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RESUMEN

La desregulacion en la expresion de receptores de angiotensina puede
mediar  procesos de neuroinflamacion, promoviendo  asi,
neurodegeneracion dopaminérgica. Esta desregulacién puede verse
afectada por eventos patologicos de inflamacion periférica cronica
(como el envejecimiento o sindrome metabdlico) y aguda (como la
infeccion por SARS-CoV-2). El uso de tratamientos moduladores de
los componentes y receptores del Sistema Renina-Angiotensina (SRA)
pueden mediar, por tanto, mecanismos neuroprotectores y anti-
inflamatorios.

El objetivo principal de la presente tesis doctoral se centra en el estudio
de los receptores de angiotensina en la neuroinflamacion e inflamacion
periférica, asi como su implicacion en la neurodegeneracion
dopaminérgica. Los resultados obtenidos muestran la implicacion del
receptor AT1 cerebral en la neuroinflamacion y muerte neuronal
dopaminérgica en un modelo animal de enfermedad de Parkinson (EP)
inducido por la sobreexpresion de la proteina a-sinucleina. Ademas, se
observo un efecto neuroprotector de los antagonistas del receptor AT1
mediante la inhibicion de la respuesta inflamatoria microglial en el
modelo animal de EP. Las respuestas inflamatorias de las células
microgliales estdn mediadas por la expresion de receptores de
angiotensina. En condiciones basales, los receptores AT2 regulan a la
baja la expresion de los receptores del eje pro-inflamatorio del SRA
(receptores AT1) en células microgliales. Sin embargo, en condiciones
de inflamacion periférica crénica (envejecimiento) y aguda (LPS), se
reduce la expresion de receptores AT2, lo que conduce a un incremento
en la expresion de los receptores AT1, promoviendo asi fendmenos de
neuroinflamacién, que pueden ser revertidos mediante el empleo de
antagonistas del receptor AT1. Ademas, la microglia de ratones hembra
presenta mayor expresion del receptor AT2 que la microglia de machos,
independientemente de las hormonas femeninas circulantes.

La inflamacién periférica cronica con la que cursa el sindrome
metabolico, o la administracion cronica de autoanticuerpos agonistas
del receptor AT1 (AT1-AA), provocan un aumento en la expresién de



los receptores del eje pro-inflamatorio del SRA cerebral y una
disminucion en los receptores del eje anti-inflamatorio, asi como un
incremento de la muerte neuronal dopaminérgica y de la respuesta
inflamatoria microglial en modelos animales de EP, que son revertidos
por el tratamiento con el antagonista del receptor AT1, candesartan.

Finalmente, en la inflamacién periférica aguda desencadenada por
COVID-19, también esta implicado el SRA. El enzima ECA2 se
identificé como el receptor funcional de entrada para el virus SARS-
CoV-2. Dada la importancia del SRA en la inflamacion periférica, se
generd entonces un debate sobre el uso, perjudicial o beneficioso, de
tratamientos que modulan el SRA y sus receptores, sobretodo en
pacientes de mayor vulnerabilidad a la gravedad por COVID-19
(envejecimiento y sindrome metabolico). Nuestros resultados sugieren
que el tratamiento con bloqueantes del receptor AT1 (candesartan), con
inhibidores del enzima ECA (captopril) o con moduladores indirectos
de los receptores del SRA (ibuprofeno) aumenta la expresion de los
receptores del eje anti-inflamatorio del SRA (AT2y Mas) y del enzima
ECAZ2 a nivel pulmonar, efecto particularmente pronunciado en los
modelos que cursan con inflamacidn periférica cronica (envejecimiento
y sindrome metabdlico). Este incremento en la expresion de ECA2 se
confirmo a nivel celular en cultivos de neumocitos humanos de tipo I1.
Se comprobd, ademas, que la posible regulacion positiva de la entrada
viral a través del aumento de expresion de ECA2 transmembrana
inducido por tratamientos moduladores del SRA es contrarrestada por
mecanismos  adicionales de los tratamientos mencionados,
particularmente por la inhibicion de la actividad de proteasas
implicadas en la entrada celular de SARS-CoV-2 (ADAM17 y
TMPRSS2).



ABSTRACT

Dysregulation of angiotensin receptor expression can mediate
neuroinflammation  processes, thus promoting dopaminergic
neurodegeneration. This dysregulation can be affected by pathological
events such as chronic peripheral inflammation (aging or Metabolic
Syndrome) and acute inflammation (SARS-CoV-2 infection).
Therefore, the use of modulating treatments of the Renin-Angiotensin
System (RAS) receptors can mediate neuroprotective and anti-
inflammatory mechanisms.

The role of angiotensin receptors in neuroinflammation and peripheral
inflammation, as well as their involvement in dopaminergic
neurodegeneration, has been studied in this doctoral thesis. The results
obtained demonstrate the role of brain AT1 receptor in
neuroinflammation and dopaminergic neuronal death in an animal
model of Parkinson's disease (PD) induced by overexpression of a-
synuclein protein. In addition, neuroprotective effect of AT1 receptor
antagonists by inhibition of microglial inflammatory response was
observed in PD animal model. Inflammatory responses of microglial
cells are mediated by angiotensin receptor expression. In basal
conditions, AT2 receptors downregulate the expression of RAS pro-
inflammatory receptors in microglial cells. However, in chronic (aging)
and acute (LPS) peripheral inflammation, the expression of AT2
receptors is reduced, which leads to an increase in the expression of
AT1 receptors, thus promoting neuroinflammation processes that can
be reversed by AT1 receptor antagonists. In addition, microglia from
female mice exhibits higher expression of the AT2 receptor than
microglia from males, independent of circulating female hormones.

Chronic peripheral inflammation associated with the metabolic
syndrome, or chronic administration of AT1 receptor agonistic
autoantibodies (AT1-AA), cause an increase in pro-inflammatory
receptor expression and a decrease in anti-inflammatory receptor
expression of brain RAS. Additionally, both chronic peripheral
inflammation models increase dopaminergic neuronal death and
microglial inflammatory response in animal models of PD, which are
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reversed by the treatment with the AT1 receptor antagonist,
candesartan.

Finally, RAS is also implicated in the acute peripheral inflammation
triggered by COVID-19. The ACE2 enzyme was identified as the
functional entry receptor for the SARS-CoV-2 virus. Therefore, a major
question was generated about whether the use of modulating treatments
of RAS receptors was harmful or beneficial, especially in patients
vulnerable to severe COVID-19 (aging and metabolic syndrome). The
results suggest that treatment with AT1 receptor antagonists
(candesartan), with ACE enzyme inhibitors (captopril) or with indirect
modulators of the RAS receptors (ibuprofen) increases the expression
of RAS anti-inflammatory receptors (AT2 and Mas) and ACE2 enzyme
at the pulmonary level. This effect was particularly pronounced in
chronic peripheral inflammation models (aging and metabolic
syndrome). The increase in ACE2 expression was confirmed at the
cellular level in type Il human pneumocyte cultures. Furthermore,
possible up-regulation of viral entry by the increase in expression of
transmembrane ACE2 induced by RAS modulating treatments is
counteracted by additional mechanisms, particularly by treatments-
induced inhibition of activity of proteases involved in the viral entry of
SARS-CoV-2 (ADAM17 and TMPRSS2).

Vi



ARTICULOS DERIVADOS DE LA TESIS
Pedrosa MA, Labandeira CM, Valenzuela R, Quijano A, Sanchez-

Andrade M, Suarez-Quintanilla JA, Lanciego JL, Labandeira-
Garcia JL, Rodriguez-Perez Al. AT1 receptor autoantibodies
mediate effects of Metabolic syndrome on dopaminergic
vulnerability. 2022. Brain, Behaviour, and Immunity, en
primera revision. 1F(2021): 19,227; Q1.

Garrido-Gil P*, Pedrosa MA*, Garcia-Garrote M, Pequefio-Valtierra

A, Rodriguez-Castro J, Garcia-Souto D, Rodriguez-Perez Al,
Labandeira-Garcia JL. Microglial angiotensin type 2 receptors
mediate sex-specific expression of inflammatory cytokines
independently of circulating estrogen. 2022 *Garrido-Gil P y
Pedrosa MA contribuyeron igualmente a este trabajo. Glia:
1-33. DOI: 10.1002/glia.24255. 1F(2021): 8,073; Q1.

Valenzuela R*, Pedrosa MA¥*, Garrido-Gil P, Labandeira CM,

Navarro G, Franco R, Rodriguez-Perez Al, Labandeira-Garcia
JL. Interactions between ibuprofen, ACE2, renin-angiotensin
system, and spike protein in the lung. Implications for COVID-
19. 2021 *Valenzuela R y Pedrosa MA contribuyeron
igualmente a este trabajo. Clinical and Translational
Medicine: 4-11, pp. e371. DOI: 10.1002/CTM2.371. 1F(2021):
8,554; QL.

Pedrosa MA, Valenzuela R, Garrido-Gil P, Labandeira CM, Navarro

Vil

G, Franco R, Labandeira-Garcia JL, Rodriguez-Perez Al.
Experimental data using candesartan and captopril indicate no
double-edged sword effect in COVID-19. 2021. Clinical
Science: 135-3, pp. 465-481. DOI: 10.1042/CS20201511.
IF(2021): 6,876; QL.



Rodriguez-Perez Al, Garrido-Gil P, Pedrosa MA, Garcia-Garrote M,
Valenzuela R, Navarro G, Franco R, Labandeira-Garcia JL.
Angiotensin  type 2 receptors: Role in aging and
neuroinflammation in the substantia nigra. 2020. Brain,
Behaviour and Immunity: 87, pp. 256-271. DOI:
10.1016/j.bbi.2019.12.011. 1F(2020): 7,217; Q1.

Rodriguez-Perez Al, Sucunza D, Pedrosa MA, Garrido-Gil P,
Kulisevsky J, Lanciego JL, Labandeira-Garcia JL. Angiotensin
Type 1 Receptor Antagonists Protect Against Alpha-Synuclein-
Induced Neuroinflammation and Dopaminergic Neuron Death.
2018.  Neurotherapeutics: 4 pp. 1063-1081. DOI:
10.1007/s13311-018-0646-z. IF(2018): 5,552; Q1.



OTRAS PUBLICACIONES REALIZADAS
DURANTE EL PERIODO DE TESIS

Labandeira CM, Pedrosa MA, Quijano A, Valenzuela R, Garrido-Gil
P, Sanchez-Andrade M, Suarez-Quintanilla JA, Rodriguez-
Perez Al, Labandeira-Garcia JL. Angiotensin type-1 receptor
and ACE2 autoantibodies in Parkinson’s disecase. 2022. Npj
Parkinon’s disease: 8:76. DOI: 10.1038/s41531-022-00340-9.
IF (2021): 9,304; Q1.

Labandeira CM, Pedrosa MA, Suarez-Quintanilla JA, Cortes-Ayaso
M, Labandeira-Garcia JL, Rodriguez-Perez Al. Angiotensin
system autoantibodies correlate with routine prognostic
indicators for COVID-19 severity. 2022. Frontiers in Medicine:
9, 840662. DOI: 10.3389/fmed.2022.840662. IF (2020): 5,093,
Q1/1F (2021): 5,058; Q2.

Labandeira-Garcia JL, Labandeira CM, Valenzuela R, Pedrosa MA,
Quijano A, Rodriguez-Perez Al. Drugs modulating Renin-
Angiotensin  System in  COVID-19 treatment. 2022.
Biomedicines: 10, 502. DOI: 10.3390/biomedicines10020502.
IF (2020): 6,081; Q1 / IF (2021): 4,757; Q2.

