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AA: Àcid Araquidònic, de l’anglès Arachidonic Acid 

ADP: Adenosina difosfat 

AIF: Factor inductor d’apoptosi, de l’anglès Apoptosi- inducing factor 

AINE: Antiinflamatori no esteroïdal 

AMPA: Àcid α-amino-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiònic 

AMPc: Adenosina monofosfat cíclic 

AP-1: Proteïna activadora 1, de l’anglès activator protein 1 

APC: Cèl·lula presentadora d’antigens, de l’anglès Antigen-presenting cell 

ARN: Àcid ribonucleic 

ARNm: ARN missatger 

ATP: Adenosina 5’-trifosfat 

BHE: Barrera hematoencefàlica 

BID: de l’anglès Bcl-2 interacting domain 

BSA: Albúmina de sèrum boví, , de l’anglès Bovine serum albumin 

C/EBP: 
potenciador CCAAT vinculat a proteïna de l’anglès CCAAT-enhancer-binding 

protein 

CAD: de l’anglès Caspase-activated DNAse 

cDNA: ADN complementari, de l’anglès Complementary DNA 

COX: Ciclooxigenasa 

DAMP: 
Patrons moleculars associats a dany, de l’anglès danger-associated molecular 

patterns 

DD: Domini de mort , de l’anglès death domain 

DMSO: Dimetilsulfòxid 

dNTP: de l’anglès deoxyribonucleotide 

dsRNA: ARN de doble hèlix, de l’anglès double-stranded RNA 

DTT: Ditiotreitol 

EDTA: Àcid etilendiaminotetraacètic 

EET: Àcid epoxieicosatrienoics 

eNOS: Sintasa d’Òxid Nítric endotelial, de l’anglès endothelial NOS 

EPOX: Epoxigenasa 

EPSC: 
Potencials excitatoris postsinàptics evocat, de l’anglès excitatory postsynaptic 

current 

ERK1/2: de l’anglès extracellular-signal-regulated kinase 

FADD: 
Domini de mort associat a Fas, de l’anglès Fas-Associated protein with Death 

Domain 

FBS: Sèrum boví fetal, de l’anglès fetal bovine serum 
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FSC: Fluid sanguini cerebral 

GAPH: 
Gliceraldehid -3- fosfat deshidrogenasa, de l’anglès Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase 

GFAP: de l’anglès Glial fibrillary acidic protein 

GSH: Glutatió 

GSHPx: Glutatió peroxidasa 

HETE: Àcid hidroeicosatetraenoic 

HEPES: Àcid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazona-etanosulfònic 

HPETE: Àcid hidroperoxieicosatetraenoic 

HSP: Proteïna de xoc tèrmic, de l’anglès heat shock protein 

ICAM: molècula d’adhesió intercel·lular, de l’anglès intracellular adhesion molecule 

IFN: Interferó 

IκB: 
Inhibidor del factor Kappa-B, de l’anglès nuclear factor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha 

IκB-NS: Senyal nuclear de IκB, de l’anglès IκB-nuclear localization signals 

IKK: Cinasa de IκB, de l’anglès IκB kinase 

IL: Interleucina 

iNOS Sintasa d’Òxid Nítric induible, de l’anglès inducible NOS 

IP-10: Lligand 10 de les quimiocines, de l’anglès chemokine (C-X-C motif) ligand 10 

IRAK: 
Cinasa associada al receptor de la IL-1, de l’anglès IL-1 receptor associated 

kinase 

IRF: Factor regulador de interferó, de l’anglès Interferon regulatory factor 

IRSE: de l’anglès Interferon responsive sequence element 

JNK: de l’anglès c-Jun N-terminal kinases 

LBP: Proteïna d’unió al LPS, de l’anglès LPS-Binding Protein 

LCT: Leucotriè 

LOX: Lipooxigenasa 

LPS: Lipopolisacàrid bacterià 

LRR: Repeticions riques en Leucina, de l’anglès Leucine rich repeats 

MadCAM-1: 
Molècula d’adhesió cel·lular de la mucosa vascular 1, de l’anglès mucosal 

vascular addressin cell adhesion molecule 1 

MAL: Adaptador de la proteïna MyD88, de l’anglès MyD88 adapter-like protein 

MAPK: 
Cinases associades a l’activació de mitògens, de l’anglès Mitogen-activated 

protein (MAP) kinases 

MCP-1: 
Proteïna quimioatraient de monòcits , de l’anglès monocyte chemoattractant 

protein 1 



Abreviatures 

 

MD-2: Proteïna de diferenciació mieloide, de l’anglès myeloid differentiation protein2 

MHC: 
Complex major d’histocompatibilitat, de l’anglès major histocompatibility 

complex 

MIP-1α: 
Proteïna inflamatòria de macròfags 1, de l’anglès macrophage inflammatory 

protein 1 alpha 

MMP: Metal·loproteïnasa de la matriu, de l’anglès Matrix metalloproteinase 

MPTP: 
Porus de transició mitocondrials, de l’anglès Mitochondrial permeability 

transition 

MyD88: 
Gen de resposta primària a la diferenciació mieloide 88, de l’anglès myeloid 

differentiation primary-response protein 88 

NAP1: 
Proteina associada cinasa activadora de NFκB, de l’anglès NFκB-activating 

kinase-associated protein 1 

NEMO: Modulador essencial de NFκB, de l’anglès NFκB essential modulator 

NFκB: 
Factor nuclear Kappa-B, de l’anglès nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 

of activated B cells 

NK: de l’anglès natural killer cell 

NMDA: N-metil-D-aspartat 

NO: Òxid nítric 

nNOS: Sintasa d’Òxid Nítric neuronal, neuronal NOS 

NOS: Sintasa d’Òxid Nítric, de l’anglès Nitric oxide synthase 

SDS-PAGE: de l’anglès sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

PAMP: 
Patró molecular associat a patògens, de l’anglès Pathogen-associated 

molecular patterns 

PARP: 
proteïna poli (-ADP-ribosa) polimerasa , de l’anglès Poly (ADP-ribose) 

polymerase 

PECAM-1: 
Molècula d’adhesió a plaquetes/cèl·lules endotelials, de l’anglès 

Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 

PFA: Paraformaldeid 

PG: Prostaglandina 

PGD2: Prostaglandina D2 

PGDS: Sintasa de prostaglandina D2 

PGE2: Prostaglandina E2 

PGE2S: Sintasa de prostaglandina E2 

PGF1α: Prostaglandina PGF1α 

PGFS: Sintasa de prostaglandina D2 

PGI: Prostaciclina 
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PGI2S: Sintasa de prostaciclina 

PLA2: Fosfolipasa A2, de l’anglès Phospholipase A2 

PRR: 
Receptor de reconeixement de patògens, de l’anglès pattern recognition 

receptors 

PSGL-1: Lligand de P-selectina 1, P-selectin glicoprotein ligand 1 

PtdIns(4,5)P2: Fosfatidil inositol-(4,5)-bifosfat 

PVDF: Polímer de fluorur de vinilidè, de l’anglès polymer of vinylidene fluoride 

RANTES: 
Quimiocina CCL5, de l’anglès Regulated upon Activation, Normal T-cell 

Expressed, and Secreted 

RIP1: de l’anglès receptor-interacting protein 

RNS: Espècies reactives de nitrogen, de l’anglès reactive nitrogen species 

ROS: Espècies reactives d’oxigen, de l’anglès reactive oxygen species 

SDS: Sodi dodecil sulfat 

SINTBAD: 
Adaptador a TBK-1 similar a NAP-1, de l’anglès similarto NAP-1 TBK-1 

adaptor 

siRNA: ARN d’interferència, de l’anglès small interfering RNA 

SNC: Sistema Nerviós Central 

SNP: Sistema Nerviós Perifèric 

SOCS: 
Supressor de la senyalització de citocines, de l’anglès suppressor of cytokine 

signaling-1 

SOD: Superòxid dismutasa 

ssRNA: ARN de cadena simple, de l’anglès single-stranded RNA 

STAT-1: De l’anglès Signal Transducer and Activator of Transcription 

TAK-1: Cinasa activada per TGF-β, de l’anglès TGF-beta activated kinase 1 

TBK-1: Cinasa vinculada a TANK-1, de l’anglès TANK-binding kinase 

TBP De l’anglès TATA box binding protein 

TGF-β: Factor de creixement transformant β, de l’anglès Transforming growth factorβ 

TIR: De l’anglès toll-interleukin 1 receptor domaind 

TIRAP: Proteïna associada a TIR, de l’anglès TIR domain containing adaptor protein  

TLR: De l’anglès Toll/IL-1 receptor (TIR) domain 

TNF-α: Factor de necrosi tumoral α, de l’anglès Tumor necrosis factor-alpha 

TNFR: 
Receptor del factor de necrosi tumoral, de l’anglès Tumor necrosis factor 

receptor 

TRAF: Factor associat al receptor de TNF, de l’anglès TNF receptor associated factors 

TRAM: 
Molècula adaptadora relacionada amb TRIF, de l’anglès TRIF-related adaptor 

molecule 
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TRIF: 
Adaptador inductor de IFN amb domini TIR, de l’anglès TIR-domain-

containing adapter-inducing interferon-β 

Tx: Tromboxà 

TxA2: Tromboxà A2 

TxS: Sintasa de tromboxà 

UbcE3: 
Enzim conjugador a ubiqüitina E3, de l’anglès ubiquitin-conjugating enzyme 

E3 variant1 

Uev1A: 
Enzim conjugador a ubiqüitina E2, variant 1, de l’anglès ubiquitin-conjugating 

enzyme E2 variant1 

VCAM-1: 
Molècula vascular d’adhesió cel·lular-1, de l’anglès Vascular cell adhesion 

protein 1 

WB: De l’anglès Western Blot 



 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Índex 
 



 

 



 

 

INTRODUCCIÓ   

1. LA ISQUÈMIA CEREBRAL  

1.1. El procés isquèmic  

1.2. Concepte de penombra isquèmica  

1.3. La cascada isquèmica  

1.3.1. La Fallida energètica  

1.3.2. L’Excitotoxicitat 

1.3.3. L’Estrès oxidatiu  

1.3.4. Mort cel·lular: necrosi i apoptosi  

1.4. Dany secundari   

1.4.1. Resposta inflamatòria cel·lular  

1.4.2. Dany  en la barrera hematoencefàlica 

 

3 

4 

5 

5 

7 

8 

9 

10 

10 

11 

  

2. PAPER DE LA INFLAMACIÓ EN LA ISQUÈMIA CEREBRAL 

2.1. Reacció glial  

2.1.1. Activació microglial  

2.1.2. Activació astroglial  

2.2. Migració Leucocitària 

2.2.1. Citocines com a mediadors inflamatoris  

2.2.1.1. Interleucines  

2.2.1.2. Quimiocines  

2.2.2. Molècules d’adhesió  

2.2.2.1. Les selectines  

2.2.2.2. La superfamília de les immunoglobulines  

2.2.2.3. Les Integrines  

2.3. La immunitat innata en la Isquèmia/Reperfussió  

 

 

14 

14 

16 

17 

18 

19 

21 

22 

22 

23 

24 

24 



 

 

3. ELS RECEPTORS TOLL-LIKE 

3.1. Receptors Toll-Like 

3.2. Receptor TLR4 i vies de senyalització  

3.2.1. Via dependent de la proteïna adaptadora MyD88  

3.2.2. Via dependent de la proteïna adaptadora TRIF  

3.3. Paper dels TLRs en la isquèmia/reperfusió  

3.4. Lligands endògens dels receptors TLRs  

3.5. TLR4 en la isquèmia cerebral  

 

27 

29 

30 

32 

34 

35 

37 

4. PAPER DELS ASTRÒCITS EN EL  SNC  

4.1. Estructura i funció de l’astroglia en el SNC 

4.2. Paper dels astròcits en la BHE i la Unitat Cerebrovascular  

4.3. Paper dels astròcits en el procés isquèmic  

4.4. Paper dels astròcits en la resposta inflamatòria  

 

 

39 

41 

43 

45 

 

5. LA CICLOOXIGENASA-2 EN LA ISQUÈMIA I LA INFLAMACIÓ

  

5.1. L’enzim Prostaglandina H sintasa i el metabolisme de l’ àcid 

Araquidònic 

5.2. La COX-2 i els prostanoids en la isquèmia cerebral i en la inflamació

  

5.3. Paper dual de la prostaglandina PGE2 en la isquèmia cerebral i la 

inflamació  

 

 

 

 
 
 

 

48 

53 

 

 

55 

 

OBJECTIUS 57 



 

 

MATERIALS I MÈTODES  

1. Animals utilitzats  

2. Cultius cel·lulars  

2.1. Cultiu enriquit d’ astròcits de rata  

2.2. Cultiu enriquit d’ astròcits de ratolí  

2.3. Cultiu de microglia 

3. Tractaments  

4. Injecció de LPS en rosegadors  

5. Anàlisi de l’expressió i fosforilació de proteïnes  

5.1. Western – Blot 

5.2. Immunocitoquímica   

5.3. Immunohistoquímica  

6. Zimografia en gelatina  

7. Silenciament gènic: RNAs d’interferència  

8. Anàlisi de l’Expressió gènica: RT-PCR  

9. Anàlisi de l’ activitat transcripcional de NFκB   

10. Anàlisi de l’ alliberació de molècules en el medi de cultiu per ELISA  

10.1. Mesura de la concentració dels prostanoids  PGI2, PGE2 i           

          TxB2  

10.2. Mesura de la concentració de LTC4  

10.3. Mesura de la concentració de les citocines INF-β,  TNF-α  i   

           IL-6   

11. Assaig de l’activitat histona  acetiltransferasa de p300/CBP per 

immunoprecipitació  

12. Determinació del grau de fosforilació dels residus de serina S468 i S536 

de NF�B 

 

13. Anàlisi estadistic 

 

 

 

61 

63 

66 

67 

67 

69 

71 

72 

72 

79 

80 

85 

88 

90 

94 

97 

 

97 

98 

 

99 

 

100 

 

100 

 

102 

 

 



 

 

RESULTATS   

 

Treball 1: Estudi de les diferents vies de senyalització iniciades pel receptor 

TLR-4 en resposta al LPS en cèl·lules astrocitàries  

 

 

105 

 

Treball 2: Efecte de la COX-2 en la producció de prostanoids i en la 

resposta inflamatòria que es genera en astròcits per activació del 

receptor TLR-4  

 

131 

  

DISCUSSIÓ  163 

CONCLUSIONS  175 

BIBLIOGRAFIA  179 

ANNEXES 209 

Annex 1: Astrocyte TLR4 activation induces a proinflamatory environment 

trough the interplay between MyD88-dependent NFκB signaling, MAPK, and 

Jak1/Stat1 pathways  

 

 

 

211 

Annex 2: Autophagy, and BiP level decrease are early key events in 

retrograde degeneration of motoneurons  

 

 

227 

Annex 3: Nitric oxide mediates NMDA-induced persistent inhibition of protein 

synthesis through dephosphorylation of eukaryotic initiation factor 4E-

binding protein 1 and eukaryotic initiation factor 4G proteolysis. 

 

 

 

241 

  



 

 

 

 

 

 

 

Introducció 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introducció 

3 

La isquèmia cerebral 

El procés isquèmic 

L’ictus és una malaltia neurològica causada per una disminució o interrupció  sobtada 

del flux sanguini en una regió del cervell. El flux sanguini cerebral (FSC) es troba 

normalment al voltant dels 50 ml/100g de teixit/minut, i quan cau per sota dels 

10ml/100g de teixit/minut es pot produir una lesió isquèmica irreversible. Aquesta 

alteració comporta una disminució en l’arribada d’oxigen i glucosa al teixit cerebral, 

que són els substrats principals que necessita el cervell de forma constant per a mantenir 

l’homeòstasi metabòlica i les funcions cerebrals. 

L’ictus és una malaltia molt freqüent, en països desenvolupats la taxa de mortalitat 

deguda a l’ictus isquèmic és elevada, a més de ser una de les causes principals 

d’invalidesa i demència, cosa que implica un cost important, tant econòmic com social. 

Els ictus poden ser de tipus isquèmic (obstrucció arterial) o hemorràgics (hemorràgia 

cerebral). En aquesta tesi tractarem més el tema dels ictus isquèmics que són els més 

freqüents (80% aproximadament). 

Les causes que provoquen una disminució del FSC en un episodi isquèmic poden ser 

diverses, les més freqüents solen ser degudes a: l’oclusió arterial per una complicació 

trombòtica sobre la placa d’ateroma (oclusió in situ), o a la migració d’un trombus 

format sobre la placa d’ateroma cap a les artèries distals (embòlia arterio-arterial). 

Si l’artèria obstruïda és una artèria principal, com l’artèria Caròtida o la Cerebral Mitja, 

es tracta d’una isquèmia anomenada de gran vas, en aquets cas la regió afectada serà 

extensa perquè englobarà una regió ample d’irrigació al cervell. Si l’artèria obstruïda és 

una arteriola, aleshores estem parlant d’una isquèmia anomenada de petit vas, i la regió 

afectada serà més petita.  

El dany isquèmic depèn de diferents factors: el grau d’oclusió arterial, la durada de 

l’episodi isquèmic i la irrigació col·lateral present en aquella zona del cervell.  
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    Concepte de penombra isquèmica 

L’infart cerebral és l’àrea de teixit cerebral danyat com a conseqüència d’una isquèmia 

cerebral. En les primeres hores després de l’inici de la isquèmia, dins de l’àrea afectada 

podem distingir dos compartiments: el Nucli i la Penombra Isquèmica.  

La regió del cervell on la caiguda del FSC és més important (fins valors ≤10 ml/100 

g/min) rep el nom de Nucli Isquèmic. En aquesta regió el teixit quedarà danyat de forma 

irreversible i les cèl·lules de la zona moriran ràpidament per necrosi, caracteritzada per 

una ràpida fallida energètica, lipòlisi, proteòlisi, disgregació de microtúbuls, i finalment 

mort cel·lular. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I1. Penombra isquèmica (adaptat Dirnagl et al., 1999). 

 

Envoltant el Nucli Isquèmic existeix una altra regió anomenada Penombra Isquèmica. 

En aquesta regió la disminució del FSC és menor a mida que ens anem allunyant del 

Nucli Isquèmic  (10 - 22 ml/100 g/min) però encara insuficient per a mantenir la 

homeòstasi metabòlica. Les neurones en aquesta regió no són capaces de generar 

potencials d’acció però tenen prou energia per a mantenir el potencial de membrana,  és 

a dir, no són neurones funcionals però sí que són  cèl·lules viables. El dany en aquesta 

regió vindrà determinat per diversos factors com la durada de l’episodi isquèmic i 

alteracions secundàries, entre les que es considera la inflamació. 
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Una part important de la recerca es centra en l’estudi de la recuperació de la zona de 

Penombra amb fàrmacs neuroprotectors, ja que està considerada com a l’àrea de teixit 

cerebral potencialment salvable de la mort després d’un insult isquèmic.  

 

 

   La cascada isquèmica 

El teixit cerebral requereix d’elevades quantitats d’energia per al seu correcte 

funcionament. Tot i que el cervell representa un 2% del pes corporal, és responsable del 

20% del consum total d’oxigen del cos i d’un 25% del consum total de glucosa. 

Aquest elevat consum d’energia fa possible la regulació de connexions sinàptiques, el 

funcionament de canals iònics dependents de voltatge, i la síntesi, transport 

emmagatzematge i alliberació de diverses substàncies (neurotransmissors, pèptids, etc.). 

Malgrat l’elevat requeriment energètic del teixit cerebral, els dipòsits de substrats 

generadors d’energia com el glicogen són molt escassos, de fet un ritme normal del 

procés de producció d’ATP esgotaria aquests reservoris en pocs minuts. Per tant, 

l’impediment sostingut de l’aport d’aquests substrats és fatal per la viabilitat del teixit 

nerviós.  

 

   La Fallida energètica 

La disminució del FSC provoca una reducció en l’aport de glucosa i oxigen al teixit. 

Aquests són substrats essencials per a la síntesi d’ATP, a través de la glucòlisi i la 

fosforilació oxidativa. Per tant, la disminució d’aquests substrats energètics es tradueix, 

a nivell cel·lular, en un ràpid esgotament de l’ATP que sosté gran part dels processos 

necessaris pel correcte funcionament cel·lular (Sweeney et al., 1995; Sykova et al., 

1994). 
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Figura I2. La cascada isquèmica. 

 

Un dels primers mecanismes que es veuen afectats degut a la falta d’ ATP és el 

mecanisme de transport iònic de la membrana cel·lular. Les bombes i canals iònics que 

permeten el transport actiu dels ions Na+ / K+ i dels ions Ca2+ entre l’exterior i interior 

cel·lular, i que necessiten una despesa continua d’ ATP, deixen de funcionar o ho fan de 

forma incorrecta. Això provoca la desregulació del transport iònic i una entrada massiva 

de ions Na+, que al seu torn provoquen també l’entrada de ions Cl-. L’increment de 

l’osmolaritat cel·lular que es produeix com a conseqüència dels esdeveniments abans 

esmentats, provoca l’entrada massiva d’ aigua a l’interior de la cèl·lula. Aquest procés 

rep el nom d’edema citotòxic, i pot provocar la mort cel·lular per necrosi.  

El desequilibri iònic provocarà també la sortida descontrolada de ions K+ a favor de 

gradient i per tant la despolarització de neurones i cèl·lules glials (Martin et al., 1994; 
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Katsura et al, 1994), provocant l’activació de canals de Ca2+ dependents de voltatge, 

l’augment dels nivells de Ca2+ intracel·lulars, i l’alliberació d’ aminoàcids excitatoris 

com el glutamat, a l’espai extracel·lular.  

Altres processos dependents d’energia com la recaptació presinàptica d’aminoàcids 

excitatoris de l’espai intersticial també es veuen perjudicats, augmentant així 

l’acumulació de glutamat a l’espai extracel·lular (Nicholls i Attwell, 1990). 

La reducció de la disponibilitat d’oxigen fa que la cèl·lula metabolitzi la glucosa de 

forma anaeròbia, produint-se una acumulació d’àcid làctic que provoca la disminució 

del pH intracel·lular, potencia l’entrada de ions, empitjora la situació d’edema citotòxic 

(Nicoli et al., 2003; Schneweis et al, 2001; Brouns et al., 2008), i contribueix a la 

formació de dany secundari i expansió de l’infart cerebral (Dohmen et al, 2007). 

 

   L’Excitotoxicitat 

El terme Excitotoxicitat fa referència al dany causat per l’estimulació excessiva dels 

receptors de Glutamat. En el cas de la isquèmia cerebral, es produeix una l’alliberació 

anormal de neurotransmissors excitatoris i una disfunció en la seva recaptació  que 

contribueixen a aquest procés (Choi et al, 1988). 

L’ acumulació de glutamat en l’espai extracel·lular provoca l’estimulació dels receptors 

α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA), kainat i N-metil-D-aspàrtic (NMDA), 

en neurones postsinàptiques. Aquesta activació provoca l’entrada de ions Na+, Cl-, i 

Ca2+ a través de canals activats per aquests receptors (Dirnagl et al, 1999) que al seu 

torn, provocaran la despolarització d’aquestes neurones causant una nova entrada de 

calci intracel·lular i l’ alliberació de més glutamat, amplificant de manera local la lesió 

isquèmica inicial.  

El ió calci pot actuar com a segon missatger en situacions fisiològiques, a més també 

serveix com a cofactor per a l’activació de diferents sistemes enzimàtics. No obstant, 

l’augment desmesurat dels nivells de calci intracel·lulars inicien l’activació de diferents 

processos cel·lulars que contribueixen de forma important al dany isquèmic. Així, 

nivells elevats de calci intracel·lular provoquen l’activació d’enzims dependents de calci 

com enzims proteolítics, fosfolipases, ciclooxigenases, endonucleases, 
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adenosintrifosfatases, calpaïnes, i sintases d’òxid nítric. Aquests enzims, degraden 

proteïnes del citoesquelet i de la matriu extracel·lular, provoquen la formació de radicals 

lliures d’oxigen (Love et al., 1999; Chan et al., 2001; Kelly et al, 2008), i a més poden 

condicionar l’expressió de diversos gens de resposta immediata (Castillo, 1999). 

 

   L’Estrès oxidatiu 

L’ estrès oxidatiu està implicat en una gran varietat de malalties, incloent-hi la isquèmia 

cerebral (Mattson et al., 2001). L’estrès oxidatiu és un mecanisme de dany secundari 

tissular important després d’un episodi isquèmic i és més patent en aquell territori 

infartat on hi ha reperfusió. El cervell és altament susceptible a l’estrès oxidatiu i a 

l’elevada generació d’espècies reactives d’oxigen (ROS) per diverses raons: el seu 

elevat contingut lipídic, una taxa de consum d’oxigen molt elevada, un nivell baix 

d’antioxidants endògens, i a les diverses reaccions químiques que involucren l’oxidació 

de la dopamina i del glutamat (Mattson et al, 2001; Heiss, 2002).  

Els mitocondris són els principals responsables de la síntesi d’ATP a través de la 

fosforilació oxidativa. Aquest procés genera espècies reactives d’oxigen, que són 

molècules de petit tamany, produïdes en condicions fisiològiques. Existeix tota una 

bateria d’enzims antioxidants encarregats d’eliminar les ROS que es van formant a 

conseqüència del funcionament normal de la cèl·lula. Aquests enzims són d’una banda 

la glutatió peroxidasa (GSHPx) i la catalasa, que catalitzen la conversió de H2O2 a H2O; 

i de l’altra, les superòxid dismutases (SOD), que converteixen O2
− a H2O2. L’estrès 

oxidatiu es desencadena quan la formació de ROS supera la capacitat antioxidant de la 

cèl·lula i aquesta no pot contrarestar els seus efectes nocius. 

A part de les ROS, també es generen espècies reactives de nitrogen (RNS). L’òxid nítric 

és un radical lliure que es genera per l’acció d’enzims específics anomenats sintases 

d’òxid nítric (NOS). Existeixen tres isoformes de l’enzim: la sintasa d’òxid nítric 

neuronal (nNOS), la isoforma induïble (iNOS) i la isoforma endotelial (eNOS), que 

metabolitzen la L-arginina a L-citrulina. L’òxid nítric és una molècula soluble capaç de 

difondre a través de la membrana plasmàtica i en condicions fisiològiques actua com a 

missatger intercelul·lar. S’ha descrit la seva participació en la senyalització neuronal, la 

regulació de la pressió sanguínia, la relaxació de la musculatura llisa i la resposta 
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immune. No obstant això, nivells patològics de RNS poden actuar sobre les proteïnes 

cel·lulars, provocant la seva nitrosilació i alterant la seva estructura i funcionalitat de 

forma permanent (Coyle, 1993).  

 

   Mort cel·lular: necrosi i apoptosi 

La isquèmia cerebral provoca una mort neuronal ràpida per necrosi en aquelles regions 

del cervell on la disminució del FSC ha estat més important a conseqüència de la 

disrupció de les membranes cel·lulars i l’edema citotòxic. Les cèl·lules que moren per 

necrosi alliberen el seu contingut cel·lular al medi, com el glutamat, calci, etc., i també 

senyals anomenades DAMP (de l’anglès danger associated molecular patterns). 

Aquestes substàncies poden actuar com a inductors de respostes d’immunitat innata i 

provocar inflamació o mort en les cèl·lules veïnes. 

La mort apoptòtica també és present en el nucli isquèmic, però  guanya importància en 

la zona de penombra. Existeixen dues vies de mort apoptòtica principals la intrínseca i 

la extrínseca. La via proapoptòtica intrínseca està causada per les elevades 

concentracions de calci intracel·lulars que esdevenen com a resultat de la activació 

desmesurada de receptors de NMDA i AMPA. Aquests nivells  de calci  provoquen 

l’activació de calpaïnes que amb la seva activitat proteolítica activaran la proteïna Bcl-2 

interacting domain (BID). tBID translocarà a la mitocòndria on provocarà canvis en 

l’obertura dels Mitochondrial permeability transition pores (MPTP) (Webster et al., 

2006). L’obertura dels MPTPs permet l’alliberació de dos grups de proteïnes 

proapoptòtiques des de l’espai intermembranós mitocondrial. Així doncs, el factor 

inductor d’apoptosi (AIF) translocarà al nucli activant la mort cel·lular programada, i el 

citocrom c, que s’unirà a les proteïnes caspasa-9 (Sugawara et al., 2002) i Apaf-1, 

formant l’apoptosoma i activant a la caspasa-3 (Asahi et al., 1997). La caspasa-3 

transloca al nucli cel·lular i actua sobre la proteïna poli (-ADP-ribosa) polimerasa 

(PARP) tallant-la i inactivant-la, i sobre la proteïna caspase-activated DNAse (CAD), 

provocant danys en el DNA que contribuiran a provocar la mort cel·lular (Endres et al., 

1997; Namura et al., 1998). La via apoptòtica intrínseca s’ha descrit com un component 

de mort cel·lular important en models d’isquèmia cerebral focal i global (Cao et al., 

2004).  
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La via proapoptòtica extrínseca, s’inicia per l’activació de receptors de membrana 

pertanyents a la família de receptors del factor de necrosi tumoral (TNFR): TNFR-1, 

Fas, i p75NTR. L’activació d’aquests receptors, a través de la interacció amb citocines 

com el lligand Fas (FasL) i TNF, comporta l’activació de caspasa-8, la formació de 

MPTPs, la formació de l’apoptosoma, l’activació de la caspasa-3, i finalment la 

fragmentació de l’ ADN i la mort cel·lular. L’activació de la via apoptòtica extrínseca 

també contribueix a la mort apoptòtica en la isquèmia cerebral. Diversos estudis han 

detectat un augment en la expressió d’aquests receptors en models d’isquèmia cerebral 

en rata a partir de 12 hores i fins a 48 hores després de l’insult isquèmic. A més, també 

han observat que l’ impediment en l’activació d’aquests receptors per mitjà de la 

utilització d’animals knock-out, o l’administració d’anticossos neutralitzants de 

determinades citocines, té efectes neuroprotectors (Martin-Villalba et al., 1999; 

Rosenbaum et al., 2000) 

 

 

 Dany secundari  

 

   Resposta inflamatòria cel·lular 

La resposta inflamatòria que es dóna després d’una isquèmia cerebral focal es pensa que 

juga un paper important en l’evolució del dany isquèmic. Aquesta resposta presenta 

diferents processos com l’activació glial, l’aparició d’edema vasogènic, l’expressió del 

complex major d’histocompatibilitat II (MHCII), l’activació del sistema del 

complement, l’acumulació de citocines i quimiocines inflamatòries, l’activació de 

metal·loproteïnases de la matriu extracel·lular (MMPs), l’augment de l’expressió de 

molècules d’adhesió, i la producció de ROS, prostaglandines i leucotriens. 

Diversos tipus cel·lulars contribueixen a la inflamació postisquèmica. En primer lloc, la 

micròglia i els astròcits poden ser activats, entre d’altres, per les espècies reactives 

d'oxigen presents en el territori infartat. Ambdós tipus cel·lulars són capaços de secretar 

factors inflamatoris com citocines i quimiocines, i d’augmentar l’expressió de la iNOS, 
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incrementant la resposta inflamatòria inicial i fomentant la infiltració leucocitària en el 

teixit infartat. D'altra banda, les cèl·lules de la micròglia adquireixen funcions 

fagocítiques i presentadores d’antigen. Així doncs,  actuen com a macròfags residents 

del cervell i tenen un paper fonamental com a cèl·lules fagocítiques en el sistema 

nerviós central. No obstant això, els astròcits també tenen un paper en la infiltració 

leucocitària postisquèmica, ja que són inductors de l’expressió de quimiocines i 

molècules d’adhesió prop dels vasos sanguinis als que envolten (Farina et al., 2007).  

Els leucòcits circulants s'adhereixen a les parets dels vasos sanguinis i migren cap al 

cervell afectat amb el posterior alliberament de diversos mediadors proinflamatoris, que 

provoquen lesions secundàries en el teixit potencialment viable que es troba proper al 

nucli isquèmic, i dany en la BHE, amb la generació d’espècies reactives d'oxigen i la 

producció de MMPs. Les molècules d'adhesió tenen un paper fonamental per la 

posterior infiltració de leucòcits al parènquima cerebral. La interacció entre els leucòcits 

i l'endoteli vascular es dóna per l’acció de tres grans grups de molècules d'adhesió 

cel·lular: les selectines, la superfamília de les immunoglobulines i les integrines. La 

cascada inflamatòria també inclou la regulació de l’activitat de diversos enzims com 

l'activació de la fosfolipasa A2 (PLA2), que hidrolitza glicerofosfolípids de la membrana 

cel·lular alliberant àcid araquidònic (AA). Aquest és metabolitzat a prostaglandines i 

leucotriens, per l’acció dels enzims ciclooxigenases (COX) o lipooxigenases (LOX), 

respectivament. Els nivells d’expressió de l’enzim ciclooxigenasa tipus 2 (COX-2) 

augmenten en la isquèmia i exerceix efectes deleteris. Per la seva banda, els leucotriens 

són potents quimiotàctics i estan implicats en el dany de la barrera hematoencefàlica 

(BHE), en la formació de l’edema citotòxic i en la mort neuronal.  

 

 

   Dany  en la barrera hematoencefàlica 

Després de l’ictus, es produeixen alteracions de la BHE. Aquesta està formada per les 

cèl·lules endotelials de la microvasculatura cerebral, la seva làmina basal, els peus del 

astròcits que envolten els vasos, pericits i altres cèl.lules perivasculars com els 

macròfags perivasculars. En comparació amb l’endoteli perifèric, les cèl·lules 

endotelials que estan formant la barrera hematoencefàlica estan preparades per a actuar 

com una barrera física altament selectiva entre el parènquima cerebral i la sang. Les 
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cèl·lules endotelials que formen la BHE estan fortament unides entre elles a través de 

les tight junctions o unions estretes,  de forma que el pas paracel·lular (entre cèl·lules) 

de molècules és pràcticament impossible. El pas de molècules només pot ser 

transcel·lular, es permet el pas per difusió de molècules gasoses petites com l’O2 i el 

CO2, o bé de molècules lipofíliques petites com alguns barbitúrics o etanol. La resta de 

molècules lipofíliques més grans o molècules hidrofíliques de qualsevol tamany 

requereixen la interacció amb transportadors específics. També existeix el transport de 

molècules per transcitosi, ja sigui mitjançant un receptor o per adsorció, però aquest 

tipus de transport és minoritari en comparació amb l’endoteli perifèric. Així doncs, la 

BHE s’encarrega de permetre el pas selectiu dels nutrients necessaris per al correcte 

funcionament de les cèl·lules que conformen el teixit nerviós, així com d’alliberar al 

torrent sanguini aquells productes de rebuig resultat del metabolisme cel·lular. A més 

també s’encarrega de mantenir una concentració iònica adient en el fluid intersticial per 

al correcte funcionament cel·lular i sinàptic, així com de regular el pas de 

neurotransmissors i agents neuroactius entre el SNC i la sang. 

 El grau de disrupció de la BHE en l'ictus isquèmic agut varia considerablement 

depenent de la gravetat de l'accident cerebrovascular. En general, s’observa dany inicial 

en la làmina basal de l’endoteli vascular, que pot detectar-se poques hores després de 

l'inici de la isquèmia (Hamann et al., 1995) acompanyat per un augment de la 

permeabilitat de la BHE (Belayev et al., 1996). Diversos mediadors contribueixen al 

dany isquèmic de la BHE, com l'acumulació de bradicinina (Kamiya et al., 1993), el 

factor de creixement de l’endoteli vascular (VEGF) (Abumiya et al., 1999), i la 

trombina (Okada et al., 1999). A més, aquests mediadors tenen un paper clau en 

l’activació de les MMPs i altres proteases.  

L'expressió de les MMP en el cervell adult és molt baixa en condicions normals. 

Diferents estudis clínics i experimentals han demostrat que diverses MMPs com la 

MMP-2, la MMP-3, la MMP-7, o la MMP-9 augmenten la seva expressió en la 

isquèmia cerebral (Rosell et al. 2006; Suzuki et al., 2007; Sole et al., 2004). L'estrès 

oxidatiu pot desencadenar l'alliberament de MMP-9 per part de les neurones, les 

cèl·lules glials i les cèl·lules endotelials. La seva acció comporta el dany de la BHE a 

través de la digestió de la làmina basal de l'endoteli (Gasche et al., 2001; Clark et al., 

1997).  
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Existeix una segona fase de dany de la BHE associada a la reperfusió del teixit 

isquèmic, provocada principalment per l’activitat dels neutròfils adherits a la paret dels 

vasos o infiltrants en el territori infartat. Aquests neutròfils incrementen l’alliberació de 

metal·loproteïnases com la MMP-9 durant les primeres 24 hores després de la isquèmia 

(Jin et al., 2010; Justícia et al., 2003; Gidday et al., 2005; McColl et al., 2008). Tot i que  

l’expressió de MMPs te un paper deleteri en la fase inicial de l'infart cerebral, diferents 

estudis suggereixen que també podrien jugar un paper beneficiós en fases posteriors 

durant la recuperació de l'accident cerebrovascular a l’afavorir la regeneració del teixit 

lesionat (Cunningham, 2005; Zhao et al., 2006). 
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Paper de la inflamació en la isquèmia 
cerebral 

 

La resposta inflamatòria que es dóna després d’un episodi isquèmic és important per 

l’evolució del territori infartat. Després d’un episodi isquèmic hi ha una ràpida mort del 

teixit, i és necessari eliminar les restes cel·lulars d’aquesta zona, perquè poden actuar 

com a substàncies inductores de mort i inflamació en el teixit potencialment viable i 

exacerbar el dany isquèmic inicial (Dirnagl et al., 1999). 

Tot i l’absència de components del sistema immune i del plasma degut a l’elevada 

especialització del teixit, el SNC pot dur a terme respostes immunitàries davant 

d’infeccions sistèmiques o localitzades, o en resposta al dany tissular (Owens et al, 

2005). Les cèl·lules residents del SNC participen activament en la inflamació i són 

capaces d’iniciar i portar a terme una ràpida i efectiva resposta. En el SNC, les cèl·lules 

glials s’activen i contribueixen al desenvolupament de la resposta inflamatòria 

juntament amb les cèl·lules pròpies del sistema immunitari. 

 

 

   Reacció glial  

 

   Activació microglial 

La micròglia és el tipus cel·lular més destacat en la resposta inflamatòria en el SNC. En 

condicions fisiològiques les cèl.lules de la micròglia actuen com a “sensors” altament 

efectius en front a canvis en l’homeòstasi del medi que les envolta, i presenten una 

morfologia ramificada característica que sembla contribuir a aquesta funció 

(Nimmerjahn, A et al., 2005). Diversos estímuls, com el dany en el teixit cerebral o 

estímuls inflamatoris, provoquen l’activació d’aquest tipus cel·lular. Les cèl·lules de la 

micròglia activades, adquireixen una morfologia ameboide característica, s’indueix 

l’expressió de molècules de secreció com interleucines (IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-
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12, IL-16, IL-23, TNF-α, TGF-β), quimiocines (CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1α, 

CCL4/MIP-1β, CCL5/RANTES, CXCL8/IL-8, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, 

CXCL12/SDF-1α, CX3CL1/fractalina ) i factors del complement (C1, C3, C4), 

implicades totes elles en l’inici i la progressió de la resposta inflamatòria.  

