K [301]. En este estudio se ha visto la inhibicion de los valores
de UIK1 fosforilada por AMPK en la Ser 555, asi como el incremento de la sefializacion de
mTOR (a través de una disminucion de TSC2, fosforilado por AMPK e inhibidor de

TORC1) en los grupos tratados con nicotina respecto a sus grupos vehiculo, lo que sugiere
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una inhibicion de la autofagia por parte de la nicotina a través de la inhibicion de la ruta de
AMPK a los 28 dias tras la isquemia.

Por otro lado, tanto en el grupo HFD como STD, se ha observado una reduccion
del ER stress, implicado en la fisiopatologia de la isquemia cerebral [305,307], bajo el
tratamiento con nicotina, un efecto de la nicotina que también se ha visto previamente en
higado [320]. ElI ER stress activa las proteinas CHOP y JNK y abre las puertas a la
apoptosis 0 muerte celular programada [305, 307]. En este estudio no se observan
diferencias para CHOP bajo el tratamiento con nicotina, sin embargo, los niveles de pJNK
(activo) estan disminuidos bajo este tratamiento.

Profundizando un poco mas en el estudio de la apoptosis, uno de los principales
mecanismos fisiopatolégicos de la isquemia celular [41, 45, 46, 50], se ha observado que la
caspasa 3 Yy la caspasa 3 cleaved (activa), efector final de la apoptosis [46, 50], estan
reducidas bajo el tratamiento con nicotina en ambos grupos de dieta. Tanto la ruta de la
AMPK [289-296] como la de ER stress [305-307], estudiadas en este trabajo, activan la
apoptosis llevada a cabo por las caspasas [43, 45-50], por lo que los resultados en la
apoptosis son coherentes con los observados para estas rutas. Asi, posiblemente, la
inhibicién por la nicotina de la AMPK e ER stress desencadene una consecuente reduccién
de la apoptosis.

Con el objetivo de ver si el efecto neuroprotector de la nicotina, se desencadena, o
no, por la inhibicién de la ruta de AMPK, se ha empleado el tratamiento con AICAR,
activador de esta kinasa [264], de forma paralela al tratamiento con nicotina. Lo que se ha
visto es que, efectivamente, el efecto neuroprotector se rompe ante el uso de un activador
de la ruta de AMPK. Se ha visto anulada la reduccién del volumen de lesion isquémica y
edema por parte de la nicotina, bajo el tratamiento con AICAR, a los 7 dias tras la isquemia
y en ambos grupos de dietas. Ademas, en el grupo HFD, el tratamiento con AICAR
también rompe los mejores resultados de déficit motor y sensorial bajo el tratamiento con
nicotina. Por otro lado, en el grupo STD se vio que la ruta de AMPK, autofagia, ER stress y
apoptosis estaban ya disminuidas bajo el tratamiento con nicotina a los 7 dias tras la
isquemia cerebral, de la misma forma que se ha comentado para los 28 dias. Ademas, de
forma coherente, bajo el activador de AMPK; AICAR, se ha visto como se restaura la
inhibicion de los niveles de pAMPK por la nicotina. De la misma forma, se observa una
ruptura de la inhibicion de la autofagia, ER stress y apoptosis en el grupo tratado con
nicotina + AICAR respecto al grupo soélo tratado con nicotina. Po tanto, parece que la
nicotina ejerce su papel neuroprotector a través de la inhibicion de la ruta de AMPK, lo
cual desencadena la inhibicién de la autofagia (via disminucion de pUIK1 e incremento de
la ruta de mTOR), del ER stress (se rompe su inhibicion bajo un activador de AMPK por

lo que su inhibicion podria estar dowstream de la inhibicion de la AMPK) y de la apoptosis
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(via caspasa 3). Se podria profundizar en el estudio intentando averiguar si la inhibicion de
la apoptosis se desencadena por el efecto directo de la inhibicién de la AMPK, o si es una
consecuencia de la inhibicion, por parte de esta, de la ruta de mTOR o0 ER stress.