Rodriguez-Perez Al, Labandeira CM, Pedrosa MA, Valenzuela R,
Suarez-Quintanilla JA, Cortes-Ayaso M, Mayan-Conesa P,
Labandeira-Garcia JL. Autoantibodies Against ACE2 and
angiotensin type-1 receptor autoantibodies increase severity of
COVID-19. 2021. Journal of Autoimmunity: 122:102683. DOI:
10.1016/j.jaut.2021.102683. 1F(2021): 14,511; Q1.

Labandeira-Garcia JL, Garrido-Gil P, Pedrosa MA, Labandeira CM,
Rodriguez-Perez Al. Chapter 29: Interaction between brain
angiotensin and dopaminergic systems and Parkinson’s disease.
2020. Genetics, Neurobiology, Behaviour, and Diet in
Parkinson’s Disease. The Neuroscience of Parkinson’s
Disease: 2, pp. 463-271. Elseiver. Editores: Martin C y Preedy
VR. DOI: https://doi.org/10.1016/C2017-0-03836-3.



UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO.
DE COMPOSTEL




UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO.
DE COMPOSTEL




ABREVIATURAS

27-OHC: 27-hidroxicolesterol

6-OHDA: 6-hidroxidopamina

a-syn: a-sinucleina

AA: autoanticuerpo

AAV: vector viral adenoasociado, del
inglés Adeno-associated virus

AAV9: vector viral adenoasociado tipo 9,
del inglés Adeno-associated virus 9
ACE2-AA: autoanticuerpos frente al
enzima ECA2

ADAML17: dominio 17 de la desintegrina
y metalopeptidasa

ADN: 4cido desoxirribonucleico

Ang I: angiotensina |

Ang I1: angiotensina Il

AINE: anti-inflamatorio no esteroideo
ANG: angiotensindgeno

Ang(1-7): angiotensina 1-7

Ang 111: angiotensina 111

Ang 1V: angiotensina IV

ANOVA: andlisis de la varianza, del
inglés analysis of variance

ARAII: antagonista / blogueante del
receptor AT1

ARG-1: arginasa 1

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero
ATL1: receptor de angiotensina tipo 1
AT1-AA: autoanticuerpos agonistas del
receptor AT1

AT2: receptor de angiotensina tipo 2
AT2KO: silenciamiento génico, del inglés
Knock-Out, para el receptor AT2

AT4: receptor de angiotensina tipo 4
ATP: adenosin trifosfato

AUC: érea bajo la curva, del inglés area
under curve

BDNF: factor neurotrdfico derivado del
cerebro, del inglés  brain-derived
neurotrophic factor

BHE: barrera hematoencefalica

BSA: proteina seroalbimina bovina, del
inglés bovine serum albumin

CCL-2: ligando de quimiocina 2, del
inglés chemokine (C-C motif) ligand 2
GMPc: guanosin monofosfato ciclico

C21: compuesto 21

CAND: candesartan

CAPT: captopril

CD68: cluster de diferenciacion 68

CG: CGP-42112

COVID-19: coronavirus 2019

COX: citocromo C oxidasa

COX-2: ciclooxigenasa tipo 2

COX 1V: complejo IV de la cadena
respiratoria mitocondrial

Ct: ciclo comparativo, del inglés cycle
threshold.

D1: receptores de dopamina tipo |

D2: receptores de dopamina tipo Il

DA: dopamina

DAB: 3,3 -diaminobezidina

Dnp: 2,4-dinitrofenilo, del inglés 2,4-
dinitrophenyl

DOPAC: &cido 3,4-dihidroxifenilacético,
del inglés 3,4 — dihydroxyphenylacetic
acid

EA: enfermedad de Alzheimer

ECA: enzima conversora de angiotensina
ECAZ2: enzima conversora de angiotesina
1l

ELISA: ensayo inmunoenzimatico, del
inglés  enzyme-linked  immunosorbent
assay

EP: enfermedad de Parkinson

ERK: quinasa regulada por sefales
extracelulares, del inglés extracellular
signal-regulated kinase

FBS: suero fetal bovino

FRET: transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia

GBA: glucocerebrosidasa

GDNF: factor neurotréfico derivado de la
glia, del inglés glial cell-derived
neurotrofic factor

GFAP: proteina acida fibrilar glial, del
inglés anti-glial fibrillary acidic protein
GFAP-ir: inmunorreactiva para GFAP
GFP: proteina verde fluorescente

GTP: guanosin trifosfato

Xl



GRKSs: receptores quinasas acoplados a
proteina G, del inglés G protein-coupled
receptor kinase

HFD: dieta alta en grasa, del inglés High
fat diet

HPLC: cromatografia liquida de alto
rendimiento, del inglés high performance
liquid chromatography

HRP: peroxidasa de rabano, del inglés
horseradish peroxidase

HVA: &cido homovanilico

Iba-1: molécula adaptadora de union a
calcio ionizado 1, del inglés lonized
calcium binding adaptor molecule 1
Iba-1-ir: inmunorreactiva para Iba-1
IBUP: ibuprofeno

IGF-1: factor de crecimiento insulinico
tipo 1

1gG: inmunoglobulina de tipo G

IECA: inhibidor del enzima conversora de
angiotensina

IFN-y: interferon y

IL-1p: interleucina 1B

IL-4: interleucina 4

IL-6: interleucina 6

IL-10: interleucina 10

IL-13: interleucina 13

IL-17: interleucina 17

iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible

IP3: inositol trifosfato

DAG: diacilglicerol

PKC: proteina quinasa C

JAK: quinasa Janus

KO: silenciamiento, del inglés knock out
KPBS: PBS potésico

L-Arg: L-arginina

LCR: liquido cefalorraquideo

L-DOPA: L-3,4-dihroxifenilalanina
L-NAME: No-Nitro-L-arginina metil
éster clorhidrato

LPS: lipopolisacérido

LRRK2: quinasa de repeticion 2, del
inglés leucine rich repeat kinase 2

LV: lentivirus

MAPK: proteina quinasa activada por
mitogeno

MetS: Sindrome Metabolico del inglés
Metabolic Syndrome

Mca: acetilo de 7-Metoxicumarina-4-il,
del inglés 7-Methoxycoumarin-4-yl acetyl
MHCII: complejo mayor de
histocompatibilidad tipo 2

MMA: Mitramicina A

MMLYV: transcriptasa inversa, del inglés
Moloney Murine Leukemia Virus reverse
transcriptase

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina

MrgD: receptor acoplado a proteina G
relacionado con Mas

NF-kB: factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NO: dxido nitrico, del inglés nitric oxide
NOS: 6xido nitrico sintetasa, del inglés
nitric oxide synthetase

NOX: nicotinamida-adenina-
dinuclettido-fosfato-oxidasa

OCT: compuesto de temperatura de corte
Optima, del inglés optimal cutting
temperature compound

OD: densidad optica, del inglés optical
density

ODQ: 1H-[1,2,4]-oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-one

OVX: ovariectomia

OX-6: MHC de clase Il

PBS: buffer fosfato salino

PINK-1: quinasa 1 inducida por PTEN,
del inglés PTEN-induced kinase 1

PKC: proteina quinasa C

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonido,
del inglés phenylmethylsulfonyl fluoride
PPAR-y: receptor gamma activado por
proliferador de peroxisoma

PRR: receptor de (pro)renina

Q-PCR: reaccion en cadena de Ila
polimerasa  cuantitativa, del inglés
quantitative polymerase chain reaction
RBD: dominio de union al receptor, del
inglés receptor binding domain

ROCK: rho quinasa

ROS: especies reactivas de oxigeno, del
inglés reactive oxygen species

RT-PCR: reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa, del
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inglés reverse transcriptase polymerase
chain reaction

SARS-CoV-2: coronavirus de tipo 2
causante del sindrome respiratorio agudo
severo 2

SEM: error estandar de la media, del
inglés standard Error of the Mean
SIRT1: sirtuina tipo 1

SIRT3: sirtuina tipo 3

SNC: sistema nervioso central

SNpc / SN: sustancia negra pars compacta
SNpr: sustancia negra pars reticulada

SO: superoxido

SRA: Sistema Renina-Angiotensina

ST: ndcleo estriado

TELM: telmisartan

TG2: transglutaminasa 2

TGF-: factor de crecimiento
transformador de tipo

TH: tiroxina hidroxilasa

THe-ir: inmunorreactiva para TH

TLR4: receptor toll like tipo 4
TMPRSS2: proteasa transmembrana
serina 2, del inglés transmembrane
protease serine 2

TNF-a: factor de necrosis tumoral
TNFSF14/LIGHT: miembro 14 de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral
VEGF: factor de crecimiento vascular
endotelial

WB: Western Blot

WT: forma salvaje, del inglés wild type
UFR: unidad de fluorescencia relativa
ZD: ZD-7155
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1.SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA. RECEPTORES.

El Sistema Renina-Angiotensina (SRA) se conoce clasicamente como
un sistema hormonal circulante encargado de regular la presion arterial
y la homeostasis del sodio y el agua. El precursor inicial de este sistema
es el Angiotensindgeno (ANG), el cual se transforma en Angiotensina
I (Ang 1), un péptido inactivo, por accion del enzima Renina. La Ang |
puede transformarse, a través de la accion del enzima conversora de
angiotensina (ECA), en Angiotensina Il (Ang Il), la cual se considera
el péptido efector mas importante del SRA (Sparks et al., 2014). La Ang
Il actta a través de dos receptores principales: el receptor de
angiotensina tipo 1 (AT1) y el receptor de angiotensina tipo 2 (AT2)
(Unger et al., 1996).

Ademas, se han observado nuevos componentes y receptores del SRA
como el enzima conversora de angiotensina Il (ECA2) y nuevos
péptidos como Angiotensina (1-7) (Ang(1-7)), Angiotensina 111 (Ang
I11) y Angiotensina IV (Ang 1V) en diferentes células y tejidos.
También se ha identificado un receptor especifico para el enzima renina
Yy su precursor pro-renina, el receptor PRR, que desencadena su propia
via de sefalizacion (Figura 1) (Nguyen, 2010).

La sintesis y funcién de los diferentes componentes del SRA se
describen a continuacion:

-Renina: es una proteasa que cataliza la escision del extremo N-
terminal del ANG para formar Ang I. La principal fuente de renina en
la circulacion es el rifidén, donde su expresidn y secrecion se encuentran
reguladas por cambios en la presion arterial y el equilibrio de sal
(Lorenz et al., 1993; Bell et al., 2003). La cantidad de renina presente
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en el torrente sanguineo es la que limita los niveles de Ang Il'y, por lo
tanto, la actividad del SRA (Sparks et al., 2014).

-ECA: es una peptidasa que cataliza la escision del extremo C-terminal
del precursor inactivo Ang | para formar Ang Il. Su expresion es
testicular y somatica, siendo ésta Ultima abundante en la superficie de
células endoteliales de todo el cuerpo, principalmente pulmon,
intestino, plexo coroideo, placenta y rifion. Ademas, existe una forma
soluble en plasma formada por la escision de su dominio
transmembrana (Beldent et al., 1993).