L’activació microglial també comporta l’expressió d’una gran varietat de receptors de 

membrana (taula 1), que contribueixen tant en la immunitat innata, amb l’expressió de 

CD14 i dels anomenats pattern recognition receptor (PRR) entre els que destaquen els 

receptors Toll-like, (Jack et al., 2005; Akira et al., 2006); com en la immunitat 

adaptativa, comportant-se com a cèl·lules inflamatòries amb capacitat fagocítica i 

presentadores d’antigen, interaccionant amb limfòcits CD4+ i CD8+ (Nguyen et al., 

2002). 

  RECEPTORS 

Receptors  de  molècules 

d’adhesió: 

MHCI i MHCII, 

 receptors CD4,  

receptor de ICAM‐1       

receptor de LFA‐1 i Mac‐1receptors del 

complement (C1q, C5a) 

Receptors  de  citocines  i 

quimiocines: 

  IFN‐α, IFN‐β, IFN‐γ 

IL‐1, IL‐6, IL‐10, IL‐12, IL‐16 

TNF‐α 

M‐CSF, GM‐CSF 

CCR, CXCR, CX3CR 

Receptors  associats  a  la 

immunitat innata: 

receptors Toll‐like 

receptors CD14 

receptors de Manosa 

Taula I1. Receptors de membrana expressats per la micròglia reactiva. 

 

Després d’un episodi isquèmic es dóna una ràpida activació glial. Les cèl·lules de la 

micròglia s’activen i proliferen ràpidament (Capone et al., 2007; Schilling et al., 2005). 

La seva capacitat fagocítica juga un paper molt important en l’eliminació de les restes 

cel·lulars resultats de la mort necròtica i apoptòtica que es dóna en el teixit infartat, 

evitant així la progressió de l’extensió del dany isquèmic (Ekdahl et al., 2009). També 

alliberen citocines antiinflamatòries com la IL-10, i molècules tròfiques com les 
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neurotrofines, que poden mediar la neuroprotecció i reparació del teixit infartat (Storini 

et al. 2005; Lai i Tod, 2008). No obstant, les cèl·lules de la micròglia també actuen 

alliberant citocines proinflamatòries, radicals lliures d’oxigen i òxid nítric (NO), que 

contribueixen a la patogènesi de la isquèmia cerebral (Block i Hong 2005). L’activació 

microglial és doncs un procés indispensable en la inflamació postisquèmica, però 

sembla que juga un paper dual en l’evolució de l’infart cerebral.  

 

   Activació astroglial 

Després de l’infart, les cèl·lules astrocitàries també s’activen ràpidament. El segell 

distintiu de l‘astrogliosi reactiva és la sobreexpressió de la proteïna àcida fibril·lar glial 

(GFAP), i d’altres molècules formadores de filaments intermedis com la vimentina. Els 

astròcits reactius pateixen altres canvis morfològics com un augment en el tamany 

nuclear, la dispersió de la cromatina, l’augment del nombre de mitocondris i ribosomes, 

i un augment en la grandària del complex de Golgi.  

Segons el context del procés patològic, l’astrogliosi es pot considerar un procés 

beneficiós que promou la supervivència neuronal mitjançant la producció de factors de 

creixement i factors neurotròfics com el factor de creixement nerviós (NGF), el factor 

bàsic de creixement de fibroblasts (FGF), el factor de creixement transformant (TFG) β, 

el factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF), el factor neurotròfic derivat del 

cervell (BDNF), el factor neurotròfic ciliar (CNTF), el factor de creixement de 

l’endoteli vascular (VEGF), etc. (Tokita et al, 2001;. Zhang i Chopp, 2002, Chen i 

Swanson, 2003).  

Un altre mecanisme que resulta de l’activació astroglial és la formació de l’anomenada 

cicatriu glial, on els astròcits reactius acaben envoltant l’àrea necròtica delimitant la 

regió danyada del teixit cerebral. Aquesta estructura és essencial per a la regulació 

espacial i temporal de la inflamació després d'una lesió del SNC (Herrmann et al., 

2004). Dins de la zona demarcada, hi ha una resposta inflamatòria robusta que és 

adjacent al teixit nerviós viable, de manera que la cicatriu glial supossa una barrera 

física que protegeix el teixit de les possibles lesions secundàries. Aquesta cicatriu glial 

es forma per l’acumulació d’astròcits reactius en la superfície de la lesió, proteoglicans 
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de la matriu extracel·lular, i per una capa de fibroblasts del teixit conjuntiu adjacent que 

proliferen sobre la capa d’astròcits.  

D’altre banda, els astròcits reactius també alliberen citocines i molècules d’adhesió 

implicades en el reclutament leucocitari en la regió infartada, i incrementant així el dany 

secundari que es dóna com a resultat de la resposta inflamatòria secundària a la lesió 

isquèmica.  

 

 

   Migració Leucocitària 

El procés inflamatori també es caracteritza pel reclutament de leucòcits circulants del 

torrent sanguini. Astròcits i micròglia reactiva expressen i secreten molècules de 

senyalització, com citocines i quimiocines. Això provoca l’activació de les cèl·lules de 

l’endoteli neurovascular, que reaccionen induint l’expressió de molècules d’adhesió a la 

membrana cel·lular, l’alliberació de quimiocines i citocines proinflamatòries, l’activació 

dels leucòcits i un augment en la permeabilitat de l’endoteli. 

La migració dels leucòcits cap a la regió isquèmica s’inicia amb un procés d’adhesió 

dels leucòcits circulants a les parets de l’endoteli vascular activat. Aquest procés 

comença amb el rodament d’aquests per la superfície de les cèl·lules endotelials, un 

procés conegut com a rolling, mediat per contactes dèbils entre les cèl·lules mitjançant 

molècules d’adhesió, principalment selectines. Aquest primer contacte provoca 

l’activació dels leucòcits, sobretot dels neutròfils, i l’expressió de molècules d’adhesió 

més específiques que reforçaran les interaccions amb l’endoteli vascular. A continuació, 

els leucòcits creuen l’endoteli a través de les unions entre les cèl·lules per diapedesis 

fins aconseguir la completa migració cap al parènquima cerebral.  

La infiltració leucocitària postisquèmica està associada a un augment del dany 

isquèmic, degut a l’alliberació de citocines proinflamatòries, enzims proteolítics 

lisosomals, i ROS per part de les cèl·lules infiltrants (Lefer i Ma 1993; Tedgui i Bernard 

1994).   
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   Citocines com a mediadors inflamatoris 

Les citocines són glicoproteïnes de baix pes molecular que actuen com a 

molècules senyalitzadores capaces d’activar diferents cascades de senyalització en 

resposta a la seva interacció amb receptors específics de membrana. Estan considerades 

com a les mediadores principals del sistema immunològic i de respostes inflamatòries.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I3. Infiltració leucocitària postisquèmica (adaptat Huang et al., 2006). 

Els principals tipus cel·lulars productors de citocines són les cèl·lules del sistema 

immunològic com macròfags, monòcits i limfòcits, no obstant també s’ha observat la 

producció de citocines per part d’altres tipus cel·lulars com cèl·lules endotelials, 

fibroblasts, plaquetes i cèl·lules residents del sistema nerviós central com la micròglia i 

els astròcits, i en neurones en menor mesura. En la isquèmia cerebral, la seva funció 

principal és la d’actuar com a molècules senyalitzadores participant en l’arribada i 

infiltració de leucòcits cap a la regió infartada i estimulant la síntesi de molècules 
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d’adhesió en leucòcits, cèl·lules endotelials i altres tipus cel·lulars. D’aquesta forma 

promouen la resposta inflamatòria en el teixit cerebral lesionat.  

Les citocines són importants mediadors inflamatoris que es produeixen per les cèl·lules 

immunes i cèl·lules residents del cervell després de la isquèmia. Entre les citocines més 

estudiades en la isquèmia cerebral es troben la interleucina-1β (IL-1β), el factor de 

necrosi tumoral α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6) i la interleucina-10 (IL-10). També 

s’ha descrit que l'expressió de quimiocines com la proteïna quimiotàctica de monòcits-1 

(MCP-1), proteïna inflamatòria dels macròfags-1α (MIP-1) i la fractalcina (CX3CL1) 

juguen un paper en la isquèmia focal, facilitant la infiltració de leucocitària. A més, s’ha 

vist que les quimiocines poden afectar directament la permeabilitat de la barrera 

hematoencefàlica. 

 

   Interleucines 

Les citocines més estudiades que s’ha demostrat que estan directament associades a la 

isquèmia cerebral són el factor de necrosi tumoral α (TNF-α), les interleucines (IL), IL-

1β, IL-6, IL-10 i el factor de creixement transformant (TGF)-β. Mentre que la IL-1β i 

TNF-α, poden agreujar una lesió cerebral, el TGF-β i IL-10 semblen jugar un paper 

neuroprotector (Zhu et al., 2002; Spera et al., 1998).  

La IL-1 és una citocina proinflamatòria que es sobreexpressa després d’un episodi 

isquèmic, permanent o transitori, en la regió infartada. Els efectes induïts per la IL-1 

inclouen febre, augment del ritme cardíac i de la pressió arterial, l'augment del dany 

induït per l’activació de receptors, la proliferació microglial, alliberació d'àcid 

araquidònic, i l'estimulació de la NOS. No obstant, les funcions més reconegudes de la 

IL-1 semblen ser la inducció de l'expressió de molècules d'adhesió en l’endoteli 

vascular com la E-selectina, les molècules d’adhesió cel·lular ICAM-1 i ICAM-2, i la 

mol·lècula d’adhesió vascular VCAM-1. Totes elles contribueixen a promoure la 

infiltració de neutròfils en el teixit.  

La IL-1 existeix en dues formes diferents (α i β) que actuen unint-se a receptors 

específics de membrana. Existeixen dos receptors principals de la IL-1, els receptors de 

la IL-1 de tipus I i de tipus II. El receptor de tipus I s’expressa en la superfície de la 

membrana de diversos tipus cel·lulars i s’uneix a la IL-1α i la IL-1β amb afinitat 
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similar. El receptor de tipus II es troba a la superfície de les cèl·lules B, neutròfils i 

macròfags i mostra major afinitat per la IL-1β . La regulació dels dos receptors en la 

isquèmia cerebral és diferent, de forma que podrien jugar un paper independent.  

El TNF-α està considerat també com a citocina proinflamatòria. S’han observat 

augments en la expressió de TNF-α en la isquèmia cerebral. També s’han descrit nivells 

elevats de TNF-α plasmàtic en pacients d’ictus, en comparació amb individus sans. El 

TNF-α indueix l'expressió de molècules d'adhesió en les cèl·lules glials i endotelials 

com la ICAM-1, la VCAM-1 i la E-selectina, afavorint l'adherència dels neutròfils i la 

seva acumulació en la microvasculatura cerebral. L’acció de TNF-α també provoca 

alteracions en la barrera BHE, així com l'activació de les cèl·lules glials, en el marc d'un 

procés de reparació i remodelació en resposta a la isquèmia. 

La IL-6 també està considerada com a citocina proinflamatòria. Juga un paper central en 

les respostes inflamatòries agudes i cròniques, i s'expressa en resposta a diverses formes 

de lesió cerebral, entres elles la isquèmia cerebral. Els nivells de la IL-6 són elevats 

poques hores després de l’episodi isquèmic, i es mantenen elevats durant la fase 

subaguda de l’ictus. També s’han trobat nivells elevats de la IL-6 en el plasma dels 

pacients d’ictus, i es considera un marcador de mal pronòstic (Vila et al., 2001). D’altra 

banda s'ha demostrat que la IL-6 indueix l'expressió del gen de la PLA2, i en 

conseqüència, estimula la producció de leucotriens, prostaglandines i del factor 

activador de plaquetes (PAF), que estan involucrats en el dany cerebral isquèmic. No 

obstant, també s’han observat efectes antiinflamatoris en el mecanisme d’acció de la IL-

6, a través d'un mecanisme de retroalimentació negativa, estimulant la producció de 

l'antagonista del receptor d'IL-1 (IL1RA), i de l’antagonista del receptor soluble de 

TNF-α, que inhibeixen les seves respectives accions. Fins hi tot s’ha demostrat que 

l’administració intracerebral de l’IL-6 té efectes protectors en la isquèmia cerebral 

(Loddick et al., 1998). 

El TGF-β és una citocina antiinflamatòria. Regula la proliferació i diferenciació 

cel·lulars i juga un paper central en els mecanismes de reparació tissular. S’observa un 

augment de la seva expressió hores després d’un episodi isquèmic, sobretot en la zona 

de penombra. El seu paper antiinflamatori en la isquèmia cerebral se li atribueix per 

diverses raons com ara la reducció dels neutròfils adherits a les cèl·lules endotelials de 

la regió infartada, la reducció en l’alliberament de ROS i RNS generades principalment 
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per l’acció de macròfags durant la resposta inflamatòria, la promoció de l’angiogènesi 

en la zona de penombra isquèmica i la reducció en l'expressió i l'eficàcia d'altres 

citocines com el TNF-α, possiblement mitjançant el bloqueig de la cinasa p38 i la 

conseqüent inhibició del mecanisme de transducció del TNF-α. 

La IL-10 està considerada també com a citocina antiinflamatòria. Els seus efectes 

antiinflamatoris més importants són la inhibició de la producció de citocines 

inflamatòries com IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8, IFN-γ, IL-12 (Moore et al., 2001) i la 

inhibició de l'expressió del receptor d’immunitat innata TLR4 (del anglès Toll-like 

receptor) (Muzio et al., 2000). Diferents estudis han demostrat que la IL-10 protegeix el 

cervell contra els danys inflamatoris induïts pel LPS (Lynch et al., 2004) o la isquèmia 

(Spera et al. 1998), i s’ha observat que nivells baixos de IL-10 en el plasma de pacients 

s’associa a un mal pronòstic (Vila et al., 2003). 

 

   Quimiocines 

Les quimiocines són una família creixent de pèptids de baix pes molecular, que es 

secreten i juguen un paper essencial en la comunicació intercel·lular i en la resposta 

inflamatòria. Són responsables de la quimiotaxis i de l’aproximació de les cèl·lules 

immunitàries perifèriques des de zones allunyades al punt d’inflamació. Es produeixen 

en diversos teixits, incloent el cervell, i operen activant cinases intracel·lulars mitjançant 

la interacció amb receptors de membrana específics acoblats a proteïna-G (Bajetto et al, 

2001). Després d’una lesió isquèmica s’observa un augment en l’expressió de 

quimiocines en el cervell i en el plasma (Chen et al, 2003). Les quimiocines més 

destacades són la monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) i la macrophage 

inflammatory protein 1 alpha (MIP-1α). D’acord amb el seu paper perjudicial, la 

inhibició d’aquestes quimiocines s’associa amb una disminució del dany (Garau et al, 

2005), mentre la sobreexpressió de MCP-1 en el cervell potencia el dany isquèmic i 

incrementa la infiltració de cèl·lules inflamatòries (Chen et al, 2003). 

A més de les seves propietats quimiotàctiques, algunes quimiocines afecten directament 

la permeabilitat de la BHE. S’ha observat que la MCP-1 incrementa la permeabilitat de 

la BHE en models in vitro, i altera les unions estretes, suggerint que la MCP-1 podria 

actuar “obrint” la BHE (Stamatovic et al, 2005). La MCP-1 és secretada per astròcits i 
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micròglia activada (macròfags), mentre que la MIP-1 s’expressa preferentment en 

cèl·lules de la micròglia activades (macròfags). Els limfòcits activats també expressen 

quimiocines (MIP-1α/CCL3, MIP-1β/CCL4) i incrementen l’expressió d’altres 

quimiocines (RANTES/CCL5, IP-10/CXCL10, MIP-1β/CCL4) en astròcits i macròfags 

perivasculars (Karpus et al, 1999). 

 

 

   Molècules d’adhesió 

Les molècules d’adhesió juguen un paper important en la infiltració leucocitària del 

territori isquèmic. La interacció entre leucòcits i les cèl·lules de l’endoteli vascular està 

mediada per tres grups de  molècules d’adhesió diferents: les selectines, la superfamília 

de les immunoglobulines i les integrines. 

 

Selectines 

Les selectines són una família de glicoproteïnes de membrana tipus I calci dependents, 

formada per tres membres que s’anomenen segons la seva localització majoritària: la L-

selectina, que s’expressa en la membrana de leucòcits de forma constitutiva i augmenta 

la seva expressió enfront a l’activació cel·lular; la E-selectina, que s’expressa en 

cèl·lules endotelials, es sintetitzen en resposta  a l’activació cel·lular; i la P-selectina, 

que s’expressa majoritàriament en plaquetes però també en cèl·lules endotelials. El 

lligand principal de la P-selectina és el carbohidrat P-selectin glicoprotein ligand 1 o 

PSGL-1, que s’expressa en leucòcits, aquest té elevada afinitat per la P-selectina, tot i 

que també pot unir-se a les selectines L i E amb menor afinitat. 

En el cas de les selectines P- i E-, determinats estímuls proinflamatoris com les 

citocines IL-1 i TNF-α, també promouen la seva expressió. Aquesta interacció promou 

activació cel·lular, mobilització d’integrines, inflamació i trombosi (Kim., 1996). Les 

selectines P i E són les principals responsables del reclutament de leucòcits en el teixit 

infartat. S’ha observat un augment de la seva expressió després d’un episodi isquèmic 

associat a una major infiltració leucocitària. 
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La superfamília de les immunoglobulines 

El pas de leucòcits al teixit infartat a través dels espais intercel·lulars de l’endoteli 

vascular està mediat per les interaccions entre integrines i molècules de la superfamília 

de les immunoglobulines , amb els seus respectius lligands. 

Les immunoglobulines són glicoproteïnes de membrana involucrades en processos de 

reconeixement, unió o adhesió cel·lulars. Existeixen cinc membres de la superfamília de 

les immunoglobulines que actuen com a molècules d’adhesió. 

Les molècules d’adhesió intercel·lulars (ICAM) que intervenen en el 

reforçament de l’adhesió dels leucòcits a l’endoteli vascular per mitjà de la formació de 

ponts d’unió amb integrines. Entre els seus lligands destaquen les integrines β2 

específica de leucòcits.  

La molècula d’adhesió vascular 1 (VCAM-1), s’indueix en cèl·lules endotelials 

activades, i augmenta la seva expressió en resposta a TNF-α i IL-1β. Interactua amb la 

integrina α4β1 o very late antigen 4 (VLA-4), i juga un paper important en el 

reclutament i tràfic de limfòcits al lloc de la inflamació. També pot expressar-se en 

macròfags tissulars, cèl·lules dendrítiques i fibroblasts de la medul·la òssia. 

PECAM-1 està involucrada en la interacció entre cèl·lules endotelials i en la 

transmigració leucocitària a través de l’endoteli, i per tant és important pel procés de 

infiltració leucocitària. 

 La molècula d’adhesió cel·lular de la mucosa vascular 1 (MAd CAM-1). 

S’expressa en cèl·lules limfoides i mieloides immadures, i interacciona amb a L-

selectina i amb L-PAM-1 (α4β7). 

 

ICAM-1 i VCAM-1, són els membres del grup que s’ha vist estan involucrats en la 

resposta inflamatòria postisquèmica (Blann et al., 1999). Així doncs, s’ha vist un 

augment en la expressió de expressió de ICAM-1 i VCAM-1 abans de la infiltració 

leucocitària que es dóna durant la reperfusió del teixit infartat. A més, s’ha vist que la 

seva sobreexpressió s’associa a un augment del dany isquèmic cerebral (Wang i 

Feuerstein, 1995). Malgrat això, en models animals d’isquèmia/reperfusió s’ha 

demostrat que el bloqueig de VCAM-1 no té efectes protectors (Justícia et al., 2007), 
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mentre que si que els té el bloqueig de ICAM-1 (Zhang et al., 1994) i els animals 

deficients en ICAM-1 tenen volums d’infart cerebral més petits (Soriano et al., 1996). 

Malgrat això, l’assaig clínic amb un anticòs anti-ICAM-1 (enlimomab) va haver de ser 

discontinuat per efectes adversos greus (Enlimomab Acute Stroke Trial Investigators, 

2001). 

 

Integrines 

Les integrines són heterodímers formats per glicoproteïnes transmembrana de tipus I. 

Estan formades per dues subunitats, una subunitat α i una subunitat β, unides de forma 

no covalent. Les combinacions específiques de les subunitats αβ determinen l'activitat 

d'unió als lligands i diferents funcions de senyalització. En mamífers, les integrines 

estan constituïdes per 18 tipus de subunitats α i 8 tipus de subunitats β i es classifiquen 

en diferents subfamília segons la subunitat β. Les Integrines de la subfamília β2 (CD18), 

s’expressen en leucòcits, i tenen un paper fonamental en l’adhesió i transmigració 

leucocitària. Els membres més destacats d’aquesta subfamília són les integrines 

leukocyte function–associated molecule (LFA)-1 (αLβ2) i  macrophage-1 (Mac-1) 

antigen (αMβ2).  

La subfamília β1, α4β1 de les integrines també s’expressa en leucòcits, i interacciona amb 

VCAM-1. Aquesta interacció és també important en processos d'extravasació de 

leucòcits i en nombrosos processos immunològics i inflamatoris. Es requereixen senyals 

d'activació per induir una unió forta de α4β1 a VCAM-1. Malgrat tot, la integrina α4β1 en 

estat inactivat pot fer de mediadora en unions amb VCAM-1 i és la responsable del 

rodament (rolling) de leucòcits sobre cèl·lules endotelials activades. 

 

 

   La immunitat innata en la Isquèmia/Reperfussió 

El sistema immunitari és un conjunt de proteïnes, cèl·lules, òrgans i teixits, que 

funcionen conjuntament amb l’objectiu d’ evitar l’entrada de microorganismes o toxines 
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que poden actuar com a agents patògens, i de generar una resposta contra aquests 

agents.  

La primera barrera defensiva de l’organisme és un impediment fisiològic passiu a 

l’entrada de microorganismes patògens, format per la pell, les glàndules sudorípares, les 

cèl·lules de Langerhans, el pH àcid de l’estómac, etc. No obstant, si aquesta primera 

barrera és superada, el sistema immunitari activarà una sèrie de mecanismes que 

intentaran reconèixer i neutralitzar aquests agents patògens. El sistema immune però, 

també respon a altres estímuls en absència d’infecció. Actualment es pensa que el dany 

tissular agut genera senyals d’alarma que activen el sistema immunològic (Gallucci i 

Matzinger, 2001), i com veurem més endavant aquestes respostes es pensa poden 

intervenir en el dany cerebral després de la isquèmia.  

El sistema immunitari es divideix en immunitat innata o natural i immunitat adquirida o 

adaptativa. La immunitat innata és la primera línia de defensa immunològica, està 

formada pel sistema del complement i els leucòcits del sistema immune innat, on 

trobem fagòcits (macròfags, neutròfils i cèl·lules dendrítiques), mastòcits, eosinòfils, 

basòfils i cèl·lules natural killer (NK). Aquestes cèl·lules tenen la capacitat d’identificar 

estructures moleculars, altament conservades, que són comuns en determinats tipus de 

microorganismes patogènics, i que reben el nom de patrons moleculars associats a 

patogens o PAMPs. Per a reconèixer aquests patrons moleculars, existeixen tota una 

sèrie de receptors anomenats receptores de patrons de reconeixement o PRRs. Un dels 

membres més importants dins del grup de receptors PRRs és la família de receptors 

“Toll-like” (TLR), que es descriuen més endavant. La resposta immunitària adaptativa 

és específica per cada antigen i requereix el reconeixement d'antígens específics durant 

un procés anomenat presentació d'antigen. El reconeixement de l'especificitat de 

l'antigen permet generar respostes més eficients per a cada patogen o cèl·lula infectada. 

El SNC es troba protegit del medi que l’envolta, gràcies a la presència de la BHE i de la 

manca de drenatge limfàtic. No obstant, les infeccions en el SNC són possibles i això 

posa de manifest la necessitat de que cèl·lules residents del sistema nerviós central 

també siguin capaces d’iniciar una resposta immune innata enfront d’una infecció, fins 

que les cèl·lules de la perifèria del sistema immune innat i adaptatiu siguin reclutades.  

Les cèl·lules de la micròglia són els macròfags residents del SNC i actuen com a 

sentinelles en el cervell (Aloisi, 2001; Bsibsi et al., 2002; Olson & Miller, 2004).  No 
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obstant, altres cèl·lules pròpies del SNC com els astròcits, també presenten receptors 

PRRs, i amb els anys, nombrosos estudis han demostrat que juguen un paper essencial 

en l’activació del sistema immune innat en el SNC (McKimmie i Fazakerley, 2005). 

Estudis recents també han demostrat la presencia de receptors TLR en neurones i 

oligodendròcits  (Bsibsi et al., 2002; Prehaud et al., 2005), tot i que s’està estudiant quin 

és els seu paper en la resposta immune en el SNC.  
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ELS Receptors Toll­Like  
 

Els receptors Toll-like són una família de glicoproteïnes de membrana de tipus I. Tenen 

un domini C-terminal molt similar al domini intracel·lular del receptor de la Interleucina 

1 (IL-1), d’aquí el seu nom “Toll/IL-1 receptor (TIR) domain” o TIR. Aquest domini 

reclutarà diverses proteïnes adaptadores que iniciaran diferents cascades de 

senyalització. El domini extracel·lular  N-terminal conté entre 16 i 28 repeticions de 

Leucina (LRR: Leucine rich repeats), i cada repetició conté entre 20 i 30 aminoàcids 

amb un motiu ‘‘LxxLxLxxN”, altament conservat. Aquests dominis LRR són els que 

confereixen a cada receptor TLR la seva especificitat a determinats lligands.  

 

 

Figura I4. Receptors TLRs (Trinchieri i Sher et al., 2007). 
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El primer receptor Toll es va identificar en Drosophila sp. com a un component de la 

senyalització intracel·lular que controlava la polaritat dorsoventral en els estadis inicials 

del seu desenvolupament. Posteriorment es va veure que també estava implicat en la 

resposta immunitària  (Lemaitre et al., 1996), i es van trobar homòlegs d’aquests 

receptors en mamífers (Medzhitov i Janeway 1997). Actualment és coneixen un total de 

12 TLRs, 10 receptors en humans (TLR 1-10) i 12 receptors en ratolí (TLR1-9 i 

TLR11-12).  

Segons la seva seqüència aminoacídica, podem classificar els membres de la família de 

receptors TLRs en cinc subfamílies:  

La subfamília TLR-2, formada pels membres TLR-1, TLR-2, TLR-6 i TLR-10, 

reconeixen lipoproteïnes, lipopèptids i proteoglicans de la paret dels bacteris Gram 

positius majoritàriament, així com lipoproteïnes i lipopèptids de la membrana 

plasmàtica de Mycoplasma sp. 

La subfamília TLR-3, té un únic membre. TLR-3 reconeix RNA viral de doble 

cadena (dsRNA) que es genera en aquelles cèl·lules que han estat infectades per 

determinats virus.  

La subfamília TLR-5, formada pels membres TLR-5 i TLR-11, reconeixen 

molècules protèiques. Concretament, TLR5 reconeix components del flagel bacterià 

com la flagelina. 

La subfamília TLR-9, formada pels membres TLR-7, TLR-8 i TLR-9, que 

reconèixen àcids nucleics. L’ADN bacterià i l’ADN víric, contenen nombroses 

repeticions de motius CpG no metilades, aquestes seqüències actuen com a PAMPs per 

determinats TLRs com el TLR9; els receptors TLR-7 i TLR-8, (molt similars a TLR-9) 

reconeixen ARN viral de cadena senzilla (ssRNA), així com compostos antivirals 

sintètics, com els derivats de la Imidazoquinolina. 

I finalment la subfamília TLR-4, també amb un únic representant, reconeix el 

Lipopolisacàrid bacterià (LPS), que és un component essencial de la membrana externa 

de bacteris Gram-negatius. 
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La seva localització cel·lular és diferent segons el receptor, així els receptors TLRs 1, 2, 

4, 5, 6 i 11 són receptors de membrana plasmàtica majoritàriament, i interaccionen amb 

PAMPs que entren en contacte amb la cèl·lula. La localització dels receptors TLRs 3, 7, 

8, i 9 és intracel·lular, es troben a la membrana d’endosomes, lisosomes i reticle 

endoplasmàtic. El seu domini N-terminal queda exposat cap a l’interior d’aquests 

orgànuls, d’aquesta manera, després de que aquests orgànuls hagin degradat total o 

parcialment els organismes patògens, prèviament internalitzats per endocitosi, aquests 

receptors poden  reconèixer ADN i ARN bacterià o viral. 

 

 

   Receptor TLR4 i vies de senyalització 

El receptor TLR-4 requereix de proteïnes addicionals per a poder reconèixer el LPS, 

que és el seu lligand més típic.  

La proteïna de diferenciació mieloide (MD-2) és necessària pel reconeixement del LPS 

per part dels TLR-4, però també és indispensable per a la seva  distribució cel·lular. La 

proteïna MD-2 és una glicoproteïna que s’uneix al receptor TLR-4 en el reticle 

endoplasmàtic (RE). El complex TLR-4/MD2 és després conduït a la membrana 

cel·lular. S’ha observat que animals deficients per la proteïna MD-2, presenten una 

resposta al tractament amb LPS similar a la que presenten els animals deficients en 

TLR-4, i també s’ha vist que en aquests animals  el receptor TLR-4 queda retingut en 

l’Aparell de Golgi i no és transportat a la membrana de la cèl·lula. 

La proteïna d’unió a LPS o (LBP), és una proteïna soluble present en el sèrum. El LPS 

ha d’estar unit a aquesta proteïna per a ser reconegut pel receptor TLR-4. 

La proteïna CD14, és una glicoproteïna que es pot trobar en forma soluble en el plasma 

o bé unida a la membrana cel·lular a través d’una cua fosfatidilinositol. Aquesta 

proteïna s’uniria al complex LPS:LBP.  

Tant la proteïna LBP, com CD14 tenen motius rics en repeticions de leucina a través 

dels quals s’unirien al complex TLR4:MD-2. El complex TLR4/MD-2:LPS/LBP/CD14 

activa el receptor TLR-4, que dimeritza i activa dues vies de senyalització diferents  a 
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través del reclutament de proteïnes adaptadores, la via dependent de la proteïna 

adaptadora myeloid differentiation primary-response protein 88 (MyD88), i la via 

dependent de la proteïna adaptadora TIR-domain-containing adapter-inducing 

interferon-β (TRIF). Aquestes vies de senyalització que descriurem a continuació es 

coneixen fonamentalment per la informació obtinguda en línies cel·lulars i en monòcits 

o macròfags tractats amb l‘activador clàssic de TLR-4, que és el LPS. No obstant, com 

veurem més endavant, hi evidències experimentals que suggereixen que la senyalització 

podria ser depenent del tipus cel·lular, i aquest serà un punt que investigarem en aquesta 

tesi. 

 

   Via dependent de la proteïna adaptadora MyD88 

La proteïna adaptadora MyD88 s’associa a tots els TLRs excepte TLR-3. Aquesta 

proteïna té dos dominis: un domini toll-interleukin 1 receptor (TIR) C-terminal, que és 

el responsable de la interacció amb el domini TIR dels TLR; i un domini death domain 

(DD) N-terminal, responsable de la interacció de MyD88 amb diferents membres de la 

família de proteïnes adaptadores IL-1 receptor associated kinase (IRAK).   

La proteïna TIR domain containing adaptor protein  (TIRAP) també anomenada 

MyD88 adapter protein (MAL) és també una proteïna adaptadora que es troba unida a  

fosfatidil inositol-4, 5-bifosfat (PIP2) de la membrana cel·lular, i que fa de pont entre la 

proteïna MyD88 i el receptor TLR-4. A diferencia de MyD88, TIRAP/MAL no és 

indispensable per a la senyalització però actua atraient a MyD88 a la membrana, 

facilitant així la interacció de MyD88 amb el domini TIR del receptor TLR4.  

Existeixen quatre proteïnes IRAK diferents (IRAK 1,2,4 i IRAK-M) identificades en 

mamífers, però són les proteïnes IRAK-1, 2 i IRAK-4 les proteïnes involucrades en la 

senyalització de TLR-4 per la via dependent de MyD88. Aquestes proteïnes posseeixen 

dos dominis, un domini de mort (DD) N-terminal, i un domini central amb activitat 

serina/treonina cinasa. IRAK-4 s’uneix a MyD88 gràcies a la interacció entre els 

dominis DD d’IRAK-4 i el domini intern de MyD88. Aleshores IRAK-4 fosforila a 

IRAK-1 i IRAK-2, gràcies a la seva activitat cinasa. IRAK-1 s’autofosforilarà fins estar 

totalment activada. En aquest moment IRAK-1/2 és dissocien del complex TLR-

4/MyD88/IRAK-4 per unir-se a TRAF-6 seguint amb la via de senyalització.  
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Un cop associat, TRAF-6 interacciona amb l’enzim conjugador a ubiqüitina E2, variant 

1 (Uev1A) i l’enzim conjugador a ubiqüitina E3 (UbcE3), que poliubiqüitinaran a 

TRAF-6, permetent que interaccioni amb altres proteïnes. El complex 

Uev1A/UbcE3/TRAF-6 interacciona amb el complex proteic format per TAK-1 i les 

proteïnes d’unió a TAK-1 i a TAB 2-3.  

TAK-1 és aleshores ubiqüitinat i s’activa, fosforilant al complex proteic IKK, format 

per les subunitats catalítiques IKKα i IKKβ, i per la subunitat reguladora IKKγ o 

NEMO (NFκB essential modulator), que també seran ubiqüitinades. Les IKKs actives 

fosforilen a l’inhibidor de NFκB, IκB,  provocant la seva poliubiqüitinació i degradació 

via proteasoma. Mentre IκB es troba unit a NFκB manté inactiu a aquest factor de 

transcripció. No obstant, quan IκB es dissocia del complex, NFκB queda lliure i actiu, 

permetent la seva translocació al nucli de la cèl·lula i la transcripció de gens de resposta 

inflamatòria, com per exemple TNF-α i IL-6. TAK-1 també interacciona amb la via de 

les MAPKs per mitjà de la fosforilació d’alguns dels seus membres, com la proteïna 

MKK6, que activarà les proteïnes cinasa JNK; i MKK3 i MKK7, que activaran a p38. 

Al seu torn, JNK i p38 activaran el factor de transcripció activador de la proteïna 1, AP-

1 (activator protein 1). 

Així doncs, la via dependent de MyD88 activada com a resultat de la interacció TLR-

4/LPS portarà a una activació immediata dels factors de transcripció NFκB i AP-1, i per 

tant, a un augment en l’expressió de gens proinflamatoris sota el seu control. Alguns 

d’aquests gens jugaran també un paper fonamental en la modulació de la transcripció 

dependent de NFκB. Aquests inclouen la proteïna IκBζ, que funciona com un 

coactivador induïble de la subunitat p50 de NFκB, facilitant així  la inducció de IL-6 i 

IL-12p40 (Yamamoto et al., 2004); C/EBPδ, que actua amb NFκB potenciant  la 

producció de IL-6 (Litvak et al., 2009); IκB-NS, que suprimeix la inducció de IL-6 i del 

factor de necrosi tumoral (TNF) modulant l'activitat d'unió a l'ADN de la subunitat p65 

de NFκB (Kuwata et al., 2006), i ATF3, que restringeix l'activitat de NFκB mitjançant 

el reclutament de histones acetiltransferasa (Gilchrist et al., 2006). 
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  Via dependent de la proteïna adaptadora TRIF 

El receptor TLR4 promou també l’activació de la via dependent de la proteïna 

adaptadora TRIF, també anomenada via independent de MyD88. S’havia observat que 

animals knock-out per MyD88 presentaven una activació retardada de NFκB en resposta 

al LPS, i que animals dobles knock-out per MyD88 i TRIF no mostraven cap resposta a 

l’activació de TLR-4 per LPS, evidenciant així que TRIF era un dels responsables 

implicats en la activació retardada de NFκB, i per tant un dels components de la via 

independent de MyD88 (Hirotani et al., 2005).  

La interacció del receptor TLR4 amb TRIF requereix la presència de la proteïna 

adaptadora TIR domain−containing adaptor, TRIF-related adaptor molecule (TRAM). 

Estudis recents han demostrat que l’activació de la via dependent de TRIF requereix la 

internalització prèvia del complex CD14/TLR4/MD2 a endosomes, a través d’un procés 

d’endocitosi dependent de dinamina (Tanimura et al., 2008). La interacció 

LPS/TLR4/MD2 provoca el reclutament de la proteïna adaptadora TIRAP/MyD88, en 

regions de la membrana plasmàtica riques en PtdIns(4,5)P2 també anomenades lipid 

rafts, iniciant la via de senyalització dependent de MyD88. Posteriorment, la interacció 

LPS/TLR4/MD2/CD14 provoca la internalització del receptor TLR-4 per endocitosi. 

Això fa que la proporció de PtdIns(4,5)P2 de la membrana endosomal disminueixi, i el 

complex TIRAP/MyD88 perdi afinitat, permetent la interacció de TLR-4 amb la 

proteïna adaptadora TRAM,  que té un domini de localització subcel·lular essencial per 

a la seva localització endosomal, i amb la proteïna TRIF, iniciant la cascada de 

senyalització.  

Després de l’activació del receptor, la proteïna TRIF interacciona amb les proteïnes 

TRAF3 i TRAF6 a través de motius d’unió a TRAF que es troben en la seva regió N-

terminal.  TRIF també conté un motiu d’unió a la proteïna receptor-interacting protein 

(RIP1) en la regió C-terminal.  

La interacció amb TRAF6 comporta la formació del complex  Uev1A/UbcE3/TRAF-6 i 

a l’activació de NFκB igual que en la via dependent de MyD88.  

La interacció amb TRAF3, unida a les proteïnes NAK-associated protein 1 (NAP1) i  

TBK1 adaptor (SINTBAD), comportarà l’activació de dues proteïnes cinases TBK-1, i  
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Figura I5. Senyalització del receptor TLR-4 (adaptat Takeuchi i Akira, 2010). 
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la seva homòloga IKKε (Hacker et al., 2006), que fosforilen al factor de transcripció 

IRF3 activant-lo. IRF3 dimeritza i passa al nucli, on s’uneix a seqüències IRSE, activant 

l’expressió d’interferó de tipus I (IFN), com els IFN-α i -β. IKK-ε també pot fosforilar 

la proteïna de la família de transductors de senyals i activadors de la transcripció STAT-

1 (que intervé en les respostes als IFNs) facilitant així la inducció de l’expressió de gens 

induïbles per IFN com Adar1, Ifit3, i Irf7 (TenOever et al., 2007). 