En este trabajo se ha averiguado, de forma innovadora, el mecanismo molecular
que desencadena el efecto neuroprotector de la nicotina en la isquemia, ya descrito
anteriormente en estudios in vitro e in vivo [339, 344, 345, 347-351]. Por primera vez, se
ha visto que el tratamiento con nicotina tras la isquemia cerebral ejerce un papel
neuroprotector en el volumen de lesion, edema y déficit motor y sensorial desde las 24
horas, y manteniéndose durante 28 dias. Ademas, este efecto se ha relacionado con unos
mejores resultados moleculares reflejados en la disminucion de la apoptosis y autofagia. Y
de forma mas notoria todavia, se ha visto que la inhibicion de la ruta de AMPK y
probablemente, la inhibicion del ER stress, son los responsables moleculares de los
resultados comentados. De esta forma se ha corroborado la hipétesis inicial de que el papel
neuroprotector de la nicotina se produce por la inhibicion de la ruta de la AMPK.

Por neuroproteccion se entienden diferentes estrategias que reducen el area muerta
tras un evento isquémico sin afectar a la reperfusion del tejido. Son muchos los compuestos
gue se han estudiado con el objetivo de bloguear la via de sefializacion que lleva a la
muerte celular inducida tras la isquemia en diferentes etapas de la cascada isquémica, pero
la mayoria de estos compuestos no han mostrado efectos positivos mas alla de la
investigacion experimental [80]. A pesar de eso, el gran potencial terapéutico de la
neuroproteccion hace que sea un campo activo en la investigacion [81]. En este estudio se
ha testado el papel neuroprotector de la nicotina en un modelo de oclusion transitoria de la
ACM en rata. Pero, teniendo en cuenta los efectos nocivos de la nicotina descritos en la
bibliografia [308-312, 321], lo més importante es haber averiguado el posible mecanismo
molecular que subyace a dicho efecto neuroprotector; la inhibicion de la ruta de la AMPK,
consiguiendo asi una diana molecular terapéutica para el uso de farmacos sobre la misma.

Tanto el ictus [2-6], como la obesidad [118-125], son enfermedades de gran
importancia socieconémica en la actualidad. No se debe olvidar que en este trabajo se ha
corroborado, ademas, el efecto positivo de la nicotina anteriormente descrito sobre la
homeostasis energética [320], mediante la reduccion de la ingesta y su consecuente pérdida
de peso en animales con dieta estandar y dieta alta en grasa. De esta forma, parece que la
nicotina podria tener un papel dual como tratamiento de la isquemia cerebral y la obesidad,
promoviendo la inactivacion de la ruta de la AMPK en la corteza/estriado o el hipotalamo,

respectivamente.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

> El grupo de obesidad inducida por dieta presenta un menor volumen de lesién a

largo plazo.

> El grupo de obesidad inducida por dieta presenta un menor déficit motor y sensorial
a los 7 dias tras la isquemia cerebral.

> El grupo de obesidad inducida por dieta muestra una disminucion de la apoptosis,
mediada por la caspasa 3, en el hemisferio ipsilateral a los 28 dias tras la isquemia
cerebral.

> El efecto protector de la obesidad inducida por dieta tras la isquemia cerebral es
independiente de la ruta de la AMPK.

> El efecto protector de la obesidad inducida por dieta no esta mediado por autofagia

en la isquemia cerebral.

> EI ER stress no influye en el efecto protector de la obesidad inducida por dieta en la
isquemia cerebral.

> El tratamiento con nicotina induce una reduccién de los volumes de lesion
isquémica a las 24 horas, manteniendo el efecto neuroprotector a lo largo de 28 dias
tras la isquemia cerebral.

> El tratamiento con nicotina induce una reduccién del edema cerebral a las 24 y 72
horas tras la isquemia cerebral.

> El tratamiento con nicotina desencadena una tendencia a una mejor recuperacion
fucnional y genera menor déficit motor y sensorial a lo largo de 28 dias tras la
isquemia cerebral.

> El tratamiento con nicotina inhibe la ruta de la AMPK en el hemisferio ipsilateral
tras la isquemia cerebral.

> El uso de un activador de AMPK, AICAR, revierte el efecto neuroprotector de la
nicotina incrementando el volumen de lesion y empeorando el déficit funcional y
motor y sensorial.

> El tratamiento con nicotina inhibe la autofagia, a través de la inhibicion de la ruta
de AMPK, en el hemisferio ipsilateral del cerebro tras la isquemia cerebral.

> El tratamiento con nicotina inhibe el ER stress, a través de la inhibicion de la ruta
de AMPK, tras la isquemia cerebral.

> El tratamiento con nicotina reduce la apotosis mediada por la caspasa 3, a través de

la inhibicion de la ruta de AMPK, en la isquemia cerebral.
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