-Ang I1: es un péptido vasoactivo que, clasicamente, regula la presion
arterial. Las acciones bioldgicas de Ang Il estdn mediadas por
receptores de la superficie celular que pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteina G de siete hélices transmembrana
(Sparks et al., 2014). Los dos receptores principales de Ang Il son:

-Receptores AT1: los estudios sugieren que la mayoria de las
funciones clésicamente reconocidas del SRA estdn mediadas
por los receptores AT1. En raton (Sasamura et al., 1992) y rata
(Iwai e Inagami, 1992), se han identificado dos subtipos de este
receptor, denominados AT1lay AT1b; ambos comparten el 95%
de la secuencia aminoacidica, sin embargo, difieren en su
distribucién, localizacion  cromosomica y  regulacién
transcripcional. No se ha confirmado la existencia de AT1b en
humanos, siendo el AT1a murino el homoélogo mas cercano
(Sparks et al., 2014).

La Ang Il se une al receptor AT1, activando la via de
sefializacion mediada por fosfolipasa C que provoca la hidrolisis
del fosfatidilinositol bifosfato formando inositol trifosfato (IP3),
el cual provoca la liberacion de Ca'™ de los depositos
intracelulares, y diacilglicerol (DAG), el cual activa la proteina
guinasa C (PKC). Ademas, la accién de este receptor se ha
relacionado con otras vias de sefializacion como la quinasa
Janus (JAK), la proteina quinasa activada por mitdgenos
(MAPK) y la quinasa regulada por sefiales extracelulares
(ERK), asi como con vias dependientes de [-arrestina
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(Herichova y Szantoova, 2013; Forrester et al., 2018). Estas
rutas moleculares tienen un efecto directo en la promocion del
crecimiento en miocitos cardiacos, fibroblastos y células de
musculo liso vascular, que causa remodelacion cardiovascular.
Ademas, otro mecanismo importante mediado por el eje Ang
I1/AT1 es la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS,
del inglés Reactive Oxygen Species) mediante el aumento de
expresion y de activacion del enzima nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa (NOX / NADPH-oxidasa), cuyo
efecto da lugar a diversos procesos fisiopatoldgicos, que
incluyen vasoconstriccion, fibrosis, aumento de la absorcion
renal de sodio, liberacion de aldosterona y arginina vasopresina
e inflamacion (Herichova y Szantoova, 2013; de Morais et al.,
2018).

Sin embargo, la funcion de los receptores AT1 es mas compleja.
Los receptores pueden formar homodimeros y heterodimeros
provocando cambios importantes en sus efectos fisioldgicos.
Asi, se ha demostrado la formacion de dimeros con el receptor
AT2, con el receptor de endotelina B, con el receptor Mas, con
adrenoceptores tipo B1 y B2 y con bradiquina B2 entre otros
(Forrester et al., 2018).

-Receptores AT2: estos receptores se expresan en gran cantidad
durante el desarrollo fetal (Sparks et al., 2014) y sus niveles de
expresion pueden ser modulados por Ang |1y ciertos factores de
crecimiento (Ichiki et al., 1995). Asimismo, se ha sugerido que
su expresion puede incrementarse en estados patoldgicos, ya
que se ha observado su implicacion en la modulacion de la
proliferacion y diferenciacion celular (Rodriguez-Pallares et al.,
2004) y procesos de regeneracion y apoptosis (Labandeira-
Garcia et al., 2011).

Los mecanismos de sefializacién del receptor AT2 adn son
especulativos en comparacion con los descritos para el receptor
AT1. Los receptores AT2 parecen emitir sefiales mediante el
acoplamiento a las proteinas Gai2 y Gai3, y estan relacionadas
con la activacion de fosfatasas para MAPK y ERK. Ademas, se
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ha sugerido que la activacion de estos receptores estimula la
produccién de bradicinina, 6xido nitrico (NO, del inglés nitric
oxide) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc), promoviendo la
natriuresis y la disminucion de la presion arterial en el sistema
cardiovascular. De esta manera, la estimulacion del receptor
AT2 contrarresta la constriccion inducida por el receptor AT1
en la vasculatura (Sparks et al., 2014; Forrester et al., 2018).

-Nuevos componentes del SRA: la Ang Il se considera el efector méas
importante del SRA, pero actualmente se conoce que no es el Unico
componente bioactivo.

La Angiotensina (1-12) es un péptido presente en plasma, corazén,
rifion y otros tejidos. Se forma a partir del ANG por una escision
independiente de renina, y actia como precursor de la formacion de
Ang Il (Ferrario et al., 2019); La Ang |11 es un péptido formado a partir
de Ang Il por la accion de la aminopeptidasa A (Yugandhar y Clark,
2013). La Angiotensina A es otro péptido derivado de Ang Iy que solo
se diferencia de ésta en el primer aminoacido de su secuencia (Coutinho
et al., 2014). Estos tres tipos de angiotensinas tienen acciones muy
similares a la Ang I, por lo que causan vasoconstriccion y proliferacion
de celulas de musculo liso mediante la activacion del receptor AT1
(Hussain y Awan, 2018). A nivel periférico, Ang Il induce natriuresis
y diuresis al actuar sobre el receptor AT2 (Kemp et al., 2019).

Otros péptidos como Ang 1V, Ang(1l-7), Angiotensina (1-9) y
alamandina ejercen efectos protectores, opuestos a los demostrados por
la Ang II/AT1. La Ang(1-7) se puede formar a partir de varias vias. Una
de ellas es a partir de la Ang Il por accién del enzima ECA2 (Santos et
al., 2018). Ang(1-7) actua sobre el receptor Mas (MasR) en varios
tejidos, participando en procesos fisiologicos y patoldgicos como el
reclutamiento e inflamacién de leucocitos, remodelacion cardiaca,
funcion renal y alteracion vascular (Chappell, 2007; Simoes e Silva et
al., 2013). Ademas, algunos estudios recientes sugieren que la Ang(1-
7) puede promover su sefializacion a través de otros receptores como el
receptor acoplado a proteina G relacionado con Mas (MrgD),
promoviendo la produccion de acido araquidonico (Karnik et al., 2017).
MrgD también funciona como receptor de alamandina, estimulando la
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produccion de NO participando en respuestas anti-hipertensivas
(Lautner et al., 2013).

De forma general, ECA2 es un enzima que regula negativamente la
funcién sistémica del SRA. Ademas de la generacion de Ang(1-7),
ECA2 limita la produccion de Ang Il y puede actuar sobre otros
péptidos vasoactivos con funciones importantes en la regulacion de la
presion arterial (Kuba et al., 2013). Recientemente, el ECA2 ha cobrado
mucha atencion, ya que este enzima es el receptor funcional del virus
que provoca el sindrome respiratorio agudo severo del coronavirus 2
(SARS-CoV-2), el agente etioldgico de la enfermedad por coronavirus
2019 (COVID-19; Zhu et al., 2020); por lo que su regulacién se ha
relacionado con la funcién pulmonar, cerebral, cardiovascular y renal.

Actualmente, y teniendo en cuenta todos los componentes y receptores,
el SRA se define como un sistema constituido por dos brazos de accion
opuesta (Figura 1). El brazo presor estd compuesto por el eje Ang
II/AT1, que media los efectos vasoconstrictor, proliferativo,
hipertensivo, oxidativo, proinflamatorio y profibrotico del SRA
(Labandeira et al., 2017, 2021). El brazo depresor estd compuesto
principalmente por el eje Ang(1-7)/MasR que actia como mediador de
los efectos depresores, vasodilatadores, antiproliferativos,
antioxidantes, anti-inflamatorios y antifibroticos, y por el eje Ang
[1/AT2, que se opone a los efectos mediados por la activacion del
receptor AT1 (Labandeira et al., 2017, 2021; Santos et al., 2019).
Ambos ejes funcionan de forma conjunta, de manera que el equilibrio
en la expresion de los diferentes componentes y receptores garantiza el
correcto funcionamiento del SRA. La alteracion de la expresion de
cualquiera de los componentes provoca un desequilibrio del SRA que
se ha relacionado con gran diversidad de eventos patoldgicos
(Labandeira-Garcia et al., 2011, 2013, 2017, 2021).

Ademaés del SRA humoral o sistémico, se ha demostrado la existencia
de un SRA local o tisular que presenta una regulacién independiente
del sistémico (Sigmund et al., 2017). Los componentes del SRA tisular
se han demostrado en diferentes tejidos y 6rganos, como corazon, rifion,
pulmon, higado, retina y cerebro (Marshall, 2003; Ola et al., 2013;
Labandeira-Garcia et al., 2017; Sigmund et al., 2017). EI SRA local
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regula la supervivencia y diferenciacion celular, asi como los procesos
inflamatorios a nivel celular y, por tanto, especificos de tejido. Asi, los
tratamientos moduladores del SRA, como los antagonistas del receptor
AT1 (ARAII), empleados en la préactica clinica habitual como anti-
hipertensivos, pueden desencadenar efectos especificos de tejidos, mas
alla de su efecto sistémico sobre la presion arterial y otros eventos
cardiovasculares (Zaman et al., 2002). En los ultimos afios, se ha
destacado la importancia de estudiar los posibles efectos protectores y
anti-inflamatorios en tejidos especificos, como pueden ser a nivel
cerebral (Labandeira-Garcia et al., 2021) o pulmonar (Tan et al., 2018).

Anglotensmégeno - .
E’

Pro-renina H Renina

=)o | Qb |
» a2 N

# 41 V

! "‘ g

‘ - 1, “'.
PRR AT MasR MrgD ="} J

I T

Fibrosis Vasoconstriccion Vasodilatacion Vasodilatacién Vasodilataciéon Vasodilatacion

Hipertensién Hipertrofia Anti-fibrosis Anti-fibrosis Excrecion de Na*
Disfuncién Renal Fibrosis Anti-inflamacion Anti-remodelacién
Inflamacién Anti-proliferacion Excrecion de Na*

[ EJE PRESOR DEL SRA ] [ EJE DEPRESOR DEL SRA ]

Figura 1. Esquema de los principales péptidos, enzimas y receptores identificados en la
sefializacion del Sistema Renina-Angiotensina (SRA). La Pro-renina y la Renina se unen al
receptor PRR mientras que la Angiotensina I (Ang 1) es escindida por el enzima conversora de
angiotensina (ECA) y da lugar a la Angiotensina Il (Ang 1), que puede estimular los receptores
de angiotensinatipo 1 (AT1), formandose el eje presor del SRA. Por otro lado, en el eje depresor
del SRA, la Ang Il también puede estimular los receptores de angiotensina tipo 2 (AT2), Ang |
puede ser escindido a Ang (1-9) y actuar sobre los receptores AT2. Ademas, Ang Il puede
convertirse en Ang(1-7) mediante la accién del enzima conversora de angiotensina Il (ECA2)
0 en Ang Il mediante la accion de una aminopeptidasa. Se ha demostrado que la Ang(1-7) se
une a los receptores AT2, Mas y MrgD, ademas puede formar alamandina que es un ligando
para el receptor MrgD. La Ang Il se puede unir tanto a los receptores AT1 como a los AT2,y
se puede escindir formando Ang IV que se une principalmente al receptor de angiotensina tipo
4 (AT4). Esquema de elaboracion propia con www.biorender.com



INTRODUCCION

1.1.1. Tratamientos moduladores del SRA 'y sus receptores

Los principales tratamientos que modulan el SRA 'y sus receptores
se centran en bloquear los componentes del brazo presor del sistema,
como son los inhibidores de ECA (IECAs) y los antagonistas o
bloqueantes del receptor AT1 (ARAII). Estos farmacos presentan una
gran importancia en el tratamiento de la hipertension, asi como en la
insuficiencia y remodelacion cardiaca posteriores al infarto de
miocardio (Zaman et al., 2002).