IRF3 pot també interaccionar amb altres proteïnes com la subunitat p65 de NFκB i unir-

se a seqüències IRSE, i activar apoptosi, amb la intervenció de proteïnes com RIP-2, 

FADD i caspasa-8 (Kawai et al., 2004; Honda et al., 2005; Uematsu et al., 2005). Un 

estudi recent també ha identificat un enzim ubiqüitina lligasa E2, Ubc5, com a molècula 

necessària per a l’activació de IRF3 (Zeng et al., 2009). 

 

 

   Paper dels TLRs en la isquèmia/reperfusió 

La resposta inflamatòria juga un paper crucial en les lesions cerebrals isquèmiques i en 

la mort neuronal (Arumugam et al., 2005 i 2007; Ishikawa et al., 2005). La capacitat 

dels TLRs per induir una resposta inflamatòria en les cèl·lules immunes suggereix la 

seva implicació en la resposta inflamatòria i en el dany isquèmic al cervell. Així mateix, 

el fet que cèl·lules residents del SNC, i que no pertanyen al sistema immunitari, 

presentin també aquests receptors emfatitza la seva importància en la modulació de la 

resposta immune innata en el cervell (figura 6). 

Les cèl·lules de la micròglia expressen tots els receptors Toll coneguts fins el moment, 

tant en ratolins (Olson et al., 2004) com en humans (Bsibsi et al., 2002). Les cèl·lules 

astrocitàries també presenten diversos receptors TLRs, els TLRs 1-7, 9 i 10, que es 

poden detectar en els cultius d'astròcits primaris humans (Jack et al., 2005), i en cultius 

d’astròcits murins, on la seva estimulació promou l’expressió i alliberació de citocines 

proinflamatòries (Bowman et al., 2003).  
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Figura 6. Paper dels TLRs en la patogenicitat de la isquèmia cerebral (adaptat Arumugam et al., 

2009). 

 

En comparació amb altres tipus cel·lulars, es coneix molt poc sobre l'expressió i funció 

dels TLR en oligodendròcits. Diversos estudis demostren l’expressió del receptor TLR-

2 en oligodendròcits (Bsibsi et al., 2002; Lehnardt et al., 2006), i suggereixen que 

l'activació d'aquest receptor està implicada en la reparació del sistema nerviós central.  

Pel que fa a l'expressió neuronal de receptors TLRs,  s'ha incrementat el nombre de 

treballs que suggereixen que aquesta família de receptors juguen un paper en processos, 

fisiològics i patològics (Tang et al., 2008; Stevens et al., 2008; Ziegler et al., 2007).  

 

   Lligands endògens dels receptors TLRs 

Diferents treballs realitzats en Drosophila havien establert que determinats lligands 

endògens podien activar receptors TLR, i que aquesta activació era necessària per al seu 

desenvolupament embrionari (Stein et al, 1991). Posteriorment es va demostrar que 

molts aquests lligands endògens s'alliberen en el context d’una lesió i poden provocar 

fenòmens d'inflamació  (Akira et al., 2001; Karanth et al., 2006), regulant la producció i 
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l’alliberació de citocines i quimiocines, i l’activació i reclutament de cèl·lules immunes, 

en el SNC (fig.7). 

Les molècules endògenes associades a dany tissular que poden activar els receptors 

d’immunitat innata es coneixen com a DAMPs, per diferenciar-les de les PAMS que 

serien les molècules derivades de patògens que també activen els mateixos receptors. 

Alguns de les molècules que actuen com a lligands endògens del receptor TLR-4 i que 

s’alliberen el la isquèmia cerebral són les proteïnes de xoc tèrmic (HSP). La seva 

expressió es veu incrementada enfront diverses situacions d’estrès cel·lular i canvis de 

temperatura. Diversos estudis han suggerit que algunes HSPs, com HSP60 

(mitocondrial) i HSP70 (principalment citoplasmàtica), són alliberades per cèl·lules del 

SNC sotmeses a la mort cel·lular necròtica o apoptòtica (Lehnardt et al., 2008), i que a 

nivell local poden tenir propietats immunostimulants i poden modular la inflamació a 

través de les seva interacció amb receptors TLRs (Asea 2008). Això fa que les HSPs 

estiguin en una posició idònia per iniciar la neuroinflamació després d’una lesió 

isquèmica. 

 

 

 
Figura I7. Activació de receptors TLR a través de lligands endògens en resposta a una lesió 

(adaptat Karikó et al., 2006). 
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No obstant les HSPs no són les úniques molècules que es comporten com a lligands 

endògens de receptors TLRs, diferents components de la matriu extracel·lular també es 

poden comportar com a tals. En la inflamació associada a lesions traumàtiques, diversos 

enzims proteolítics alliberen fragments de la matriu extracel·lular que en la seva forma 

soluble són biològicament actius. Alguns d'aquests components poden unir-se a 

receptors TLRs i activar la resposta immune innata (Brunn i Platt, 2006), com són 

l’heparan sulfat (Johnson et al, 2002, 2004.), oligosacàrids derivats d'àcid hialurònic 

(Jiang et al, 2005;. Termeer et al, 2002.), el domini extra A (EDA) de la fibronectina 

(Okamura et al., 2001), i el biglicà (Schaefer et al., 2005), entre d’ altres (Piccinini i 

Midwood, 2010). 

La mort necròtica que esdevé com a conseqüència del insult isquèmic també podria 

provocar una resposta immune caracteritzada per l'activació de receptors TLRs. S’ha 

descrit que les cèl·lules necròtiques són reconegudes pels receptors TLR2 i TLR3, però 

els lligands concrets encara no s’han determinat (Lee et al, 2006). L'ARN i l’ADN 

alliberat per cèl·lules necrosades, així com diverses proteïnes associades a l’ADN com 

la DNA-binding protein high-mobility group box 1 protein (HMGB1), també són 

capaces d'estimular receptors TLRs (Karikó et al., 2004; Park et al., 2006; Scaffidi et 

al., 2002).  

 

   TLR4 en la isquèmia cerebral 

Determinats lligands endògens com HSP-60, HSP-70 i HMGB1 (Kinouchi et al., 1993, 

Faraco et al., 2007, Lehnardt et al., 2008), poden activar TLR4 en el propi cervell, de la 

mateixa manera que ho faria el seu activador clàssic, el LPS (taula 2). Aquesta activació 

dona lloc a la generació de mediadors inflamatoris com TNF, IL-1, IL-6, i iNOS, 

associats al dany isquèmic.  

Diversos models d'isquèmia cerebral han suggerit que l’activació del receptor TLR4 

està directament relacionat amb el procés neuroinflamatori postisquèmic i amb un 

augment del dany. El paper patogènic dels TLR en els processos isquèmics va ser 

demostrat per primera vegada en un model murí de dany per isquèmia/reperfusió 

miocardíaca, on es va veure que els ratolins amb receptors TLR4 no funcionals 
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presentaven un dany isquèmic menor que els ratolins de tipus salvatge (Oyama et al., 

2004).  

Estudis posteriors han demostrat que ratolins deficients en TLR4 presenten una  millora 

neurològica en diferents models d'infart cerebral (Caso et al., 2007; Hua et al., 2007), en 

aspectes com el volum d'infart, la funció neurològica i determinats marcadors 

inflamatoris (Tasaki et al 1997; Caso et al 2007). 

També s’ha descrit que el LPS pot induir processos protectors de precondicionament en 

els que l’activació de TLR4 prèvia a la isquèmia estaria implicada en la protecció contra 

el dany citotòxic provocat per un accident isquèmic cerebrovascular (Tasaki et al., 

1997; Rosenzweig et al., 2004; Hickey et al 2007). Aquesta protecció estaria 

mediadaper un increment en la producció de IFN-β (Hickey et al., 2007; Marsh et al., 

2009). Per tant, aquests estudis suggereixen que una exposició prèvia a LPS, és a dir, 

una activació moderada del receptor, prèvia al insult isquèmic, podria modular les vies 

de senyalització activades pel receptor, afavorint la via antiinflamatòria TRAF/TRIF 

amb la producció de IFN-β, en lloc de la via proinflamatòria del TNF-α.   

 

 

 Lligand endogen Referències 

Cèl·lules necròtiques HSP60, HSP70, 

GP96 

Asea et al., 2002, Ohashi et al., 2000, 

Vabulas et al., 2002 

Components de la matriu 

extracel·lular 

Fibronectina 

Àcid hialurònic 

Heparan sulfat 

Fibrina/fibrinogen 

Okamura et al., 2001 

Termeer et al., 2000 

Johnson et al., 2002 

Smiley et al., 2001 

Cèl·lules del sistema 

immunitari 

Defensina 

Elastasa 

Biragyn et al., 2002 

Devaney et al., 2003 

 

Taula I2. Lligands endògens que activadors del receptor TLR-4.  
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Paper dels Astròcits en el SNC 
 

Estructura i funció de l’astroglia en el SNC 

Les cèl·lules glials astrocitàries o astròcits, són el tipus cel·lular majoritari en el SNC. 

Des d’un punt de vista morfològic, podem diferenciar dos tipus majoritaris d’astròcits: 

els astròcits fibrosos i els astròcits protoplasmàtics. Els astròcits fibrosos tenen menys 

processos que els protoplàsmics, però comparativament aquests processos són llargs i 

més grans. A més, els processos tenen menys branques i s'estenen simètricament al 

voltant del cos cel·lular. Els astròcits protoplasmàtics, per contra, tenen processos més 

curts però més abundants. Els astròcits protoplasmàtics es troben a la substància gris, 

mentre que els astròcits fibrosos es troben principalment en la substància blanca, però 

també a la capa cortical externa del hemisferi cerebral. Els astròcits fibrosos projecten a 

la superfície pial i estan involucrats en la formació de la glia limitant. Els astròcits 

contenen paquets citoplasmàtics de filaments intermedis (9-10 A˚) que estan constituïts 

principalment per la proteïna GFAP, una de les proteïnes més abundants del cervell 

(Eng et al., 2000).  

Els astròcits formen contactes especialitzats entre sí a través d'unions anomenades “gap 

junction” o unions perforants, que són unitats de comunicació intercel·lular que 

permeten la transferència directa de les molècules de pes molecular petit (<1kDa). La 

importància d’aquestes unions en estat fisiològic no es coneix amb certesa però es creu 

que poden estar relacionades amb el manteniment de l'homeòstasi iònica. En situacions 

d’estrès cel·lular, les “gap junction” permeten la comunicació i la transmissió directa de 

respostes funcionals entre els astròcits que es troben en el zona de la lesió primària fins 

a astròcits en regions més distals (Enkvist i McCarthy, 1992). 

En un principi es pensava que el paper dels astròcits era bàsicament de suport 

estructural i metabòlic per a les neurones, no obstant es va veure que els astròcits eren 

capaços de respondre a un estímul determinat amb increments intracel·lulars de Ca2+, 

així com d’alliberar neurotransmissors excitatoris com el Glutamat, en resposta a 

augments de Ca2+ intracel·lulars (Haydon et al., 2006; Montana et al., 2006). Així 
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doncs, durant els últims vint anys s’han realitzat nombrosos estudis que han posicionat a 

aquest tipus cel·lular com elements del SNC que juguen un paper actiu en diferents 

processos tant en situacions fisiològiques com en situacions patològiques del SNC. 

Els astròcits tenen una localització estratègica en el cervell, formant part de la unitat 

cerebrovascular, ja que els peus astrocitaris es troben envoltant a les cèl·lules endotelials 

de la microvasculatura i contribueixen en la funcionalitat de la BHE. També estan en 

contacte amb la resta de tipus cel·lulars del cervell. Com que els processos astrocitaris 

també envolten els espais sinàptics, estan en contacte molt proper amb les connexions 

sinàptiques neuronals, a més, donen suport metabòlic a les neurones. Els astròcits 

proporcionen substrats metabòlics energètics com el lactat i el piruvat (Anderson et al., 

2003), sobretot en aquelles situacions on les neurones tenen màxima activitat. A més 

són capaços d’un cert emmagatzematge de la glucosa en forma de glicogen, que capten 

del torrent sanguini a través dels peus astrocitaris. Proporcionen intermediaris 

metabòlics a les neurones necessaris per a la síntesi del neurotransmissors com el 

glutamat i el GABA, i intermediaris metabòlics com el glutatió per a la síntesi d’enzims 

antioxidants. A nivell metabòlic, també actuen recollint els diferents productes de 

rebuig que són el resultat del metabolisme cel·lular, per a ser alliberats al torrent 

sanguini per a la seva degradació. 

Els astròcits també formen part activa de la transmissió sinàptica, s’ha vist que 

presenten receptors per a determinats aminoàcids excitatoris com el glutamat i que 

responen a l’activació d’aquests receptors. També poden actuar modulant la transmissió 

sinàptica, expressen transportadors de membrana encarregats de recollir de l’espai 

sinàptic l’excés de neurotransmissors com el glutamat i el GABA (Haberg et al, 2001; 

Hertz et al., 2001; Matthias et al., 2003). A més, també s’ha observat que els astròcits 

alliberen ATP com a resposta a determinats estímuls, i que un cop alliberat a l’espai 

extracel·lular aquest és hidrolitzat a adenosina per uns enzims presents en la membrana 

plasmàtica, les ectonucleotidases. L’adenosina s’uneix a receptors específics de 

membrana que actuaran modulant la transmissió sinàptica.  
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Figura I8. Paper de l’astròcit en el procés excitotòxic (Rossi et al., 2007) 

 

Per últim, els astròcits també juguen un paper protector a diferents nivells. Actuen com 

a sensors del medi que els envolta i regulen la homeòstasi iònica del fluid intersticial per 

al correcte funcionament del teixit nerviós. Per exemple, juguen un paper essencial com 

a tamponadors de potassi en el medi extracel·lular. Els astròcits expressen elevades 

quantitats de canals de K+ a la seva membrana, incrementant la seva concentració en el 

medi extracel·lular si és necessari, i recaptant-lo ràpidament per a eliminar l’excés, 

gràcies l’ elevada permeabilitat que tenen per aquest ió. 

 

Paper dels astròcits en la BHE i la Unitat Cerebrovascular 

L’ endoteli cerebrovascular, les neurones, els perícits i les cèl·lules glials (astròcits i 

micròglia) formen una unitat funcional que es coneix com a “unitat neurovascular” 

(Iadecola, 2004; Zlokovic, 2008). La proximitat dels diferents tipus cel·lulars permet 

una comunicació paracrina efectiva necessària pel funcionament normal del SNC 
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(Deane i Zlokovic, 2007; Lok et al., 2007). Entre les funcions que realitzen els elements 

de la unitat neurovascular s’inclouen la regulació de l'acoblament hemodinàmic 

neurovascular, la permeabilitat microvascular, les interaccions de la matriu 

extracel·lular, la inactivació de neurotransmissors, l'acoblament neurotròfic, i 

l'acoblament angiogènic i neurogènic. 

Les cèl·lules astroglials són el tipus cel·lular majoritari associat a la barrera 

hematoencefàlica. Els astròcits es col·loquen entre les neurones, i l’endoteli 

cerebrovascular, els peus perivasculars astrocitaris es troben envoltant la 

microvasculatura cerebral i contribueixen a la integritat de la BHE, participant en la 

seva estructura i funcionalitat. Poden potenciar la barrera física que és la BHE, reforçant 

la restricció de les unions estretes (tight junctions), també juguen un paper essencial en 

la regulació del contingut d’aigua cerebral i el metabolisme d'electròlits, en condicions 

normals i patològiques (Abbott et al., 2006). A més, contribueixen a la modulació de la 

transmissió sinàptica, i reforcen la selectivitat en el transport de substàncies, per mitjà 

de l’expressió de transportadors i sistemes enzimàtics altament selectius  incloent 

aminopeptidases, endopeptidases, colinesterases, i altres. Aquests enzims formen una 

barrera metabòlica que modifica molècules endògenes i exògenes, que podrien afectar 

negativament la funció neuronal (Pardridge, 2005).  

A part de la seva funció de barrera, també poden influir sobre la integritat i funcionalitat 

de la unitat neurovascular ja que són capaços de secretar diferents mediadors moleculars 

com prostaglandines (PGE), òxid nítric (NO), i àcid araquidònic (AA), que incrementen 

o disminueixen el diàmetre del vas sanguini cerebral, i per tant, del FSC de forma 

coordinada. En determinades condicions també poden secretar metal·loproteïnases 

(MMP) com la MMP-9, involucrades en el dany de la BHE.  

La lesió per reperfussió en la isquèmia cerebral, comporta una obertura bifàsica de la 

BHE. Hi ha una obertura primerenca transitòria, que es dóna diverses hores després de 

l'inici de la reperfusió i que està causada per l'activació constitutiva de l'enzim 

gelatinasa A (MMP-2);  i una obertura tardana, de 24 a 48 hores de l’inici de la 

reperfusió, associada a un increment del dany en la microvasculatura cerebral i que 

s'associa amb l'expressió i activació de la gelatinasa B (MMP-9) i l’estromelisina-1 

(MMP-3). Les MMPs també poden degradar proteïnes de la làmina basal, com la 
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fibronectina, la laminina, i l’heparan sulfat, entre d’altres, després d'un insult isquèmic, 

el que contribueix al dany de la BHE (Cheng et al., 2007; Zlokovic et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I9. La Unitat neurovascular (adaptat Zlokovic et al., 2008). 
 

 

Paper dels astròcits en el procés isquèmic 

Els astròcits estan considerats com la principal defensa antioxidant del cervell, actuant 

com a agents detoxificadors de ROS. Després de la isquèmia i la reperfusió cerebral, els 

astròcits són menys vulnerables a les ROS que les neurones pel fet de tenir nivells més 

elevats d’enzims antioxidants com la glutatió peroxidasa (Swanson et al, 2004). Els 

astròcits poden proporcionar a les neurones substrats necessaris per a la síntesi d’enzims 

antioxidants com el glutatió i la tioredoxina (TRX). El glutatió és necessari per la síntesi 

dels enzims glutatió peroxidasa i glutatió reductasa (Hertz et al., 2001; Anderson et al., 

2003). L'esgotament de glutatió en els astròcits es correlaciona amb un augment de la 

mort neuronal causada per l'estrès oxidatiu in vitro (Chen et al., 2001). La tioredoxina 

(TRX), que és una proteïna petita capaç de modificar l’estat reduït o oxidat de diferents 
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molècules intracel·lulars (Morrison et al., 2004). S’indueix en les cèl·lules glials en la 

isquèmia cerebral “in vivo” (Hori et al., 1994), i s’ha vist que elimina ROS i que podria 

ser una molècula neuroprotectora (Chiueh et al, 2003;. Masutani et al, 2004).  

Els membres de la família de les metal·lotioneïnes (MT) són un altre exemple de 

molècules amb capacitat detoxificadora, actuen eliminant els ROS, així com alguns 

metalls neurotòxics com el zinc i el coure. Els membres de la família MT-I i II, 

s’expressen principalment en els astròcits, i són fortament induïts per la isquèmia 

cerebral (Trendelenburg et al., 2002;. MacManus et al., 2004). 

Així doncs, malgrat que els astròcits també són susceptibles a l’estrès oxidatiu després 

d’un episodi isquèmic, aquests són un tipus cel·lular més resistent que les neurones, i 

podrien jugar un paper essencial donant suport antioxidant a aquestes. 

Els astròcits també difereixen de les neurones en aspectes importants que fan que siguin 

més resistents enfront a l’excitotoxicitat en una situació isquèmia. En primer lloc, els 

astròcits són capaços de mantenir nivells essencials d’ATP durant més temps que les 

neurones gràcies en gran part als seus reservoris de glicogen, cosa que fa que el 

desequilibri iònic es retardi en el temps (Xie et al., 2007). En segon lloc, els astròcits 

acostumen a ser més resistents a l‘Excitotoxicitat induïda per glutamat degut a la menor 

densitat de receptors ionotròpics. D’altra banda, poden també contribuir al dany 

isquèmic. S’ha descrit que els astròcits poden alliberar vesícules que contenen 

neurotransmissors com glutamat i ATP (Haydon et al., 2006; Montana et al., 2006), en 

resposta a concentracions intracel·lulars  elevades de Ca2+, com succeeix en el cas de la 

isquèmia cerebral (Melani et al., 2005), i que aquesta alliberació podria influir 

incrementant el dany excitotòxic cel·lular. L’alliberació d’ATP per part dels astròcits és 

fonamental per a la propagació intercel·lular de les anomenades “onades de Ca2+”, 

mitjançant l'activació de receptors purinèrgics P2Y (Fam et al., 2003), aquestes onades 

es propagaran a les cèl·lules astrocitàries veïnes a través de les gap junctions. 

L’alliberació de l’ATP també pot provocar l’alliberació de glutamat per part dels 

astròcits a través de l'activació i l'obertura de receptors P2X, en particular del receptor 

P2X7 (Duan et al., 2003). Aquests receptors tenen una elevada permeabilitat als ió 

Ca2+, de forma que la seva activació incrementa la concentració de calci intracel·lular 

provocant encara més, l’alliberació de glutamat. Els receptors P2X7 es troben presents 

en les membranes d’astròcits i neurones, per tant, és possible que l'ATP alliberat pels 
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astròcits durant la isquèmia contribueixi en el manteniment sostingut de concentracions 

de glutamat extracel·lular elevades. S’ha vist que el bloqueig dels receptors P2X redueix 

el volum del infart i millora la recuperació funcional en un model in vivo d’isquèmia 

cerebral transitòria (Lammer et al., 2006).  No obstant, l’alliberació d’ATP també pot 

actuar inhibint la transmissió sinàptica,  l'ATP alliberat pels astròcits contribueix a 

l'augment de l'adenosina extracel·lular que es produeix durant la isquèmia (Parkinson et 

al., 2004). Aquesta s’uneix a receptors específics de membrana, i suprimeix els 

potencials excitatoris postsinàptics evocats (EPSC), protegint així a les neurones 

(Rudolphi et al., 1992). 

Els astròcits presenten un elevat nombre de transportadors de glutamat a la seva 

membrana, transportant l’excés de glutamat des de l’espai sinàptic cap al citoplasma, on 

és convertit en glutamina gràcies a l’acció de la glutamina sintetasa. Existeix una amplia 

varietat de transportadors de glutamat, els més representatius són la família de  

“transportadors de glutamat d’elevada afinitat al sodi”, són una família de 5 membres 

EAAT 1-5, on el glutamat es transporta acompanyat de tres ions sodi més un protó, amb 

el cotransport d’un ió de potassi. L’expressió d’aquests receptors no és específica dels 

astròcits, però sí que són més abundants en comparació amb d’altres tipus cel·lulars com 

les neurones. No obstant, el col·lapse de gradient iònic provoca el funcionament invers 

d’aquests receptors. A més, l’acidosi i els ROS també inhibeixen el funcionament del 

transportadors de glutamat. 

 

 

Paper dels astròcits en la resposta inflamatòria 

Els astròcits participen activament en la resposta inflamatòria que esdevé després d’un 

insult isquèmic, ja que tenen la capacitat d’ iniciar una resposta immune innata. 

Com ja he comentat, el paper principal de la immunitat innata és protegir a l’individu 

enfront a organismes patògens a través del reconeixement de patrons moleculars 

concrets (PAMPs) mitjançant receptors PRRs, que també reconeixen estructures i 

molècules associades a mort cel·lular (DAMPs), ja sigui per necrosi (Karikó et al., 

2004) o apoptosi (Elwar et al., 2003). Existeixen diferents PRRs que s’expressen en 
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astròcits i que juguen un paper en l’activació de la immunitat innata en aquest tipus 

cel·lular.  

En astròcits s’ha demostrat l’expressió de diferents receptors de la família dels TLRs, 

més concretament els receptors TLR 2-5 i TLR-9 in vitro (Carpentier et al, 2005; 

Bowman et al., 2003; Elwar et al., 2005), però diferents estudis han demostrat que 

TLR3 és el receptor predominant expressat en els astròcits (Farina et al., 2005; Jack et 

al., 2005; Park et al., 2006) . 

El sistema del complement és un altre component important de la immunitat innata. Es 

compon de proteïnes solubles i de superfície, expressades en gairebé tots els tipus 

cel·lulars. Els astròcits reactius poden produir la major part dels factors del complement 

després de la seva activació i s’ha demostrat que expressen receptors com C1R, C2R, 

C3aR i C5aR,  i molècules reguladores del complement com C1q, C1r, C1s, C2, C4, 

C3, factor B, factor D, C5-9,  en diferents estudis in vivo (Gasque et al., 2000).  

Els astròcits també presenten diversos receptors Scavenger (SR), que també intervenen 

en el sistema immune innat. Reconeixen i internalitzen gran varietat de lligands com 

lípids, col·lagen i cèl·lules apoptòtiques amb la funció de mantenir l’homeòstasi del 

teixit (Alarcon et al., 2005).  

Addicionalment, juguen un paper essencial en la neuroinflamació amb l’alliberació de 

diferent mediadors inflamatoris, com les quimiocines CCL2, CCL5, CCL20, CXCL10, 

CXCL12 CXCL1, CXCL2 i CX3CL1, i citocines IL-6, IL-1β, TGF-β, TNF-α, entre 

d’altres. Aquestes molècules alliberades actuen provocant l’activació de les cèl·lules 

veïnes amplificant la senyal inflamatòria i la resposta immune innata, i en segon lloc 

alterant la permeabilitat de la BHE facilitant la infiltració leucocitària en el cervell, la 

qual cosa comporta l'amplificació de la resposta inflamatòria local.  

Finalment, hi ha indicis que fan pensar que els astròcits podrien jugar un paper com a 

cèl·lules presentadores d’antigen (APC). El complex major d'histocompatibilitat (MHC) 

classe II té un paper essencial en la inducció de la resposta immune adaptativa 

mitjançant la presentació d'antígens a cèl·lules CD4 + T-helper. Les molècules MHC de 

classe II s'expressen normalment en APC pròpies del sistema immune innat com les 

cèl·lules dendrítiques, els limfòcits B, i els macròfags. No obstant, també l’expressen 

cèl·lules residents del SNC, els astròcits van ser el primer tipus cel·lular del SNC on es 
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va demostrar que expressaven MHCII, en resposta a una estimulació amb IFN-γ in vitro 

i in vivo (Wong et al., 1984). Posteriorment es va veure que l'expressió era molt  menor, 

i es produïa més tard, que en les cèl·lules de la micròglia (Vass i Lassmann, 1990). El 

MHC II pot ser induït o regulat per citocines com l'IFN-γ, que sembla ser l'inductor més 

potent de MHC en astròcits (Soos et al., 1998), però també per neurotransmissors i 

neuropèptids (Dong et al., 2001; Benveniste et al., 2001).  

El contacte inicial entre les APC i els limfòcits T CD4 + s’inicia a través d’interaccions 

transitòries entre la molècula d'adhesió ICAM-1, expressada en les APC, i la integrina 

LFA-1, expressada en les cèl·lules T. Els astròcits són capaços d'expressar la molècula 

d'adhesió ICAM-1 (Aloisi et al., 1998), en resposta a l’acció de diferents citocines 

proinflamatòries com el TNF-α, IL-1β i IFN-γ (Lee et al., 2000). No obstant, hi ha 

controvèrsia sobre la capacitat dels astròcits per actuar com a cèl·lules presentadores 

d’antigen, ja que no està clar que els astròcits expressin determinades molècules 

coestimuladores (B7-1 i B7-2 i CD40), necessàries per aquest procés. Per tant, en 

general, la possibilitat de que els astròcits puguin actuar com APCs no està plenament 

acceptada. 
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La ciclooxigenasa­2 en la isquèmia i en la 
inflamació 

 

L’enzim Prostaglandina H sintasa i el metabolisme de l’ 

àcid Araquidònic 

La isquèmia cerebral provoca la síntesi de prostanoids, que són molècules implicades en 

la regulació de diverses funcions homeostàtiques, i en situacions patològiques són 

molècules vasoactives potents, amb capacitat vasoconstrictora o vasodilatadora. Els 

prostanoids estan implicats en l’agregació plaquetar, en el manteniment de la funció 

renal, intervenen en la resposta inflamatòria, augmenten la permeabilitat dels vasos, 

faciliten la infiltració leucocitària i estimulen la generació de febre i dolor. 

La Prostaglandina H sintasa (PGHS) també coneguda com a ciclooxigenasa (COX), és 

l’enzim que catalitza el primer pas en la síntesi de prostanoids, que inclouen 

prostaglandines (PGs), prostaciclina, i tromboxà (TX). L’enzim COX és una 

glicoproteïna homodimèrica localitzada en la membrana del reticle endoplasmàtic. Cada 

monòmer es compon de tres dominis estructurals, un primer domini similar al domini 

del factor de creixement epidèrmic (EGF), (residus 33-72) en l'extrem N-terminal; un 

domini d’unió a membrana (MBD), (residus 73-116), i un tercer domini catalític amb 

estructura globular, que conté els centres actius ciclooxigenasa i peroxidasa, (residus 

117-583), en la regió C-terminal. També conté la seqüència KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu), 

que direcciona a la proteïna a la membrana del reticle endoplasmàtic i fa que quedi 

retinguda allà (fig.10).  

Existeixen dues isoformes de l’enzim, la COX-1 i la COX-2, que presenten una 

homologia de seqüència aproximada del 60% en éssers humans i rosegadors. Malgrat 

les seves similituds estructurals i funcionals, els enzims COX estan codificats per gens 

diferents, tenen patrons d'expressió independents, i possiblement realitzen diferents 

funciones biològiques. La isoforma COX-1 es troba àmpliament distribuïda en gairebé 

tots els tipus de cèl·lules i es creu que és l’enzim responsable de la síntesi i manteniment 

dels nivells fisiològics de prostaglandines (Yermakova i O'Banion 2000). 
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La isoforma COX-2 només s’expressa de forma constitutiva en determinats teixits com 

en el SNC i en el ronyó, a nivells basals molt baixos. No obstant, la seva expressió 

s’indueix en resposta a diversos estímuls com factors de creixement, citocines i 

molècules proinflamatòries, i és la isoforma responsable de la producció de prostanoids 

en diverses malalties inflamatòries agudes i cròniques com l’artritis reumatoide i 

l’aterosclerosi (Rajakarira, et al., 2006).  En comparació amb la COX-1, la seva 

regulació gènica és molt complexa, el gen de la COX-2 presenta una caixa TATA d’uns 

30 parells de bases a 5’-upstream de l’inici de transcripció, a més de diversos llocs 

d'unió a factors de transcripció com l’element de resposta a AMPc (CRE), l’element de 

resposta a IL-6, el potenciador CCAAT vinculat a proteïna (C/EBP); llocs d’unió a 

diferents factors de transcripció com AP-2, NFκB, Sp-1, PEA-3, GATA-1; i l’element 

de resposta a glucocorticoids (Phillis et al., 2006). Depenent del tipus de cèl·lula i de 

l'estímul, diferents combinacions d'elements reguladors activaran l’expressió de la 

COX-2 a través de vies de senyalització diferents. 

Una altra diferència important entre les dues isoformes és que la COX-2 presenta una 

seqüència extra de 18 aminoàcids en l’extrem C-terminal, que no està present en la 

COX-1. La seva funció no està establerta, però es creu que podria ser un marcador de 

proteòlisi ràpida o ser una senyal de trànsit subcel·lular, implicada en la seva degradació 

(fig.10).  

L’àcid araquidònic (AA) és el substrat inicial en la síntesi dels prostanoids. Aquest és 

alliberat dels fosfolípids de membrana gràcies a l’acció de l’enzim fosfolipasa A2 

(PLA2), que catalitza l’ hidròlisi  dels glicerofosfolípids de membrana en la posició sn-2 

per alliberar AA (Stanimirovic i Satoh, 2000). Aquest serà metabolitzat a través de 

diferents cascades enzimàtiques que donaran com a resultat la producció d’un conjunt 

de molècules bioactives que són els eicosanoids, entre els que podem diferenciar els 

prostanoids, els leucotriens i els àcids epoxieicosatrienoics .  
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Figura I10.  Estructura dels monómers COX-1 i COX-2. 

 

La via principal en el metabolisme de l’AA és l’anomenada via de les ciclooxigenases. 

L’enzim COX presenta dues activitats catalítiques, una activitat bis-oxigenasa 

(ciclooxigenasa), que catalitza la formació de PGG2 partir de l'àcid araquidònic, i una 

activitat peroxidasa, que redueix PGG2 a PGH2. L’ activitat bis-oxigenasa consta de 

dues etapes, la substitució d’un àtom d’hidrogen en el C-11 de l’AA per un àtom 

d’oxigen molecular formant el 11-peroxil radical, seguida d’un procés de ciclació i 

posterior atac d’una segona molècula d’oxigen en el C-15. La reducció d’aquest nou 

radical peroxil formaria finalment la PGG2. L’activitat peroxidasa consta bàsicament de 

la reducció del grup peròxid de la PGG2 a alcohol, formant una nova prostaglandina, la 

PGH2. 

Un cop s’ha format la PGH2, aquesta actua com a substrat de diferents enzims 

prostaglandina isomerases que finalitzaran la cascada enzimàtica donant lloc als 

diferents prostanoids. Així doncs, la prostaglandina E2 sintasa (PGES), la 

prostaglandina D sintasa (PGDS), la prostaglandina F sintasa (PGFS), la prostaciclina 

sintasa (PGI2S) i la tromboxà sintasa (TxAS), catalitzen la formació de les 

prostaglandines PGE2, PGD, PGF2α, PGI2, i TXA2, respectivament.  

En el cas de la prostaglandina E2 (PGE2) s’han descrit tres  enzims sintases diferents en 

mamífers. En primer lloc tenim la PGE2 microsomal 1 (mPEGS-1), que pertany a la 

família de les proteïnes associades a membrana implicades en el metabolisme dels 

eicosanoids i del glutatió,  presenta una distribució perinuclear associant-se a la COX-2 

i la seva expressió s’indueix en resposta a determinats estímuls inflamatoris com la IL-

1β. En segon lloc, la PGES citosòlica (cPGES), s’expressa constitutivament i s’associa 

preferentment a COX-1. Finalment, tenim la PGES microsomal 2 (mPGES-2), que 
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també té una distribució perinuclear i s’associa a les ciclooxigenases COX-1 i COX-2 

amb la mateixa afinitat.  

 

 

Figura I11. Metabolisme de l’àcid araquidònic per la via de les ciclooxigenases. 

 

La PGH2 que es forma per activitat de la COX és un metabòlit molt inestable, amb una 

vida mitjana d’uns pocs minuts, per tant, la síntesi de les diferents prostaglandines 

dependrà en gran part de l’associació entre les COXs i els diferents enzims PGES.  

Cada prostanoid s'uneix a un receptor específic associat a proteïnes-G. (taula: I3). 

Aquests receptors es distingeixen segons la via de transducció de senyal que activen.  

L'activació dóna lloc a canvis en la producció de AMPc, en els nivells de fosfoinositol, i 

en la mobilització de Ca2+ intracel·lular. La PGE2 es pot unir a quatre subtipus de 

receptors (EP1, EP2, EP3 i EP4), mentre que la PGD2 s’uneix a dos subtipus de 

receptors (PGD1 i PGD2). Una mateixa PG pot activar diferents cascades de 

senyalització, la resposta final de les quals pot ser, en alguns casos, potencialment 

antagònica.  

A part de la via de les ciclooxigenases, també existeixen altres vies de metabolització de 

l’AA que poden donar lloc a molècules diferents als prostanoids, però que també poden 

actuar com a compostos vasoactius. 



Introducció 

52 

PG  Receptor  Distribució en el SNC  Senyalització 

PGE2  EP1  Hipotàlem/Tàlem > escorça, hipocamp, estriat i cerebel  IP3,  Ca2+ 

  EP2  Escorça, estriat, hipocamp, tàlem  cAMP 

  EP3  Tàlem / hipotàlem > escorça cerebral, estriat hipocamp   cAMP 

  EP4  Hipotàlem, Tàlem > hipocamp, escorça cerebral i estriat  cAMP 

PGD2  DP1  Meninges  i  plexes  coroides  >>,  tàlem,  hipotàlem,  tronc 

cerebral >> escorça, hipocamp 

cAMP 

  DP2  Escorça, hipocamp, tàlem, tronc cerebral  cAMP 

PGF2α  FP  Hipocamp, escorça i sinaptosomes  IP3,  Ca2+ 

PGI2  IP  Escorça cerebral, hipocamp, estriat     cAMP 

TXA2  TP  Racte de la substància blanca, hipocamp i escorça   IP3, Ca2+ 

Taula I3. Receptors del diferents prostanoids i mecanisme d’actuació. 

 

La biosíntesi de leucotriens està catalitzada per uns enzims anomenats Lipooxigenases, 

implicats en el metabolisme de l’àcid araquidònic (AA) i en la oxidació d’altres àcids 

grassos poliinsaturats. Els diferents productes d’aquesta via enzimàtica també poden 

comportar-se com a molècules  constrictores o dilatadores dels vasos cerebrals, i per 

tant són capaços d'afectar a la circulació cerebral en una forma comparable a la via de 

les ciclooxigenases. 

La nomenclatura de les diferents lipooxigenases (LOX)es basa en la posició en la que 

realitzen en la inserció d'un oxigen molecular en un dels carbonis de la cadena alifàtica 

de l’AA (carboni 5, 8, 12 o 15 de la cadena alifàtica). El producte resultant és l’ 

hidroperoxieicosatetraenoic (HPETE), (Shimizu i Wolfe, 1990). Les LOX més 

abundants en el cervell són la  5-LOX i 12-LOX, i es troben presents en  neurones 

corticals, astròcits i oligodendròcits (Bendani et al., 1995), i generen els àcids grassos 5-

HPETE, 12 - HETE i 15-HETE (Watanabe et al., 1993).  

La 5-LOX està present en el citoplasma de les cèl·lules nervioses. Després de l'activació 

cel·lular que condueix a la síntesi de leucotriens, 5-LOX transloca des del citoplasma de 

l'embolcall nuclear. Aquest enzim catalitza una reacció de deshidratació, que genera un 

epòxid inestable intermediari, el Leucotrié A4 (LTA4). El LTA4 es metabolitza a LTB4, 

per mitjà de l’acció de l’enzim LTB4 sintasa, amb activitat hidrolasa; o es metabolitza a 

LTC4, per mitjà de l’acció de l’enzim LTC4 sintetasa, que implica la conjunció d’una 

molècula de glutatió. LTA4 és el precursor de la família dels cisteinil leucotriens 
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(CysLTs), que inclou el LTC4, el LTD4 i el LTE4 (Shimizu i Wolfe, 1990). En els teixits 

no neuronals, l'acció dels enzims LOX sobre HPETE i HETE, catalitzen la formació de 

lipoxines (LXA4 i LXB4), un grup d’eicosanoids implicats en la resolució de la resposta 

inflamatòria aguda mitjançant la modulació del tràfic de leucòcits i la prevenció de la 

lesió aguda dels teixits mitjançada per neutròfils (Serhan, 1994; Serhan et al., 2003; 

Levy et al., 2003).  

A més de les vies de la COX i LOX, el citocrom P450 (CYP450) o epoxigenasa 

(EPOX) també pot catalitzar la conversió de l'àcid araquidònic en compostos 

biològicament actius a través d’una reacció oxidativa dependent de NADPH (Coon, 

2005). Els enzims EPOX metabolitzen l’AA en presència de NADPH i d’oxigen 

molecular, generant diferents compostos àcids cis-epoxieicosatrienoics, EETs, àcids 

mono-hidroxieicosatetraenoic, i alcohols ω i ω-1 (Zeldin, 2001). No obstant, s'ha 

demostrat que aquests enzims s'expressen en nivells relativament alts en els astròcits, en 

concret en aquells situats al voltant de vasos sanguinis (Hertz et al., 2004). Els EETs 

contribueixen a la regulació del flux sanguini cerebral i tenen un paper crucial en 

l’homeòstasi cardiovascular.  

 

 

La COX­2 i els prostanoids en la isquèmia cerebral i en la 

inflamació 

La COX-2 s'indueix en les cèl·lules del cervell en condicions patològiques com en la 

isquèmia cerebral. L’ augment de la COX-2 en la isquèmia es va descriure inicialment 

en un model experimental d’isquèmia focal transitòria (Planas et al., 1995). Estudis 

posteriors han confirmat la inducció de COX-2 en models d’isquèmia focal i global 

(Collaco-Moraes et al., 1996; Nogawa et al., 1997; Miettinen et al., 1997; Zhao et al., 

2006). També s’ha estudiat el patró d’expressió de COX-2 després d’un episodi 

isquèmic. Així doncs, la COX-2 augmenta de forma significativa en la perifèria del 

nucli isquèmic (zona de penombra) principalment en neurones, mentre que l’expressió 

en el nucli isquèmic és menor, amb una colocalització a les cèl·lules endotelials que 

envolten la microvasculatura de la regió infartada del cervell.  
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L’augment de la COX-2 també s’ha detectat en teixits cerebral postmortem 

de pacients que havien patit isquèmia cerebral. En aquests teixits la proteïna COX-2 es 

troba sobreexpressada tant en cèl·lules neuronals com en cèl·lules glials, en tot el 

cervell. En la fase aguda del infart cerebral, la proteïna COX-2 està present en els 

neutròfils infiltrants i en neurones properes a l’infart, el que suggereix que la COX-2 

participa en la lesió isquèmica en el cervell humà (Iadecola et al., 1999). Els astròcits 

reactius i els vasos sanguinis també mostren un augment en l’expressió de l’enzim 

Maslinska et al., 1999). Aquests estudis suggereixen que la inducció primerenca de la 

COX-2 pot estar involucrada en la lesió tissular, mentre que la inducció retardada en 

zones més distals a la regió infartada pot estar involucrada en la cicatrització i la 

remodelació del teixit (Sairanen et al., 1998).  

En vista d’aquestes observacions va sorgir la idea que la inducció de COX-2 és un 

component important del dany tissular que ocorre en la isquèmia, i que per tant, la seva 

inhibició farmacològica amb antiinflamatoris no esteroidals (AINEs) podia ser un 

tractament plausible per a la reducció del dany isquèmic cerebral. No obstant, diversos 

estudis han demostrat que el tractament de l’ictus amb AINEs no sembla tenir efectes, i 

a més, estudis recents han mostrat que el tractament crònic amb inhibidors de la COX-2 

augmenta el risc de patir malalties cardiovasculars i cerebrovasculars (Grosser et al. 

2006).  

Nombrosos estudis coincideixen en concloure que la inhibició selectiva de l’enzim 

COX-2 en diversos models d’isquèmia cerebral,  proporciona efectes beneficiosos en la 

progressió de l’infart cerebral, que es tradueix en una disminució del dany isquèmic i la 

mort neuronal. Així mateix, s’ha vist també que ratolins deficients en COX-2 estan 

protegits contra la isquèmia cerebral (Iadecola et al, 2001; Araki et al, 2001; 

Candelario-Jalil i altres, 2007; Candelario-Jalil i Fiebich, 2008), el que suggereix un 

efecte perjudicial de la COX-2 en l'accident cerebrovascular.  

D’altra banda, els ratolins deficients en COX-2 sotmesos a un estímul inflamatori per 

exposició al lipopolisacàrid bacterià (LPS) mostren una resposta inflamatòria 

exacerbada, amb una major infiltració de leucòcits i un augment en el dany i la 

permeabilitat de la BHE  mentre que aquests efectes s'atenuen en els ratolins deficients 

per la COX-1 (Aid et al. 2008, 2010;. Choi et al, 2008, 2009, 2010).  
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La COX-1 ha estat considerada tradicionalment com a la isoforma enzimàtica de COX 

responsable de la síntesi de PG en situacions d’homeòstasi, no obstant altres estudis 

postulen que podria tenir un paper actiu en la neuroinflamació i en diferents malalties 

neurodegeneratives (Minghetti et al., 1999). És per aquesta raó que diferents grups 

d’investigació consideren que l’ús de inhibidors de la COX-1 podria suposar una 

possibilitat terapèutica en malalties amb un component neuroinflamatori important. A 

més, postulen que l’activitat de la COX-2 podria tenir efectes beneficiosos sobre la 

resolució de la resposta  inflamatòria en determinades situacions. Per tant, els darrers 

estudis qüestionen el paper nociu que es va atribuir primer a la COX-2 en el cervell. 

Malgrat això els mecanismes moleculars que expliquen aquests efectes de la COX-2 

encara es desconeixen. 

 

Paper dual de la prostaglandina PGE2 en la isquèmia 

cerebral i la inflamació 

Nombrosos estudis han demostrat el paper deleteri que juga la prostaglandina PGE2 en 

la isquèmia cerebral. La PGE2 indueix mort cel·lular per apoptosi en les neurones 

corticals i hipocampals de rata (Takadera et al., 2006), a més també s’ha demostrat que 

la PGE2 augmenta l'alliberament de glutamat per part dels astròcits (Bezzi et al., 1998), 

potenciant  l ‘excitotoxicitat en el context de la isquèmia cerebral.  

A més, el paper de la PGE2 és particularment important per a la propagació de la 

inflamació postisquèmica, ja que activa NFkB (Poligone et al., 2001), que al seu torn, 

indueix la transcripció de diverses citocines i quimiocines proinflamatòries, com IL-1β, 

factor de necrosi tumoral α, i CCL2. La producció d'aquests mediadors proinflamatoris 

condueix a l'entrada i l'activació dels neutròfils mitjançant la modulació de l’expressió 

de metal·loproteïnases de la matriu, l’augment de la permeabilitat de la BHE 

(Candelario et al., 2007) i facilitant la infiltració leucocitària en la regió infartada. 

No obstant això, la PGE2 també pot induir neuroprotecció en determinades situacions. 

Tot fa pensar que el paper neurotòxic o neuroprotector de PGE2, en la isquèmia i altres 

malalties (Cazevieille et al., 1994) ve determinat pel tipus de receptor que activa. Així 

doncs, l’ activació dels receptors de PGE2 EP2 o EP4 té efectes neuroprotectors enfront 



Introducció 

56 

de l’excitotoxicitat induida per NMDA (McCullough et al., 2004; Ahmad et al., 2005 i 

2006; Liu et al., 2005), la isquèmia in vivo, i en la privació d’oxigen i glucosa (OGD) in 

vitro (McCullough et al., 2004). La unió de PGE2 als receptors EP1 i EP3, en canvi,  

s’associa amb neurotoxicitat en la isquèmia cerebral (Kawano et al., 2006). 
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Objectiu general 

 

En aquesta tesi ens hem plantejat l’objectiu d’investigar les vies de senyalització 

intracel·lular  i els mediadors inflamatoris que participen en la resposta dels astròcits  a 

l’activació dels receptors d’immunitat innata, i concretament TLR-4.  

 

 

 

Objectius concrets 

 

1) Identificar les vies de senyalització implicades en la resposta a l’activació de TLR-4 

en astròcits. 

 

2) Estudiar l’ambient proinflamatori que es genera en resposta a l’activació d’aquest 

receptor en astròcits. 

 

3) Determinar el paper de la COX-2 astroglial en la neuroinflamació induïda per TLR-

4. 

 

4) Avaluar l’alliberació de prostanoids dependent de l’activitat de la COX-2 en astròcits 

 

5) Caracteritzar del perfil proinflamatori induït pel LPS, en astròcits deficients en COX-

2. 
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Animals utilitzats 

La manipulació dels animals d’experimentació realitzada en aquesta tesi s’ha dut a 

terme d’acord amb la normativa vigent i les directrius de la Unió Europea. Els protocols 

experimentals específics han estat aprovats pel comitè d’ètica de la Universitat de 

Barcelona.  

 

Treball in vitro 

En la preparació dels cultius glials es van utilitzar animals postnatals de 1-2 dies de vida 

(P1-2).  

Les rates Sprague-Dawley van ser obtinguts de Charles-River (Lió, França). 

Els ratolins knock-out (KO) per la proteïna adaptadora MyD88, amb un fons genètic 

C57BL/6, es van obtenir de Bioservices Oriental, Inc (Kyoto, Japó), i es van creuar amb 

ratolins C57Bl6 obtinguts de Charles River. D’aquest creuament es va obtenir una 

colònia de ratolins heterozigots  MyD88 (+/-) que es va mantenir en l’estabulari de la 

Facultat de Medicina (Universitat de Barcelona). Per a acda llodrigada obtinguda dels 

progenitors heterozigots es va genotipar cada animal nascut,  i es van seleccionar els 

animals KO i WT per MyD88.   

Els ratolins de tipus salvatge (WT) i knock-out (KO) per la proteïna STAT1, amb un 

fons genètic 129.S6.SvEv-Stat, es van obtenir de Taconics Inc. (Hudson, NY, EUA).  

Els ratolins de tipus salvatge (WT) i knock-out (KO) per la proteïna COX-2, amb un 

fons genètic mixte (C57BL/6, 129P2), es van obtenir de Taconics Inc. Per a l’obtenció 

dels ratolins KO, es van creuar femelles heterozigotes (+/-) amb mascles homozigots (-

/-)per COX-2, i es va genotipar cada animal nascut de les diferents llodrigades, 

seleccionant només els animals KO per COX-2.   
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Treball in vivo 

Es van utilitzar Rates mascles Wistar  de 280-350 gr. de pes., obtingudes de Charles-

River (Lió, França). 

Ratolins knock-out (KO) per la proteïna adaptadora MyD88 adults de 25-29 gr de pes. 

 

Protocol de genotipatge 

El genotipatge es va dur a terme utilitzant la tècnica de la PCR a partir d’ADN extret de 

biòpsies de la cua dels diferents animals. L’extracció de l’ADN es va realitzar amb el kit 

Extract-NAmp Tissue PCR (Sigma), d'acord amb les instruccions del fabricant.  

Pel genotipatge dels animals KO i WT per MyD88 es van utilitzar els encebadors de la 

taula M1. Les condicions d’amplificació utilitzades van ser les següents: un primer pas 

de desnaturalització i activació de la polimerasa d’ ADN de  5 minuts a 94 º C, seguit de 

42 cicles d’amplificació, dividits en un pas de desnaturalització de l’ ADN de 30 segons 

a 94 ºC, un pas d’ hibridació de 30 segons a 65 ºC i un pas d’amplificació d’ 1 minut a 

72 ºC. En l’últim cicle es va afegir un pas d'extensió addicional a 72 º C durant 5 min. 

 

Rat Gens Primer Sequence  5’ → 3'  

MyD88 - KO 
F: AGATGATCCGGCAACTAGAACA 

R: GATTCGCAGCGCATCGCCTT 
300pb 

MyD88 - WT 
F: AGATGATCCGGCAACTAGAACA 

R: GAATCAGTCGCTTCTGTTGGAC 
600pb 

�

Taula M1. Encebadors pel genotipatge dels animals transgènics per MyD88. 

 

Pel genotipatge dels animals KO i WT per COX-2 es van utilitzar els encebadors que es 

mostren en la taula M2. Les condicions d’amplificació utilitzades van ser les següents: 

un primer pas de desnaturalització i activació de la polimerasa d’ ADN de  5 minuts a 

94 º C, seguit de 34 cicles d’amplificació, dividits en un pas de desnaturalització de 

l’ADN de 30 segons a 94 ºC, un pas d’ hibridació de 30 segons a 57 ºC i un pas 
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d’amplificació d’ 1 minut a 72 ºC. En l’últim cicle es va afegir un pas d'extensió 

addicional a 72 º C durant 5 min. 

 

Rat Gens Primer Sequence  5’ → 3'  

COX-2 KO 
F:ACGCGTCACCTTAATATGCG 

R:ATCCCTTCACTAAATGCCCTC 
905pb 

COX-2 WT 
F:ACACCTTCAACATTGAAGACC 

R:ATCCCTTCACTAAATGCCCTC 
725pb 

�

Taula M2. Encebadors pel genotipatge dels animals transgènics per COX-2 (Loftin et al., 2000). 
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Cultius cel·lulars 

 

Cultiu enriquit d’ astròcits de rata 

 

Els cultius glials es van preparar tal i com descriu (Fauconneau et al, 2002) amb algunes 

modificacions.   

Per cada cultiu, es sacrifiquen 10 rates P1 per decapitació, s’extreu el cervell 

asèpticament i es manté en una placa de Petri amb PBS fred, en gel. A continuació es 

separen els dos hemisferis cerebrals, descartant el cerebel, els lòbuls olfactoris i les 

meninges, amb l’ajut d’una lupa binocular. La dissociació del teixit es realitza 

mecànicament, disgregant la mescla amb una pipeta Pasteur fins que s’assoleix una 

suspensió homogènia. Es filtra la suspensió amb un filtre de 70 μm i es centrifuga 5 

minuts a 1000 rpm. Es descarta el sobrenedant i es resuspèn el pellet en medi DMEM 

suplementat amb un 20% de sèrum boví fetal (FBS) i un 0.4% de 

penicil·lina/estreptomicina. Sembrem les cèl·lules en flascons de 75 cm2. Les cèl·lules 

es mantenen a l’incubador a 37ºC en una atmosfera humidificada amb 5% CO2 i 95% 

d’aire. La confluència s’assoleix després d’uns 12-13 dies in vitro (DIV). En aquest 

moment, el cultiu està format per un 75 % d’astròcits i un 25% de microglia. 

Passat aquest temps procedim a recollir i sembrar en plaques de cultiu les cèl·lules 

astrocitàries que em fet créixer, intentant descartar el màxim possible de les cèl·lules 

microglials i altres tipus cel·lulars que també es troben presents en el cultiu glial inicial 

però que no són del nostre interès. 

Per eliminar la micròglia adherida damunt de la monocapa astrocitària els flascons 

s’agiten en un agitador orbital a 250 rpm durant 18h (overnight). Després de l’agitació, 

es fa un rentat amb PBS per eliminar les restes de sèrum i es desadhereixen les cèl·lules 

amb tripsina 0,025%/EDTA 2 mM. Els cations bivalents són inhibidors de la tripsina, 

afegim EDTA (quelant de cations bivalent) per augmentar l’acció de la tripsina. Es 

deixa actuar la tripsina dins l’incubador durant 5 minuts aproximadament fins que 

observem que les cèl·lules comencen a desadherir-se. En aquest punt neutralitzem 
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l’acció de la tripsina addicionant PBS amb un 20% de FBS. Recuperem la suspensió 

cel·lular i centrifuguem 5 minuts a 1000 rpm. Després de la centrifugació descartem el 

sobrenedant i resuspenem el pellet cel·lular en DMEM amb un 10% de FBS i 

antibiòtics. Sembrem a una densitat de 300 cèl·lules /mm2.  

 

 

Cultiu enriquit d’ astròcits de ratolí 

El cultiu pur d’astròcits de ratolí s’ha preparat segons el mètode de Giulian i Baker 

(1986). A diferència del mètode de Fauconneau, la dissociació del teixit es realitza de 

manera mecànica i química. Després de l’obtenció dels hemisferis cerebrals, el teixit es 

disgrega amb tripsina 0,25%/EDTA 1mM durant 25 minuts en agitació a 37ºC. La 

tripsina es neutralitza amb DMEM:F12 (1:1) suplementat amb un 10% FBS i DNasa 

4mg/mL. La disgregació es continua mecànicament pipetejant fins que s’aconsegueix 

una suspensió cel·lular completament homogènia i centrifuguem les cèl·lules 5 minuts a 

1000 rpm. Es descarta el sobrenedant i es resuspèn el pellet en medi DMEM:F12 

suplementat amb un 20% de FBS i un 0.4% de penicil·lina/estreptomicina. Sembrem les 

cèl·lules en flascons de 25 cm2. Les cèl·lules es mantenen a l’incubador a 37ºC en una 

atmosfera humidificada amb 5% CO2 i 95% d’aire.  

Les cèl·lules glials es mantenen en medi DMEM:F12 amb un 10% de FBS i el medi es 

canvia un cop a la setmana. En els cultius de ratolí, pels procediments de purificació 

dels astròcits s’utilitza el medi DMEM:F12 al 10% de FBS més antibiòtics. 

 

 

Cultiu de microglia 

Els cultius de microglia s’han obtingut mitjançant el mètode Mild Trypsinitzation 

descrit per Saura et al. (2003). Després de la dissecció sembrem les cèl·lules directament 

en plaques de cultiu en medi DMEM:F12 suplementat amb un 20% de i un 0.4% de 

penicil·lina/estreptomicina. Canviem el medi de cultiu un cop per setmana i mantenim 

les cèl·lules en un  incubador a 37ºC (5% CO2 i 95%) durant 20 dies. En aquest punt 
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tenim un cultiu confluent de glia mixta en placa. Per  aconseguir un cultiu de cèl·lules 

microglials descartem els astròcits mitjançant una tripsinització suau. En primer lloc, 

recollim el medi de cultiu condicionat sense descartar-lo, això és molt important perquè 

els astròcits en cultiu alliberen factors tròfics i altres components necessaris per la 

viabilitat de les cèl·lules microglials. A continuació rentem els pous amb PBS 1X a 

37°C, per a eliminar restes de medi amb FBS que podrien inactivar l’acció de la 

tripsina. Finalment afegim Tripsina 0.25% diluïda  ¼ entre 30-40 min a l’ incubador, 

anem controlant al microscopi.  

 

A continuació, afegim DMEM:F12 + FBS 10% a cada pou per a neutralitzar l’acció de 

la Tripsina, aspirem i fem un rentat amb 1ml de DMEM:F12 + FBS 10%. Finalment, 

sembrem les cèl·lules en un volum final de medi preparat de la següent manera, ½  medi 

condicionat (que hem recollit anteriorment) + ½ medi fresc  (DMEM:F12, FBS 10%, 

P/S). El tractament de les cèl·lules es realitza entre 24h i 48h després de la tripsinització 

ja que la viabilitat de les cèl·lules microglials en cultiu no acostuma a sobrepassar les 

72h.  
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Tractaments 

En aquest estudi es va realitzar el tractament de les cèl·lules amb el LPS (Escherichia 

coli 055: B5), com a model d’inflamació in vitro, amb l’objectiu d’activar el receptor 

TLR-4 en la membrana cel·lular de forma específica. Aquest tractament es va realitzar   

a una concentració de 10 ng / mL, durant períodes de temps entre 5 minuts i 24 hores.  

A part del tractament central que era el LPS, també es van realitzar tractaments 

addicionals: 

Es van utilitzar inhibidors farmacològics específics de proteïnes MAPKs: 

l’inhibidor 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-aminofeniltio)butadiè (U0126), per 

inhibir ERK1/2; l’inhibidor trans-4-[4 -(4-fluorofenil)-5 - (2-metoxi-4-pirimidinilo)-1H-

imidazol-1-il] ciclohexanol (SB239063), per inhibir p38; i l’inhibidor (1,9-cd) pirazol-6 

(2H)-ona (SP600125), per inhibir JNK. Es va utilitzar dimetilsulfòxid com a vehicle, i 

es van addicionar al medi de cultiu 30 minuts abans del tractament amb el LPS.  

L’inhibidor de l’activitat del proteasoma (MG132), es va utilitzar DMSO com a 

vehicle, i es van addicionar al medi de cultiu 15 hores abans del tractament amb el LPS. 

L’inhibidor de la COX-1, 5-(4-clorofenil)-1-(4-metoxifenil)-3-

trifluoromethilpyrazole (SC-560), es va utilitzar DMSO com a vehicle, i es van 

addicionar al medi de cultiu 30 minuts després del tractament amb el LPS. 

L’inhibidor de la COX-2, N-methanesulfonamide [cyclohexyloxy-4-nitrofenil] 

(NS-398), que es va dissoldre en solució salina a pH 13, i es van addicionar al medi de 

cultiu 3 hores després del tractament amb el LPS. 

La prostaglandina PGE2, es va dissoldre en  etanol 100%, i es van addicionar al 

medi de cultiu 3 hores després del tractament amb el LPS.  

L’inhibidor de la PLA2 citosòlica, la trifluorometilcetona (AACOCF3), es va 

dissoldre en DMSO, i es van addicionar al medi de cultiu 30 minuts després del 

tractament amb el LPS. 

L’agonista del receptor EP4, ONO-4819, es va dissoldre en etanol 100%, i es 

van addicionar al medi de cultiu 3 hores després del tractament amb el LPS.  
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Les concentracions màximes finals, en el medi de cultiu, de DMSO i d’etanol van ser 

del 0,25% y 0.0045%, respectivament. En tots els tractaments es va comprovar que 

l’adició del vehicle sol no modificava els resultats obtinguts.  

 

�

Producte Concentració 
final  Vehicle Casa comercial Referència 

AACOCF3 2 µM DMSO Calbiochem 100109 

LPS 10 ng/ml PBS (1X) Sigma-Aldrich L6529 

LPS 
ultrapur 

10 ng/ml PBS (1X) InvivoGen 06B24-MT 

MG132 10 µM DMSO Calbiochem 474790 

NS398 3 µM salí pH13 Tocris Bioscience 0942 

ONO-4819 100 nM Etanol Cayman Chemical 13618 

PGE2 1-10 ng/ml Etanol Sigma-Aldrich P5640 

SB239063 25 µM DMSO Tocris Bioscience 1962 

SC560 10 nM DMSO Calbiochem 565610 

SP600125 10 µM DMSO Calbiochem 420119 

U0126 25 µM DMSO Calbiochem 662005 

Taula M3. Llistat de productes amb que s’han realitzat els diferents tractaments. 
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Injecció de LPS en rosegadors 

Les rates i els ratolins utilitzats van ser anestesiats amb isofluorà vaporitzat en oxigen a 

una concentració del 4% i es van col·locar en una plataforma estereotàxica mantenint el 

pla anestèsic amb el mateix compost però a una concentració del 1.5%. Un cop 

col·locats a l’aparell es va procedir a realitzar una incisió longitudinal a la línia mitja del 

cap i es va dissecar la pell i el periosti per deixar al descobert el crani i identificar 

clarament les sutures i els punts bregma i lambda. En base  a les coordenades dels l’atles 

Paxinos i Watson (1986) es va identificar la zona de injecció sobre l’ós parietal i es va 

practicar una trepanació per poder introduir l’agulla. Un cop trepanat el crani, 

mitjançant l’aparell estereotàxic i seguint les coordenades abans esmentades es va 

introduir l’agulla fins l’estriat dret i es va injectar la solució de LPS tal i com es detalla 

a continuació.  En el cas de les rates, es va injectar 5 μl de LPS 1 μg/ml en solució 

salina a una velocitat màxima de 0.5 μl/min. Les  coordenades que es van utilitzar va ser 

Bregma: 0.5 mm anteroposterior, 3 mm lateral, i 5 mm ventral. 

En el cas dels ratolins, es va injectar 0,7 μl de LPS 1 μg/ml en solució salina a una 

velocitat màxima d’injecció de 0.1 μl/min. En aquest cas, les coordenades que es van 

utilitzar van ser Bregma: 0.5 mm anteroposterior, 2 mm lateral, i 3 mm ventral, d'acord 

amb el atles de Paxinos i Watson (1986). Finalitzada la injecció es va esperar 10 minuts 

abans de retirar l’agulla, i un cop retirada es va suturar la pell mitjançant punts de sutura 

simple amb seda de 4/0. Els animals es van col·locar a les seves respectives gàbies amb 

accés a aigua i menjar ad libitum, on van romandre fins al moment del sacrifici. 

Transcorregudes 8 hores des de l'administració del LPS, els animals van ser anestesiats 

altre vegada i perfosos per punció cardíaca amb solució salina heparinitzada per 

eliminar la sang dels vasos del cervell. A continuació, es va obtenir el cervell i es va 

dissecar l’estriat ipsilateral i contralateral. El teixit cerebral es va mantenir congelat a -

80 º C fins al moment de realitzar els assaigs de RT-PCR. Grups addicionals d’animals 

es van processar per  immunohistoquímica tal i com es detalla més endavant. 
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Anàlisi de l’expressió i fosforilació de proteïnes 

 

Western  Blot 

El Western-Blot és un mètode per detectar l’expressió o modificació de proteïnes 

específiques a partir d’una mescla complexa per a obtindre dades qualitatives i 

semiquantitatives de l’extracte proteic.  

El primer pas és la separació de les macromolècules segons el seu pes molecular per 

mitjà de gels d’electroforesi.  En segon lloc, les proteïnes es transfereixen a una segona 

matriu, una membrana de nitrocel·lulosa o PVDF.  Després, es bloqueja la membrana 

per evitar les possibles unions inespecífiques dels anticossos primaris que s’usaran 

posteriorment per a detectar les proteïnes d’interès, a la seva superfície.  Posteriorment, 

la membrana s’incuba amb un anticòs específic per a la proteïna que es vol detectar 

(anticòs primari). A continuació,  s’elimina l’excés d’ anticòs primari per mitjà de 

diversos rentats amb tampó T-TBS i la membrana s’exposa a un altre anticòs (anticòs 

secundari) que reconeixerà la porció específica d’espècie present a l’anticòs primari. 

Quan la detecció es fa per quimioluminescència, l’anticòs secundari porta unit un enzim 

peroxidasa que s’utilitza en conjunció amb un agent luminescent i la reacció produeix 

luminescència en proporció a la quantitat de proteïna. S’exposa un film fotogràfic amb 

la membrana, i la intensitat del senyal es quantifica per densitometria. La intensitat de la 

senyal es correlaciona amb la quantitat d’ antigen en la superfície de la membrana. 

  

Extracció de proteïnes 

 

Extracció de proteïnes totals 

 

Recollim el medi de cultiu i fem un rentat amb PBS (1x) fred. Col·loquem la placa 

sobre un suport amb gel i procedim a recollir les mostres. És important realitzar la 

recollida de mostres en fred per a evitar la possible degradació de les mostres, així com 

l’activació d’e proteases i/o fosfatases. En segon lloc, afegim un volum adient de tampó 
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RIPA directament a la placa. A continuació recollim els extractes cel·lulars donant uns 

cops secs a la placa, per a facilitar que les cèl·lules es desenganxin de la superfície de la 

placa, i  rascant el fons de la placa amb l’ ajuda de la pipeta per assegurar-nos de 

recuperar tot l’extracte. Els extractes proteics obtinguts es soniquen 2 vegades no 

consecutives durant  10 segons per a acabar de llisar les cèl·lules i obtenir una solució 

proteica homogènia. 

 

Extracció de proteïnes nuclears 

 

L’extracció de proteïnes nuclears es va dur a terme amb el kit Nuclear extract kit 

(Active Motif), seguint les instruccions recomanades pel fabricant. 

 

 

Determinació de la concentració de proteïnes 

La determinació de la concentració de proteïnes es fa seguint el mètode de Bradford 

descrit al 1976. El reactiu Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250) canvia el seu 

màxim d’absorció des de 465nm a 595 quan interacciona amb els enllaços peptídics. 

Recta patró 

En primer lloc preparem una solució patró d’ Albúmina Sèrica Bovina (BSA, Sigma 

Chem.) 0.2 mg/mL. A partir d’ aquesta solució es prepara una corba patró amb diferents 

concentracions conegudes de BSA, que compararem amb les mostres experimentals per 

a determinar la concentració de proteïna total de cada mostra. Així, a partir de la solució 

mare de BSA preparem diferents dilucions en aigua Milli-Q segons la taula següent:  
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µg proteïna/mL  0  1  2  4  8  12  16  20 

BSA (0.2mg/mL) (µl)  0  5  10  20  40  60  80  100 

H2O (µl)  800  795  790  780  760  740  720  700 

Reactiu de Bradford (1X)  200 µl a cada pou 

 

Taula M4. Recta patró per al càlcul de la concentració de proteïna d’una mostra. 

 

Mostres experimentals: 

Preparem les mostres mesclant 3μL d’extracte proteic en 800μL d’aigua en diferents 

tubs d’ Eppendorf.  

 

Adició del reactiu de Bradford i lectura: 

Quan es tenen les mostres i la recta patró a punt s’addicionen 200μL de reactiu 

Bradford. Agitem i incubem durant 15 minuts a temperatura ambient. A continuació, es 

mesura l’absorbància a 595nm. La concentració de proteïnes de cada mostra es calcula 

interpolant el valor d’absorbància de la mostra a la recta patró de BSA que es prepara a 

cada assaig. 

 

 

Electroforesi en gel d’acrilamida amb dodecil sulfat sòdic (SDS‐PAGE) 

Es una tècnica per  separar las proteïnes en funció de la longitud de la cadena 

polipeptídica, massa molecular, modificacions postraduccionals i altres factors. El SDS 

és un detergent aniònic que desnaturalitza les proteïnes (sense alterar els enllaços 

disulfur) fins que adquireixen la seva estructura primària, i per altra banda, proporciona 

una càrrega negativa a les proteïnes en proporció a la seva massa. D’ aquesta manera, 

les proteïnes queden carregades negativament i es separen únicament en funció del seu 

tamany.  
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Preparació de les mostres: 

Després de determinar la concentració de proteïnes, es calcula el volum de mostra 

necessari per carregar 25μg de proteïna. S’afegeix aigua per ajustar totes les mostres al 

mateix volum. El tampó de càrrega està concentrat 3x i conté ditiotreitol (DTT) o 2-

mercaptoetanol (β-mercaptoetanol) que contribueix a la desnaturalització de les 

proteïnes reduint els enllaços disulfur. Es porta a 1x amb el volum de mostra. Escalfem 

les mostres amb el tampó de càrrega a una temperatura de 100 ºC durant 5 minuts,  per a 

facilitar el procés de desnaturalització. 

 

Preparació dels gels de poliacrilamida: 

Per fer l’electroforesi s’ha utilitzat el kit Mini-Protean de BioRad.  

S’utilitzen dos gels de poliacrilamida, un gel separador, que separarà les proteïnes en 

funció del seu tamany , i  per sobre, un gel apilador, amb porus grans de poliacrilamida 

(4%). El gel apilador es prepara a pH 6,8, dues unitats de pH per sota del pH del tampó 

d’electroforesi. Fent córrer la mostra en aquestes condicions s’aconsegueix que les 

proteïnes s’agrupin i entrin al gel separador a la vegada. El gels es preparen per 1 o 2 

gels segons la taula M5. 

Un cop els gels han polimeritzat es col·loquen en la cubeta d’electroforesi que s’omple 

amb el tampó d’electroforesi 1X. Les mostres es carreguen en els pous del gel amb una 

xeringa Hamilton. Reservem un carril per carregar el marcador de pes molecular 

(Precision Plus Protein Standards, BioRad). Es connecta la cubeta a la font i les 

proteïnes es fan córrer a 100 volts fins que s’observa que el front arriba al final del gel. 

El tampó de càrrega porta un colorant, el Blau de Bromofenol, per poder observar com 

avança el front. 

 

Transferència per electroblotting 

Per tal que les proteïnes siguin accessibles a la detecció amb l’anticòs es transfereixen 

des del gel a una membrana de PVDF (per Polyvinylidene fluoride) (Immobilon, 

Millipore). El gel d’acrilamida es posa en contacte amb la membrana i mitjançant el pas 
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de corrent elèctric les proteïnes migren cap a la membrana, mantenint la mateixa 

organització que tenien en el gel. Per tal que les proteïnes quedin unides a la membrana 

és necessari activar-la. L’activació de la membrana de PVDF es fa posant-la 2 minuts en 

metanol, i un minut en aigua fins que s’equilibra (segons el protocol d’Immobilon). 

Muntem la transferència posant les esponges, el paper Whatman, el gel i la membrana 

en contacte. La transferència es realitza a 100 volts durant 90 minuts. El temps de 

transferència també es pot ajustar al tamany de la proteïna que volem detectar, doncs, 

proteïnes petites transferiran més ràpidament cap a la membrana. 

 

%�Acrilamida� 6%� 8%� 10%� 12%� 15%� STACKING�

Solució�1�

(mL)�

4� 4� 4� 4� 4� ‐�

6� 6� 6� 6� 6� ‐�

Acrilamida�

(mL)�

1.6� 2.16� 2.68� 3.2� 4� 0.225�

2.4� 3.24� 4.02� 4.8� 6� 0.45�

Solució�3�

(mL)�

‐� ‐� ‐� ‐� ‐� 0.975�

‐� ‐� ‐� ‐� ‐� 1.95�

H2O�

(mL)�

2.4� 1.84� 1.32� 0.8� ‐� 0.775�

3.6� 2.76� 1.98� 1.2� ‐� 1.55�

PSA�13%�

(mL)�

0.04� 0.04� 0.04� 0.04� 0.04� 0.02�

0.06� 0.06� 0.06� 0.06� 0.06� 0.04�

TEMED�

(mL)�

0.01� 0.01� 0.01� 0.01� 0.01� 0.05�

0.015� 0.015� 0.015� 0.015� 0.015� 0.01�

Volum�Total�

(mL)�

8� 8� 8� 8� 8� 2�

12� 12� 12� 12� 12� 3�

�

Taula M5. Fórmules per a la preparació de gels de poliacrilamida. 

 

Després de la transferència, la membrana es desactiva incubant-la novament amb 

metanol i es deixa assecar. Seguint el protocol Fast System (Immobilon), no és necessari 

bloquejar amb llet les membranes de PVDF i les membranes desactivades s’incuben 

directament amb l’anticòs primari. 
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Immunoblotting 

L’anticòs primari diluït en tampó T-TBS s’incuba amb la membrana durant tota la nit en 

agitació a 4 ºC. Després de la incubació es fan 2 rentats amb T-TBS durant 15 minuts 

per eliminar l’excés d’anticòs. A continuació, la membrana s’exposa amb un anticòs 

secundari que reconeix la regió específica d’espècie de l’anticòs primari. Per això els 

anticossos secundaris s’anomenen: anti-mouse, anti-rabbit etc. segons l’espècie que 

reconeixen. 

 

Detecció 

Després d’hibridar amb l’anticòs secundari que porta unit l’enzim peroxidasa, la 

membrana s’incuba amb 2mL de la solució luminol i 40μL de la solució enhancer 

durant un minut. La detecció de la llum produïda per la reacció de la peroxidasa es 

realitza posant en contacte la membrana amb una pel·lícula fotogràfica dins d’un casset. 

 

Anàlisi per densitometria 

L’anàlisi de la densitat de les bandes s’ha realitzat utilitzant el software Quantity One 

(BioRad). La densitat de la banda es calcula a partir del ràtio entre la densitat de banda 

de la proteïna en estudi i la densitat de banda d’una proteïna control de càrrega, com la 

β-tubulina, actina o GAPDH. 
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SOLUCIÓ/TAMPÓ� PREPARACIÓ�
Solució�1�

�

0,75M�Tris�base�(PM=�121,14),�pH�8.8�amb�HCl�

0,2%�Dodecil�sulfat�de�sodi�(SDS)�en�aigua�Milli‐Q�

Solució�2�
‐�30%�Acrilamida�/�Bis�Solution,�37,5:1�(BioRad)�

�

Solució�3�
0,25M�Tris�base�(PM=�121,14),�ajustar�a�pH�6.8�

0,2%�Dodecil�sulfat�de�sodi�(SDS)�en�aigua�Milli‐Q�

Persulfat�amònic�
13%�de�persulfat�amònic�

�

TEMED:�
TEMED�(Sigma)�

�

Tampó�electròlit�
25mM�tris‐base�(PM�=�121,14),�no�s’ajusta�el�pH�

192mM�glicina�(PM�=�75,07)�en�aigua�destil·lada�

Tampó�de�

transferència�

25mM�Tris‐base,�no�s’ajusta�el�pH�

192mM�glicina�(PM�=�75,07)�

20%�v/v�Metanol,�en�aigua�destil·lada�

Tampó�de�càrrega�

0,5M�NaPi�(pH7)�=�0.5M�Na2HPO4+0.5M�NaH2PO4�

20%�glicerol�

4%�Dodecil�sulfat�de�sodi�(SDS)�

10%�DTT�(2,�4‐ditiotreitol)�

0,05%�de�Blau�de�Bromofenol,�en�aigua�destil·lada�

Tampó�T­TBS�

0.02M�Tris�HCl,�ajustar�al�pH�a�7.5�

0.150M�NaCl�

0,05%�Tween�20,�en�aigua�destil·lada�

�

Luminol�

1.25mM�Luminol�Na�

0.03%�H2O2�

0.1M�Tris�HCl,�ajustem�a�pH�=�8.6�/�8.7�

Solució�enhancer�
11mg�Àcid�P‐OH‐cumàric�en�10mL�DMSO.�

�

�

Taula M6. Preparat de les solucions necessàries per a realitzar l’assaig de WB. 
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Immunocitoquímica  

 

La immunocitoquímica  és la utilització d'anticossos específics primaris per a la 

localització de pèptids o proteïnes en una cèl·lula. Els anticossos units poden ser 

visualitzats mitjançant la utilització de diferents mètodes. Un d'ells és la utilització 

d'anticossos secundaris units a sondes fluorescents que permeten la seva visualització 

mitjançant Microscòpia de fluorescència o Microscòpia Confocal. 

 

Fixació de les cèl·lules 

Després del tractament dels cultius cel·lulars, s’aspira el medi de cultiu i les cèl·lules es 

fixen en una solució de PFA al 4% durant 10-20 minuts a temperatura ambient.  

 

Permeabilització de les membranes 

Seguidament es fan diversos rentats amb PBS (1X) i es permeabilitza la membrana de 

les cèl·lules fixades utilitzant una solució de tritó al 0.5% en PBS. Aquest pas és 

important si la proteïna que es vol detectar és intracel·lular, d’aquesta manera es facilita 

l’entrada dels anticossos a l’interior cel·lular. 

 

Bloqueig d’ unions inespecífiques   

Posteriorment s’utilitza una solució de bloqueig per a evitar o disminuir les possibles 

unions inespecífiques dels anticossos utilitzats durant l’assaig. La solució de bloqueig es 

prepara en PBS(1X) amb un 3% de sèrum. El sèrum que s’addiciona e la solució de 

bloqueig s’escull en funció de l’espècie de l’animal a partir de la qual s’hagi purificat 

l’anticòs secundari que s’utilitzarà en el procediment.  
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Incubació amb l’anticòs primari 

Posteriorment es prepara una dilució adient de l’anticòs primari específic contra la 

proteïna que es vol detectar i les cèl·lules s’incuben en aquesta solució durant tota la nit 

a una temperatura de 4 °C. 