Los principales tratamientos que regulan la expresion y actividad
del SRA y sus receptores son:

-IECAs: se han desarrollado diferentes tipos para uso clinico, entre
los que se encuentran el benazepril, captopril, enalapril, fosinopril, entre
los mas utilizados. Todos ellos tienen el mismo efecto farmacoldgico,
es decir, actuan uniéndose al sitio activo de ECA e interfieren en la
capacidad del enzima para unirse y escindir sus sustratos, como la Ang
I, disminuyendo, por tanto, la fuente de sintesis de Ang Il. Los
diferentes farmacos difieren en la duracion de la inhibicion de ECA, en
la absorcion, vida media y disponibilidad metabdlica (Zaman et al.,
2002).

En su administracién cronica, se ha observado que los IECAs no
inhiben completamente la generacion de Ang Il, fendmeno conocido
como escape de Ang Il, a pesar de que se mantiene su efecto anti-
hipertensivo. Los mecanismos que subyacen a este evento aun no han
sido descritos, pero se ha sugerido un aumento de la transcripcion de
ECA, asi como un aumento de su actividad catalitica en células
endoteliales tras el tratamiento cronico de un IECA (King y Oparil,
1992). Asi mismo, el efecto protector de los IECAS puede verse
aumentado por la bradiquinina. ECA cataliza la hidrdlisis de
bradiquinina en productos biolégicamente activos, por lo que sus
inhibidores conducen a la acumulacion de bradiquinina la cual estimula
la liberacion de prostaglandinas vasodilatadoras y de NO, con efectos
antioxidantes y anti-hipertensivos (Zaman et al., 2002).
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-ARALI: son los tratamientos anti-hipertensivos més utilizados en
hipertensién y trastornos cardiovasculares. Son altamente efectivos y
bien tolerados por los pacientes. Se han desarrollado diferentes tipos
entre los que se encuentran el losartan, valsartan, irbesartan,
candesartan, telmisartan, entre los mas utilizados. Todos ellos son
compuestos no peptidicos que bloguean especificamente la union de
Ang 11 al receptor AT1 ocupando el espacio entre las siete hélices
transmembrana del receptor, y sin actuar sobre los receptores AT2
(Zaman et al., 2002).

Ademas, muchos estudios han demostrado que los ARAII
presentan  dobles  mecanismos con efectos  importantes.
Especificamente el telmisartan también funciona como agonista de los
receptores activados por proliferadores peroxisomales tipo y (PPAR-y,
del inglés peroxisome proliferator-activated receptors y), los cuales se
caracterizan por tener efectos anti-inflamatorios (Garrido-Gil et al.,
2012).

Por diversas razones, entre las que se encuentran la falta de
biodisponibilidad oral, la variabilidad en la eficacia anti-hipertensiva y
la eficacia terapéutica de los IECAs y ARAII, el desarrollo tratamientos
clinicos sobre otras dianas del SRA se ha visto reducido (Zaman et al.,
2002; Seva Pessoa et al., 2013). Por ejemplo, los agonistas del receptor
AT2, como el Compuesto 21 (C21) y el CGP-42112 (CG), han sido
ampliamente estudiados. Sin embargo, el efecto protector de C21,
disminuyendo mediadores pro-inflamatorios y activando la cascada
NO/GMPc, se ha demostrado s6lo en células renales (Verdonk et al.,
2012) mientras que, el compuesto CG solo ha mediado efectos
hipotensores al combinarse con tratamientos bloqueantes del receptor
AT1 (Tanaka et al., 1999). Los inhibidores de receptores Mas, como el
A779, han demostrado el importante papel protector que presentan
estos receptores (Zimpelmann y Burns, 2009).

1.2.SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA CEREBRAL

El Sistema Nervioso Central (SNC) se encuentra protegido por la
barrera hematoencefalica (BHE) que evita el paso de la mayoria de los
componentes circulantes del SRA sistémico. Sin embargo, se ha
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comprobado la existencia de todos los componentes de este sistema
dentro del cerebro, demostrandose la existencia de un SRA local
cerebral (Labandeira-Garcia et al., 2011, 2017, 2021; Jackson et al.,
2018). Asi, los astrocitos son la principal fuente de sintesis de ANG; la
renina se expresa en células neuronales (Grobe et al., 2008), mientras
que su receptor PRR se expresa en neuronas y microglia de regiones de
regulacion cardiovascular y en otras, como cértex y ndcleos basales
(Nguyen et al., 2002; Valenzuela et al., 2010; Garrido-Gil et al., 2013,
2017); los receptores AT1 y AT2, se expresan en neuronas, astrocitos,
oligodendrocitos y microglia de varias secciones del cerebro
(Rodriguez-Pallares et al., 2008; Joglar et al., 2009; Garrido-Gil et al.,
2013, 2017). Los componentes y receptores del eje ECA2/Ang(1l-
7)/MasR también se expresa en células cerebrales (Jiang et al., 2013;
Costa-Besada et al., 2018).

Ademas de su expresién en la membrana plasmatica, los receptores
del SRA se han encontrado a nivel intracelular, lo que sugiere la
existencia de un tercer nivel del SRA, intracelular o intracrino
(Garrido-Gil et al., 2013; Labandeira-Garcia et al., 2021).
Especificamente, el SRA neuronal se ha visto implicado en el
funcionamiento mitocondrial (Valenzuela et al., 2016; Costa-Besada et
al., 2018), nuclear (Villar-Cheda et al., 2017) y de vesiculas
neurosecretoras, (Grobe et al., 2008).

De forma general, el SRA cerebral presenta un papel importante en
la homeostasis cerebral actuando principalmente a través de los cuatro
subtipos de receptores: AT1, AT2, MasR y AT4. Como ocurre en el
SRA sistémico los receptores tienen efectos opuestos, constituyendo los
dos ejes del SRA. La activaciéon de los receptores AT1 por Ang Il
promueve la vasoconstriccion, la proliferacion, la inflamacion y el
estrés oxidativo y, junto con el receptor PRR, conforman el brazo pro-
oxidativo y pro-inflamatorio del SRA. Por otro lado, la activacion de
los receptores AT2 por la Ang Il 'y de MasR por Ang(1-7) contrarrestan
los efectos del receptor AT1, mientras que la funcion del receptor AT4
todavia es objeto de estudio. Recientemente, se ha demostrado la
existencia de un nuevo receptor mitocondrial relacionado con MasR,
denominado MrgE en células neuronales y gliales. MrgE actla como
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receptor de Ang(1-7) y alamandina, y se encarga de la produccion de
NO (Valenzuela et al., 2021). Todos estos receptores y componentes
conforman el eje anti-oxidativo y anti-inflamatorio del SRA cerebral.

La desregulacién de los dos ejes del SRA cerebral se ha asociado
con el envejecimiento y con eventos patoldgicos como el estrés
oxidativo excesivo, neuroinflamacion, disfuncion endotelial, respuesta
inflamatoria microglial y alteraciones en la secrecion de
neurotransmisores (Labandeira et al., 2011, 2013, 2016, 2017, 2021,
Cosarderelioglu et al., 2020). Todos estos mecanismos pueden conducir
a la muerte neuronal y se encuentran relacionados con enfermedades
neurodegenerativas (Figura 2). En los ultimos afios se ha destacado la
importancia del SRA cerebral en la neuroinflamacién y muerte neuronal
que cursa en la enfermedad de Parkinson (EP).

Envejecimiento
Disfuncion endotelial
Inflamacion

T
Eje Pro-inflamatorio
y Pro-oxidativo

[ Eje Anti-inflamatorio

SRA
Cerebral Ang II/AT2
Ang II/AT1 ECA2/Ang(1-7)/MasR

(Pro)Renina/PRR

Figura 2: Representacion esquematica de la desregulacion de los dos ejes del Sistema
Renina-Angiotensina (SRA) cerebral. Diferentes eventos patolégicos (envejecimiento,
disfuncion endotelial, inflamacién) promueven la hiperactivacion del eje pro-inflamatorio y
pro-oxidativo del SRA cerebral mediante Ang Il (Angiotensina 1) /AT1 (receptor de
angiotensina tipo 1) y (Pro)renin-PRR (receptor de pro-renina). Asi mismo, el eje pro-
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inflamatorio potencia la progresion de las patologias estableciéndose una retroalimentacion
positiva en la desregulacion de sistema. Ademas, los eventos patolégicos inhiben el eje anti-
inflamatorio del SRA cerebral mediante Ang II/AT2 (receptor de angiotensina tipo 2) y ECA2
(enzima conversora de angiotensina Il)/Angiotensina(1-7)/MasR. La desregulacion del SRA
conduce a eventos relacionados con la neuroinflamacién y neurodegeneracion. Esquema de
realizacion propia con biorender.com

1.2.1. Enfermedad de Parkinson

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa més frecuente,
afectando aproximadamente a 6 millones de personas en todo el mundo
(Armstrong y Okun, 2020). Los principales marcadores
neuropatoldgicos de la EP son la pérdida del 50-70% de las neuronas
dopaminérgicas localizadas en la Sustancia Negra pars compacta
(SNpc), cuyos axones se proyectan a los nucleos basales, y las
inclusiones citoplasmaticas que contienen agregados de la proteina o-
sinucleina (a-syn), conocidas como cuerpos de Lewy (Poewe et al.,
2017). Asi, los principales sintomas de la EP son provocados por estos
dos eventos neuropatoldgicos:

-Neuronas dopaminérgicas de la SNpc: son las encargadas de
sintetizar el neurotransmisor de dopamina (DA) Yy establecen
conexiones con el ndcleo estriado (ST), conformando la via
nigroestriatal, responsable de la regulacion del circuito motor de los
ndcleos basales.

El funcionamiento de los nucleos basales se ha establecido por la
regulacién de dos circuitos, denominados via directa e indirecta. En la
via directa, las proyecciones gabaérgicas del nucleo ST, se dirigen a la
Sustancia Negra pars reticulata (SNpr) mesencefalicay al nicleo basal
denominado Globo palido interno, cuyas neuronas presentan receptores
de DA tipo | (D1), excitadoras. En la via indirecta, las proyecciones del
ST se dirigen al nicleo basal denominado Globo Palido externo y de
éste se envian al ndcleo subtalamico, cuyas neuronas presentan
receptores de DA tipo Il (D2), inhibidoras. La pérdida de neuronas
dopaminérgicas que cursa en la EP, produce una reduccién de la
activacion del ST, que conduce a una reduccion de la actividad de los
receptores D1 (via directa) y a un aumento de la actividad de los
receptores D2 (via indirecta), lo que desemboca en una inhibicion
excesiva de las neuronas del tdlamo motor y de la corteza, lo que

11
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conduce a la manifestacion de los principales sintomas fisicos asociados
con la EP: bradicinesia, rigidez, temblor en reposo e inestabilidad
postural (Obeso et al., 2008; Obeso y Lanciego, 2011; Calabresi et al.,
2014; Marino et al., 2020).