 

Incubació amb l’anticòs secundari marcat 

Al dia següent es renten les cèl·lules amb PBS(1x) i es prepara una dilució adient de 

l’anticòs secundari que reconeixerà l’anticòs primari que s’ha utilitzat en el pas anterior. 

Aquest anticòs secundari porta unida a ell una molècula fluorescent Alexa, que al ser 

excitada amb una longitud d’ona determinada emetrà fluorescència que es detectar per 

microscòpia.  

 

 

 

Immunohistoquímica 

 

Perfusió dels animals i obtenció dels talls histològics  

Els animals van ser perfosos a través del cor amb sèrum salí seguit de paraformaldehid 

(PFA, 4%) en tampó fosfat (pH 7,4). Posteriorment els cervells obtinguts es van 

postfixar durant tota la nit amb la mateixa solució fixadora a 4ºC. Al dia següent es va 

procedir eliminar el PFA 4% i es van mantenir a 4ºC immersos en tampó fosfat fins el 

moment d’utilitzar-los. De cada cervell es van obtenir seccions coronals de 30 µm de 

gruix utilitzant un vibràtom. Les seccions obtingudes es van conservar en solució 

crioprotectora -20°C fins el moment de realitzar l’assaig immunohistoquímic.  
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Immunohistoquímica de les seccions pel procés de flotació 

En el procés de flotació els talls es recullen i processen en recipients especialment 

dissenyats: cilindres oberts per la base. En cada recipient es poden processar diverses 

seccions. Totes les incubacions i rentats es fan en agitació constant, en un agitador 

rotatori o orbital per assegurar la màxima penetració i homogeneïtat de tinció. Un cop 

obtinguts els talls i abans d'iniciar les incubacions amb els anticossos s'han de fer 

diverses incubacions i rentats per tal de facilitar la penetració dels anticossos i disminuir 

el marcatge inespecífic.  

 

Bloqueig de peroxidases endògenes 

En primer lloc cal eliminar les peroxidases endògenes de la mostra, el teixit dels 

animals és molt ric en peroxidases que poden interferir en el resultat final. Per a 

eliminar-les, els talls o seccions s’introdueixen en una solució de peròxid d’hidrogen al 

3% i metanol al 10 % en PBS (1X), durant 25 minuts. Després de la incubació es 

realitzen diversos rentats en PBS (1X) i posteriorment 3 rentats de 5 minuts en una 

solució de Tritó X100 al 0.5% en PBS per a permeabilitzar el teixit. 

 

Bloqueig de unions inespecífiques 

Posteriorment s’utilitza una solució de bloqueig per a evitar o disminuir les possibles 

unions inespecífiques dels anticossos utilitzats durant l’assaig, ocupant els llocs d’unió a 

IgG que hi ha en els teixits. El bloqueig es realitza incubant els talls en una solució de 

bloqueig  en PBS(1X) amb un 3% de sèrum, un 0.2% de tritó X100 i un 0.2% de 

gelatina.  

 

Incubació amb l’anticòs primari 

Posteriorment es prepara una dilució adient de l’anticòs primari específic contra la 

proteïna que es vol detectar i les cèl·lules s’incuben en aquesta solució durant tota la nit 

a una temperatura de 4 °C. La solució d’incubació amb l’anticòs conté un 0.1% de 

sèrum, un 0.2% de tritó X100 i un 0.2% de gelatina. 
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Incubació amb l’anticòs secundari  

Al dia següent es renten les cèl·lules amb PBS(1X) i es prepara una dilució adient d’ un 

anticòs secundari biotinilat, que reconeixerà l’anticòs primari que s’ha utilitzat en el pas 

anterior. La incubació es realitza a temperatura ambient durant 1 hora. La solució 

d’incubació amb l’anticòs conté un 0.1% de sèrum, un 0.2% de tritó X100 i un 0.2% de 

gelatina. Com a anticossos secundaris es va utilitzar anticossos monoclonals o 

policlonals de cavall biotinilats, específics contra la IgG de ratolí. 

   

Incubació amb el complex avidina-peroxidasa 

Després de diversos rentats les seccions es van incubar en una solució amb un 1% del 

complex avidina-biotina-peroxidasa, utilitzant el kit ABC (Vector Laboratories), seguint 

les recomanacions del fabricant.  

 

Revelat amb diaminobenzidina 

La reacció es va visualitzar amb 0,05% diaminobenzidina (Sigma) en peròxid 

d'hidrogen al 0,03% en PBS. El revelat es va realitzar a temperatura ambient durant un 

temps variable, dependent de l‘anticòs utilitzat, que podem controlar a través de 

comprovacions en el microscopi. Quan s’assoleix el contrast desitjat, la reacció s’atura 

amb diversos restats amb PBS. El precipitat que s’obté és de color marró.  

 

Revelat per doble immunohistoquímica 

A continuació es va realitzar un segon assaig immunohistoquímic per a colocalitzar un 

segon antigen, repetint els pasos corresponents a les incubacions amb l’anticòs primari i 

secundari que s’han descrit anteriorment, amb la diferència que el marcatge de l’anticòs 

secundari ha de ser diferent a la diaminobenzidina per a poder distingir els dos 

marcatges. 

El revelat es va realitzar en una solució de dihidroclorur de benzidina al 0,01% i al 

0,025% de nitroprussiat sòdic e tampó fosfat a pH6. Finalment s’observa un precipitat 
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de color blau intens que es distingeix fàcilment del precipitat marró de la 

diaminobencidina.  

 

�

Anticòs�secundari� Dilució� Aplicació�
Casa�

comercial�

ECL�Rabbit�IgG,�HRP‐Linked�F(ab')2�Fragment� 1:2000� WB�
Amersham,�

(Ref.�NA934V)�

Goat�Anti‐Mouse�IgG�(H�+�L)‐HRP�Conjugate� 1:4000� WB�
Bio‐Rad,�

(Ref.�170‐6516)�

Alexa�Fluor�488�F(ab')2�fragment�of�goat�anti—mouse�

IgG�
1:1000� ICC�

Invitrogen,�

(Ref.�A‐11017)�

Alexa�Fluor�488�F(ab')2�fragment�of�goat�anti—rabbit�

IgG�
1:1000� ICC�

Invitrogen,�

(Ref.�A‐11070)�

Alexa�Fluor�546�F(ab')2�fragment�of�goat�anti—mouse�

IgG�
1:1000� ICC�

Invitrogen,�

(Ref.�A‐11018)�

Alexa�Fluor�546�F(ab')2�fragment�of�goat�anti—rabbit�

IgG�
1:1000� ICC�

Invitrogen,�

(Ref.�A‐11071)�

 Taula M7. Llistat d’anticosos secundaris. 
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�

Anticòs� Epítop� Dilució� Aplicació� Casa�comercial�

Actina� Mouse�monoclonal� 1:100000� WB�
Sigma�Aldrich�

(Ref.�A5060)�

COX­1� Mouse�monoclonal� 1:500� IHC�
Cayman�Chemicals,��(Ref.�

160110)�

COX­2�

Mouse�monoclonal� 1:500� IHC� BD�eBioscience,�(Ref.�610203)�

Rabbit�polyclonal� 1:500� WB�
Cayman�Chemicals,�(Ref.�

160126)�
p44/42�MAPK�

(ERK�1/2)�
Rabbit�polyclonal� 1:1000� WB� Cell�Signalling,�(Ref.�4377)�

GFAP�
Mouse�monoclonal� 1:500� ICC,�IHC� Dako,�(Ref.�Z0334)�

Rabbit�polyclonal� 1:500� ICC,��IHC� Sigma�Aldrich,�(Ref.�G3893)�

GAPDH� Mouse�monoclonal� 1:1000� WB� �

Iba­1� Rabbit�polyclonal� 1:1000� ICC,�IHC�
Wako��Pure�Chemical�Industries,�

(Ref:�019‐19741)�

IκB­α� Rabbit�polyclonal� 1:1000� WB� Santa�Cruz�Biotech.,�(Ref.�sc‐371)�

p­Ser396�IRF3� Mouse�monoclonal� 1:1000� WB� Cell�Signalling,�(Ref.�4947S)�

IRF3� Rabbit�polyclonal� 1:1000� WB� Cell�Signalling,�(Ref.�4962)�

JAK1�(HR­785)� Rabbit�polyclonal� 1:500� WB� Santa�Cruz�Biotech.,�(Ref.�sc‐277)�

JAK2�(HR­758)� Rabbit�polyclonal� 1:500� WB� Santa�Cruz�Biotech.,�(Ref.�sc‐278)�

p­Thr183/Tyr185�

JNK�
Rabbit�polyclonal� 1:1000� WB� Cell�Signalling,�(Ref.�9251)�

NFκB�p50� Goat�polyclonal� 1:1000� WB�
Santa�Cruz�Biotech.,�(Ref.�sc‐

1190)�

NFκB�p65� Rabbit�polyclonal� 1:1000� WB� Santa�Cruz�Biotech.,�(Ref.�sc‐372)�

p­Thr180/Tyr182�

p38�
Rabbit�polyclonal� 1:1000� WB� Cell�Signalling,�(Ref.�9211)�

p­Tyr701�STAT1� Rabbit�polyclonal� 1:1000� WB� Cell�Signalling,�(Ref.�9171)�

STAT1� Mouse�monoclonal� 1:1000� WB� BD�eBioscience,�(Ref.�610186)�

p­Tyr705�STAT3� Rabbit�polyclonal� 1:1000� WB� Cell�Signalling,�(Ref.�9131)�

TLR­4� Rabbit�polyclonal� 1:1000� WB� Abcam�(Ref.�ab13556)�

TBP� Mouse�monoclonal� 1:1000� WB� Abcam,�(Ref.�38238)�

β­Tubulina� Mouse�monoclonal� 1:50000� WB� Sigma�Aldrich,�(Ref.�T4026)�

VCAM­1� Goat�polyclonal� 1:5000� WB�
Santa�Cruz�Biotech.,�(Ref.�sc‐

1504)�

 Taula M8. Llistat d’anticosos primaris. 
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Zimografia en gelatina 

És una tècnica enzimàtica que serveix per a detectar l’activitat de determinades 

gelatinases, la gelatinasa A (MMP-2) i la gelatinasa B (MMP-9), detectant la degradació 

del substrat gelatina en gels de poliacrilamida. 

 

Recollida de les mostres 

Es fan diversos rentat de les cèl·lules en cultiu, aquest pas és important perquè el sèrum 

que s’utilitza en el medi de cultiu conté MMPs que podrien interferir en el resultat final. 

Es recullen les cèl·lules en un tampó de lisi (RiPA+complete), i es soniquen les mostres. 

Els homogenats es centrifuguen a 1200 x g durant 5 minuts a 4 °C, per a eliminar els 

debris i es recull el sobrenedant en vials nous. 

 

Extracció de les gelatinases de les mostres 

Es separa una quantitat de sobrenedant per a realitzar la quantificació de proteïna de la 

mostra, mitjançant un assaig de Bradford. També es pot separar part de la mostra per a 

realitzar un assaig de WB.  

La resta del sobrenedant s’utilitza per a fer la zimografia en gelatina.  

Les mostres s’incuben amb 25 μl de gelatina safarosa 4B (Pharmacia) de gelatina, 

durant 1 hora a 4 °C. Posteriorment es separen les gelatinases adherides a les perles de 

safarosa mitjançant una incubació amb un tampó d’elució durant 30 minuts a 4 °C. 

Posteriorment es centrifuguen les mostres i es guarda el sobrenedant a -80 °C.  

 

 Preparació del gel d’acrilamida amb gelatina 

Es prepara un gel d’acrilamida al 10%, afegint gelatina a una concentració final de 

1mg/ml.  

 



Materials i mètodes 

86 

Preparació de les mostres per electroforesi 

Es carreguen en un gel un volum determinat de mostra (segons l’assaig Bradford es 

carrega la mateixa quantitat de proteïna a cada pou), i s’afegeix un volum igual (1:1) de 

tampó de càrrega per zimografies.  

També es carrega un estàndard de gelatinases, a partir d’una barreja de MMP-2 i MMP-

9 (CC073, Chemicon International, Inc.), com a control positiu; i un marcador de pes 

molecular. 

Finalment es carreguen les mostres en el gel preparat i es corre el gel d’acrilamida 

durant 1 hora, a 100 V. 

 

Incubació i tinció del gel 

Agafem el gel i fem diversos rentats, fem un primer rentat amb H2O destil·lada, seguit 

de 3 rentats més de 15 minuts de durada en una solució de tritó (X-100) al 2,5%, i 

finalment tornem a rentar el gel en H2O per a eliminar el tritó. Després dels rentats 

incubem el gel en una solució d’incubació durant 42 hores en una estufa a 37 °C. 

Posteriorment el gel s’incuba en una solució de tinció amb blau tripa en agitació suau i 

constant.  

 

Escanejat del gel 

L’anàlisi de la densitat de les bandes s’ha realitzat utilitzant el software Quantity One 

(BioRad). En aaquests tipus de gels, la zona on s’ubica la proteasa apareix com una 

zona més clara degut a que ha degradat la gelatina. Aquesta degradació es revela tenyint 

el gel amb colorants que tinguin afinitat per proteïnes, observant-se una zona que no es 

tenyeix o es tenyeix poc.  
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SOLUCIÓ/TAMPÓ� PREPARACIÓ�

Tampó�de�càrrega�

zimografia�

80�mM�Tris‐HCl�(pH�6.8)�

4%�SDS�

10%�Glicerol�

0.01%�blau�de�bromofenol�

Tampó�d’incubació�

zimografia�

50�mM�Tris�HCl��pH�7,6�

10mM�CaCl2�

0.02%�NaN3�

�

Tampó�de�tinció��

0.1%�amidó�Black�

10%�Àcid�acètic��

30%�metanol,�en�aigua�destil·lada�

Tampó�de�destinció�
10%�Àcid�acètic��

30%�metanol,�en�aigua�destil·lada�
 

Taula M9. Fórmula de les solucions necessàries per l’assaig de zimografia en gelatina. 
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Silenciament gènic: RNAs d’interferència 

El silenciament gènic mitjançant ARNs d'interferència s’indueix a través de molècules 

petites d’ARN de doble cadena d’uns 21-27 nucleòtids denominades siRNAs (small 

interfering RNA). És un fenomen que es dóna de forma natural en l'organisme, i està  

implicat en el desenvolupament i en la defensa contra agents infecciosos. Diferents 

mecanismes cel·lulars provoquen la separació de les dues cadenes del siRNA, aleshores 

la cadena antisentit del siRNA pot unir-se a una cadena d'ARNm de manera específica 

per complementarietat de bases, provocant que el complex resultant sigui reconegut i 

degradat.  

Els siRNAs poden ser introduïts artificialment en l'organisme per tal de silenciar un gen 

específic. Qualsevol gen del que se sàpiga la seqüència pot ser la diana d'un siRNA 

dissenyat a mida amb la seqüència complementària a la d'aquest gen, de forma que cada  

siRNA és altament específic per a la seqüència de nucleòtids diana al que degrada. 

 

 

Transfecció amb Oligofectamina 

La transfecció es va realitzar quan els cultius havien assolit una densitat aproximada de 

70-80% . En primer lloc es van preparar dos vials, en el primer es va preparar la dilució 

del reactiu Oligofectamina (Invitrogen) a una concentració final de 4µl/ml  en 50µl de 

medi Opti-MEM sense sèrum i es va incubar durant 5 minuts.  Paral·lelament, en un vial 

diferent es va preparar la dilució del siRNA per a obtenir una concentració final de 100 

nM en 50µl de medi Opti-MEM, també sense sèrum. Després de preparar les dilucions 

es mesclaven els dos vials (Vt=100µl) i la barreja s’incubava durant 20-30 minuts.  

Durant la incubació s’aspirava el medi de creixement de les cèl·lules que es volien 

transfectar i s’afegia medi DMEM:F12 fresc sense sèrum. Després de la incubació s’ 

afegia un volum adient  dels complexes formats als cultius cel·lulars. Al dia següent 

s’addicionava medi fresc DMEM:F12 amb sèrum. El tractament dels cultius es realitza 

2-3 dies després de la transfecció. 
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Proteïna� Espècie� Producte� Referència�

IFN‐β� rata� ON‐TARGET�plus�SMARTpool,�rat�IFNB1,�NM_019127�
L‐094752‐01‐

0010�

JAK1� rata� ON‐TARGET�plus�SMARTpool,�rat�JAK1,�XM_342872� L‐101621‐01�

JAK2� Rata� ON‐TARGET�plus�SMARTpool,�rat�JAK2,�NM_031514� L‐088340‐01�

NFκB� Rata� ON‐TARGET�plus�SMARTpool,�rat�p65��NM_199267� L‐0800033‐01�

Stat1� Rata�
ON‐TARGET�plus�SMARTpool,�rat�STAT1,�

NM_001034164�
L‐080050‐01�

TLR4� rata� ON‐TARGET�plus�SMARTpool,�rat�TLR4,�NM_019178� L‐090819‐00�

�

Taula M10. Llistat dels siRNAs utilitzats en aquest treball, Thermo Fisher Scientific Dharmacon. 
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Anàlisi de l’Expressió gènica: RT­PCR 

L’anomenada PCR a temps real és una tècnica que permet  amplificar i quantificar una 

molècula d’ ADN determinada simultàniament.  La quantitat pot ser un valor absolut de 

còpies o una quantitat relativa quan es va normalitzar  a la entrada de ADN o gens 

d’expressió constitutiva que actuen com a patró de normalització. 

 

Extracció de l’ARN  

Per a l’extracció de l’àcid ribonucleic (ARN) total dels astròcits en cultiu es va utilitzar 

el kit Pure Link TM RNA Mini Kit (Ambion, Invitrogen), seguint les instruccions 

recomanades pel fabricant.    

Posteriorment, es va quantificar l’ ARN amb un espectrofotòmetre NanoDrop (ND-

1000 spectrophotometer), es van mesurar les absorbàncies a 260nm, 280nm i 230 nm, i 

es va comprovar la puresa de l’ARN obtingut amb la mesura dels ràtios 260/280 proper 

a 2, i 260/230 proper a 1.8.  

 

Transcripció inversa  (RT) o retrotranscripció 

A partir de l’ARN aïllat es va sintetitzar ADN complementari mitjançant l’enzim M-

MLV Reverse Transcriptase, RNase H Minus, Point Mutant (Promega).  

En cada reacció de transcripció inversa es va utilitzar: 1µg d’ARN aïllat, 1.6 unitats de 

RNase OUTTM, 20 ng d’ Oligo(dT)15 primer, en un volum final de 14 µl d’aigua MilliQ 

estèril. Aquesta barreja s’escalfa a 70°C durant 5 minuts, i després es refreden les 

mostres ràpidament en gel durant 5 minuts més. A continuació s’afegeixen 200 unitats 

de l’enzim M-MLV Reverse Transcriptase, una concentració final de 50 µM d’una 

barreja de dNTPs, 5 µl del tampó indicat pel correcte funcionament de l’enzim, i es 

porta tot a un volum final de 25 afegint aigua MilliQ estèril, i la nova barreja s’incuba 

50 minuts a 50 °C. Passat aquest temps la reacció s’inactiva incubant la mescla a 70°C 

durant 15 minuts. 
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L’ Oligo(dT)15 primer és un polímer de deoxitimidines que es va utilitzar com a 

encebador  per amplificar únicament l’ARN missatger, ja que suposa aproximadament 

un 2% del total de l’ARN aïllat inicialment, les deoxitimidines de l’encebador 

hibridaran amb la cua d’adenines que posseeixen els ARNs missatgers. 

 

Real-Time PCR 

Es va utilitzar el sistema iCycler iQ™ Multi-Color Real Time PCR Detection System 

(Bio-Rad), i el SYBR GreenER (Invitrogen), que és un fluorocrom que s’uneix a l’ADN 

de doble cadena a mida que aquest es va sintetitzant. En comparació amb altres mètodes 

existents, l’ús de SYBRGreen té la limitació que també pot intercalar-se en productes de 

PCR  amplificats de manera inespecífica, que poden influir en la mesura de 

fluorescència final que correspon a l’amplificació del gen diana. L’especificitat i 

sensibilitat d’aquest mètode estaran determinades per la qualitat dels encebadors 

utilitzats en la reacció.  

Cada  reacció de PCR es va realitzar per triplicat en un volum final de 12 µl utilitzant 6 

µl de SYBR GreenER (Invitrogen), 0.625 µM de cada encebador, i 2 µl de cDNA 

procedent de la reacció de transcripció inversa. Paral·lelament, es prepara una recta 

estàndard per a cada gen que es vol analitzar. Es va analitzar l’expressió de diferents 

gens com a possibles controls d’expressió  (HPRT1, SDHA, YWHAZ i RPL14) i es va 

escollir el gen control RPL14, que va mostrar la millor estabilitat després del tractament 

amb LPS.  

Les condicions d’amplificació utilitzades van ser les següents: un primer pas d’ 1 min a 

50 º C, un segon pas de desnaturalització i activació de la polimerasa d’ ADN de  8 

minuts i 30 segons a 95 ° C, seguit de 40 cicles d’amplificació, que conten de 15 segons 

a 95 °C, i 30 segons a 60 °C. Posteriorment, es van analitzar les corbes de fusió de cada 

cicle per a garantir l’absència de productes no específics. La quantificació es va  

realitzar mitjançant la normalització de Ct (cycle threshold) dels gens diana, respecte els 

valors de les Ct del gen control,  i es va analitzar segons el mètode de  2-ΔΔCT (Livak i 

Schmittgen, 2001). 

La llista dels encebadors utilitzats es presenta en les taules M11 i M12. Els encebadors 

utilitzats van ser dissenyats en els límits exó-intró per a cada gen d’interès, amb l'ajuda 
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del programa Primer3,  per a excloure la possible amplificació d'ADN gnòmic. Els 

encebadors es van adquirir de IDT (Conde, Espanya).  

 

Rat�Gens� Primer Sequence  5’ → 3'� Accesion�number�

β­Actina�
F:�AACCTTCTTGCAGCTCCTC�

R:�TCTGACCCATACCCACCAT�
NM_031144.2�

CD11b�
F:�CTGGGAGATGTGAATGGAG�

R:�ACTGATGCTGGCTACTGATG�

NM_012711�

�

COX­2�
F:�GATTGACAGCCCACCAACTT�

R:CGGGATGAACTCTCTCCTCA�
NM_017232�

Erg­1�
F:�AACAACCCTACGAGCACCTG�

R:�AGGCCACTGACTAGGCTGAA�
NM‐012551�

IL­15�
F:�AACTGAGGCTGGCATCCAT�

R:�GGAGAAAGCAGTTCATTGCAG�
NM_13129.2�

IL­27�
F:�CCCCAATGTTTCCCTGACCTTCC�

R:�ATTGCCCACAGCTGCTCCCTCTC�
XM_002725687�

INF­β�
F:�TGAGGCAGCTGAATGGAAGG�

R:�TGAATGGCAAAGGCAGTGTAAC�
NM_019127.1�

IP­10�
F:�GGGCCATAGGAAAACTTGAAATC�

R:�ATTGTGGCAATGATCTCAACAT�
NM_0139089�

MHC­II�
F:�AGAGACCATCTGGAGACTTG�

R:�CATCTGGGGTGTTGTTGGA�
NM_053529�

MMP­9�
F:�GTATTGGAAGTTCTCGAATCAC�

R:�CAAGTCGAATTTCCAGATACG�
NM_031055.1�

RPL14�
F:�TCTTTGCCTATGTCAGAGGA�

R:�GATAGGTATCTTAATTCGAGTCCC�
NM_022949�

SOCS­1�
F:�TTCCGCACCTTCCGCTCCCACTCT�

R:�CGCCCCATGCACGCTCAGG�
NM_145879�

TLR­4�
F:GTTGGATGGAAAAGCCTTGA�

R:CCTGTGAGGTCGTTGAGGTT�
NM_019178�

TNF­α�
F:GGGGCCACCACGCTCTTCTGTC�

R:TGGGCTACGGGCTTGTCACTCG�
MN_012675.3�

�
�

 Taula M11. Llistat d’encebadors de rata utilitzats en Real-Time PCR. 
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Mouse�genes� Primer�Sequence��5’���3'� Accession�number�

TNF­a�
F:�GGGGCCACCACGCTCTTCTGTG�

R:�TGGGCTACGGGCTTGTCACTCG�

NM_013693�

�

Cox­2�

�

F:�CCACTTCAAGGGAGTCTGGA�

R:�AGTCATCTGCTACGGGAGGA�

NM_011198.3�

�

Cox­1�

�

F:�GTGCTGGGGCAGTGCTGGAG�

R:�TGGGGCCTGAGTAGCCCGTG�

NM_008969.3�

�

IL­6�

�

F:�GATGGATGCTACCAAACTGGA�

R:�TCTGAAGGACTCTGGCTTTG�

NM_�031168�

�

MMP­9�

�

F:CTTCTCTGGACGTCAAATGTG�

R:�AGAAGAATTTGCCATGGCAG�

NM_013599.2�

�

MMP­3�

�

F:�CCATGGAGCCAGGATTTCCCAGGA�

R:TGCCATAGCACATGCTGAACAAAGCA�

NM_010809.1�

�

mPGES­1�

�

F:�AGGCCAGATGAGGCTGCGGA�

R:�AGCGAAGGCGTGGGTTCAGC�

NM_002415.2�

�

PGIS�

�

F:GTGGAGGCCTCACCACGCAC�

R:�CCCGGGCCTGCATCTCCTCT�

NM_008968�

�

TS�

�

F:�CACACGGGAGGCAGCACAGG�

R:�GGGCCAGCTCCAAAGGGCAG�

NM_0011539.3�

�

PGDS�

�

F:�TGGTCCTCCTGGGTCTCTTGGGAT�

R:�TGTAGAGGGTGGCCATGCGGA�

NM_008963.2�

�

LOX5�

�

F:�CACCAGTTCCTGGCTGCCCC�

R:�GCAGGCAGCTGGCGGTACAT�

NM_009662.2�

�

epoxigenasa�
F:GGTGTGTGATCTGGTCGGTA�

R:�ACACTTCTTCAGCCACTGCC�

NM_008898�

�

CD11B�

�

F:�AAGCAGCTGAATGGGAGGAC�

R:GAATGACCCCTGCTCTGTCT�

NM_001082960�

�

RPL14�

�

F:�GGCTTTAGTGGATGGACCCT�

R:�ATTGATATCCGCCTTCTCCC�

NM_025974�

�

�

 Taula M12. Llistat d’encebadors de ratolí utilitzats en Real-Time PCR. 
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Anàlisi de l’ activitat transcripcional de NFκB  

La determinació de l’activitat transcripcional de NFκB es va dur a terme amb el kit 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega), seguint les instruccions 

recomanades pel fabricant. En l’assaig es mesura l’expressió simultània de dos enzims 

individuals dins d'un únic sistema. 

En l’assaig es va utilitzar el vector reporter pNFκB-Luc, dissenyat pel control de 

l'activació de la via de transducció de senyal NFkB, que contenia la seqüència de cDNA 

que codifica per l’enzim  firefly  Luciferase (Pyralis Photinus) sota control d’un 

promotor  TATA-like amb diverses còpies de la seqüència de consens de NFkB 

fusionades a ell.  També es va utilitzar un segon vector, pRL-CMV que contenia la 

seqüència de cDNA que codifica per l’enzim  Renilla  Luciferase (Renilla reniformis) 

sota control de la regió promotora del citomegalovirus (CMV).  

 

Transfecció dels vectors  amb Lipofectamina 

La transfecció es va realitzar quan els cultius havien assolit una densitat aproximada de 

70-80% . En primer lloc es van preparar dos vials, en el primer es va preparar la dilució 

del reactiu Lipofectamina a una concentració final de 4µl/ml  en 50µl de medi Opti-

MEM sense sèrum i es va incubar durant 5 minuts.  Paral·lelament, en un vial diferent 

es va preparar la dilució del material genètic que es volia transfectar,  1µg del vector 

reporter  pNFkB-luc i 1ng del vector control pRL-CMV en 50µl de medi Opti-MEM, 

també sense sèrum. Després de preparar les dilucions es mesclaven els dos vials 

(Vt=100µl) i la barreja s’incubava durant 20-30 minuts.  Durant la incubació s’aspirava 

el medi de creixement de les cèl·lules que es volien transfectar i s’afegia medi 

DMEM:F12 fresc sense sèrum. Després de la incubació s’ afegia un volum adient  dels 

complexes formats als cultius cel·lulars. Al dia següent s’addicionava medi fresc 

DMEM:F12 amb sèrum. 
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Assaig  Luciferase 

L’assaig es va dur a terme seguint les instruccions recomanades pel fabricant. En resum, 

cultius d’astròcits prèviament transfectats amb els vectors pNFκB-Luc i  pRL-CMV, 

van ser tractats amb el LPS. Després del tractament es van recollir les mostres en un 

tampó adequat i es va mesuren les activitats dels enzims luciferases firefly i Renilla. En 

primer lloc es va addicionar el Reactiu II (LAR II) a cada mostra, generant un senyal 

lluminós estable. Després de quantificar l’activitat de la luciferasa firefly, es va 

addicionar un segon reactiu en el mateix tub, el reactiu Stop & Glo, que actua aturant 

l’activitat de la luciferasa firefly i permetent l’activitat de la luciferasa  Renilla. El 

reactiu Stop & Glo també produeix un senyal lluminós estable. Les lectures de les 

diferents activitats enzimàtiques es va realitzar amb un luminòmetre Oion II microplate 

luminometer (Berthold).  

 

 

 

Figura M1. Esquema resum de la lectura de l’assaig luciferasa. 
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D’aquesta manera, l’expressió de l’enzim firefly  Luciferase (pyralis Photinus) es 

correlacionava amb l'efecte de les condicions experimentals de l’estudi, ja que el gen es 

trobava sota control de la regió promotora de NFkB. L’expressió de l’enzim Renilla 

Luciferase actuava com a control intern, ja que el gen es trobava sota control d’un 

promotor constitutiu. La normalització de l'activitat firefly  Luciferase respecte  a 

l'activitat del control intern Renilla Luciferase, minimitza la variabilitat experimental 

causada per les diferències en la viabilitat cel·lular o l'eficiència de transfecció. 

 

�

Producte� Casa�comercial� Referència�

Vector�p­NF�B­�Luc� Clontech� 631.904�

Vector�pRL­CMV�
Promega�

TB237�

Dual­Luciferase®�Reporter�Assay�System� Promega� TM040�

Lipofectamina� Invitrogen� 18324�

Orion�II�microplate�luminometer� Bioscience�Technology� 1089�

Taula M13. Material utilitzat en l’assaig luciferasa. 
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Anàlisi de l’ activitat proteica per ELISA 

 

Mesura de la concentració dels prostanoids  PGI2, PGE2 i TxB2 

La mesura dels prostanoids PGI2, PGE2 i  TXA2 alliberats en el medi de cultiu es va dur 

a terme per separat amb kits d’EIA (Enzyme Immunoassay), seguint les instruccions del 

fabricant.   

La PGI2 té una vida mitjana bastant curta, d’uns 60 minuts en plasma sanguini, i d’uns 

2-3 minuts en una solució tamponadora, cosa que dificulta la mesura d’aquesta PG en el 

laboratori. La mesura de la concentració de la PGI2 en els medis de cultiu, així com en 

el cas d’altres mostres biològiques, es realitza mesurant la 6-keto-PGF1α, que s’obté 

amb la hidratació no enzimàtica de la prostaciclina PGI2, i s’ha vist que és molt estable. 

El TXA2 també té una vida mitjana molt curta , d’uns 37 segons, en mostres 

fisiològiques, cosa que dificulta la mesura d’aquesta PG en el laboratori. La mesura de 

la concentració de la TXA2 en els medis de cultiu, així com en el cas d’altres mostres 

biològiques, es realitza mesurant la TXB2.  

 

 

 

Figura M2. Assaig d’ELISA competitiu prostanoid. 

 

 

La determinació quantitativa dels diferents prostanoids es va realitzar mitjançant un 

assaig immunològic competitiu. En l’assaig es va utilitzar un anticòs policlonal per 
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enllaçar, de manera competitiva, el prostanoid de la mostra problema. Es va dur a terme 

la incubació simultània de la mostra problema amb una concentració coneguda del 

mateix prostanoid marcat amb una molècula de fosfatasa alcalina unida a ella de forma 

covalent. Posteriorment es va eliminar l’excés de reactius mitjançant diversos rentats, i 

es va afegir la solució amb el substrat p-nitrofenilfosfat. Després d’un temps d’ 

incubació la reacció enzimàtica s’atura amb l’addicció d’una solució de fosfat de sodi. 

Es fa una mesura de densitat òptica (D.O.) de les mostres en un lector de microplaques a 

405 nm, on la intensitat colorimètrica serà inversament proporcional a la concentració 

de cada prostanoid.  

 

Mesura de la concentració de LTC4 

La determinació de la concentració de les citocines TNF-α  i IL-6 alliberades en el medi 

de cultiu es va mesurar per separat amb kits d’ELISA específics,seguint les instruccions 

del fabricant.  La determinació quantitativa del Leucotrié C4 (LTC4) es va realitzar 

mitjançant un immuno-assaig competitiu, basat en la competició entre el  LTC4 de la 

mostra problema amb el LTC4 conjugat amb l’enzim acetilcolinesterasa (AChE), que 

s’afegeix a una concentració coneguda i constant, per a unir-se a un anticòs específic 

contra LTC4 que afegim també de forma exògena.  En l’assaig es va utilitzar un anticòs 

monoclonal per enllaçar l’anticòs contra LTC4 afegit. Després d'una incubació 

simultània es va eliminar l’excés de reactius mitjançant diversos rentats, i es va afegir el 

substrat de l’enzim AChE, el reactiu d’ Ellman. Els pous adquireixen una coloració 

groga. Es fa una mesura de densitat òptica (D.O.) de les mostres en un lector de 

microplaques a 412 nm, on la intensitat colorimètrica serà inversament proporcional a la 

concentració de   LTC4. 
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Figura M3.  Assaig d’ELISA competitiu LTC4. 

 

Mesura de la concentració de les citocines INF­β,  TNF­α  i  IL­6  

La determinació de la concentració de les citocines TNF-α  i IL-6 alliberades en el medi 

de cultiu es va mesurar per separat amb kits d’ELISA específics de tipus sandwich 

,seguint les instruccions del fabricant.  En resum, es va fixar l’anticòs de captura, 

específics per a la citocina, en la base dels pouets d’una placa de 96 pous. Després dels 

rentats adients es va afegir la mostra problema, i paral·lelament dilucions seriades d’una 

citocina comercial de concentració coneguda per a establir la corba estàndard. 

Posteriorment es van realitzar incubacions seriades amb l’anticòs de detecció (conjugat 

amb biotina), l’enzim peroxidasa de detecció Avidin-HRP, i la solució substrat de 

tetrametilbencidina. Finalment es va aturar la reacció i es va realitzar la lectura  de la 

placa a una longitud d’ona de  450 nm. 

 

 

 

 

 

Figura M4.  Assaig d’ELISA en  

sandwich de la citocina IL-6. 
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Assaig de l’activitat histona  acetiltransferasa de 

p300/CBP per immunoprecipitació 

L’activitat histona acetiltransferasa (HAT) de la proteïna p300 es va determinar amb el 

kit p300/CBP Immunoprecipitation HAT Assay Kit (# 17-284, Millipore, Temecula, CA, 

EUA), seguint les instruccions del fabricant.   

Cultius d’astròcits van ser exposats a LPS durant 2 hores en presència o absència de 

l'inhibidor de la fosforilació de p38 SB239063. Es van recollir les cèl·lules i es van 

obtindre els extractes nuclears utilitzant el kit Nuclear extract kit (#40010, Active 

Motif).  

Es van utilitzar 100µg d’extractes nuclears que es van incubar 5 µg d’ un anticòs 

específic contra p300. Paral·lelament, 100µg de les mateixes mostres es van incubar 

amb un anticòs anti-tubulina (Sigma) del mateix isotip, i es van utilitzar com a controls 

negatius.   

Els immunocomplexes formats es van incubar amb Proteïna G unida a perles d’agarosa. 

Després de la incubació es va procedir al rentat i aïllament de les perles d’agarosa, que 

posteriorment es van tornar a incubar amb la solució d’assaig HAT, composada per la 

Histona H4, acetil-CoA i acetil-CoA marcat radioactivament amb triti ([3H]Ac-CoA 

0.25mCi/ml). Després de la incubació es van fixar  la proteïna en tires de paper de filtre 

amb àcid tricloracètic. Posteriorment, les tires es van introduir en vials de centelleig i es 

va quantificar la radioactivitat emesa (DPM) en un comptador de centelleig-® 

(Beckman).  

 

 

Determinació del grau de fosforilació dels residus de 

serina S468 i S536 de NF�B 

El grau de fosforilació de determinats residus de serina en el factor de transcripció 

NFκB es va determinar amb el kit d’  ELISA (FACE NFkB p65 ™ Profiler, amb motius 

Actiu, CA, EUA), seguint les instruccions del fabricant.   
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En resum, els astròcits es van cultivar en plaques de 96 pous i després del tractament 

amb el LPS, les cèl·lules van ser rentades i fixades amb formaldehid al 4% durant 20 

minuts. Posteriorment, les cèl·lules van ser tractades amb una solució amortidora, per 

suprimir l'activitat de la peroxidasa endògena, i es van incubar amb anticossos 

monoclonals específics contra els residus de serina S468 i S536 de la subunitat p65 de 

NFκB, així com de NFκB total,  durant la nit a 4 ° C. La unió dels anticossos primaris es 

va detectar  mitjançant la incubació amb un l'anticòs secundari conjugat a l’enzim amb 

activitat peroxidasa, i amb la posterior adició del substrat TMB. La reacció va ser 

aturada amb àcid sulfúric 2N i la densitat òptica D.O. es va mesurar a 450 nm en un 

lector de plaques espectrofotomètric (Labsystems IEMS lector). 

 

�

Proteïna Kit Casa comercial referència

IFN-β Mouse Interferon beta ELISA kit VeriKine ™ 42400-1 

TNF-α Rat TNF-α ELISA Kit Diaclone 860.040.048 

TNF-α de ratolí 
Mouse TNF alpha ELISA Ready-

SET-Go! 
eBioscience 88-7324-88 

IL-6 de ratolí Murine IL-6 ELISA kit Diaclone 861.020.005 

6-ceto-prostaglandina 

F1α 

6-keto-Prostaglandin F1α 

Enzyme Immunoassay Kit 
Assay Dessigns 900-004 

TxB2 TXB2 ELISA kit Assay Dessigns 900-002 

PGE2 
High Sensitivity Prostaglandin E2 

Enzyme Immunoassay Kit 
Assay Dessigns 900-001 

LTC4 
Cysteinyl Leukotriene Express EIA 

kit 

Cayman 

Chemicals 
1000929 

NF�B total 

p- S468 i p- S536 
FACE NFkB p65 ™ Profiler Actif Motif 101490 

Activitat HAT de 

p300 

p300/CBP Immunoprecipitation 

HAT Assay Kit 
Millipore 17-284 

Taula M14. Llistat dels kits d’ELISA utilitzats. 
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Anàlisi estadístic 

L’anàlisi  estadístic  dels  resultats  es  va  realitzar  amb  el  programa  GraphPad 

(GraphPad Software Inc.). Per l’anàlisi estadístic de les dades es va utilitzarel test 

de variància One‐way  (ANOVA),  i  la prova Student’s T­test després de verificar  la 

distribució normal de les dades. En el cas de l’ANOVA, es van realitzar tests post‐

hoc de Benferroni.  

En tots els casos es va considerar una p<0.05 com a estadísticament significativa. 
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Treball 1: Estudi de les diferents vies de 

senyalització iniciades pel receptor TLR‐4 en 

resposta al LPS en cèl·lules astrocitàries 
 

En el següent estudi s’ha utilitzat el LPS, que és l’activador típic del receptor TLR-4, en 

cultius d’astròcits corticals, per investigar les vies de senyalització iniciades per aquest 

receptor . També s’ha volgut estudiar l’alliberament de mediadors proinflamatoris que 

poden exercir efectes paracrins en les cèl·lules veïnes, així com efectes autocrins que 

puguin promoure la reactivitat astroglial.  

El següent treball recull els objectius 1 i 2, i part dels resultats que es mostraran estan 

publicats en un article científic que s’adjunta en l’annex Nº 1.   

 

Determinació de la puresa dels cultius 

 

Donada la importància de la puresa dels cultius astrocitaris en el nostre model, es va 

buscar a través de diferents tècniques experimentals la presència de microglia 

contaminant.  

Es va mesurar l’expressió gènica dels marcadors microglials CD-11b i el MHC-II, en 

diversos cultius d’astròcits utilitzats durant l’estudi per RT-PCR a temps real, i es van 

comparar els valors  d’expressió dels mateixos marcadors en cultius enriquits en 

cèl·lules microglials. Es va observar que els cultius d’astròcits mostraven valors 

d’expressió gairebé nuls de marcadors microglials (fig. 1 B-C).  

Amb l’objectiu d’esbrinar la contribució de les poques cèl·lules microglials que podien 

quedar en els cultius astrocitaris, i donat que s’havia observat que els cultius d’astròcits 

utilitzats, no produïen INF-β en resposta al LPS, també es va mesurar l’expressió gènica 

d’ INF-β  per  RT-PCR, en ambdós tipus de cultius cel·lulars.  Es va observar que els 

cultius d’astròcits mostraven valors d’expressió gairebé nuls d’ INF-β, mentre que els 
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cultius microglials presentaven valors basals elevats i aquests s’incrementaven 

fortament en resposta al LPS (fig. 1A).  

 

 

Figura R1. Expressió gènica de diferents marcadors microglials en cultius d’astròcits corticals. Cultius primaris 
d’astròcits i de micròglia corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va realitzar 
l’extracció de l’ARN missatger dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després de LPS. En 
els gràfics es pot observar una molt baixa expressió dels marcadors microglials en els cultius d’astròcits.  Els gràfics 
mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Hem considerat: ***P < 0.001 
respecte el LPS astroglial; &&P < 0.01 respecte el control microglial; ##P < 0.01 i #P < 0.05  respecte el control 
astroglial. 

 

A més, també es var realitzar contatges cel·lulars a partir de preparacions 

immunocitoquímiques de fluorescència de doble marcatge, amb la detecció de la 

proteïna GFAP, com a marcador astrocitari, i la proteïna Iba-1, com a marcador 

microglial. Es van comptar 24 camps de 3 cultius diferents i es va estimar que el 

percentatge de contaminació de cèl·lules de la micròglia en els cultius d'astròcits va ser 

de 0,77 ± 0,49% . 

 

 

A 

B C 
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Figura R2. Immunocitoquímica d’un cultiu d’astròcits. Cèl·lules de cultius d’astròcits de ratolí es van fixar amb 
PFA 4% i es va realitzar un assaig immunocitoquímic contra el marcador astrocitari GFAP (vermell) i el marcador 
microglial Iba-I (verd), i marcatge nuclear amb Hoechst (blau) per a ressaltar el nucli cel·lular. Les imatges 
reflecteixen un marcatge majoritari de GFAP. Escala de la barra = 30 μm.  

 

 

 

Activació de la via dependent de MyD88 

Com ja s’ha explicat anteriorment amb més detall, una de les vies principals activada 

per tots els receptors de tipus Toll, menys per TLR-3, és la via dependent de MyD88 

que està descrita principalment en monòcits/macròfags. En aquesta via el domini 

intracel·lular del receptor Toll, un cop activat per la unió amb el seu lligand, 

interacciona amb la proteïna adaptadora MyD88 i s’inicia així una cascada de 

senyalització que portarà a l’activació del factor de transcripció NFκB i a l’expressió 

dels gens proinflamatoris sota el seu control.  

Aquest treball es va iniciar amb l’estudi de  la via dependent de MyD88 i de l’activació 

del factor de transcripció NFκB en resposta a l’estimulació del receptor TLR-4. En 

primer lloc, es va mesurar la degradació de la subunitat inhibitòria IκB-α en resposta al 

tractament amb el LPS. En condicions fisiològiques IκB-α es troba unida al factor de 

transcripció NFκB, emmascarant les senyals de localització nuclear (NLS) que aquest 

conté. Això fa que NFκB quedi segrestat en el citoplasma cel·lular en un estadi inactiu. 

No obstant, l’activació del receptor TLR-4, provoca la fosforilació de IκB-α a través de  
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complex proteic IKK, i aquesta fosforilació provoca: la dissociació del complex  IκB-

α/NFκB, la degradació de IκB-α per la via del proteasoma, permetent així la 

translocació nuclear de NFκB i l’activació dels seus gens diana.   

En el nostre model es va observar que el LPS provocava la degradació IκB-α que era 

evident 1 hora després del tractament. No obstant, la degradació era transitòria, ja que 

l’expressió de la proteïna es recuperava a 4 hores després de l’inici del tractament (fig. 

3A). A més, es va comprovar que efectivament la degradació de IκB-α que observàvem 

en els nostres cultius era dependent de l’activitat del proteasoma (fig. 3B), ja que el 

tractament amb l’inhibidor farmacològic del proteasoma MG132 evitava la degradació 

de IκB-α.. 

 

 

Figura R3. El LPS provoca la degradació transitòria de IκB-α. Cultius primaris d’astròcits corticals de rata van 
ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es van recollir les mostres a diferents temps, en un tampó de lisi 
adequat per analitzar l’expressió d’ IκB-α mitjançant la tècnica de Western blotting (WB). Es va utilitzar la β-
Tubulina com a control de càrrega i es va quantificar la intensitat de cada banda, els valors estan expressats com a 
percentatge respecte del control. (A) WB de IκB-α després a diferents temps després del tractament amb el LPS. (B) 
WB de IκB-α després  2h després del tractament amb el LPS, en presència o absència de l’inhibidor MG-132 (10µM) 
afegit 15 hores abans del tractament amb el LPS.  El gràfic mostra el valor mig de diferents experiments 
independents, n = 3 per cada punt. Els símbols indiquen: ***P < 0.001 i **P < 0.05  respecte el control(c).  
 

La degradació de la subunitat inhibitòria IκB-α observada indicava l’activació del 

factor de transcripció NFκB. Per a comprovar-ho es van realitzar diferents abordatges 

experimentals.  
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NFkB s'activa per fosforilació en diferents residus de serina, com Ser-276, Ser-468, Ser-

529 i Ser-536.Aquestes fosforilacions, particularment la Ser-468, tenen un paper clau en 

la regulació de la seva activitat transcripcional, i estan associades amb la translocació 

nuclear, el reclutament de CBP i l'activitat d'unió a l'ADN. Així doncs, en primer lloc es 

va estudiar el grau de fosforilació de NFkB en diferents residus de serina mitjançant un 

assaig FACE-ELISA, i es va observar un augment significatiu de la fosforilació dels 

residus Ser-536 i Ser-468 en resposta al LPS (fig. 4).   

 

 

Figura R4. Fosforilació dels residus ser-468 i ser-536 de NFkB en resposta al LPS. Cultius primaris d’astròcits 
corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml) durant 2hores. El gràfic mostra un augment en el grau de 
fosforilació dels residus ser-468 i ser-536 de NFkB. La quantificació es va dur a terme per mitjà d’un assaig d’ 
FACE-ELISA. Els gràfics mostren el valor mitjà de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Els 
símbols indiquen: **P < 0.01 respecte el control. 
 

 

També es va mesurar l’activitat transcripcional relativa de NFκB mitjançant un assaig 

luciferasa,  en el que es van transfectar cultius d’astròcits de rata amb un vector 

reportador de l’activitat transcripcional de NFκB (pNFκB-Luc). Aquest assaig permet 

quantificar l’expressió de la proteïna luciferasa, que és proporcional a l’activitat 

transcripcional de NFκB. Els resultats van mostrar que el tractament amb el LPS 

provocava un augment significatiu de l’ activitat luciferasa respecte el control sense 

LPS en els cultius d’astròcits (fig. 5). 
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Figura R5. NFkB  mostra activitat transcripcional després del tractament amb el LPS.  Cultius primaris 
d’astròcits corticals de rata van ser transfectats amb el vector pNFκB-Luc, 24 hores abans del tractament amb el LPS 
(10 ng/ ml).  El gràfic mostra un augment en l’activitat transcripcional de NFkB per mitjà de la mesura de l’activitat 
luciferasa, 4 hores després del tractament amb el LPS. Els valors obtinguts estan normalitzats pels nivells de renilla, i 
estan expressats com a augment respecte del control. Els valors del gràfic expressen el percentatges d’inducció 
després de 2,5h d’exposició a LPS respecte dels valors  control. n = 3 per cada punt. Els símbols indiquen: **P < 
0.01 respecte el control. 
 

 

També es va avaluar l’activitat transcripcional de NFκB, mesurant l’expressió de 

diferent gens diana, com els gens de les interleucines IL-15, IL-27 i de TNF-α per RT-

PCR, així com l’expressió de la proteïna VCAM-1 per WB (fig. 6). En tots els casos 

vam observar que el tractament amb el LPS induïa l’expressió d’aquests gens.  

A més, per a confirmar que els efectes del LPS depenien de NFκB, també es van 

utilitzar cultius d’astròcits transfectats amb RNAs d’interferència de tipus small-

interfering RNA (siRNA) contra l’ARNm de la subunitat p65 de NFκB. Es va veure que 

en aquelles cèl·lules on s’havia silenciat l’expressió de p65, mostraven un augment 

menor en l’expressió dels gens testats en resposta al LPS.  
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Figura R6. El tractament amb el LPS incrementa l’expressió de gens regulats per NFκB. Cultius primaris 
d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml) durant 4hores. Alguns cultius van ser transfectats 
amb siRNAs contra la subunitat p65 de NFκB (siRNA p65), o amb un siRNA inespecífic sense capacitat de 
silenciament, Non-silencing RNA (ns) com a control. (A-C) Anàlisi de l’expressió gènica de les interleucines IL-15, 
IL-27, i TNF-α per RT-PCR, 4h després del LPS. D) Anàlisi de l’expressió de la proteïna VCAM-1 i p65 per WB 8h 
i 2h després del tractament amb LPS. Es va utilitzar la β-Tubulina com a control de càrrega. El gràfic mostra el valor 
mitjà de diferents experiments independents n = 3–11 per cada punt.  Els símbols indiquen: ***P < 0.001 i **P < 
0.01  respecte el control (ns); i  &&&P< 0.001 i  &P < 0.05 respecte el LPS (ns). 
 

 

Per a confirmar que l’activació de NFκB que s’havia observat era conseqüència de 

l’activació de la via dependent de MyD88, es van realitzar tractaments amb LPS en 

cultius d’ astròcits procedents de ratolins de fenotip salvatge (wild type, WT) i ratolins 

deficients (knock-out, KO) en la proteïna adaptadora MyD88. En primer lloc es va 

estudiar la localització cel·lular de NFκB per tècniques d’ immunocitoquímica (ICC), 

on es va marcar la subunitat p65 (verd) amb un anticòs específic, i els nuclis cel·lulars 

(blau)  amb el reactiu de Hoechst. En el cas dels astròcits WT, les imatges mostraven 

una localització citoplasmàtica del factor de transcripció NFκB en astròcits controls 

(fig. 7 A,B), mentre que aquest translocava al nucli en els astròcits tractats amb el LPS 

(fig. 7 C,D). No obstant, en el cas dels astròcits KO per MyD88, no s’observava la 

A 

DC 

B
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translocació nuclear de NFκB després del LPS  (fig. 7 G,H), i aquest quedava retingut 

en el citoplasma cel·lular (fig. 7 E,F).  

 

 

Figura R7. La translocació nuclear de NFκB 2hores després de l’estimulació amb LPS és depenent de 
l’activació de la via de MyD88. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolí WT i KO per MyD88 van ser tractats 
amb LPS (10 ng/ ml), i es van fixar amb PFA al 4% 2h després del tractament. Les cèl·lules es van processar per a 
realitzar un assaig immunocitoquímic contra la subunitat p65 (verd) de NFκB, i marcatge nuclear amb Hoechst (blau) 
per a ressaltar el nucli cel·lular. En els astròcits MyD88−/− p65 queda retinguda en el citoplasma cel·lular, tal i com 
s’observa en les cèl·lules controls no tractades amb el LPS. Escala de la barra = 30 μm.  
 

També es va mesurar l’expressió gènica de TNF-α en aquests cultius i vam observar 

que el LPS  no induïa l’expressió de TNF-α (fig. 8) en cultius KO per MYD88.  
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Figura R8. L’ expressió gènica de TNF-α depèn de l’activació de la via de MyD88. Cultius primaris d’astròcits 
corticals de ratolí WT i KO per MyD88 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml).  Paral·lelament es va realitzar 
l’extracció de l’ARNm dels cultius 4h després del tractament, per a fer mesures d’expressió gènica de TNF-α per RT-
PCR. No es va  detectar l’expressió de TNF-α en resposta a LPS en cultius d’astròcits de ratolins KO per MyD88. Els 
gràfics mostren el valor mitjà de diferents experiments independents, n = 3-11 per cada punt. Els símbols indiquen: 
***P < 0.001 respecte el control. &&& p < 0.001 respecte a LPS. 
 

Així doncs, els resultats obtinguts en el nostre model indicaven que el tractament amb el 

LPS activava la via dependent de MyD88, induint la degradació de la proteïna 

inhibitòria IκB-α, permetent l’activació i translocació al nucli del factor de transcripció 

NFκB, i finalment activant l’expressió gènica de diversos gens proinflamatoris sota 

control d’aquest factor de transcripció. 

 

 

Estudi de l’activació de la via TRAM/TRIF 

Una altra de les vies activades pels receptors Toll és la via anomenada TRAM/TRIF, 

que s’anomena així perquè en aquest cas la via de senyalització s’activa per la 

interacció de les proteïnes TRAM i TRIF en el domini intracel·lular del receptors TLR-

4, iniciant una cascada de senyalització que porta a l’activació del factor de transcripció 

IRF-3 i a l’expressió de INF-β. Diversos estudis han descrit que l’ INF-β que es secreta 

després del tractament amb el LPS actua sobre receptors específics i activa la via Janus 

kinase (JAK/STAT) en monòcits i macròfags (Biswas et al., 2007), i que un efecte 
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característic d’aquesta via és la fosforilació de STAT-1 induïda per INF-β (Tishchakov 

et al., 2002). 

En base a aquestes dades, vam assajar la fosforilació de la proteïna STAT-1 en el residu 

tirosina 701 (pSTAT-1Tyr701) a diferents temps després del tractament amb el LPS. En 

efecte vam observar  una fosforilació transitòria retardada que es feia evident 2 hores 

després del tractament amb el LPS, però no abans, i que es mantenia fins a les 6 hores 

(fig.9).  

 

 

Figura R9. El tractament amb el LPS  provoca la fosforilació transitòria de la proteïna STAT-1.  Cultius 
primaris d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es van recollir mostres per 
analitzar l’expressió i fosforilació de la proteïna STAT-1 en el residu de tirosina 701, mitjançant la tècnica de 
Western blotting. Es va utilitzar la β-Tubulina com a control de càrrega. Es va observar que el LPS induïa la 
fosforilació transitòria retardada de STAT-1 en el residu de Tyr-701 (pSTAT-1-Y701).  
 

 

 

Posteriorment, i amb l’objectiu d’identificar la proteïna JAK responsable de la 

fosforilació de STAT-1, es va dur a terme el silenciament de les proteïnes cinases JAK1 

i JAK2 per mitjà de siRNAs específics en cultius d’astròcits de rata. Els resultats van 

mostrar que el silenciament de la proteïna JAK1 impedia la fosforilació de STAT-1, 

mentre que el silenciament de JAK2 no tenia cap efecte (fig. 10). Per tant, la proteïna 

JAK1 era la cinasa responsable de la fosforilació de STAT1 que havíem observat, 

confirmant així que la via JAK1/STAT1 s’activava en resposta al LPS  en els nostres 

cultius. 
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Figura R10. La fosforilació de STAT-1 induïda per el LPS és depenent de la proteïna Jak1. Cultius 
primaris d’astròcits corticals de rata van ser transfectats amb siRNAs contra Jak1 i JAK2, tractats amb 
LPS (10 ng/ ml) durant 2h. Posteriorment es van recollir mostres per analitzar l’expressió de les proteïnes 
JAK1 i JAK2, així com la fosforilació de la proteïna STAT-1 en el residu de tirosina 701per WB. Es va 
observar que el silenciament de Jak2 no implicava cap canvi en la fosforilació de STAT-1, mentre que el 
silenciament se Jak1 evitava completament la fosforilació de STAT-1. Es va utilitzar la β-Tubulina com a 
control de càrrega. 

 

 

Adicionalment, vam assajar l’activitat transcripcional de STAT-1 mesurant l’expressió 

de diversos gens sota el seu control, gens com el lligand 10 de les quimiocines 

‘chemokine (C-X-C motif) ligand 10’  (IP-10) i el supressor de les senyals de citocines 

‘suppressor of cytokine signaling-1’ (SOCS-1), per RT-PCR a temps real. L’expressió 

d’ aquests gens augmenta 4 hores després del tractament amb LPS en cultius d’ astròcits 

de rata, i el silenciament d’STAT-1 a través de siRNAs va disminuir l’augment observat 

(fig. 11 A-B).  
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Figura R11. STAT-1 contribueix a la reducció de SOCS-1 i IP-10 pel LPS. Cultius primaris d’astròcits 
corticals de rata van ser transfectades amb siRNAs contra la proteïna STAT-1 (si-STAT-1) i tractats amb LPS (10 ng/ 
ml). Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARN missatger dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per 
RT-PCR, 4h després de LPS. Els gràfics mostren  que els nivells d’expressió dels gens  SOCS-1 i IP-10 augmenten 
4h després del tractament amb LPS, però la seva expressió es veu reduïda quan es silencia STAT-1 usant siRNAs. Els 
gràfics mostren el valor mitjà de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Els símbols indiquen: 
***P < 0.001 respecte els respectius controls;  &&& P< 0.001, && P < 0.01 i & P < 0.05 respecte el LPS (Stat-
1WT); i ### P< 0.001 i # P < 0.05 respecte el control (STAT-1 KO). 

 

 

Per a confirmar els resultats obtinguts es van realitzar tractaments amb el LPS en cultius 

de ratolins WT i KO per STAT-1 (fig. 12). Els resultats mostraven que efectivament el 

tractament amb LPS en cultius d’astròcits de ratolí WT augmentava l’expressió de 

SOCS-1, tal i com havíem observat anteriorment en cultius d’astròcits de rata (fig. 11), 

mentre que el mateix tractament en cultius KO per STAT-1 no provocava la inducció de 

l’expressió d’aquests gens (fig. 12A) i IP-10 (fig. 12B). No obstant, a diferència dels 

cultius d’astròcits de rata, en els cultius KO per STAT1 (soca 129.S6.SvEv), la inducció 

de IP-10 només es veia atenuada, mentre que la inducció de SOCS-1 es veia totalment 

impedida. Aquestes dades suggerien que l’expressió de determinats gens 
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proinflamatoris podria estar influenciada pel fons genètic dels animals a partir dels 

quals obtenim els cultius, i que fins i tot podria haver importants diferències 

interespecífiques. 

 

Figura R12. STAT-1 contribueix a la reducció de SOCS-1 i IP-10 pel LPS. Cultius primaris d’astròcits corticals 
de ratolí WT i KO per STAT-1 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). En aquests cultius, l’expressió de SOCS-1 (A) 
també es veu fortament reduïda, i l’expressió de IP-10  (B) es veu atenuada.  Els símbols indiquen: ***P < 0.001 
respecte els respectius controls;  &&& P< 0.001, && P < 0.01 i & P < 0.05 respecte el LPS (Stat-1WT); i ### 
P< 0.001 i # P < 0.05 respecte el control (Stat-1 KO). 

 

 

Per a comprovar que l’activació de STAT-1 que observàvem era deguda a  l’activació 

del receptor TLR-4. Es van utilitzar cultius d’astròcits corticals de rata on s’havia 

silenciat el receptor TLR-4 mitjançant la transfecció de les cèl·lules amb siRNAs contra 

TLR-4 (fig. 13). Es va assajar la fosforilació de STAT-1 (pSTAT-1Tyr701), en aquestes 

cèl·lules i es va observar que en presència del siRNA específic contra TLR-4 no 

s’observava la fosforilació de la proteïna STAT-1, i que per tant,  l’activació de STAT-1 

es donava com a resposta de l’activació del receptor TLR-4 pel LPS  (fig. 13A).  

De la mateixa manera, i per a comprovar que la degradació de la subunitat inhibidora 

IκB-α que havíem observat anteriorment (fig.3) era conseqüència de l’activació del 

receptor TLR-4, també es va assajar la seva expressió en els cultius on s’havia realitzat 

el silenciament de TLR-4. Tal i com s’esperava, en els cultius on s’havia realitzat el 

silenciament de TLR-4,  no es va observar la degradació de IκB-α (fig. 13B), 
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demostrant així que la degradació de la subunitat inhibitòria es donava com a 

conseqüència de l’activació del receptor TLR-4 activat pel LPS.  

 

 

Figura R13. La fosforilació de STAT-1 i la degradació de IκB-α tenen lloc com a conseqüència de l’activació 
del receptor TLR-4. Cultius primaris d’astròcits corticals de rata van ser transfectats amb siRNAs contra el receptor 
TLR-4 (si-TLR-4) i tractats amb LPS (10 ng/ ml). (A-B) Posteriorment es va analitzar la fosforilació de la proteïna 
STAT-1 en el residu de tirosina 701, i l’expressió de IκB-α, per WB. Es va observar que el silenciament de TLR-4 
impedia la fosforilació de la proteïna STAT-1, així com la degradació de la subunitat inhibitòria IκB-α. Es va utilitzar 
la β-Tubulina com a control de càrrega. (C) També es va realitzar l’extracció de l’ARN missatger dels cultius per a 
fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 24h després de LPS. El gràfic mostra un silenciament eficient de TLR-4. 
Els gràfics mostren el valor mitjà de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Els símbols indiquen: 
***P < 0.001 respecte el control; &&&P< 0.001 respecte el LPS; i ###  P< 0.001 respecte el control (ns).  

 

 

Després de comprovar que la via JAK/STAT s’activava en resposta al tractament amb el  

LPS, i que aquesta activació depenia del receptor TLR-4, encara s’havia de verificar si 

l’activació de la via era dependent de l’acció de IFN-β. 

Per esbrinar aquest punt, es van tractar cultius d’astròcits corticals de rata amb un 

anticòs bloquejant, específic per IFN-β, per a impedir els efectes de la seva activitat. 

A B 

C 
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Vam observar que la presència de l’anticòs bloquejador en els cultius tractats amb LPS 

no modificava la fosforilació observada de STAT-1 (fig. 14).   

Per a comprovar l’eficiència de l’anticòs que estàvem utilitzant, vam tractar cultius 

d’astròcits amb IFN-β exogen, induint la fosforilació de STAT-1 (fig. 14),  i vam 

observar que quan addicionàvem l’anticòs bloquejant en aquests cultius, aquest impedia 

la fosforilació de STAT-1 (fig. 14), cosa que demostrava que el anticòs bloquejant era 

efectiu. 

 

 

Figura R14. La fosforilació de STAT-1 després del tractament amb LPS no depèn d’INF-β. Cultius primaris 
d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml) o IFN-β  exogen, durant 2h. Alguns cultius també es 
van tractar amb un anticòs bloquejador de IFN-β (100 ng / ml) 30 minuts abans dels tractaments amb el LPS o amb el 
IFN-β exogen. Posteriorment es van recollir mostres per analitzar la fosforilació de la proteïna STAT-1 en el residu 
de tirosina 701 per WB. Es va utilitzar la β-Tubulina com a control de càrrega. 

 

 

Per acabar de confirmar els resultats anteriors,  es va assajar la fosforilació de STAT-1 

(pSTAT-1Tyr701) en cultius tractats amb LPS on s’havia realitzat el silenciament de IFN-

β amb un siRNA específic. Tal i com s’esperava, la fosforilació de STAT-1 no es va 

veure modificada en els cultius on s’havia realitzat el silenciament (fig. 15A). També en 

aquest cas es va comprovar l’eficiència del silenciament de IFN-β en els cultius 

d’astròcits, es va mesurar l’expressió gènica d’IFN-β per RT-PCR a temps real. Vam 

comprovar que l’expressió de l’ARN missatger de IFN-β disminuïa en els astròcits on 

s’havia realitzat el silenciament gènic (fig. 15B).  

Els resultats amb l’anticòs bloquejant i amb el silenciament de IFN-β, havien demostrat 

que en astròcits l’IFN-β no era determinant per l’activació de STAT-1 induïda pel LPS.  
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Figura R15. La fosforilació de STAT-1 és independent d’ IFN-β en astròcits. Cultius primaris d’astròcits 
corticals de rata van ser transfectats amb siRNAs contra IFN-β (si-IFNβ) i tractats amb LPS (10 ng/ ml). 
Posteriorment es va analitzar la fosforilació de la proteïna STAT-1 en el residu de tirosina 701 per WB. (A) La 
imatge mostra com la fosforilació de STAT-1 no canvia amb el silenciament de IFN-β. Es va utilitzar la β-Tubulina 
com a control de càrrega. (B) També es van realitzar extraccions d’ARNm per fer mesures de l’expressió gènica de 
IFN-β per RT-PCR. En el gràfic s’observa un silenciament notable d’IFN-β. El gràfic mostra el valor mitjà de 
diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Els símbols indiquen: **P < 0.01 respecte el control.  

 

 

Tal i com he comentat anteriorment, en altres tipus cel.lulars s’ha descrit que la via 

independent de MyD88, o via TRAM/TRIF, indueix l’expressió de IFN-β a través de 

l’activació del factor de transcripció IRF-3, de manera que també vam comprovar l’estat 

de fosforilació de IRF-3. El procés d'activació d'IRF-3 és molt complex, estudis recents 

suggereixen que la fosforilació de IRF-3 en el residu de serina ser-386, així com la 

posterior  dimerització i translocació nuclear d’aquest factor de transcripció, no són un 

factor determinant de la seva activitat transcripcional, ja que aquesta també es pot 

observar en absència d’aquesta fosforilació (Clemente et al., 2008).  

Es van utilitzar extractes de proteïnes nuclears a partir de cultius d’astròcits de rata, i es 

va assajar l’expressió i fosforilació de IRF-3 en el residu de serina ser-386 per WB. Els 

resultats no mostraven un augment en la translocació nuclear de IRF-3 després del LPS 

(fig. 16A), però sí que vam veure una major fosforilació en el residu de ser-386 d'una 

forma truncada de IRF-3 (fig. 16B). Aquesta forma podria resultar d’un procés de 

splicing alternatiu, donat que es coneixen dues formes de splicing del gen de IRF-3 que 

s'han descrit en diferents línies cel·lulars (Kárpov et al., 2001; Marozin et al., 2008)  i en 

hepatòcits (Zhai et al., 2008). 

A B 
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Figura R16. El factor de transcripció IRF-3 no s’activa en cultius d’astròcits en resposta al LPS. Cultius 
primaris d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va analitzar la fosforilació 
de la proteïna IRF-3 en el residu serina 386, per WB, a partir d’extractes nuclears. (A) La imatge mostra que el LPS 
no indueix cap canvi en el nivell d’expressió nuclear de IRF-3 (50kDa). (B) No obstant, el LPS indueix la fosforilació 
d’una variant curta d’IRF-3 (37kDa). Es va utilitzar la TATA box binding protein (TBP) com a control de càrrega. 

 

 

Diversos estudis evidencien que aquesta variant de IRF-3 podria actuar com un 

regulador negatiu de la funció que realitza la forma no truncada de IRF-3 (Karpov et al, 

2001;. Zhai et al, 2008.). Atès que la variant truncada s'expressa en els astròcits de rata, 

es necessiten més estudis per esbrinar el seu paper real en aquestes cèl·lules.  

En conjunt, les dades presentades suggereixen que la fosforilació de STAT-1 en el 

nostre model és independent de MyD88, i es dóna de forma independent de IFN-β. 

Donat que fins ara havíem realitzat aquestes comprovacions en cultius d’astròcits de 

rata,  vam validar l’expressió de IFN-β  en resposta al LPS en cultius d’astròcits de 

ratolí. Vam analitzar el medi de cultiu d’astròcits tractats amb el LPS, utilitzant assajos 

d’ELISA, però no es va detectar un augment de la secreció de IFN-β en el medi de 

cultiu en resposta al tractament (fig. 17).  

 

A B 



Resultats 

122 

 

Figura R17. El tractament amb LPS no provoca la secreció de IFN-β en cultius d’astròcits corticals. Cultius 
primaris d’astròcits corticals de ratolí C57/Bl6 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml),  i posteriorment es va mesurar la 
concentració d’ IFN-β utilitzant assajos d’ELISA, 8h després del LPS. El tractament amb ply-DI:DC (PIC) es va 
utilitzar com un control positiu que mostrava que les nostres cèl.lules sí que expressavem IFN-β com a resposta a 
altres tractaments, però no al LPS. Els gràfics mostren el valor mitjà de diferents experiments independents, n = 3 per 
cada punt.  Els símbols indiquen: **P < 0.01 respecte el control. 

 

 

També vam comprovar que la fosforilació de STAT-1 (pSTAT-1Tyr701) induïda pel LPS 

fos independent de la via de MyD88. Es van realitzar tractament en cultius d’astròcits 

WT i KO per MyD88, però no es van veure canvis en la fosforilació de STAT-1 en 

relació a la manca de la proteïna adaptadora MyD88 (fig. 18). 

 

Figura R18. La fosforilació de Stat1 (pSTAT-1Tyr701) és independent de MyD88 en cultius d’astròcits corticals. 
Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins WT i KO per MyD88 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). 
Posteriorment es va analitzar la fosforilació de la proteïna STAT-1 en el residu de tirosina 701, per WB. En la imatge 
es pot observar que la fosforilació de STAT-1 no varia entre astròcits WT i KO per MyD88. Es va utilitzar la β-
Tubulina com a control de càrrega. Els gràfics mostren el valor mig de diferents experiments independents, n = 3 per 
cada punt.  Els símbols indiquen: **P < 0.01 respecte el control. 
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A més, es va comprovar que l’activitat transcripcional STAT-1 fos també independent 

de la proteïna MyD88 assajant l’expressió dels gens IP-10 i SOCS-1 en aquests 

mateixos cultius. Els resultats mostraven un augment en l’expressió gènica en resposta 

al LPS, i no s’observaven canvis entre els astròcits WT i KO per MyD88, evidenciant 

que la via dependent de MyD88 tampoc estava involucrada en la senyalització de 

STAT-1 (fig. 19).  

 

Figura R19. L’expressió dels gens SOCS-1 i IP-10 no està regulada per la via dependent de MyD88. Cultius 
primaris d’astròcits corticals de ratolí WT i KO per MyD88 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Es van realitzar 
extraccions d’ARNm per fer mesures de l’expressió gènica per RT-PCR, 4h després de LPS. En els gràfics no 
s’observen diferències en l’expressió gènica de SOCS-1 ni de IP-10 en resposta al tractament amb el LPS. Els gràfics 
mostren el valor mitjà de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Els símbols indiquen: ***P < 
0.001, respecte els respectius controls.  
 

 

Aquests resultats estan d'acord amb estudis previs que suggereixen la manca d'activació 

de la via TRAM/TRIF (o via independent de MyD88) després del LPS en diferents tipus 

cel·lulars com en neutròfils (Tamassia et al., 2007), cèl·lules de l’endoteli vascular 

(Harari et al., 2006), i també en astròcits (Krasowska-Zoladek et al., 2007). No obstant, 

nosaltres sí que veiem l’activació de la via JAK1/STAT1 de manera independent de la 

l’activació de IRF-3 i la inducció de  IFN-β, en resposta al LPS. 

 

Estudi de l’activació de la via de les MAPKs 

Es coneix que la via de les mitogen activated protein kinases (MAPK) s’activa en 

resposta a la via dependent de MyD88, i que aquesta està implicada en la senyalització 
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induïda pel LPS en monòcits (Guha & Mackman, 2001). Per aquesta raó també vam 

estudiar l’activació i grau d’implicació de la via de les MAPK en el nostre model, així 

com la seva participació en les vies de senyalització que s’estaven estudiant.  

En primer lloc vam estudiar l'evolució temporal de la fosforilació de diferents membres 

de les MAPK, com la p38, c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) i extracellular-signal-

regulated kinase (ERK1/2), després del tractament amb el LPS en cultius d’astròcits de 

rata. La fosforilació de p38 (fig. 20), es va observar 5 minuts després de l'exposició a 

LPS, i es va mantenir fosforilada fins a 30 minuts després, mentre que, 

comparativament, l'activació de ERK1/2 i JNK va ser més tardana (fig.20), entre 30 i 

120 minuts després de l’adició del LPS. 

 

 
 
Figura R20. Inducció de la fosforilació de les proteïnes MAPK en resposta al LPS. Cultius primaris d’astròcits 
corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va analitzar l’expressió i la fosforilació de les 
proteïnes p38, JNK i ERK1/2,  per WB.  Es va utilitzar la β-Tubulina com a control de càrrega.  

 

 

A continuació, vam examinar quin era el paper  de les MAPK en la transcripció gènica 

induïda pel LPS, dels gens testats anteriorment. La inhibició de l'activitat de p38 amb 

l’inhibidor farmacològic SB239063, disminuïa fortament l’expressió gènica de  IL-15 

(fig. 21A), IL-27 (fig. 21B), TNF-α (fig. 19C), i també dels gens dependent de STAT-1, 

SOCS-1 (fig. 21D) i IP-10 (fig. 21E). També va disminuir d'altres gens implicats en 

resposta a l’activació de TLR4, com ara la early growth response-1 (EGR-1) (fig. 21F), 

i el gen de la metal·loproteïnasa de la matriu 9 (MMP-9), (fig. 21G). Aquests resultats 
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mostraven una important implicació de la MAPK p38 en la regulació de diferents gens 

proinflamatoris en aquest sistema.  

 

Figura R21. Implicació de la via de les MAPK en l’expressió gènica induïda pel LPS en astròcits de rata.  
Cultius primaris d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml) en presència o absència dels 
inhibidors de MAPK. U0126, SB239063 (SB), i SP600125 (SP), que inhibeixen l' ERK1/2, p38 i JNK, 
respectivament. Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARN missatger dels cultius per a fer mesures 
d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després de LPS. Els gràfics mostren el valor mitjà de diferents experiments 
independents, n = 3 per cada punt. Els símbols indiquen: ***P < 0.001, **P < 0.01 i **P < 0.05  respecte el control; 
&&&P< 0.001, &&P < 0.01 i &P < 0.05 respecte el LPS. 
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L’atenuació de l’expressió dels gens sota control de NFκB (IL-15, IL-27, TNF-α, Egr-1  

i MMP-9), observada anteriorment en els cultius d’astròcits tractats amb l'inhibidor de 

p38 (fig. 21), podria ser atribuïble al fet que l'activitat transcripcional de NFκB 

requereix la proteïna p38, tal i com s’ha constatat en altres tipus cel·lulars (Carter et al., 

1999). L'acció de p38 sobre NFkB es dóna a través de la proteïna coactivadora P300, 

amb activitat acetiltransferasa (Saha et al., 2007). Per a comprovar que l’activitat de la 

proteïna P300 es pogués veure afectada en el nostre sistema, es van obtenir extractes 

nuclears d’astròcits tractats amb el LPS, i es va examinar l’activitat acetiltransferasa de 

P300 utilitzant l’assaig de l’activitat histona acetiltransferasa (HAT). Els resultats van 

mostrar un augment de l’activitat acetiltransferasa de la proteïna P300 en resposta al 

LPS, mentre que l’inhibidor de la p38 atenuava l’efecte (fig. 22). Aquest resultat 

recolzava la idea de que l'activitat nuclear acetiltransferasa de p300, que és dependent 

de p38, fos necessària per l'activitat transcripcional de NFκB induïda pel LPS en els 

nostres cultius d’astròcits. 

 

 

 

Figura R22. Implicació de la MAPK p38 en l’activitat histona acetil transferasa (HAT) induïda pel LPS en 
astròcits de rata.  Cultius primaris d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb l’inhibidor  SB239063 (SB), i 
amb  LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es van recollir les mostres per a realitzar l’assaig HAT 2h després del 
tractament. En el gràfic s’observa que el LPS incrementa l’activitat acetiltransferasa, i que l’inhibidor SB disminueix 
aquest efecte. Els gràfics mostren el valor mitjà de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Els 
símbols indiquen: ***P < 0.001 respecte el control; &&&P< 0.001 respecte el LPS. 
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A continuació, es van utilitzar els inhibidors de les MAPKs per examinar la seva 

participació en l'activació de STAT-1 induïda pel LPS. Vam observar que la inhibició 

de les proteïnes p38 i JNK impedien la fosforilació de STAT-1 en el residu tirosina-701 

després del tractament amb el LPS (fig. 23), mentre que la inhibició de ERK1/2 no 

mostrava cap efecte sobre la fosforilació.  

 

 

 

Figura R23. Implicació de la via de les MAPK en la fosforilació de STAT-1 induïda pel LPS.  Cultius primaris 
d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml) durant 2h, en presència o absència (-) dels inhibidors 
de MAPK. U0126, SB239063 (SB), i SP600125 (SP), que inhibeixen l' ERK1/2, p38 i JNK, respectivament. 
Posteriorment es va analitzar la fosforilació de la proteïna STAT-1 en el residu de tirosina 701 (pStat1-Y701), per 
WB. La imatge mostra una inducció en la fosforilació de STAT-1 en resposta al LPS. Els inhibidors SB i SP 
impedeixen la fosforilació, mentre que U0126 no ho fa.  Es va utilitzar la β-Tubulina com a control de càrrega. 