-Agregados de a-syn: la funcién fisioldgica de la proteina a-syn
no ha sido completamente dilucidada, sin embargo, si se ha descrito su
papel en la dindmica de vesiculas sinépticas, en la funcion mitocondrial
y en el tréafico intracelular (Burre, 2015; Soldner et al., 2016). El
proceso patogénico comienza cuando los monomeros de a-syn solubles
forman oligdbmeros, que posteriormente se combinan progresivamente
formando pequefias protofibrillas y, finalmente, grandes fibrillas
insolubles que adquieren propiedades neurotdxicas (Kim y Lee, 2008;
Melki, 2015). ElI mecanismo molecular que subyace en la
neurotoxicidad de la a-syn insoluble todavia es poco conocido. Sin
embargo, se ha sugerido que la respuesta inflamatoria microglial es un
mecanismo importante de la toxicidad de la a-syn (Zhang et al., 2017).
Los desencadenantes subyacentes a la acumulacion y agregacion de o-
syn pueden ser multiples como, por ejemplo, una sobreproduccion
relativa de la proteina o la presencia de mutaciones que aumentan la
probabilidad de su plegamiento incorrecto y oligomerizacion (como las
mutaciones A53T y A30P), o deficiencias en las vias moleculares
encargadas de su degradacion (Poewe et al., 2017). Todos estos
agregados forman parte de los cuerpos de Lewy que se presentan en
diferentes regiones cerebrales de pacientes con EP (Poewe et al., 2017).
Es importante sefialar que muchas de estas regiones afectadas por los
cuerpos de Lewy estan estrechamente relacionadas con sintomas no
motores asociados con la EP como son fatiga, depresion, disfuncion
olfatoria, constipacion y discapacidad cognitiva (Hansen y Li, 2012;
Marino et al., 2020).

La causa de la degeneracion de neuronas dopaminérgicas, asi como
la agregacion de a-Syn, no se conoce, pero se considera que la EP es
una enfermedad multifactorial (Preux et al., 2000), cuyos factores de
riesgo pueden ser tanto genéticos como medioambientales.
Aproximadamente el 90% de los casos de EP son idiopaticos, y su
principal factor de riesgo es el envejecimiento. Por otro lado, el 10%

12



INTRODUCCION

restante de los casos de EP son heredados y se han vinculado a diversas
mutaciones en un pequefio numero de proteinas, entre las que se
encuentran GBA (glucocerebrosidasa), LRRK2 (quinasa de repeticion
2, del inglés leucine rich repeat kinase 2), Parkin, a-syn, PINK-1
(quinasa 1 inducida por PTEN del inglés PTEN-induced kinase 1) y DJ-
1. Sin embargo, aun no esta claro cual de estas alteraciones genéticas
desempefia un papel clave en el origen de la muerte celular (Hansen y
Li, 2012).

El origen multifactorial de EP establece numerosas vias que
participan en la neurodegeneracion dopaminérgica, a través de
diferentes mecanismos patogénicos que no son mutuamente
excluyentes (Olanow, 2007). Se ha descrito un gran numero de
mecanismos involucrados en el proceso de neurodegeneracion
dopaminérgica, incluyendo la proteostasis de a-syn, la disfuncion
mitocondrial, el aumento de estrés oxidativo, la neuroinflamacion, la
excitotoxicidad, las alteraciones en el sistema ubiquitina-proteosoma y
diversos factores genéticos (Olanow, 2007; Poewe et al., 2017; Boyd et
al., 2022). Es importante destacar que todos estos mecanismos
implicados en la fisiopatologia de EP se encuentran estrechamente
relacionados entre si. La homeostasis intracelular de la a-syn se
mantiene fundamentalmente mediante las acciones de dos sistemas: el
proteasoma de ubiquitina y enzimas lisosomales, y ambos se encuentran
alterados con las principales mutaciones genéticas de la EP, GBA y
LRRK2 (Poewe et al., 2017; Sucunza et al., 2021). Ademas, se ha
demostrado la presencia de a-syn en el interior de la mitocondria, donde
su acumulacién conduce a disfuncién mitocondrial y la consecuente
generacion de ROS, estableciendo un estado pro-oxidativo (Devi et al.,
2008). Asi mismo, la disfuncion mitocondrial y el aumento del estrés
oxidativo pueden conducir al agotamiento lisosomal (Dehay et al.,
2010), reduciendo, asi su actividad en la degradacion de agregados
proteicos de a-syn. Estos agregados proteicos provocan un aumento de
la respuesta inflamatoria de las células microgliales, dando lugar a una
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como la ciclooxigenasa tipo
2 (COX-2), factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) y NO (Qian y Flood, 2008; Roodveldt et al., 2013;
Labandeira-Garcia et al., 2017). Finalmente, la respuesta inflamatoria
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microglial también se puede ver exacerbada por una acumulacién de
glutamato en el espacio extracelular, ya que las células microgliales son
las encargadas de reabsorber y responder a dicho neurotransmisor
(lovino et al., 2020). Todas las relaciones entre los diferentes eventos
patologicos provocan mecanismos en cascada que sufren retro-
alimentacion positiva, por lo que sus efectos se suman a lo largo del
tiempo provocando una aceleracion de la progresion de la EP. Ademas,
el equilibrio de estas rutas fisiologicas se ve alterado con el
envejecimiento, principal factor de riesgo de la enfermedad. Sin
embargo, sigue sin conocerse si algunos de éstos, u otros mecanismos
aun desconocidos, son causantes de la enfermedad o consecuencia de
ésta.

1.2.1.1.Neuroinflamacion en la enfermedad de Parkinson

La neuroinflamacién es una mecanismo patofisiolégico de la
EP (Boyd et al., 2022) y, probablemente un importante desencadenante
de la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas. Las respuestas
inflamatorias ocurren en condiciones fisiologicas para preservar la
homeostasis del SNC, sin embargo, una respuesta inflamatoria
prolongada o desequilibrada desemboca en efectos perjudiciales para
las células nerviosas. El control de la inflamacion dentro del SNC lo
realizan principalmente las células microgliales que, junto con los
macrdfagos perivasculares, actian como centinelas inmunes residentes
dentro del parénquima cerebral y cooperan con las células neuronales
para garantizar el correcto funcionamiento del SNC (Picca et al., 2021).
Dependiendo de los estimulos que reciban, las células microgliales
pasan de un estado en reposo a un estado activado, en el cual pueden
polarizarse a fenotipos pro-inflamatorio o anti-inflamatorio, liberando
diferentes moléculas y ejerciendo funciones distintas (Tang y Le, 2016).

En la polarizacion hacia el estado pro-inflamatorio, la
microglia produce citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1p),
guimioquinas (MCP-1, RANTES y eotaxina), diferentes marcadores de
inflamacién como iINOS, COX-2 y CD68, y ROS. En este estado, la
microglia adquiere una morfologia ameboide con alta capacidad para
fagocitar, eliminar restos de células apoptdticas e interaccionar con las
células T (Lee et al., 2021). Todos estos mediadores inflamatorios
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promueven la apoptosis de neuronas, oligodendrocitos y astrocitos,
favoreciendo la degeneracion celular (Lee et al., 2009; Sanchez-
Guajardo et al., 2010).

La polarizacion hacia el estado anti-inflamatorio de la
microglia normalmente se inicia mediante la estimulacion de IL-4 o
interleucina 13 (IL-13), que son secretadas por las células Th2 (Ghosh
et al., 2016). Con este fenotipo, la microglia produce citoquinas anti-
inflamatorias como la Arginasa-1 (ARG-1), la interleucina tipo 10 (IL-
10) y el factor de crecimiento transformador de tipo B (TGF-P),
quimioquinas (TARC y MDC) y factores de crecimiento que suprimen
las respuestas pro-inflamatorias y contribuyen a la reparacion y
remodelacion neuronal (David y Kroner, 2011).

Por lo tanto, el fenotipo microglial puede tener efectos
contrapuestos en los procesos que desencadenan la neurodegeneracion
(Joersetal., 2017). En referencia a la EP, se ha demostrado que la SNpc
es una region muy densa en células microgliales y se caracteriza por la
presencia de neuronas dopaminérgicas altamente vulnerables a las
respuestas pro-inflamatorias (Picca et al., 2021). Mdltiples estudios han
demostrado la existencia de una respuesta inflamatoria microglial en
SNy ST de pacientes con EP (Sanchez-Guajardo et al., 2010; Joers et
al., 2017). Sin embargo, la presencia de microglia reactiva por si sola
no define su funcion, beneficiosa o prejudicial, en la neurodegeneracion
de la EP. La evaluacién de los factores solubles, como las citoquinas,
tanto en el tejido cerebral como en el liquido cefalorraquideo (LCR) y
plasma, puede proporcionar datos sobre el fenotipo microglial y, por
tanto, el efecto de la respuesta inflamatoria microglial en el inicio y
progresion de la enfermedad (Joers et al., 2017).

Ademas de la respuesta inflamatoria microglial, la existencia
de astrocitos reactivos en el parénquima cerebral también es una
caracteristica de la neuroinflamacion (Ransohoff y Perry, 2009). La
astrogliosis se caracteriza por el aumento de los niveles de expresién de
la proteina acida fibrilar glial (GFAP, del inglés anti-glial fibrillary
acidic protein) y la hipertrofia del cuerpo celular y de las extensiones
celulares en respuesta a estimulos inflamatorios, como el
lipopolisacéarido (LPS), IL-1p y TNF-a (Wang et al., 2015a). En

15



MARIA A PEDROSA SANCHEZ

consecuencia, los astrocitos producen mediadores inflamatorios,
aunque en estadios mas tardios que la microglia, amplificando la
neuroinflamacion. La respuesta inflamatoria astroglial se ha observado
en regiones cerebrales afectadas en pacientes de EP, asi como en
modelos animales y celulares (Yamada et al., 1992; Fellner et al., 2013;
Wang et al., 2015a).

La implicacion de la respuesta inflamatoria microglial y los
fendmenos de neuroinflamacion en el inicio y progresion de la EP ha
sido descrita (Joers et al., 2017). Sin embargo, los mecanismos por los
cuales contribuyen a la patologia de dicha enfermedad no han sido
completamente dilucidados y requieren de estudios méas profundos.

¢ Implicacion de la microglia en modelos de EP

Los modelos animales de EP actuales soélo reproducen
parcialmente la enfermedad, debido a que aln no se conocen todas las
causas que inician y mantienen la neurodegeneracion dopaminérgica
(Falkenburger et al., 2016). Sin embargo, la neuroinflamacion y la
respuesta inflamatoria microglial han sido detectadas en diversos
modelos de la enfermedad.

Los modelos animales basados en neurotoxinas son los mas
ampliamente utilizados en EP, ya que permiten obtener una muerte
celular selectiva de las neuronas dopaminérgicas y son capaces de
generar un estado de estrés oxidativo e inflamacién en la SNpc y/o en
el ST (Blesa et al., 2012; Bezard et al., 2013). Las principales
neurotoxinas utilizadas son:

-6-Hidroxidopamina (6-OHDA): se trata de una molécula
que se diferencia de la DA por la presencia de un grupo
hidroxilo, lo que la convierte en una molécula toxica para las
neuronas dopaminérgicas. Debido a que la 6-OHDA es un
producto propio del metabolismo enddgeno de la DA, y
produce lesiones especificas en la ruta nigroestriatal, se
considera un buen candidato para el desarrollo de modelos
animales de EP (Rodriguez-Pallares et al., 2007, 2008; Blesa
et al., 2012; Jackson-Lewis et al., 2012).
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-1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP): esta
molécula es transformada, por la accién del enzima
monoamino oxidasa B cerebral, en su metabolito activo
(MPP®), el cual es captado por el transportador de DA. El
MPP* intracelular se concentra en las mitocondrias, donde
inhibe el complejo | de la cadena de transporte de electrones
(Tipton y Singer, 1993) produciendo una reduccién en la
generacion de adenosin trifosfato (ATP) y un aumento en la
produccion de radicales libres (Chan et al., 1991), lo que
conduce a la muerte de neuronas dopaminérgicas.