 

 

El fet que determinades MAPKs estiguessin  involucrades en la fosforilació de STAT-1, 

i que aquesta fosforilació fos independent de MyD88, va suggerir que l'activació d’ 

aquestes MAPKs podia ser també, almenys en part, independent de MyD88. Per a 

confirmar aquesta observació, es va assajar la fosforilació de les proteïnes cinasa p38, 

JNK i ERK1/2 en resposta al LPS en cultius d’astròcits de ratolins WT i KO per 

MyD88, mitjançant la tècnica de WB. La fosforilació de p38, JNK i ERK en resposta al 

LPS en cultius deficients en MyD88 va demostrar que l’activació de la via de les 

MAPKs  pel  LPS era, almenys en part, independent de  MyD88. 
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Figura R24. L’activació de les MAPKs és independent de MyD88. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins 
WT i KO per MyD88 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml) durant 2h. Posteriorment es va analitzar l’expressió i la 
fosforilació de les proteïnes p38, JNK i ERK1/2,  per WB. Es va utilitzar la β-Tubulina, Actina i STAT-1 total com a 
controls de càrrega. Els gràfics mostren l’activació per fosforilació de les diferents MAPKs en resposta al tractament 
amb el LPS tant en astròcits WT com KO per MyD88.   
 

 

Els resultats anteriors mostraven la participació de p38 i JNK en l'activació de STAT-1 

induïda pel LPS, mentre que suggerien que ERK1/2 no estava involucrada en aquest 

procés.  Per tal de validar aquesta observació, es va silenciar l'expressió de STAT-1 amb 

siRNA en astròcits de rata, i es va examinar l’expressió gènica de la proteïna EGR-1, 

normalment regulada per la MAPK ERK1/2. Els resultats van mostrar la inducció en 

l’expressió gènica de EGR-1 esperada en resposta al LPS, però no es van observar 

diferències significatives a conseqüència del silenciament de la subunitat p65 de  NFkB, 

o STAT-1, mitjançant siRNAs.  A més, i d’ acord amb aquests resultats, l’expressió de 

EGR-1 induïda pel LPS en cultius KO per STAT-1  no va mostrar diferències respecte a 

la observada en els seus respectius WT.  
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Figura R25.  L’expressió de Egr-1 en resposta al LPS no depèn de STAT-1. (A) Cultius primaris d’astròcits 
corticals de rata van ser transfectats amb siRNAs contra STAT-1 (siRNA-Stat1-1) i p65 (siRNA-p65), i es van tractar 
amb LPS (10 ng/ ml) durant 4h. Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a fer mesures 
d’expressió gènica de ERG-1 per RT-PCR, 4h després de LPS. (A) Els gràfics mostren com ni el silenciament de 
STAT-1, ni de p65 influeixen en l’expressió gènica d’Egr-1. (B) També es van utilitzar cultius primaris d’astròcits 
corticals de ratolins WT i KO per STAT-1, en els que tampoc es van observar diferències en l’expressió d’ERG-1 
entre astròcits WT i KO. Els gràfics mostren el valor mitjà de diferents experiments independents, n = 3 per cada 
punt.  Els símbols indiquen: ***P < 0.001 respecte el control.  
 

No obstant, el mateix tractament en cultius d’astròcits de ratolins WT i KO de MyD88 

va mostrar que l’expressió de Egr-1 en resposta al LPS en astròcits KO per MyD88 era 

superior en comparació amb el tractament en astròcits WT, la qual cosa podria suggerir 

una regulació negativa de EGR-1 per part de MyD88.  

 

Figura 26.  L’expressió de Egr-1 en resposta al LPS augmenta en astròcits KO per MyD88.  Cultius primaris 

d’astròcits corticals de ratolins WT (MyD88+/+) i KO (MyD88-/-) per MyD88 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml) 

durant 8h. Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per 

RT-PCR, 4h després de LPS. Es va observar un augment en l’expressió d’Egr-1 més elevada en astròcitsMyD88-/-. 

Els gràfics mostren el valor mitjà de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt.  Els símbols indiquen: 

***P < 0.001 respecte el control   i  ##  P< 0.01 respecte el LPS (wt). 
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En examinar l'expressió del gen de la MMP-9, un altre gen dependent de l’activitat de 

ERK1/2 (veure figura 19) es va trobar que la inducció de l'expressió gènica en resposta 

al LPS era totalment dependent de MyD88. (fig. 25A) No obstant, i a diferència de Egr-

1, també es va observar una inducció major de MMP-9 en resposta a LPS en cultius KO 

per STAT-1, en comparació amb el corresponent WT, (fig. 25B) suggerint una possible 

regulació negativa de STAT-1 sobre l’expressió de MMP-9. 

 

 

 
Figura R27.  L’expressió de MMP-9 en resposta al LPS està regulada per MyD88 i STAT-1. Cultius primaris 
d’astròcits corticals de ratolins WT (+/+) i KO (-/-) per MyD88 i per STAT-1 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). . 
Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica de MMP-9 per 
RT-PCR, 4h després de LPS. (A) El gràfic mostra com l’expressió de MMP-9 depèn totalment de MyD88. (B) En 
canvi, s’observa un augment de MMP-9 en astròcits KO per Stat1 (Stat1-/-). Els gràfics mostren el valor mitjà de 
diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Els símbols indiquen: ***P < 0.001 respecte el control; 
&&P< 0.01 i &&&P< 0.001 respecte el LPS. 
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Treball 2: Efecte de la COX‐2 en la producció de 

prostanoids i en la resposta inflamatòria que es 

genera en astròcits per activació del receptor 

TLR‐4 
Donat que l’activació del receptor TLR-4 regula l’expressió de la COX-2 (Akundi  et 

al., 2005; Hoozemans et al.,  2002), estavem interessats en  entendre millor els 

mecanismes moleculars pels quals la senyalització de TLR-4 estava involucrada en 

l’expressió de la COX-2 en aquest tipus cel·lular. 

El següent treball recull els objectius 3, 4 i 5.  

 

Els astròcits expressen la COX­2 després de l’administració 

intracerebral de LPS  

L’administració intraestriatal de LPS en rates Sprague-Dawley  indueix l’expressió 

gènica de l’enzim COX-2 (fig. 28B),  i de la citocina proinflamatòria TNF-α (fig. 28A), 

en l’hemisferi ipsilateral,  8h després del tractament amb el LPS. 

 

Figura R28. Anàlisi de l’expressió gènica de COX-2 i de TNF-α en el cervell de rates injectades amb el LPS. 
Les rates van rebre una injecció intraestriatal de LPS o de vehicle (PBS), i el teixit cerebral es va obtenir 8 hores 
després de la injecció. Les rates injectades amb LPS (5μl, 1 μg/ μl) mostren un increment pronunciat en l’ expressió 
de TNF-α i COX-2 en l’ hemisferi ipsilateral en comparació a la dels animals que van rebre el vehicle, o en l’ 
hemisferi contralateral. Els gràfics mostren el valor promig de  n=3-4 animals per cada grup d’experimentació. Els 
símbols indiquen: ***P < 0.001, **P < 0.01 i **P < 0.05, respecte del tractament amb el vehicle.  

A B 
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Es va assajar l’expressió proteïca de la COX-2, i també de la COX-1, utilitzant 

tècniques d‘immunohistoquímica. Es va observar una forta inducció de la proteïna 

COX-2 en resposta a LPS, en astròcits i micròglia, 8 hores després del tractament (fig. 

29). En canvi no s’observava una inducció de la proteïna COX-1 en resposta a LPS. No 

obstant això, la proteïna COX-1, s'expressava en condicions basals, preferentment en 

cèl·lules de la  micròglia (fig. 29 I-K) i, en menor mesura, en cèl·lules astroglials (fig. 

29 M-O).  

 
 

Figura R29. Immunohistoquímica contra les proteïnes COX-2 i COX-1 (marró) en el cervell de rates control 
(A, C, E, H, J, L, N) i tractades amb LPS (B, D, F, G, I, K, M.  La COX-2 és induïda pel LPS i colocalitza amb el 
marcador microglial Iba-1 (B, D) i astroglial GFAP ( F, G) (blau fosc / púrpura). La COX-1 s’expressa de forma 
predominant en cèl·lules de la micròglia (H, J), i en menor mesura en cèl·lules astroglials (LN), i no s’observen 
canvis en la seva expressió després de el LPS (I, K, M, O). Las zones indicades amb rectangles en L, M es 
magnifiquen en N, O, respectivament. Escala de la barra = 30 μm (AG, JK, N, O), 60 μm (L, M), i 120 μm (HI). Les 
rates  van rebre una injecció intraestriatal de LPS o de vehicle (PBS), i el teixit cerebral es va obtindre 8 hores 
després de la injecció. 
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A continuació, es va realitzar un estudi in vitro en cultius de cèl·lules astroglials 

tractades amb el LPS per esbrinar els mecanismes subjacents a la inducció de la COX-2, 

i l’alliberació de prostanoids induïda per l'activació de TLR-4 en aquest tipus cel·lular.  

En primer lloc ens vam proposar estudiar la regulació de l’expressió de la COX-2 per la 

via dependent de MyD88, així com la contribució de la via de les MAPKs. 

 

 

Estudi de l’expressió de COX­2 regulada per la via dependent de 

MyD88 

 

 En cultius primaris d’astròcits corticals de rata el LPS induïa l’expressió gènica de 

TNF-α (fig. 30A)  i de la COX-2 (fig. 30B), tal i com s’havia vist in vivo (fig. 28A i 

28B).  

 

 

Figura R30. Inducció de l’expressió gènica de COX-2  i de  TNF-α en astròcits de rata en cultiu. Cultius 

primaris d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va realitzar l’extracció de 

l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 2, 4, 8 i 24 hores després de LPS.  Els gràfics 

mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt.    

 

 

El factor de transcripció NFκB estava involucrat en la inducció de l’ARNm de la COX-

2, ja que el silenciament de la subunitat p65 de NFκB amb siRNAs específics, atenuava 

l’expressió gènica de la COX-2, mentre que no s’observava el mateix efecte quan es 
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silenciaven altres gens no implicats en la via de senyalització de MyD88, com era el cas 

del gen gp91, que codifica per una subunitat del complex proteic NADPH oxidasa (fig. 

31). La via JAK1/STAT-1 també estava involucrada en la regulació gènica de la COX-

2, ja que el silenciament de STAT-1 amb siRNAs específics també atenuava l’expressió 

de la COX-2 (fig.31).  

 
 

 

Figura R31. La inducció de l’expressió de COX-2 és depenent de NFκB. Cultius primaris d’astròcits corticals de 
rata van ser transfectades amb siRNAs contra la subunitat p65 de NFκB (si-p65), la proteïna STAT-1 (si-Stat1) o la 
subunitat de la NADPH (si-gp91), i tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARN 
missatger dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després de LPS. Com a control del 
silenciament es va utilitza un siRNA sense capacitat de silenciament, Non-silencing RNA (ns). El gràfic mostra el 
valor promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt.  Els símbols indiquen: ***P < 0.001 
respecte el control; i  &&P < 0.01 respecte el LPS(ns).  
 

 

A continuació, es van utilitzar astròcits de ratolins deficients en MyD88, i els 

corresponents ratolins WT (C57/BL6), per a confirmar la implicació de la via dependent 

de MyD88 en l’expressió de la COX-2,  ja  que s’havia observat que  el silenciament de 

p65 atenuava l’expressió de la COX-2 (veure fig. 31). Vam observar que en cèl·lules 

deficients per la proteïna adaptadora MyD88, el LPS no era capaç d’induir l’expressió 

gènica de TNF-α (fig. 32A), ni de la COX-2 (fig. 32B). De la mateixa manera, el LPS 

tampoc induïa l’expressió de la proteïna COX-2 en cultius deficients en MyD88 (fig. 

32C). Demostrant que en astròcits la inducció de la COX-2 per LPS depèn de 

l’activació de la via MyD88 i de NFκB. 
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Figura R32. L’expressió de COX-2 depèn de MyD88. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolí WT i KO per 
MyD88 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a 
fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després de LPS. Els gràfics mostren que la inducció de l’expressió 
gènica de TNF-α i de COX-2 no es produeix en els astròcits deficients en MyD88 (MyD88 KO, -/-), respecte els 
astròcits de tipus salvatge (wt, +/+).  Així mateix, l’expressió de la proteïna COX-2, estudiada per WB 8 hores 
després de LPS, es detecta només en  cèl·lules WT, però no en les cèl·lules deficients en MyD88. La proteïna β-
tubulina es mostra com un control de càrrega. El gràfic mostra el valor promig de diferents experiments 
independents, n = 3 per cada punt. Hem considerat: ***P < 0.001 respecte el control, i &&&p < 0.001respecte el 
control WT. 
 

 

També es van realitzar aquestes comprovacions en ratolins deficients en MyD88 in vivo, 

després de 8h d’una administració intraestriatal de LPS (fig. 33). En aquest cas també es 

va observar una forta reducció de l'expressió de TNF-α (fig. 33A) i COX-2 (fig. 33B) 

en comparació amb els ratolins de tipus salvatge (WT), evidenciant la dependència de la 

via MyD88 també in vivo.  
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Figura R33. L’expressió de COX-2 depèn de MyD88. Ratolins WT i KO per MyD88. Ratolins WT i KO per 
MyD88 van rebre una injecció intraestriatal de LPS o de vehicle (PBS), i el teixit cerebral es va obtenir 8 hores 
després de la injecció. Els ratolins injectats amb LPS (5μl, 1 μg/ μl) mostren un increment pronunciat en l’ expressió 
de TNF-α i COX-2 en l’ hemisferi ipsilateral en comparació a la dels animals que van rebre el vehicle (PBS), o en l’ 
hemisferi contralateral. Els gràfics mostren el valor promig de  n=3-4 animals per cada grup d’experimentació. Els 
símbols indiquen: ***P < 0.001, **P < 0.01 i **P < 0.05, respecte del tractament amb el vehicle.  

 

 

Implicació de la via de les MAPK en la regulació gènica de COX­2 

Es va comprovar la possible implicació de la via de les MAPKs en l’expressió gènica de 

la COX-2, ja que s’havia descrit en altres cèl·lules (Guha i Mackman, 2001; Lamon et 

al. 2010). Per fer això, es van utilitzar els inhibidors específics de MAPKs: SB239063 

(inhibidor de p38), U0126 (inhibidor d’ERK1/2) i SP600125 (inhibidor de JNK),  per 

esbrinar quina era la contribució de cadascun dels membre de les MAPKs en la 

senyalització induïda per TLR-4 (fig. 34). Es va observar que les 3 MAPKS estudiades, 

p38, JNK i ERK ½ participaven en la inducció de l’expressió  de la COX-2 en astròcits.  

Aquests resultats evidenciaven l'important paper de les MAPKs en la regulació de la 

COX-2 després del tractament amb el LPS en astròcits, i la complexa regulació gènica 

d’aquest enzim. 
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Figura R34. Les MAPKs influencien l’expressió de COX-2. Cultius primaris d’astròcits corticals de rata van ser 
tractats amb LPS (10 ng/ ml) en presenciar o absència (-) dels inhibidors de MAPKs. Posteriorment es va realitzar 
l’extracció de l’ARN missatger dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després de LPS.  El 
gràfic mostra com la inducció de l’expressió gènica de COX-2 depèn de les vies de p38, ERK1/2 i JNK.. El gràfic 
mostra el valor promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt.  Hem considerat: **P < 0.01 
respecte el control; i  &&P < 0.01 I &P < 0.05, respecte el LPS(-).  
 

 

Producció de prostanoids en resposta al LPS 

A continuació vam estudiar la producció dels metabòlits resultants de l’activitat de la 

COX-2. Com ja s’ha comentat en la introducció, els enzims COX metabolitzen l'àcid 

araquidònic (AA) a PGG2, i ràpidament a PGH2. I és a partir de la PGH2, que diferents 

enzims (sintases de prostaglandines) generen els diferents prostanoids, incloent la PGE2, 

PGF2α, la prostaciclina (PGI2) i el tromboxà A2 (TxA2), entre d’altres.  

Es va examinar el perfil de diversos prostanoids induïts pel LPS en el medi de cultiu 

d'astròcits de rata, utilitzant assajos d'ELISA. La producció de TxA2 es va avaluar a 

través de la mesura de TxB2, ja que el TxA2 té una vida mitjana de només uns pocs 

segons (Smith, 1989), i el TxB2 és un metabòlit més estable. La PGI2 també té una vida 

mitjana curta, de només uns pocs minuts en una solució tampó (Smith, 1989), en aquest 

cas la seva producció també es va anatitzar a través d’un altre metabòlit més estable, la 

6-ceto-prostaglandina F1α (6-ceto-PGF1α). Els resultats van mostrar una alliberació 

important de PGE2 al medi de cultiu cel·lular, a partir de 2h després del tractament amb 

el LPS, que augmentava fins a 24h (fig. 35A). El LPS també va augmentar la 

concentració de TxB2 (fig. 35B) i, en menor mesura, de 6-ceto-PGF1α (fig. 35C), ade 

les 8h i a les 24 hores. 

 



Resultats 

138 

 

 

Figura R35. El tractament amb el LPS indueix la formació i secreció de prostanoids al medi de cultiu. Cultius 
primaris d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml), i posteriorment es va mesurar la 
concentració de prostanoids per mitjà d’assajos d’ELISA, a 2, 4 i 8 i 24 hores després del LPS. Els gràfics mostren el 
valor promig de diferents experiments independents, n =5 per cada punt.   
 

 

La fosfolipasa A2 (PLA2) s’activa en la isquèmia cerebral en resposta a elevades 

concentracions de calci intracel·lular. Existeixen tres isoformes de la PLA2, la PLA2 

citosòlica (cPLA2), la PLA2 intracel·lular (iPLA2) i la PLA2 secretada (sPLA2). 

Aquestes tres isoformes poden alliberar AA a partir dels fosfolípids de membrana, no 

obstant, s’ha vist  que és la cPLA2 la fosfolipasa que juga un paper més rellevant en la 

isquèmia cerebral. Per això, es va utilitzar l’inhibidor de la cPLA2, AACOCF3, per a 

esbrinar si la síntesi de prostanoids en els nostres cultius es devia a l’activitat de l’enzim 

PLA2, i es va observar que efectivament, aquest inhibidor impedia totalment la 

producció de prostanoids (fig. 36). Per tant, la cPLA2 sembla ser la responsable de la 

mobilització i disponibilitat de l’AA a partir dels fosfolípids de membrana, en els 

nostres cultius tractats amb LPS. 
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Figura R36. El tractament amb l’inhibidor de la PLA2 AACOCF3 inhibeix completament la formació i 
alliberació de prostanoids en el medi de cultiu. Cultius primaris d’astròcits corticals de rata van ser tractats amb 
AACOCF3 (2μM) 1 hora abans del tractament amb el LPS (10 ng/ ml), i posteriorment es va mesurar la concentració 
de prostanoids per mitjà d’assajos d’ELISA, a 8 hores després del LPS. Es van assajar els nivells dels prostanoids 
PGE2, TxB2 i PGF1α. En els gràfics es pot observar clarament com en presència de l’inhibidor AACOCF3 (AA)  els 
valors de tots els prostanoids assajats són els mateixos que els valors controls sense tractament amb el LPS. Els 
gràfics mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Hem considerat: ***P < 
0.001 i **P < 0.01 respecte el control, i &&&p < 0.001, &&P < 0.01 respecte el LPS. 
 

 

 

 

Estudi de l’ enzim COX responsable de la síntesi de prostanoids  

Amb l’objectiu de discernir quin era el paper de cada isoforma de l’enzim COX en la 

síntesi de prostanoids en cultius d’astròcits de rata, es van utilitzar inhibidors 

farmacològics, l’inhibidor de COX-1, SC-560 (10nM), i l’inhibidor de COX-2, NS-398 

(3µM), i es va avaluar en cada cas l’alliberació de prostanoids en el medi de cultiu.  

El pretractament amb inhibidor  NS-398, inhibia de forma molt eficient l’alliberació 

dels tres prostanoids que s’estaven testant PGE2, TxB2 i PGI2,  mentre que la inhibició 

de la COX-1 amb el SC-506, només inhibia en part la generació de prostanoids després 

del tractament amb LPS (fig. 37).  
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Figura R37. NS-398 inhibeix la formació i alliberació de prostanoids. Cultius primaris d’astròcits corticals de rata 
van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml), i posteriorment es va mesurar la concentració de prostanoids per mitjà d’assajos 
d’ELISA, a 2, 8 i 24 hores després del LPS. Es van assajar els nivells dels prostanoids PGE2, TxB2 i PGF1-α. En el 
gràfic s’observa que el pretractament amb l’inhibidor de COX-2, NS-398 (3μM) redueix fortament la producció i 
alliberació de prostanoids en el medi de cultiu, en resposta al tractament amb LPS. El pretractament amb l’inhibidor 
de la COX-1, SC-560 (10nM), només aconsegueix atenuar la producció de prostanoids observada. Els gràfics 
mostren el valor  promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Hem considerat: ***P < 0.001, 
**P < 0.01 i **P < 0.05  respecte el control; &&&P< 0.001, &&P < 0.01 i &P < 0.05 respecte el LPS. 

 

 

Aquests resultats suggerien que la COX-2 era el principal mediador de la producció de 

prostanoids en resposta al tractament amb LPS en els nostres cultius, però assenyalava 

una petita contribució de la COX-1. No obstant, hi ha estudis que mostren que 

l’inhibidor SC-560 pot exercir efectes inhibitoris no específics sobre la COX-2 

(Brenneis et al., 2006). Aquesta possible inhibició de la COX-2 podria explicar per què 

es trobaven efectes inhibitoris parcials de SC-560 en la producció de prostanoids 

després de LPS en el nostre sistema. 

 Anteriorment s’ha demostrat que la inducció de COX-2 per LPS s’inhibia en cèl·lules 

deficients en la proteïna adaptadora MyD88 (fig. 31A-B), per tant també es va assajar la 

producció de prostanoids en aquests cultius per a confirmar l’activitat predominant de 

COX-2 en la síntesi de prostanoids en el nostre sistema. Es va observar que la manca de 

MyD88 reduïa significativament la producció de prostanoids després del tractament 
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amb  LPS (fig. 38 A-C). Això donava suport a la idea de que la COX-2 era la isoforma 

de la COX responsable de la síntesi de prostanoids. 

 

 

Figura R38. La inducció de prostanoids en resposta a el LPS depèn de l’activació de la via dependent de 
MyD88. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolí van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml),  i posteriorment es va 
mesurar la concentració de prostanoids per mitjà d’assajos d’ELISA, a les 4 i 8 hores després del LPS. En els gràfics 
es pot veure com la producció de prostanoids es veu fortament atenuada en les cèl·lules deficients en MyD88. Els 
gràfics mostren el valor  promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Hem considerat: ***P < 
0.001, **P < 0.01 i **P < 0.05  respecte el control; &&&P< 0.001, &&P < 0.01 i &P < 0.05 respecte el LPS. 
 

Atès que aquests estudis es van dur a terme en cultius enriquits en astròcits, es va voler 

comprovar si la COX-2 també actuava com a mediador principal en la producció de 

prostanoids en cultius de cèl·lules de la micròglia.  

Els resultats mostraven que l’inhibidor NS-398 impedia la producció de la PGE2 

induida pel LPS també en  aquest tipus cel·lular (fig. 39), evidenciant que la COX-2 

intervenia de forma predominant en la producció de prostanoids en resposta al LPS, tant 

en cèl·lules de la micròglia com en cèl·lules astroglials. 
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Figura R39. La producció de PGE2 induïda pel LPS en la microglia se suprimeix també en presència de NS-
398. Cultius primaris de cèl·lules de la micròglia van ser tractats amb NS-398 (3μM) 1 hora abans del tractament amb 
el LPS (10 ng/ ml), i posteriorment es va mesurar la concentració de la PGE2 per mitjà de l’assaig d’ELISA 
corresponent, 8 hores després del LPS. En el gràfic es pot veure clarament com la presència de l’inhibidor de la 
COX-2, NS-398 (n = 3), suprimeix la producció de PGE2 induïda per LPS en la micròglia. El gràfic mostra el valor 
promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Hem considerat: **P < 0.01  respecte el control; 
i  &&P < 0.01  respecte el LPS. 
  

 

Donat que el tractament amb inhibidors farmacològics pot no ser del tot específic, es va 

decidir utilitzar cultius d’astròcits corticals obtinguts a partir de ratolins deficients en 

COX-1 i en COX-2, i els seus corresponents controls WT, amb l’objectiu de validar els 

resultats anteriors.  

Es va comprovar que el LPS induïa l’expressió gènica de la COX-2 en  astròcits WT per 

COX-2  (fig. 40A), i que aquesta inducció no s’observava en els  astròcits deficients 

(KO). A més, també es va mesurar l’expressió gènica de COX-1 en aquests cultius, per 

a descartar que la COX-1 pogués actuar compensat la manca de l’enzim COX-2. No 

obstant, el que es va observar va ser que el LPS provocava una disminució en 

l’expressió de la COX-1 (fig. 40B).  
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Figura R40. El tractament amb LPS redueix l’expressió gènica de COX-1. Cultius primaris d’astròcits corticals 
de ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va realitzar l’extracció de 
l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després del tractament amb el LPS. En els 
gràfics es pot observar com el LPS indueix l’expressió gènica de COX-2 en cultius d’ astròcits WT però no en els 
COX-2 KO, mentre que redueix l’expressió gènica de COX-1 en ambdós tipus de cèl·lules. Els gràfics mostren el 
valor promig de diferents experiments independents, n = 4-6.   Hem considerat: ***P < 0.001 respecte el control.  

 

  

També es va observar que el tractament amb el LPS en els astròcits deficients en COX-

2, no era capaç d’induir la producció dels prostanoids testats anteriorment, la PGE2 (fig. 

41A), el TxA2 (fig. 41C)  i la PGI2 (fig. 41B), de forma significativa. 
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Figura R41. El producció de prostanoids depén de COX-2. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins WT i 
KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml),  i posteriorment es va mesurar la concentració de prostanoids 
per mitjà d’assajos d’ELISA, 8 hores després del LPS. Els gràfics mostren una forta producció de PGE2 
principalment, així com de TxB2 i PGF1-α, en resposta a LPS en astròcits WT. No obstant, en els astròcits KO per 
COX-2 tractats amb LPS la producció de prostanoids és similar als corresponents valors dels controls. Els gràfics 
mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 4-6 per cada punt. Hem considerat: ***P < 
0.001, **P < 0.01 i **P < 0.05  respecte el control; &&&P< 0.001, &&P < 0.01 i &P < 0.05 respecte el LPS. 

 

 

Per tal de comprovar que l’elevada producció de prostanoids observada era 

conseqüència de l’acció de la COX-2 i no de la COX-1, es va decidir utilitzar cultius 

d’astròcits corticals obtinguts a partir de ratolins deficients en COX-1, i els seus 

corresponents controls WT. Es va mesurar l’alliberació dels prostanoids testats en 

aquests cultius i es va observar que la manca de COX-1 no variava significativament la 

producció de prostanoids en resposta al LPS (fig. 42).  

En conjunt, aquestes resultats mostraven que la producció de prostanoids en astròcits en 

resposta al tractament amb LPS, era deguda principalment a l'acció de la COX-2.  
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Figura R42. El producció de prostanoids depèn de COX-2. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins WT i 
KO per COX-2 i per COX-1, van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml),  i posteriorment es va mesurar la concentració de 
prostanoids per mitjà d’assajos d’ELISA, 8 hores després del LPS. Els gràfics mostres que el paper de COX-1 en la  
producció de prostanoids, i principalment de la PGE2, és significativament menor en comparació amb la COX-2. Els 
gràfics mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 4-6 per cada punt. Hem considerat: ***P 
< 0.001, **P < 0.01 i **P < 0.05  respecte el control; &&&P< 0.001, &&P < 0.01 i &P < 0.05 respecte el LPS. 
 

 

 

Efecte del LPS sobre l’expressió dels enzims isomerases de 

prostaglandina  

Els diferents tipus de prostanoids que es generen a partir de la prostaglandina PGH2 

depenen de l'acció d’uns enzims anomenats prostaglandina isomerases o prostaglandina 

sintases.  

Es va observar que el tractament amb el LPS provocava una reducció en l’expressió 

gènica de les sintases TS (fig. 43A), PGIS (fig. 43B). Comparant aquests resultats amb 

els obtinguts en la Figura R 40, on es veia que el tractament amb LPS tenia un efecte 
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similar en l’expressió de COX-1, això podia suggerir que aquests gens podrien tenir una 

regulació gènica comuna. 

També es van examinar l'expressió de la sintasa de la PGD2 (PGD2S), que és produïda 

pels astròcits (Giacomelli et al., 1996), i la seva expressió augmenta en certes 

condicions inflamatòries (Hokari et al. 2009). No obstant, el LPS no va modificar 

significativament l’expressió gènica de la PGDS en els cultius d’astròcits deficients en 

COX-2, només es va observar una tendència a la disminució de la seva expressió (fig. 

43C). 

 

 

Figura R43. El tractament amb LPS inhibeix  l’expressió de diverses sintases de prostaglandina. Cultius 

primaris d’astròcits corticals de ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es 

va realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després del 

tractament amb el LPS. Els gràfics mostren com l’expressió gènica de sintasa de tromboxà (TS) la sintasa de la 

prostaciclina (PGIS) es veu reduïda significativament en resposta a el LPS. La sintasa de la prostaglandina D2 tipus L 

(PGDS), mostra una tendència a reduir la seva expressió en resposta a LPS, no obstant, els valors no van mostrar una 

diferència significativa. Els gràfics mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 4-6 per cada 

punt. Hem considerat: ***P < 0.001, **P < 0.01 i *P < 0.05  respecte el control. 
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En contra dels resultats anteriors, sí que es va observar una forta expressió gènica de la 

sintasa microsomal de PGE2-1 (mPGES-1), que és una de les isoformes de la sintasa 

PGE2 (fig. 44A), induïda en resposta al LPS. A més, la inducció de mPGES-1 després 

de LPS era depenent de la via MyD88, ja que el tractament amb LPS en  cèl·lules 

deficients en MyD88 no van mostrar cap augment en l'expressió gènica de mPGES-1 

(fig. 44B), tal i com passava en el cas de l’expressió gènica de COX-2 (fig. 33).  

 

 

Figura R44. El tractament amb LPS indueix l’expressió de la sintasa de PGE2. Cultius primaris d’astròcits 
corticals de ratolins WT i KO per COX-2 i per MyD88 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va 
realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després del 
tractament amb el LPS. Els gràfics mostren una forta inducció de l’expressió de la sintasa microsomal de PGE2 
(mPGES-1) en resposta a LPS, tant en astròcits WT com KO per COX-2, i que aquesta inducció està regulada per la 
via dependent de MyD88, igual que s’observava en l’expressió de COX-2. Els gràfics mostren el valor promig de 
diferents experiments independents, n = 4-6 per cada punt. Hem considerat: ***P < 0.001 respecte el control; 
&&&P< 0.001 respecte el LPS. 

 

 

Aquests resultats van mostrar que el LPS induïa l'expressió de mPGES-1 a través de la 

via dependent de MyD88 de manera coordinada amb la inducció de la COX-2 generant 

nivells molt elevats de PGE2. 
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Efecte del LPS sobre altres vies del metabolisme de l'àcid 

araquidònic 

 

El metabolisme de l'àcid araquidònic és summament complex i, a més dels enzims 

COX, existeixen altres enzims que poden participar en aquest procés (Liu et al. 2010). 

L’ enzim 5-lipoxigenasa (5-LOX) catalitza la formació de leucotriens (LT), i es creu  

que la inhibició de la 5-LOX que té efectes antiinflamatoris beneficiosos (Gaetano et al., 

2003).  

En els nostres cultius d'astròcits, es va observar que el LPS reduïa l'expressió gènica de 

5-LOX (fig. 45A). També es van analitzar els nivells d’un dels metabòlits resultants de 

l’activitat de 5-LOX, el leucotriè LTC4 (fig. 45B) en el medi de cultiu, però no es van 

observar canvis. No obstant, es va evidenciar que, comparats amb els WT, els astròcits 

de ratolins deficients en COX-2 tenien una producció lleugerament superior de LTC4 en 

condicions basals (fig. 45), que podria reflectir un canvi adaptatiu de les cèl·lules 

deficients en COX-2 cap a vies alternatives pel metabolisme de l’AA.  

 

 

 

Figura R45.  La via de les lipooxigenases no s’activa en resposta a el LPS. Cultius primaris d’astròcits corticals de 
ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va realitzar l’extracció de 
l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després del tractament amb el LPS. Els 
gràfics mostren la reducció de l’enzim de la 5-LOX en resposta a LPS, tant en astròcits WT com KO de COX-2. A 
més, no s’observa cap canvi en la formació de del metabòlit LTC4, conseqüència de l’activitat de l’enzim 5-LOX. Els 
gràfics mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 4-6 per cada punt. Hem considerat: ***P 
< 0.001, **P < 0.01 i *P < 0.05  respecte el control. 
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Un altre enzim important en el metabolisme de l’AA és l’ epoxigenasa del citocrom 

P450 (CYP), que generen àcids epoxieicosatrienoics (EEG), que poden tenir efectes 

antiinflamatoris i vasodilatadors (Node et al, 1999; Spector et al, 2009). No obstant, 

tampoc en aquest cas es van observar canvis significatius en l’expressió gènica d’aquest 

enzim (fig. 46).  

 

 

 

 
Figura R46. La via de l’ epoxigenasa  no s’activa en resposta a el LPS. Cultius primaris d’astròcits corticals de 
ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va realitzar l’extracció de 
l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després del tractament amb el LPS. El 
gràfic mostra que l’expressió gènica de l’enzim Epoxigenasa no es veu afectada significativament en resposta a el 
LPS. Els gràfics mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 4-6 per cada punt. 
 

 

 

Aquests resultats suggerien que el metabolisme de l’ AA en aquest sistema es donava  a 

través de la via de les COX, més concretament per l’acció de la COX-2, corroborant 

resultats anteriors . 
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Estudi del perfil proinflamatori induït pel LPS en  cultius d’ 

astròcits deficients en COX­2  

 

Diversos estudis demostren que la resposta inflamatòria que es genera després del 

tractament amb el LPS és més exagerada en animals deficients en COX-2 que en els 

corresponents WT, ja que l'expressió de mediadors proinflamatoris, així com de 

metal·loproteïnases de la matriu (MMP), està exacerbada (Aid et al, 2008, 2010; Choi et 

al, 2008, 2009, 2010). Segons aquestes dades, es va examinar l'expressió de diverses 

molècules inflamatòries 8 hores després de l'exposició al LPS, en cultius d’astròcits de 

ratolins deficients en COX-2.  

En aquestes condicions, es va observar un augment en l’alliberació en el medi de cultiu 

de la citocina proinflamatòria TNF-α (fig. 47A), així com un augment en la seva 

expressió gènica (fig. 47B), en comparació amb els valors obtinguts en cultius 

d’astròcits WT.  

 

 

Figura R47. La producció de TNF-α es veu incrementada en resposta al LPS en astròcits deficients en COX-2. 
Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). 
Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 
4h després del tractament amb el LPS.  Els gràfics mostres un una major inducció en l’expressió gènica de TNF-α 
(B), així com un increment en la secreció de TNF-α al medi de cultiu en resposta a el LPS(A), en cultius d’astròcits 
KO per COX-2 Els gràfics mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Els 
símbols indiquen: ***P < 0.001, **P < 0.01 i **P < 0.05  respecte el control; &&&P< 0.001, &&P < 0.01 i &P < 
0.05 respecte el LPS. 
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A més, el LPS va provocar un augment en l’expressió gènica de la citocina IL-6 (fig. 

48A) i de MMP-3 (fig. 48B). No obstant, no es van observar canvis significatius en 

l’expressió de la MMP-9 (fig. 48C), en cultius deficients en COX-2, respecte als WT.  

 

 

 

 
Figura R48. Inducció de l’expressió de molècules proinflamatòries en astròcits deficients en COX-2  en 
resposta al LPS. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 
ng/ ml),. Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per 
RT-PCR, 4h després del tractament amb el LPS. Els gràfics mostren una major expressió gènica de l’ IL-6 (A) i la 
MMP-3 (B) en resposta al LPS, en astròcits KO per COX-2. No obstant, l’expressió de MMP-9 (C) no mostra 
diferències significatives en resposta al LPS. Els gràfics mostren el valor promig de diferents experiments 
independents, n = 3 per cada punt. Hem considerat: **P < 0.01 respecte el control. 

 

 

Tot i que l'expressió gènica de MMP-9 en astròcits està regulada per la via dependent de 

MyD88, tal i com s’ha vist en resultats anteriors (fig. 27), també depèn en gran mesura 

la MAPK ERK1/2 (fig. 21). En cultius d’astròcits WT per COX-2, ERK1/2 es veu 

fortament fosforilada a partir de 4 hores i fins a 8 hores després del tractament amb 
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LPS. No obstant, aquesta fosforilació no s’observa en astròcits deficients en COX-2 

(fig. 49).  

 

 

Figura R49. El LPS indueix la fosforilació de ERK1/2 només en astròcits WT per COX-2. Cultius primaris 
d’astròcits corticals de ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml),. La imatge mostra  
l’anàlisi de l’expressió de la proteïna COX-2, i la fosforilació de la proteïna ERK1/2  per WB. La proteïna GAPDH 
es va utilitzar com a control de càrrega. 
 

 

Això suggereix que la manca en la fosforilació de ERK1/2 podria modular 

negativament l'expressió de MMP-9 induïda per LPS, en astròcits deficients en COX-2.  

 

 

 

Efecte del tractament amb PGE2 en astròcits deficients en  COX­2  

 

Tal com hem mostrat més amunt, els astròcits deficients en COX-2 presenten una 

resposta inflamatòria més exagerada en comparació amb els respectius WT. En base a 

aquests estudis, es va plantejar la hipòtesi de que algun dels productes resultants de 

l’activitat de la COX-2 fossin necessaris per a la regulació negativa de la resposta 

inflamatòria. Donat que en els nostres cultius d'astròcits s’observava una resposta 

inflamatòria major, amb l’ increment en la producció de les molècules proinflamatòries 

TNF-α, IL-6 i MMP-3, en els cultius deficients en COX-2 en resposta al tractament 

amb el LPS; i donat també que la PGE2 és el prostanoid majoritari que es generava com 
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a resultat de l’acció de COX-2 en aquestes condicions, es va proposar a la PGE2 com a 

un possible candidat. En primer lloc es va mesurar la concentració de PGE2 present en 

el medi de cultiu d’astròcits WT per COX-2, 8 hores després del tractament amb el LPS, 

que va ser de 3,12 ± 0,79 ng/ml,  mentre que la seva concentració en el medi de cultiu 

d’astròcits KO per COX-2 va ser 0.043 ± 0.006 ng /ml (mitjana ± SD). Segons aquestes 

dades, els animals deficients en COX-2 mostraven efectivament una alliberació menor 

de PGE2, i  es va plantejar la possibilitat de que la manca d’aquesta prostaglandina 

podia estar implicada en l’augment de la resposta inflamatòria observada en ratolins KO 

per COX-2.  