Los modelos inducidos por las mencionadas neurotoxinas
cursan con una elevada respuesta inflamatoria microglial horas después
de su administracién, y antes de que se produzca una muerte neuronal
dopaminérgica significativa (Blandini et al., 2008; Boyd et al., 2022).
El aumento de expresién de citoquinas pro-inflamatorias también se ha
encontrado en estos modelos, aunque existe variabilidad en cuanto al
tipo de citoquinas. Probablemente estas diferencias se encuentren
asociadas a diferentes dosis y tiempos utilizados en el modelo
desarrollado, asi como el lugar de la inyeccion (Depino et al., 2003).

Ademas, otros estudios han demostrado que la administracion
a dosis no neurotéxica de la toxina inflamatoria LPS aumenta la
degeneracion neuronal inducida por 6-OHDA (Koprich et al., 2008), lo
que sugiere una relacion entre la inflamacion periférica con la muerte
neuronal dopaminérgica. Por lo tanto, la inhibicion de la reaccién glial
y los procesos inflamatorios puede representar un enfoque terapéutico
importante para retrasar la progresion de la EP (Lee et al., 2009). Sin
embargo, aln se encuentran resultados contradictorios sobre los efectos
neuroprotectores de los tratamientos con efectos anti-inflamatorios.
Esto puede deberse a que los modelos animales basados en
neurotoxinas no reproducen fielmente la patofisiologia de la EP,
especialmente en lo que a sinucleinopatia se refiere (Sarkar et al., 2016;
Visanji et al., 2016; Koprich et al., 2017). Es importante destacar, que
en los ultimos afios se ha descrito una importante relacion entre la
neuroinflamacion y respuesta inflamatoria microglial con la toxicidad
generada por la proteina a-syn (Zhang et al., 2017). En consecuencia,
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se esta avanzando rapidamente hacia la implementacion de modelos
animales basados en sinucleinopatia (Fajardo-Serrano et al., 2021).

Asi, se han desarrollado varios modelos de animales
transgénicos que sobreexpresan el tipo salvaje (WT, del inglés Wild
type) o formas mutadas de a-syn humana (A30P, E36K, A53T) con el
objetivo de estudiar los efectos de la acumulacion y agregacion de a-
syn en la muerte de neuronas dopaminérgicas (Magen y Chesselet,
2010). Los ratones transgénicos que sobreexpresan a-syn desarrollan
neurodegeneracion, pérdida de DA estriatal, disfuncion locomotora e
inclusiones citoplasmaticas, aunque éstas no conforman una estructura
fibrilar que se asemeje a los cuerpos de Lewy con exactitud (Chia etal.,
2020). Sin embargo, la pérdida neuronal suele ser débil o en regiones
no relacionas con EP, por lo que la principal limitacién de estos
modelos es que no imita la expresion espaciotemporal de a-Syn que se
muestra en pacientes de EP (Visanji et al., 2016; Volpicelli-Daley,
2017).

Para corregir estas limitaciones, actualmente se estan
desarrollando modelos que inducen la sobreexpresion de a-Syn
utilizando vectores virales, en particular vectores virales
adenoasociados (AAV) (Bey et al., 2020), los cuales, gracias a la
incorporacion de promotores especificos, permiten una transduccion y
sobreexpresion de a-syn en regiones y/o tipos celulares relacionados
con la fisiopatologia de la EP humana. De forma general, se han
encontrado 12 serotipos de AAV diferentes, siendo el serotipo 9
(AAV9) uno de los Unicos capaz de atravesar la BHE y el que ha
demostrado mayor eficacia de transduccion en el SNC (Bey et al.,
2020). Diversos estudios han demostrado que la sobreexpresion de a-
syn humana mediada por vectores AAV reproduce distintas etapas de
progresion de la enfermedad que coinciden con las etapas pre-
sintomaticas, sintomaticas tempranas y avanzadas observadas en
pacientes con EP (Decressac et al., 2012; Volpicelli-Daley, 2017).

En modelos con sobreexpresion de a-syn se ha demostrado una
intensa respuesta neuroinflamatoria (Sanchez-Guajardo et al., 2010;
Barkholt et al., 2012). Diversos estudios han observado que la
microgliosis generada en estos modelos se produce en etapas iniciales
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en las que la muerte neuronal dopaminérgica todavia no es significativa.
Por tanto, se ha sugerido que los agregados proteicos de a-syn liberan
sefiales que inducen microgliosis e inflamacién, provocando que un
numero creciente de células microgliales reaccionen y migren al sitio
de la lesion para defender la progresiva muerte neuronal (Chavarria et
al., 2022). Este evento dirige a la activacion de la microglia con
fenotipo pro-inflamatorio, encargado de la fagocitosis de a-Syn v,
posteriormente, a la activacion de diferentes eventos pro-inflamatorios
junto con una liberacion elevada de citoquinas, lo que potencia la
pérdida de neuronas dopaminérgicas y un estado de inflamacién
cerebral crénica en EP (Su et al., 2008; Lee et al., 2010). Sin embargo,
los diferentes modelos de a-syn siguen mostrando resultados
contradictorios. Las diferentes formas de a-syn exhiben diferentes
efectos sobre la fagocitosis microglial y la respuesta inflamatoria. Por
ejemplo, la proteina mutada a-syn-A53T desencadena una respuesta
microglial pro-inflamatoria exacerbada y altera la fagocitosis (Hoenen
etal., 2016).

Hay que tener en cuenta que los modelos animales no son los
unicos disponibles para estudiar procesos de neuroinflamacion que
transcurren durante la progresion de la neurodegeneracion. Los
modelos celulares son una forma rapida, menos costosa que los modelos
animales, y que ofrecen la posibilidad de estudiar efectos y respuestas
de diferentes tipos de células de forma individual (Falkenburger et al.,
2016). Los resultados in vitro han demostrado el efecto
neuroinmunomodulador de la microglia a través de la liberacion de
sustancias citotoxicas (ROS, NO, &cido araquidonico, citoquinas)
(Harry y Kraft, 2008). Generalmente, la estimulacion del fenotipo
neurotoxico se induce por el tratamiento con LPS o el interferon tipo y
(IFN-y) (Melchior et al., 2006).

Los experimentos in vitro mas utilizados son aquellos que
utilizan lineas celulares inmortalizadas derivadas de poblaciones
celulares de un organismo celular (Lopes et al., 2017), siendo las méas
utilizadas para microglia: N9, BV2 (ambas de linaje de raton), HAPI,
MLS-9 (ambas de linaje de rata), CHME-5 y HMOG6 (ambas de linaje
humano) (Timmerman et al., 2018). Los cultivos primarios, también
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muy utilizados en modelos celulares, estan constituidos por uno 0 méas
tipos celulares que han sido aislados de un tejido, generalmente
embrionario (Lopes et al., 2017). En el caso de la microglia, los cultivos
primarios generalmente derivan del tejido cerebral de animales
neonatos (Timmerman et al., 2018). Hay que tener en cuenta que
diversos estudios han revelado diferencias importantes entre las lineas
microgliales de roedores y la microglia primaria (Horvath et al., 2008),
por lo que los resultados obtenidos deben extrapolarse con precaucion.
Ademas, también existen diferencias entre la microglia in vitro e in
vivo, atribuidas principalmente a la dificultad de cultivar microglia en
un estado de reposo inactivo (Harry y Kraft, 2008).

Las células microgliales pueden co-cultivarse con otros tipos
celulares, como las neuronas, o realizar cultivos primarios
mesencefalicos en los que se encuentran diversos tipos celulares. En
estos cultivos multicelulares pueden realizarse estudios de la
neuroinflamacién de la EP mediante el uso de neurotoxinas (6-OHDA,
MPTP) o a-syn (Lopes et al., 2017).

1.2.2. Receptores de angiotensina en la fisiopatologia de la
enfermedad de Parkinson

La expresion de diferentes componentes y receptores del SRA se
ha demostrado en las estructuras cerebrales relacionadas con la EP. En
la SNpc se han observado receptores AT1 y AT2 en neuronas
dopaminérgicas, astrocitos y microglia de ratas (Rodriguez-Pallares et
al., 2008), ratones (Joglar et al., 2009), primates no humanos
(Valenzuela et al., 2010; Garrido-Gil et al., 2013, 2017) y cerebros
humanos (Garrido-Gil et al., 2013). Ademas, estos receptores también
se observaron en neuronas dopaminérgicas y células gliales de cultivos
de células primarias de la regién mesencefélica y varias lineas celulares
neuronales y gliales (Rodriguez-Pallares et al., 2004, 2008; Joglar et
al., 2009; Rodriguez-Perez et al., 2015).

La relacion entre el SRA y la EP fue definida por primera vez por
Allen et al. (1992). A dia de hoy, son numerosos los estudios en los que
se ha demostrado el papel determinante del SRA en diversos procesos
patoldgicos implicados en la progresion de la EP (Grammatopoulos et
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al., 2007; Zawada et al., 2011; Labandeira-Garcia et al., 2017), como
son el envejecimiento, el estrés oxidativo y la neuroinflamacion. Otros
mecanismos importantes que subyacen en la EP, como son los cambios
en el sistema dopaminérgico nigroestriatal y la implicacion de
hormonas sexuales, como los estrdgenos, también se encuentran
estrechamente relacionados con el SRA cerebral (Villar-Cheda et al.,
2010, 2014; Rodriguez-Perez et al., 2012).

+ Estrés oxidativo y neuroinflamacion

El SRA cerebral se ha relacionado, tanto con procesos de estrés
oxidativo y generacion de ROS, como con la neuroinflamacién en el
SNC.

La generacion de ROS es esencial para el funcionamiento celular
pero, una excesiva produccion puede conducir a un estado de estrés
oxidativo (Li et al., 2013), que constituye un factor principal de la
muerte neuronal dopaminérgica que cursa en la EP (Wright et al.,
2012). En las neuronas, la activacion de los ejes Ang II/AT1 y
(Pro)renina/PRR  media  propiedades pro-oxidativas y pro-
inflamatorias, mientras que la activacion de los ejes Ang II/AT2 y
ECA2/Ang(1-7)/MasR media efectos anti-inflamatorios (Costa-Besada
et al., 2018). Las evidencias acumuladas sugieren que la activacion del
eje Ang II/AT1 incremente la produccién de ROS, a través del complejo
enzimatico NOX. Se ha demostrado que NOX produce superéxido
(SO), el cual activa las vias del factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y RhoA/Rho
quinasa (ROCK) (Joglar et al., 2009; Borrajo et al., 2014b; Rodriguez-
Perez et al., 2015; Lopez-Lopez et al., 2021). Es importante destacar
que la activacion de los receptores AT1 nucleares regula la expresion
génica y desencadena varios mecanismos que protegen a las células
contra el estrés oxidativo. En neuronas, el SRA nuclear aumenta la
expresion del receptor AT2 y del ANG, y activa los ejes Ang II/AT2 y
ECA2/Ang(1-7)/MasR para contrarrestar los efectos pro-oxidativos de
la estimulacion de los receptores AT1 (Villar-Cheda et al., 2017; Costa-
Besada et al., 2018). En células microgliales esta relacion estd menos
estudiada.
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Diversos estudios han demostrado que la actividad y expresion de
los componentes y receptores del SRA desempefian un papel
inmunorregulador, debido a que afecta a la funcién y fenotipo
microglial mediante la activacion de los receptores AT1, AT2 y MasR
en mitocondrias, nucleos y membranas celulares (Garrido-Gil et al.,
2013; Regenhardt et al., 2013; Costa-Besada et al., 2018). La respuesta
pro-inflamatoria mediada por la estimulacion del receptor AT1 es un
mecanismo que exacerba la muerte neuronal e inflamacion; mientras
que la respuesta anti-inflamatoria, mediada por la estimulacion del
receptor AT2, conduce a la produccidn de citoguinas anti-inflamatorias
y a la regulacion positiva de los receptores fagociticos que ayudan al
aclaramiento sinaptico (Rodriguez-Pallares et al., 2008; Regenhardt et
al., 2013; Fouda et al., 2017). La regulacion de la expresion de los
receptores de Ang Il, en células microgliales es compleja, y puede
alterarse en eventos patoldgicos e inflamatorios, por lo que se necesitan
mas estudios para esclarecer los mecanismos que intervienen en esta
compleja regulacion.

+ Envejecimiento

Muchos estudios han demostrado que los niveles de los diferentes
componentes y receptores del SRA cambian a lo largo de la edad
acelerando la senescencia celular y disfuncion de tejidos y 6rganos
mediante mecanismos de estrés oxidativo, inflamacion, apoptosis y
cambios vasculares (Cosarderelioglu et al., 2020). En el SRA cerebral,
los niveles de expresion del receptor AT1 estan regulados al alza en el
envejecimiento (Abadir, 2011). También se observé que la expresion
del eje Ang(1-7)/MasR disminuyd en ratas envejecidas (Costa-Besada
et al., 2018). De manera similar, diversos estudios demostraron que la
sobreactivacion del eje Ang II/AT1/NOX cerebral conduce a una mayor
vulnerabilidad celular al estrés oxidativo, debido a una disminucion de
los niveles de sirtuina tipo 3 (SIRT3), y que, ademas, los ejes de sirtuina
tipo 1 (SIRT1), y Ang II/AT1 se encuentran alterados en animales
envejecidos (Diaz-Ruiz et al., 2015; 2020).
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+ Sistema dopaminérgico nigro-estriatal

Las interacciones entre la DA y Ang Il, tanto en el ST como en la
SN de roedores, se han demostrado en diversos estudios (Villar-Cheda
et al., 2010, 2014). Particularmente, se ha observado que existe una
regulacion inversa entre los receptores de Ang Il y de DA. Una
disminucion de los niveles de DA conduce a un aumento en la expresion
de receptores AT1 en la SN y ST, lo que potencia la respuesta
inflamatoria microglial y contribuye a la muerte de neuronas
dopaminérgicas. Ademas, la DA también tiene funcidn
inmunomoduladora, ya que se encuentra presente en células
inmunitarias, tanto en el SNC como en tejidos periféricos (Arreola et
al., 2016). Estudios previos demuestran que la DA desempefia un papel
anti-inflamatorio a través de la inhibicién del SRA cerebral, y que la
disminucion de los niveles de DA en las primeras etapas de la EP y en
el envejecimiento pueden promover la neuroinflamacion y la
progresion de la degeneracion neuronal a traves de la hiperactivacion
del eje pro-inflamatorio del SRA mediante los receptores AT1
(Dominguez-Meijide et al., 2017).

+ Dimorfismo sexual y efecto de las hormonas sexuales.

Diversos estudios han mostrado la existencia de un dimorfismo
sexual en el SRA cerebral, lo que puede repercutir en las respuestas
inflamatorias microgliales y en progresion de la EP. En los ultimos afios
se ha demostrado que la pérdida de estrogenos puede conducir a la
activacion del eje pro-oxidativo del SRA y al aumento de la
vulnerabilidad de la muerte de neuronas dopaminérgicas en la SN de
roedores (Rodriguez-Perez et al., 2010; 2011, 2012; Labandeira-Garcia
et al., 2016). Se sabe que los efectos anti-inflamatorios de los
estrégenos constituyen un mecanismo importante de neuroproteccion
(Vegeto et al., 2008). En consonancia con esto, diversos estudios han
demostrado que el sistema nigroestriatal de las ratas macho muestra una
mayor actividad del eje pro-oxidativo del SRA en comparacién con las
ratas hembra (Rodriguez-Perez et al., 2011). Curiosamente, el
tratamiento con un Dblogueante del receptor AT1 (ARAII),
especificamente con candesartan, reduce significativamente la pérdida
de neuronas dopaminérgicas en ratas menopausicas ovariectomizadas
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(Rodriguez-Perez et al., 2012), destacadndose la importancia del
receptor AT1 en las diferencias de sexo. La implicacion de otros
componentes del SRA estd menos estudiado.

1.2.2.1.Tratamientos moduladores de los receptores del SRA:
Efecto en neuroinflamacion y degeneracion
dopaminérgica

Actualmente, las terapias farmacologicas disponibles para la
EP se centran en compensar la ausencia de sefializacion de DA en los
nucleos basales y rescatar los sintomas motores cardinales (Valdes y
Schneider, 2016; Kim et al., 2021), ya sea por la administracion de un
farmaco, como el precursor de la DA, L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA) (Carlsson et al., 1957; Birkmayer y Hornykiewicz, 1998), o por
la intervencion quirdrgica de la estimulacion cerebral profunda (Larson,
2014). Estas terapias son exclusivamente sintomaticas, incapaces de
frenar la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas y, aunque
proporcionan beneficios de mejora en los sintomas motores de EP a
corto plazo, la terapia crénica puede dar lugar a fluctuaciones motoras
y discinesias (Kim et al., 2021). Se hace evidente, por tanto, la
necesidad de desarrollar nuevas terapias neuroprotectoras (Dong et al.,
2016).

En los ultimos afios, la tasa de descubrimiento de farmacos
para las enfermedades neurodegenerativas ha sido inferior a la tasa
media obtenida para otras indicaciones terapéuticas (Wong et al.,
2019). Una de las razones de esta falta de éxito puede atribuirse a la
complejidad etiol6gica y a las numerosas vias bioldgicas implicadas en
la neurodegeneracion (Kim et al.,, 2021). Asi, la busqueda de
biomarcadores tempranos de la enfermedad y, de una diana terapéutica
comun de la mayoria de los eventos patoldgicos que ocurren en la EP,
podria ser una buena estrategia para el desarrollo de terapias
neuroprotectoras.

En apartados anteriores se ha definido que el envejecimiento,
el estrés oxidativo y la neuroinflamacion son factores determinantes en
el desarrollo y progresion de la muerte neuronal dopaminérgica que
cursa la EP, y se ha descrito como todos estos factores son regulados
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por el SRA cerebral y sus receptores. El efecto neuroprotector mediado
por los tratamiento que modulan el SRA y sus receptores, ya sea con
ARAII o IECAs, se lleva demostrando desde hace méas de 20 afios
(Barnes et al., 1992; Tracy et al., 1997), en diferentes modelos celulares
y animales, de diferentes enfermedades cerebrales (Jackson et al., 2018)
(Tabla 1).

Concretamente, en modelos animales de EP inducidos por
neurotoxinas (6-OHDA y MPTP), se observa que la activacion del eje
pro-oxidativo del SRA (Ang II/AT1) exacerba la muerte neuronal
dopaminérgica en la SN (Joglar et al., 2009; Rey et al., 2007; Garrido-
Gil et al., 2012; Villar-Cheda et al., 2012; Rodriguez-Perez et al.,
2013). En consonancia con esto, el tratamiento con IECA (Lopez-Real
et al., 2005; Mufioz et al., 2006; Sonsalla et al., 2013) o ARAII
(Grammatopoulos et al., 2007; Rey et al., 2007) induce una reduccion
significativa de la degeneracion neuronal dopaminérgica, al inhibir la
activacion del eje pro-oxidativo del SRA. Sin embargo, en modelos
animales con sinucleinopatia, el uso de estos tratamientos esta menos
estudiado.

A pesar de todos los datos experimentales que demuestran los
efectos neuroprotectores de los tratamientos que modulan el SRA 'y sus
receptores (como IECAsy ARAII) (Tabla 1), los estudios clinicos sobre
los efectos de estas terapias son todavia escasos. Los efectos de varios
tipos de tratamientos moduladores del SRA y sus receptores sobre el
riesgo de EP se han estudiado en varios estudios de pacientes y
controles (Reardon et al., 2000; Becker et al., 2008; Perez-Lloret et al.,
2017; Laudisio et al., 2017). Sin embargo, el nimero de pacientes
utilizados en los estudios clinicos sigue siendo demasiado bajo.
Ademas, se ha cuestionado la metodologia de algunos de estos estudios
debido a que los autores se han centrado en el uso y efecto actual de los
tratamientos anti-hipertensivos y no durante un periodo adecuado de
seguimiento, asi como el uso de un amplio rango de dosis, inicio y
duracion de los tratamientos, y su capacidad para atravesar la BHE y
acceder al parénguima cerebral (Labandeira-Garcia et al., 2013; 2021;
Koren et al., 2019; Kim et al., 2021; Jo et al., 2022). Estudios mas
recientes han observado efectos neuroprotectores significativos de los
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bloqueantes del receptor AT1 (ARAIl) al disminuir de forma
significativa el riesgo de padecer EP (Lee etal., 2014; Kim et al., 2021;
Lin et al., 2022). Ademaés, estudios llevados a cabo mediante andlisis
computacional de base de datos de pacientes con EP concluyeron que
los blogueantes del receptor AT1 reducen la oligomerizacion de la
proteina a-syn en pacientes de EP (Visanji et al., 2021).

De todo lo expuesto se deduce que son necesarios estudios
adicionales para aclarar la eficacia de los blogueantes del receptor AT1,
y otros tratamientos moduladores del SRA, como farmacos
neuroprotectores contra la EP y sus mecanismos implicados. La gran
ventaja de proponer estos tratamientos como candidatos en el desarrollo
de nuevas estrategias neuroprotectoras en la EP es su amplio uso actual
en la préactica clinica como tratamientos anti-hipertensivos, por lo que
se plantea como un reposicionamiento de farmacos de terapias de uso
clinico actual. Asi, la existencia de una doble diana terapéutica de los
tratamientos que regulan los receptores del SRA merece ser estudiada.