Per explorar aquesta possibilitat, es van tractar cultius d’astròcits deficients en COX-2 

amb PGE2 exògena a diferents concentracions, 3 hores després de l'exposició a LPS, i es 

va mesurar si aquest tractaments afectava d’alguna manera la reacció inflamatòria a un 

temps de 8 hores. Les concentracions de PGE2 que es van utilitzar van oscil·lar entre 1 i 

10 ng/ml, i es va observar que les dosis de la PGE2 exògena d'1, 4 i 10 ng /ml, reduïen 

significativament l'expressió gènica de TNF-α en un 25, 50 i 65% respectivament (fig. 

50). Aquests resultats semblen suggerir que la deficiència en la COX-2 impedia 

l’alliberació de la PGE2 que regula de manera negativa l’expressió de TNF-α.  

 

 

Figura R50. El tractament amb PGE2 exògena evita l'efecte proinflamatori de la deficiència de Cox-2. Cultius 
primaris d’astròcits corticals de ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml), i PGE2 a 
diferents concentracions (1 a 10 ng/ ml) tres hores després de LPS. El gràfic mostra una disminució progressiva de 
l’expressió gènica de TNF-α de manera dosi-dependent, en funció de la concentració de PGE2 exògena, en cultius 
KO per COX-2. Els gràfics mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Els 
símbols indiquen: ***P < 0.001 respecte el control, i &&&P< 0.001 respecte el LPS. 
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D'altra banda, el tractament amb PGE2 després de LPS també redueix la concentració de 

TNF-α en el medi de cultiu de cèl·lules de COX-2 KO d'una manera dosi-dependent 

(fig. 51). 

 

 

 

 

Figura R51. El tractament amb PGE2 exògena reverteix l'efecte proinflamatori de la COX-2. Cultius primaris 

d’astròcits corticals de ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml). Posteriorment es va 

realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després del 

tractament amb el LPS. Els gràfics mostren el valor promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada 

punt. Els símbols indiquen: &&&P< 0.001 i  &&P < 0.01 respecte el LPS. 

 

 

En les cèl·lules astrocitàries WT, la PGE2 també redueix l'expressió de TNF-α en 

resposta a LPS, no obstant, els efectes observats són molt menors que en les cèl·lules 

KO de COX-2. Només la dosi de PGE2 exògena de 10 ng/ ml va reduir 

significativament l’expressió de TNF-α en un 37% (fig. 52A). De la mateixa manera, la 

concentració de TNF-α en el medi de cultiu de cèl·lules WT, també es va veure reduïda 

en presència de PGE2 a aquesta concentració (fig. 52B).  
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Figura R52. El tractament amb PGE2 exògena atenúa l’expressió de TNF després de LPS. Cultius primaris 
d’astròcits corticals de ratolins WT per COX-2 van ser tractats amb LPS (0, 4 ó 10 ng/ ml). Posteriorment es va 
realitzar l’extracció de l’ARNm dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h després del 
tractament amb el LPS. Els gràfics mostren com l’administració de la PGE2 exògena a una concentració de 10ng / ml,  
atenua la secreció i expressió gènica de TNF-α en cultius WT per COX-2. Els resultats calculats en pg/ml estan 
expressats com a % respecte la resposta al LPS. El gràfic mostra el valor promig de diferents experiments 
independents, n = 3 per cada punt. Hem considerat: &&&P< 0.001 i  &&P < 0.01 respecte el LPS. 
 

 

L'efecte comparativament més baix del tractament amb la PGE2 exògena en cèl·lules 

WT per COX-2 que en les KO, es deu probablement al fet que les cèl·lules WT ja 

produeixen PGE2 endògena en resposta a LPS, mentre que les cèl·lules KO per COX-2 

no. Aquests resultats estan d’acord amb estudis que mostren que la PGE2 atenua la 

producció i alliberament de TNF-α en cèl·lules de la micròglia (Aloisi et al., 1999).  

Tot i que s’havia observat un efecte significatiu de PGE2 sobre el TNF-α, l’estudi del 

seu efecte sobre altres molècules proinflammatories en l’estudi no va ser tant clar. Es va 

veure que la PGE2 atenuava l’expressió gènica de MMP-3 en astròcits KO per COX-2, 

però en canvi, no es reduïa l’expressió de MMP-3 en les cèl·lules WT (fig. 53A). De la 

mateixa manera,  la PGE2 no va atenuar l’expressió de MMP-9 (fig. 53B) ni d’ IL-6 

(fig. 53C) després de LPS, ni en els cultius WT ni en els KO per COX-2.   
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Figura R53. El tractament amb PGE2 exògena inhibeix només certes vies pro-inflamatories després del LPS. 
Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins WT i KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml),  i s’hi va 
afegir o no PGE2 exògena a una concentració de 10 ng / ml. Posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARN 
missatger dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 8h després de LPS. Els gràfics mostren com 
la PGE2 exògena redueix l’expressió gènica de la MMP-3 induïda pel LPS, en cèl·lules KO per COX-2. No obstant, 
no indueix cap canvi en l’expressió de MMP-9 o de IL-6. Els gràfics mostren el valor promig de diferents 
experiments independents, n = 3 per cada punt. Els símbols indiquen: &&P < 0.01 respecte el LPS. 
 

 

En conjunt, aquests resultats suggereixen que la PGE2, que es genera com a resultat de 

l’acció de COX-2, exerceix una regulació negativa fisiològica sobre la inducció de 

TNF-α en resposta al LPS. Això explicaria per què l'absència de PGE2, en cèl·lules 

deficients en COX-2, exacerba la producció de TNF-α. No obstant, malgrat que la  

PGE2 regula negativament el TNF-α, no ho fa per altres molècules mediadores de la 

inflamació, l’alliberació de les quals també es veu exacerbada en animals deficients en 

COX-2 en resposta al tractament amb LPS. Han d’existir per tant, vies addicionals 

involucrades en la regulació negativa d’aquestes molècules pro-inflamatòries, que 

impliquin productes derivats de l’acció de l’enzim COX-2. 
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L’ agonista d’ EP4 ONO­4819 mostra efectes similars a la PGE2  

La PGE2 pot unir-se a diversos receptors específics EP, i segons el receptor al que 

s’uneixi, pot desencadenar una resposta totalment diferent de la d’un altre receptor 

PGE2. Diversos estudis han posat de manifest que l’activació del receptor EP4 produeix 

efectes anti-inflamatoris (Shi et al. 2010). Per obtenir alguna evidència sobre si EP4 

podria estar implicat en els efectes observats amb l’administració de la PGE2 exògena, 

es van tractar cultius d’astròcits amb un agonista farmacològic del receptor  EP4 ONO-

4819 (100 nM),  i es va observar una reducció aproximada del 30% en la concentració 

de TNF-α secretada (fig. 54A), així com en la seva expressió gènica (fig. 53B) després 

de LPS.  

 

 

 

 
Figura R54. L’agonista del receptor EP4, ONO-4819, redueix selectivament la inducció de TNF-α en resposta 
al LPS. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml) i amb 
l’agonista d’EP4 ONO-4819 (100nM) 3 hores després del LPS. Posteriorment es va mesurar la concentració de TNF- 
α per mitjà d’assajos d’ELISA, 8 hores després del LPS, així com l’extracció de l’ARN missatger dels cultius per a 
fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR Els gràfics mostren una reducció del 30% tant en l’inducció de 
l’expressió de TNF-α, com en la seva secreció, en resposta al LPS en presència de l’agonista EP4. Els gràfics mostren 
el valor promig de diferents experiments independents, n = 6 per cada punt. Els símbols indiquen: ***P < 0.001 i  
**P < 0.05  respecte el LPS. 
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No obstant, l'agonista EP4 no va reduir l'expressió de MMP-3 (fig. 55A), MMP-9 (fig. 

55B), o IL-6 (fig. 55D), ni tampoc va impedir la secreció de IL-6 al medi de cultiu (fig. 

55C) , tal i com s’havia observat amb l’administració de la PGE2 exògena. Per tant, els 

efectes d'ONO-4819 en el perfil inflamatori induït per LPS van ser similars als de PGE2, 

el que suggereix que l'eix PGE2/EP4 està implicat en la regulació negativa de TNF-α 

mitjançada per la COX-2 després de LPS en els cultius d’astròcits.  

 

 

 

 
Figura R55. Estudi de l’efecte de l’agonista del receptor EP4 sobre l’alliberació d’altres molècules 
proinflamatòries. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins KO per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ 
ml) en presència o absència de l’agonista ONO-4819 (100nM) 3 hores després del LPS. Posteriorment es va mesurar 
la concentració de IL-6 (D) per mitjà d’assajos d’ELISA, 8 hores després del LPS, així com l’expressió de l’ARN 
missatger per RT-PCR de la IL-6 (C), i les metal·loproteïnases MMP3 (B) i MMP9 (B). Els gràfics mostren el valor 
promig de diferents experiments independents, n = 6  per cada punt. 
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Efecte de la inhibició de la COX­2  

A continuació, es va examinar si la inhibició farmacològica de la COX-2 amb 

l’inhibidor NS-398, alterava el perfil de citocines proinflamatòries després del LPS, de 

forma similar al que s’observava en els cultius d’astròcits deficients en la COX-2. Els 

experiments es van realitzar en cultius d’astròcits obtinguts a partir de ratolins WT per 

la COX-2. Es va realitzar un pretractament amb l’inhibidor NS-398 1 hora abans de 

l'exposició a LPS, i es va assajar l’expressió gènica de TNF-α, 8 hores després del 

tractament. Es va observar que l’inhibidor NS-398 augmentava significativament tant 

l’expressió gènica com la secreció de TNF-α en el medi de cultiu en resposta a LPS (fig. 

56 A-B). No obstant, aquesta resposta era  notablement menor en comparació amb 

l'efecte de la deficiència de la COX-2.  

 

 

 

Figura R56. La inhibició farmacològica de la COX-2 augmenta l’expressió i secreció de TNF-α en resposta al 
LPS. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolí WT per COX-2 van ser tractats amb NS-398 1 hora abans del 
tractament amb el LPS (10 ng/ ml),  i posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARN missatger dels cultius per a 
fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 4h. També es va mesurar la concentració de TNF-α  per mitjà d’assajos 
d’ELISA, 8h després del LPS. Els gràfics mostres un augment el la expressió i secreció de TNF-α en el medi de 
cultiu en resposta al LPS, i que aquest efecte és més elevat quan s’inhibeix farmacològicament l’expressió de COX-2 
en els cultius. El gràfic mostra el valor promig de diferents experiments independents, n = 3 per cada punt. Hem 
considerat: ***P < 0.001 respecte el LPS. 
 

Per validar aquests resultats en cèl·lules amb un fons genètic diferent, es va examinar 

l'efecte del NS-398 en astròcits obtinguts a partir de ratolins C57/BL6. En aquestes  

cultius, es va observar que el pretractament amb el NS-398 induïa un augment molt petit 

de l’expressió i secreció de TNF-α en resposta al tractament amb LPS (fig. 57 A-B). A 
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més de l'efecte sobre el TNF-α, el tractament amb l’inhibidor NS-398 també va produir 

un lleuger augment en l'expressió gènica de la COX-2 i de la MMP-9 (fig. 57A), a més 

d’una major activitat enzimàtica d’ aquesta en la zimografia en gel (fig. 57C). No 

obstant això, el NS-398 no va modificar significativament l'expressió gènica de la 

MMP-3 ni de la IL-6 (fig. 55A), ni i tampoc la secreció de IL-6 (fig. 57D) en el medi de 

cultiu en resposta al LPS. Aquests resultats demostren que els efectes de NS-398 en el 

perfil inflamatori després que el LPS no eren idèntics als de la deficiència de la COX-2, 

tot i que ambdues condicions impedien la generació de prostanoids després del LPS.  

 

 

Figura R57. La inhibició farmacològica de la COX-2 augmenta la resposta inflamatòria induïda pel LPS en 
cultius d’astròcits.  Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolí C57/Bl6  van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml), i 
posteriorment es va realitzar l’extracció de l’ARN missatger dels cultius per a fer mesures d’expressió gènica per RT-
PCR, 8h després de LPS, així com mesurar la concentració de citocines per mitjà d’assajos d’ELISA,  8 hores després 
del LPS. Els gràfics mostren que la presència del NS-398 causa un lleuger augment de l’expressió de TNF-α, MMP-9 
i COX-2. No obstant, l’expressió de la MMP-3 i  de IL-6 no es veu modificada. També es va produïr un augment en 
la secreció de TNF-α en el medi de cultiu, però no de IL-6. També s’observa un augment de l’activitat enzimàtica de 
la MMP-9 en resposta a el LPS, que es veu incrementada amb la presència de NS-398. Els gràfics mostren el valor 
promig de diferents experiments independents, n = 8 per cada punt, expressats com a percentatge del LPS. Els 
símbols indiques ***P < 0.001, **P < 0.01  respecte el control. 

 

 

Un efecte interessant que es va observar en aquests experiments va ser que 

l’administració conjunta de l’inhibidor NS-398 i la PGE2 exògena provocava una 
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reducció en l’expressió gènica i la secreció de TNF-α més pronunciada que la que 

s’observava únicament amb el tractament de la PGE2 (fig. 58).  

 

 

 

Figura R58. El NS-398 i la PGE2 exògena actuen sinèrgicament reduint l’expressió de TNF-α en resposta al 
LPS.  Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolí C57/Bl6 van ser tractats (o no) amb el  NS-398 (3µM) 1 hora 
abans del tractament amb el  LPS (10 ng/ ml), i posteriorment amb (o sense) la PGE2 exògena (10 ng / ml), que 
s’afegia al medi de cultiu 3 hores després del LPS. Després es va realitzar l’extracció de l’ARN missatger dels cultius 
per a fer mesures d’expressió gènica per RT-PCR, 8h després de LPS, i es mesurava la concentració de TNF per mitjà 
d’assajos d’ELISA,  8 hores després del LPS. Els gràfics mostren el valor promig de diferents experiments 
independents, n = 3 per cada punt. Hem considerat: ***P < 0.001, **P < 0.01 i *P < 0.05  respecte el control; 
&&&P< 0.001 i &&P < 0.01 respecte el LPS. 
 

 

Aquests resultats suggerien que el NS-398 podia tenir un paper inhibitori sobre la 

producció de TNF-α independent a la inhibició de COX-2, en resposta al LPS. Per a 

testar aquesta hipòtesi es van tractar cultius KO per COX-2 amb l’inhibidor NS-398 

(3µM) 1 hora abans del tractament amb el LPS. Els resultats van mostrar que 

efectivament el NS-398 reduïa la secreció de TNF-α (fig. 59) en el medi de cultiu, 

donant suport a la idea que el NS-398 pot atenuar lleugerament la producció de TNF-α 

de manera independent de la inhibició de la COX-2.  
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Figura R59. El NS-398 te efectes independents de la COX-2. Cultius primaris d’astròcits corticals de ratolins KO 
per COX-2 van ser tractats amb LPS (10 ng/ ml),  i posteriorment es va mesurar la concentració de prostanoids per 
mitjà d’assajos d’ELISA, 8 hores després del LPS. El gràfic mostra com el NS-398 redueix la secreció de TNF-α en 
el medi de cultiu, induïda pel LPS. El gràfic mostra el valor promig de diferents experiments independents,  n = 3 per 
cada punt. Hem considerat: ***P < 0.001  respecte el LPS. 
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Discussió Treball 1 

 

Les cèl·lules del sistema nerviós central (SNC) disposen de mecanismes de 

reconeixement que els permeten detectar i reconèixer agents infecciosos i iniciar una 

resposta immune per a fer front a una intrusió. Les respostes immunitàries en el SNC 

s'atribueixen principalment a les cèl·lules de la micròglia (Rivest, 2009), a causa de la 

capacitat que té aquest tipus cel·lular com a cèl·lula presentadora d’antigen. No obstant 

això, els astròcits expressen receptors tipus Toll-Like, responen als agonistes d’aquests 

receptors amb l'alliberació de molècules proinflamatòries (Gorina et al, 2009; van Noort 

et al, 2009), i són capaços de modular la resposta immune innata (Dong i Benveniste, 

2001; Farina et al, 2007). Els astròcits tenen una ubicació estratègica a la interfase entre 

els vasos sanguinis i el parènquima cerebral, ja que els seus peus astrocitaris envolten 

una extensa superfície dels capil·lars del cervell, participant així en la funció de la BHE 

(Zlokovic, 2008), en la regulació del flux sanguini cerebral, mitjançant l'alliberament de 

mediadors vasoactius (Gordon et. al, 2007), i expressant molècules implicades en la 

patogènesi d'algunes malalties autoimmunes que afecten la permeabilitat de la BHE 

(Lennon i altres, 2005;. Hinson et al , 2010). A més, els astròcits formen una intricada 

xarxa d'intercomunicació amb altres cèl·lules nervioses. La senyalització iniciada en els 

astròcits pot afectar la funció sinàptica cerebral, i tenir un gran impacte en la unitat 

neurovascular.  

El LPS indueix la dimerització de TLR-4 i l'activació de molècules adaptadores que 

inicien diferents cascades de senyalització que promouen l’expressió de gens 

proinflamatoris. En monòcits s’ha observat que l’activació del receptor TLR-4 provoca 

per una banda, la inducció de la via dependent de MyD88, que activa ràpidament les 

MAPK i el factor nuclear NFκB; i d’altra banda la via TRAM/TRIF,  que indueix 

l’activació del factor de transcripció IRF-3 i  l’expressió de IFN-β   (Yamamoto et al, 

2003;. Kawai i Akira, de 2007; Núñez-Miguel et al, 2007.). Aquestes efectes poden 

amplificar els estímuls extracel·lulars inicials i desencadenar respostes inflamatòries.  

En aquest treball ens hem centrat en l’estudi dels primers esdeveniments que es donen a 

nivell molecular en resposta al tractament amb el LPS, amb l'objectiu d'identificar les 

molècules responsables de l’activació de la resposta inflamatòria en aquest tipus 
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cel·lular. Els resultats obtinguts evidencien l’activació del receptor TLR-4 en astròcits, 

que al seu torn activa una complexa xarxa de senyalització que comporta l'expressió i 

alliberament de molècules pro-inflamatòries, i posa de manifest la seva capacitat 

d’iniciar de forma efectiva una resposta immune innata.  

El LPS promou una ràpida activació de la via dependent de MyD88, que es veu 

reflectida en l’activació del factor de transcripció NFκB, així com amb la inducció 

d’alguns gens diana com el TNF-α.  

Més tardanament, a partir de 2 hores després de l'exposició al LPS, s’observa la 

fosforilació de STAT1 en el residu tirosina 701. En monòcits, macròfags i cèl·lules 

dendrítiques (Kaisha et al, 2001; Yamamoto et al, 2003; Núñez-Miguel et al, 2007) el 

LPS activa STAT1 a través de l’expressió de IFN-β, com a resposta a l’activació de la 

via de senyalització TRAM/TRIF/IRF-3 o via independent de MyD88. No obstant, en 

els nostres cultius d’astròcits no es va detectar la inducció de IFN-β després del 

tractament amb el LPS. La manca d’activació de la via TRAM/TRIF/IRF-3, també s’ha 

observat en altres tipus cel·lulars com ara en neutròfils (Tamassia et al., 2007), cèl·lules 

de l’endoteli vascular (Harari et al. 2006), i també en astròcits (Krasowska-Zoladek et 

al., 2007). Aquests estudis, juntament amb les dades obtingudes en aquest treball,  

confirmen que el tipus de resposta induïda per l’activació de TLR-4 és específica del 

tipus cel·lular on s’activa aquest receptor. Els nostres resultats estan d’acord amb la idea 

de que la via TRAM/TRIF, independent de MyD88, no s'activa en les cèl·lules 

astròcitàries (Farina et al., 2007; Cauwells et al., 1999; Willis and Nisen, 1996; Ulevitch 

i Tobias, 1995). No obstant, els resultats obtinguts proposen la participació d'una via 

diferent de la via dependent de MyD88 i de la via TRAM/TRIF, que igualment porta a 

l’activació de STAT1. Així doncs, la fosforilació i activació del factor de transcripció 

STAT1 que observem en els nostres cultius és probablement el resultat de l’activació 

d’una via de senyalització secundària en resposta a l’activació del receptor TLR-4. En el 

nostre sistema, la fosforilació de STAT1 està mediada per la proteïna cinasa JAK1, i 

aquesta fosforilació comporta l’activació de STAT1 i la inducció de l’expressió de gens 

diana com SOCS-1, que impedeix la fosforilació de Stat1 i per tant regula negativament 

l’expressió de citocines, i també de STAT1 (Larsen i Röpke, 2002); i de quimiocines 

com IP-10, que és un quimioatraient per a limfòcits T activats, monòcits i cèl·lules NK 

(Farber,1997). 



Discussió 

167 

La via de les MAPK també s’activa en astròcits corticals en resposta a LPS, hem 

detectat la fosforilació de diferents proteïnes MAPK com la p38, la JNK i l’ERK1/2. 

L’activació de les MAPKs també s’ha descrit en altres tipus cel·lulars com ara en 

monòcits (Guha i Mackman, 2001). Hem comprovat que els membres de la via de les 

MAPK poden influir en l’activació de STAT1, ja que la inhibició de p38 o JNK, 

impedeixen la seva fosforilació,  i per tant, l’activitat transcripcional de STAT1. Per 

contra, ERK1/2 no intervé en l’activació de STAT1, però sí que regula l’expressió de 

diversos gens implicats en la resposta inflamatòria cel·lular, com EGR-1 i MMP-9.  

EGR-1 és un factor de transcripció que participa en diversos processos patològics 

(Khachigian, 2006), regulant l’expressió de gens que codifiquen per diversos factors de 

transcripció, factors de creixement, citocines i proteïnes de la matriu (Fu et al., 2003), a 

més d’altres funcions. MMP-9 és una metal·loproteïnasa de la matriu que pot causar 

danys en la  BHE, i pot facilitar el reclutament de leucòcits en el SNC en diverses 

malalties, com és el cas de l'esclerosi múltiple (Sellebjerg i Sorensen, 2003) i els 

accidents cerebrovasculars (Yang et al, 2007;. Planas et al, 2001).  

La inducció de la MMP-9 després del LPS està mediada per ERK1/2 en cèl·lules de 

cardiomioblastoma H9c2 (Cheng et al., 2009). Els nostres resultats mostren que la 

inducció de MMP-9 per LPS depèn de la via dependent de MyD88 i de ERK1/2, que la 

regula positivament. Per contra, hem observat que els animals KO per STAT1 tenen 

augmentada l’expressió de MMP-9 en resposta a LPS, cosa que suggereix que STAT1 

podria exercir un control negatiu sobre l'expressió de MMP-9, i que estaria d'acord amb 

un estudi recent realitzat en cèl·lules B-CLL (Ugarte-Berzal et al. 2010).  

La proteïna p38 intervé en la regulació de l’expressió de tots els gens que hem examinat 

en aquest estudi, en resposta al LPS. Al seu torn, la p38 és necessària per a l'expressió 

de gens sota control de NFκB (Carter et al., 1999), ja que p38 controla l'activitat 

transcripcional de NFκB en astròcits humans mitjançant l'acetilació de la subunitat p65 

(Saha et al., 2007).  

Per tant, mentre que la fosforilació de p38 és un esdeveniment ràpid amb una gran 

capacitat reguladora de l’expressió gènica en resposta a LPS, l’activació d’ERK1/2 i 

JNK és una mica més tardana i cada via de las MAPK sembla estar implicada en 

l'activació de diferents cascades de senyalització.  
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Els canvis en l'expressió gènica induïda per l'activació del receptor TLR4 en astròcits 

produiran l’alliberament de molècules proinflamatòries al medi. Hem detectat la 

inducció de l’expressió de molècules capaces d'induir reactivitat microglial, com el 

TNFα  i la IL-15 (a Gómez-Nicola i altres, 2010; Syed et al, 2007); dany en la BHE, 

com la MMP-9  (Yang al, 2007), TNFα   (Worrall et al, 1997) i IL-15 (Pa et al, 2009); 

molècules quimioatraients de cèl·lules leucocitàries, com la IP-10 (Farber, 1997) i la IL-

15 (Wilkinson i Liew, de 1995; Badolato et al, 1995); i molècules implicades en 

l'adhesió i la infiltració de leucòcits, com VCAM-1 (Norman et al, 2008).  

La quimiocina IP-10 juga un paper important en el reclutament de cèl·lules CD4+ i 

CD8+ en el teixit cerebral (Dufour et al., 2002). La sobreexpressió de determinades 

citocines proinflamatòries com la IL-15 i la IL-27, poden influenciar la resposta de les 

cèl·lules infiltrants. La IL-15 està implicada en la supervivència i proliferació de 

limfòcits T CD8+ (Sandau et al., 2003), i s’ha vist que poden jugar un paper dual en la 

funció de cèl·lules T reguladores (Treg), (Xia et al., 2010; Ben Ahmed et al., 2009; Ben 

Ahmed et al, 2009). La citocina IL-27, influeix en la regulació de reaccions 

inflamatòries en els teixits, actuant sobre cèl·lules CD4+ i inhibint la generació de 

cèl·lules T helper (Th1), (Murugaiyan et al., 2009). Per tant, és plausible pensar que 

l’augment en la secreció de la citocina IL-27 per part dels astròcits, i a través de 

l’activació del receptor TLR-4, dificulti el desenvolupament de respostes autoimmunes 

Th1 en el teixit circumdant, d'acord amb d’altres estudis que han mostrat com ratolins 

deficients en TLR-4 són més propensos a desenvolupar determinades reaccions 

autoimmunes (Marta et al, 2008;. Marta, 2009).  

En conjunt, els resultats suggereixen que l'activació de TLR-4 indueix en els astròcits 

senyalització a través de NFκB, les vies MAPK i Jak1/Stat1, que al seu torn regulen 

l'expressió d'una àmplia gamma de molècules proinflamatòries. Malgrat que el LPS no 

sembla induir IFN-β en els astròcits, sí que promou l'activació Jak1/Stat1 de manera 

MyD88 independent, i hem trobat proves que Stat1 poden regular negativament 

l'expressió de gens que s'indueixen a través de la via MyD88. Aquests resultats mostren 

l’activació d’una complexa xarxa de senyalització iniciada per l’activació del receptor 

TLR-4 en astròcits. Les cèl·lules astroglials són sensibles a la immunitat innata, 

desencadenant una resposta específica del tipus cel·lular i generant un ambient 

proinflamatòri que podria afectar la resposta o viabilitat de les cèl·lules circumdants. Per 

tant, l’activació de TLR-4 en stròcits podria contribuir al dany secundari postisquèmic 
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produint alteracions en el BHE, facilitant una resposta inflamatòria, amb l’atracció de 

limfòcits T en el territori afectat, i modular així la resposta immune.  

Els resultats d'aquest estudi es resumeixen de manera esquemàtica a la Figura R D1, on 

estan representades la transducció de senyals i l'expressió gènica durant les primeres 

hores després de l'exposició de les cèl·lules astrocitàries al LPS. 

 

 

Figura R D1. Cascades de senyalització activades pel receptor TLR-4 en cultius d’astròcits 

corticals. 
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Discussió Treball 2 

 

Determinades situacions patològiques en el cervell així com estímuls inflamatoris 

provoquen un augment en l’expressió de la COX-2. En el context de la isquèmia 

cerebral, l’augment en l’expressió de la COX-2 està relacionada amb efectes 

perjudicials. Diversos estudis han demostrat que la deficiència de la COX-2 en diferents 

models d’isquèmia cerebral, proporcionava protecció enfront al dany isquèmic i a la 

mort neuronal (Nagayama et al., 1999; Iadecola et al., 2001; Candelario-Jalil et al., 

2007; Candelario-Jalil i Fiebich, 2008). No obstant, animals deficients en la COX-2, en 

els que se’ls indueix una reacció inflamatòria mitjançant l’administració de LPS, 

presenten una resposta inflamatòria exacerbada, en la que s’observa un augment en la 

infiltració leucocitària i un major dany de la BHE. A més, i per contra del que es 

pensava, també s’ha observat que aquests mateixos efectes es veien atenuats en els 

ratolins deficients en la COX-1 (Aid et al. 2008, 2010; Choi et al, 2008, 2009, 2010). 

D’acord amb això, i amb el fet que la resposta inflamatòria que es dóna després d’un 

episodi isquèmic és essencial per la progressió de la lesió, és important aclarir el paper 

que té la inhibició de la COX-2 en la resposta inflamatòria postisquèmica.  

El LPS augmenta l’expressió de la COX-2 en astròcits, tal i com s’ha observat també en 

altres tipus cel·lulars. Hem comprovat mitjançant tècniques immunohistoquímiques, que 

l’expressió de la COX-2 en cèl·lules astrocitàries després de l’administració del LPS in 

vivo, així com la seva expressió gènica tant in vivo com in vitro. 

Hem demostrat que l’expressió gènica de la COX-2 està mediada per la via dependent 

de MyD88 i per NFkB, ja que hem demostrat que la manca o inhibició d’aquestes dues 

proteïnes impedeix l’expressió de COX-2. A més, el tractament amb el LPS també 

provoca un augment en la producció i alliberació de prostanoïds, que és en gran part, 

dependent de l'expressió de la COX-2. Així, la inhibició farmacològica de COX-2, o la 

manca de la proteïna en cultius d’ astròcits deficients, evita totalment la producció i 

alliberació de determinats prostanoïds en el medi de cultiu.  

Malgrat l’expressió de la COX-2 és depemdent de la via MyD88, les vies de 

senyalització de les MAPKs i  la via JAK1/STAT1, que hem vist activades en resposta a 

l’estimulació del receptor TLR-4, també influencien la seva expressió.  Així hem 
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demostrat que l’activació de les MAPK p38, JNK i ERK1/2 indueixen també 

l’expressió de la COX-2 , i que la manca de la proteïna STAT-1 atenua l’expressió 

gènica de COX-2 en resposta al LPS.   

La inducció de la COX-2 està acompanyada per una forta producció de PGE2, i en 

menor mesura, d’altres prostanoïds com la PGF1α i el TXA2. Existeixen diversos 

estudis que suggereixen que la inducció d’una determinada isoforma de COX pot estar 

directament relacionada amb la inducció d’enzims  “isomerases de prostaglandina” 

específics, que afavoririen l’expressió d’un determinat prostanoïd en funció del tipus 

cel·lular (Ueno et al., 2001). Nosaltres hem observat que l’elevada producció de PGE2 

observada després del LPS està en concordança amb una major expressió de l’enzim 

mPGES-1, per tant, el LPS indueix l'expressió simultània de la COX-2 i la mPGES-1, 

que semblen estar funcionalment acoblats, donant lloc a elevats nivells de PGE2 en els 

nostres cultius d’astròcits. Aquests resultats estarien d’acord amb resultats anteriors en 

els astròcits exposats al LPS (Johann et al., 2008).  

Per contra, el LPS actua disminuint l’expressió de COX-1, i els animals deficients en 

COX-1 segueixen  produint  prostanoïds en resposta al LPS. L'expressió de l'ARNm de 

la COX-1, així com de les sintases de prostaglandina PGIS i TXAS, es van veure 

reduïdes després de LPS, cosa que podria suggerir una relació en la regulació de 

l'expressió d'aquests gens. 

En comparació amb les cèl·lules WT, els astròcits deficients en la proteïna COX-2 van 

mostrar una resposta inflamatòria exacerbada després del tractament amb el LPS, 

evidenciat per l'augment de la inducció d’ARNm de TNF-α, MMP-3, i d'IL-6, així com 

l'augment de la secreció de TNF-α i IL-6 al medi de cultiu. Aquests resultats concorden 

amb les estudis anteriors que mostraven una resposta inflamatòria major en ratolins 

deficients en la COX-2 després de l’administració del LPS (Aid et al, 2008, 2010; Choi 

et al, 2008, 2009, 2010).  

Aquest resultats ens van portar a proposar que els productes de la COX-2 podrien 

exercir una regulació negativa sobre algunes de les vies proinflamatòries iniciades per 

l’activació de TLR-4. Segons aquesta hipòtesi, els astròcits deficients en COX-2 

tindrien atenuats els mecanismes naturals que retroalimenten negativament la reacció 

inflamatòria desencadenada pel LPS. En aquest sentit, els nostres resultats identifiquen 

la PGE2, com a una molècula reguladora del TNF-α induït en resposta a LPS. 
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Efectivament, la PGE2 no es detecta en les cèl.lules COX-2 KO tractades amb LPS, que 

a l’hora produeixen més TNF-α que les corresponents cèl.lules WT en resposta al LPS. 

Si s’afegeix PGE2 al medi de cultiu dels astròcits deficients en COX-2 després del 

tractament amb LPS, l’expressió de TNF-α disminueix de manera dosi-dependent i 

arriba als mateixos nivells que en les cèl.lules WT. Tant mateix, la PGE2 també atenua 

la producció de TNF-α en les cèl.lules WT però l’efecte és menor que en les KO, i es 

necessiten dosis més grans. Això està d’acord amb que la PGE2 que es produeix d’una 

manera natural en resposta al LPS, regula negativament la producció de TNF-α i posa 

fre a la resposta inflamatòria inicial. Al carèixer d’aquest mecanisme, les cèl.lules COX-

2 KO tenen una resposta inflamatòria exacerbada. 

El possible paper dual de la PGE2 està documentat en diversos estudis, on també s’ha 

observat la disminució en la producció i alliberament de TNF-α en cèl·lules de 

micròglia (Aloisi et al., 1999). Es pensa que el fet que la PGE2 jugui un paper 

antiinflamatori o proinflamatori depèn del tipus de receptor sobre el qual actua. 

Existeixen almenys quatre receptors (EP1, EP2 EP3 i EP4) que tenen diferents funcions 

biològiques en els teixits (Sugimoto i Narumiya, 2007). S’ha observat que la PGE2 

exerceix efectes antiinflamatoris en resposta al LPS en cèl·lules de la micròglia, actuant 

a través de EP4 (Shi et al. 2010). Per contra, el receptor EP1 contribueix al dany 

excitotòxic (Ahmad et al., 2006), i la seva  inhibició s’ha demostrat que té efectes 

neuroprotectors (Abe et al., 2009). Nosaltres hem observat que el tractament dels cultius 

d’astròcits amb PGE2 exògena provoca una disminució en l’alliberació de TNF-α, i que 

el tractament amb un agonista del receptor de la PGE2, EP4, té efectes similars.  Aquests 

resultats suggereixen que l'efecte antiinflamatori de la PGE2 observada en els nostres 

cultius, pot ser deguda a l’activació autocrina de receptors antiinflamatoris de la PGE2, 

com els receptors EP4.  

En aquest treball també hem observat que l’inhibidor selectiu de la COX-2, NS398, 

podria tenir efectes independents de COX-2. Efectivament, hem observat que el NS-398 

redueix també l’expressió de TNF-α induïda pel LPS, en cèl·lules deficients en la COX-

2, sobre les que en teoria no hauria de tenir cap efecte. A més, NS-398 potencia la 

reducció de TNF-α induïda per la PGE2 després del tractament amb el LPS. També hem 

pogut observar que el NS-398 atenuada lleugerament l'activitat transcripcional de 

NFkB, d'acord amb un estudi anterior (Callejas et al., 2003).  
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Els efectes antiinflamatoris observats amb el tractaments amb l’inhibidor NS-398 podria 

ser resultat de diverses accions d’aquest compost. Per exemple, la inhibició de la COX-

2 podria provocar que el metabolisme de l'àcid araquidònic es derivés cap a vies 

alternatives, generadores també de molècules antiinflamatòries. En aquest sentit, s'ha 

observat que diversos inhibidors de la COX-2 augmenten alguns metabòlits de l’ 

epoxigenasa (Schmelz et al., 2006), i que aquests EETs tenen propietats 

antiinflamatòries (Node et al., 1999). D'altra banda, el NS-398 retarda la degradació de 

la proteïna COX-2 però no se sap si això podria tenir cap efecte antiinflamatori 

(Mbonye i Song, 2009). Finalment, diverses evidències experimentals suggereixen que 

els inhibidors de la COX-2 activen receptors activitats per peroxisoma γ (PPAR) 

(López-Parra et al, 2005; Planagumà et al, 2005), que té accions antiinflamatòries 

(Bernardo et al, 2000; Kumari et al, 2010; Pereira et al, 2006.). 

En conjunt, els resultats actuals demostren el paper clau de la COX-2 en la producció de 

prostanoids després de LPS i l'evidència que la manca de l’enzim COX-2 exacerba 

l'expressió de diversos mediadors inflamatoris. Aquest efecte es deu, almenys en part, a 

la manca de mecanismes naturals de regulació negativa induïts per la PGE2. Els 

mecanismes de retroalimentació d'aquest tipus podrien estar implicats en la resolució 

natural del procés inflamatori.  
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Figura R D2. Efecte de l’activació del receptor TLR-4 en l’expressió i activitat de la COX-2 en 

cultius d’astròcits corticals. 
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Les conclusions del treball de tesi doctoral són les següents: 

1. En cultius d’astròcits corticals el LPS activa la via dependent de la proteïna 

adaptadora MyD88 a través de l’activació del receptor TLR-4, però no sembla 

activar la via dependent de les proteïnes adaptadores TRAM/TRIF, o via 

independent de MyD88. 

2. La via JAK1/STAT1 s’activa en resposta a l’estimulació amb el LPS de forma 

independent de IFN-β, i per tant en els astròcits sembla independent de la via 

TRAM/TRIF. 

3. L’activació primerenca de la via de les MAPKs s’activa en resposta a 

l’estimulació amb el LPS de forma independent de MyD88.  

4. L’activació del receptor TLR-4 indueix la producció de diverses molècules 

proinflamatòries en l’astròcit, generant un ambient proinflamatori. 

5. L’activació del receptor TLR-4  indueix la producció de la COX-2, així com la 

producció i alliberació dels prostanoids  PGE2,  PG, i TxA2. 

6.  La producció de prostanoids en astròcits activats per LPS depén principalment 

de l’activitat de la COX-2.  

7. El tractament amb el LPS indueix l’expressió de la mPGES-1, que actua de 

forma conjunta amb la COX-2 induint l’expressió i alliberació de nivells elevats 

de PGE2.  

8. La PGE2 atenua l’expressió i alliberació de TNF-α en l’astròcit, probablement a 

través de la interacció del receptor antiinflamatori EP4, i d’aquesta manera 

exerceix una retroalimentació negativa sobre alguns mediadors inflamatoris 

induits per LPS.  
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Annexes 
 

En el següent apartat es recullen diferents treballs en els que he col·laborat, malgrat no tots formen part del 

tema principal de la tesi doctoral. 
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Annex I 
Astrocyte TLR4 activation induces a proinflamatory environment trough the interplay between MyD88-

dependent NFκB signaling, MAPK, and Jak1/Stat1 pathways.  
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Annex II 
Autophagy, and BiP level decrease are early key events in retrograde degeneration of motoneurons.
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Annex III 
Nitric oxide mediates NMDA-induced persistent inhibition of protein synthesis through dephosphorylation of 

eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1 and eukaryotic initiation factor 4G proteolysis. 
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