Moduladores Modelo Efecto Referencia
del SRA Animal

Losartan Modelo de = Reduce el deterioro cognitivo | Tracy et al., 1997
intoxicacion
etilica
Modelo Reduce la formacion de placas | Danielyan et al., 2010
transgénico de | B-amiloide e inflamacién
EA
Modelo animal = Reduccion del deterioro = Tian et al., 2012;
de EA cognitivo Hamel et al.,, 2016;

Ongali et al., 2014
Modelo invitro | Neuroproteccion Grammatopoulos et
de EP por | dopaminérgica al., 2007
MPTP
Modelo de  Reduccion de la respuesta | Hongetal., 2012
epilepsia inflamatoria astrocitica y del
estrés oxidativo

Valsartan Modelo in vitro | Atenuacion de la | Wang et al., 2007

de EA oligomerizacion de B-
amiloide
Olmesartan Modelo Atenuacion de la disfuncion | Takeda et al., 2009

transgénico de
EA

cerebrovascular
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Telmisartan

Candesartan

Cilazapril
Enalapril

Captopril
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Modelos de EA

Modelo de
isquemia
cerebral
Modelo de EP
por MPTP
Modelo de
estrés cronico
Modelo de
Inflamacion
por LPS
Modelo de
ratas
hipertensas
Modelo de

ratas diabéticas

Modelos  de
inflamacion
por LPS
Modelo de EP
por 6-OHDA

Modelo de
envejecimiento
Modelo de EP
por 6-OHDA
en ratas
menopausicas
Modelo de EP
por rotenona
Modelo de
hipoperfusién
lesionado con
6-OHDA
Modelo animal
de hipertension
Modelo animal
diabetes
Modelo
Transgénico de
EA

Disminuciéon de la carga
amiloide y la inflamacién
microglial

Aumento del flujo sanguineo
cerebral, mejora en la
memoria espacial Y
disminuciéon de apoptosis e
inflamacion

Reduccion de
neurodegeneracion

dopaminérgica y respuesta
microglial
Atenuacion de la disfuncion
cognitiva

Efectos anti-inflamatorios

Atenuacion del deéficit
cognitivo
Atenuacion del déficit

cognitivo y prevencion del
dafio en la BHE

Atenuacion de la inflamacion
microglial y astroglial

Neuroproteccion
dopaminérgica

Atenuacion de la respuesta
pro-inflamatoria
Neuroproteccion
dopaminérgica y disminucion
de estrés oxidativo

Disminucion de la apoptosis
de neuronas dopaminérgicas
Neuroproteccion
dopaminérgica y
inflamacion

anti-

Respuesta mejorada en la
disfuncion de memoria
Mejora en los problemas de
aprendizaje

Reduccion del procesamiento
amiloide e inflamacion
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Torika et al., 2016

Iwanami et al., 2010;
Haraguchi et al., 2010

Garrido-Gil et al.,,
2012; Sekar et al.,
2018

Wincewicz y
Braszko, 2014; 2015
Prathab Balaji et al.,
2015

Kishi et al., 2012

Min et al., 2012

Bhat et al., 2016;
Mertens et al., 2011

Rodriguez-Pallares et
al., 2007; Villar-
Cheda et al., 2012

Diaz-Ruiz et al., 2020

Rodriguez-Perez et

al., 2012

Gao et al., 2017; Wu
etal., 2013
Rodriguez-Perez et
al., 2013

Hirawa et al., 1999

Manschot et al., 2003

AbdAlla et al., 2013;
Asraf et al., 2018
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Modelo de EP | Neuroproteccion Mufioz et al., 2006;
por MTPT dopaminérgica y reduccion de | Sonsalla et al., 2013
estrés oxidativo
Modelo de EP | Neuroproteccion Lopez-Real et al.,
por 6-OHDA dopaminérgica 2005
Enalapril Modelo animal | Atenuacion de la | Stegbauer et al., 2009
de Esclerosis | desmielinizacion de
Mdltiple oligodendrocitos e
inflamacion

Tabla 1: Resumen del efecto de los tratamientos moduladores del SRA y sus receptores
en modelos de diferentes eventos neuropatolégicos. LPS: lipopolisacarido, EA: enfermedad
de Alzheimer, MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina, 6-OHDA.: 6-hidroxidopamina,
EP: enfermedad de Parkinson, BHE: Barrera Hematoencefalica.

1.3.INFLAMACION PERIFERICA, NEUROINFLAMACION Y
NEURODEGENERACION DOPAMINERGICA. IMPLICACION DE
RECEPTORES DE ANGIOTENSINA

En los Gltimos afios se ha destacado la implicacién de la inflamacion
periférica en la neuroinflamacion y en procesos de neurodegeneracion.
Muchos estudios han demostrado que los cambios periféricos del
sistema inflamatorio e inmune preceden a la neurodegeneracion y
podrian considerarse un desencadenante de la patogénesis de la
enfermedad cerebral (Rocha et al., 2015; Harms et al., 2021).

La BHE previene y controla el paso de la mayoria de los componentes
periféricos al SNC. Las células endoteliales que la conforman estan
unidas por uniones estrechas, mientras que la membrana basal, los
pericitos y los astrocitos realizan funciones reguladoras y de apoyo
(Van Dyken y Lacoste, 2018). La integridad de la BHE es fundamental
para el correcto funcionamiento cerebral, y su dafio se ha relacionado,
en gran medida, con la inflamacidn periférica y la neuroinflamacion. La
invasion de leucocitos, la liberacion de citoquinas y aumento del estrés
oxidativo pueden inducir la apertura o disrupcion de la BHE,
permitiendo asi el paso de mediadores pro-inflamatorios y componentes
del sistema inmune, provocando asi respuestas inflamatorias
microgliales y dafio neuronal (Lee et al., 2009; Van Dyken y Lacoste,
2018).

En referencia a la neurodegeneracion dopaminérgica, los pacientes con
EP presentan elevados niveles de diferentes citoquinas pro-
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inflamatorias como TNF-a, interleucina tipo 2 (IL-2), IL-6, IFN-y en
suero y que, ademas, se correlacionan con el estado clinico y progresion
de la enfermedad (Reale et al., 2009; Schwab et al., 2020). Estos
cambios no solo se han observado en los mediadores pro-inflamatorios
sino también en las células inmunitarias de la periferia. Los pacientes
con EP presentan un menor nimero de linfocitos, de células T y de
células B (Czlonkowska et al., 2002; Rocha et al., 2015). Sin embargo,
aun no se conoce si estas alteraciones de inflamacion sistémica son una
causa y/o consecuencia de la neuroinflamacion y neurodegeneracion
cerebral.

El principal factor de riesgo de la EP es el envejecimiento, que se asocia
a un estado de inflamacion crénica periférica que podria contribuir a
una disrupcién de la BHE vy, por tanto, favorecer fendbmenos de
inflamacion cerebral (Rocha et al., 2015; Kempuraj et al., 2016).
Muchos estudios demuestran que la BHE esta alterada en pacientes de
EP (Pisani et al., 2012; Gray y Woulfe, 2015).

Otro estado asociado a fendmenos de inflamacion crénica periférica y
de prevalencia creciente en la sociedad actual es el generado por el
sindrome metabdlico (MetS, del inglés Metabolic Syndrome),
enfermedad caracterizada por la presencia de al menos tres de los
siguientes criterios: obesidad abdominal, resistencia a la insulina,
hipertension, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (Alberti et al.,
2009). En los Gltimos afios se ha estudiado la implicacion de los factores
que definen el MetS en la fisiopatologia de la EP (Zhang y Tian, 2014).

Las condiciones patoldgicas del MetS producen efectos de amplio
alcance, y muchos de ellos afectan al SNC mediante la disfuncion de la
BHE (Van Dyken y Lacoste, 2018). Por un lado, el aumento de la
presion arterial que cursa en el MetS afecta a las células endoteliales de
la BHE provocando su disrupcion (Van Dyken y Lacoste, 2018),
mientras que, por otro lado, la disrupcion de BHE también se ha
relacionado en gran medida con elevados niveles de mediadores pro-
inflamatorios que cursan en el MetS (Varatharaj y Galea, 2017).
Estudios recientes, demuestran que en modelos animales, la obesidad
inducida por una dieta alta en grasa, empeora los sintomas motores
inducidos por la neurotoxina 6-OHDA debido a un agotamiento
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significativo de los pericitos, a la ausencia de una respuesta angiogénica
y al desarrollo de patologia vascular de la BHE (Elabi et al., 2021). El
estrés mitocondrial, la produccion de ROS y la inflamacion que cursan
en el MetS también son considerados, por otros estudios, como
impulsores de la neurodegeneracion (Soni y Shah, 2022). La
inflamacidn periférica y el aumento en los niveles séricos de diferentes
tipos de citoquinas como son TNF-a, IL-1p e IL-6 (Whitton, 2007), asi
como las cantidades de ROS, involucrados en la etiologia de la EP, se
encuentran elevadas en suero de pacientes con MetS y diabetes (Zhang
y Tian, 2014; Esser et al., 2014). Sin embargo, los posibles mecanismos
que vinculan los procesos periféricos con la neuroinflamacion y la
neurodegeneracién todavia no han sido del todo dilucidados.

1.3.1. Inflamacion periférica cronica y receptores de
angiotensina: sindrome metabdlico

El SRA sistémico se encuentra hiperactivado en situaciones de
inflamacion crénica provocada por enfermedades cardiovasculares,
hipertensién, diabetes, enfermedades autoinmunes, MetS vy
envejecimiento, entre otras (de Kloet et al., 2010; Capettini et al.,
2012). Asi mismo, niveles crénicos y elevados de Ang Il estimulan la
generacion de estrés oxidativo y citoquinas pro-inflamatorias,
alteraciones en el SNC, alteraciones cardiovasculares y activacion del
sistema inmunoldgico (Satou et al., 2018). Se establece, por tanto, un
estado de retroalimentacion positiva en la activacion de eje pro-
inflamatorio del SRA que estabiliza la inflamacion créonica en el
organismo. Niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias también
se han relacionado con la activacion del sistema inmune y la generacién
de autoanticuerpos (AA) frente a receptores del SRA (LaMarca et al.,
2008, 2011; Dhillion et al., 2012; Miziolek et al., 2021).

Los autoanticuerpos agonistas al receptor AT1 (AT1-AA) son un
miembro de la familia de inmunoglobulina G (IgG) de tipo 3 que se
unen al receptor en una secuencia de siete aminoacidos del segundo
bucle extracelular (Wallukat et al., 1999; Hubel et al., 2007) y
desencadena un efecto agonista con una cascada de sefializacion similar
a la generada por Ang II/AT1, contribuyendo asi a la generacién de
ROS por la activacion del enzima NOX (Dechend et al., 2003). Otros
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estudios han demostrado que los AT1-AA producen liberacion de Ca*™
en células endoteliales del masculo liso, lo que conduce a alteraciones
vasculares (Sun et al., 2008). Ademas, el efecto de los AT1-AA es
bloqueado por el uso de ARAII como el valsartan (Wang et al., 2017)
e irbesartan (Wenzel et al., 2011).

La causa que origina la produccién de AT1-AA no ha sido del todo
dilucidada. Sin embargo, la inflamacion periférica parece ser un
mecanismo implicado en la liberacion de antigenos para la produccién
de los autoanticuerpos (LaMarca et al., 2009; Parrish et al., 2010;
Mistry y Kaplan, 2017). Diferentes estudios han demostrado que la
infusion de citoquinas circulantes, como el miembro 14 de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNFSF14 / LIGHT) (Luo
et al., 2016) e IL-17 (Dhillion et al., 2012) son estimuladores de la
produccién de AT1-AA en modelos animales.

Curiosamente en MetS se ha demostrado un aumento en
mediadores pro-inflamatorios séricos (Whitton, 2007; Harlid et al.,
2017), mientras que otros estudios demuestran que una dieta rica en
grasa promueve la produccién de AA en animales de experimentacion
(Arai et al., 2013). Ademas, estudios recientes, muestran que el MetS
conduce a inflamacién e hiperactivacion del SRA tanto del tejido
adiposo como del circulante (Ramkumar y Kohan, 2019; Schutten et
al., 2017). Otro estudio demostré que el desarrollo de obesidad en un
modelo animal induce un aumento en los niveles de Ang Il circulante y
un aumento en los niveles séricos de LIGHT (Harlid et al., 2017), el
cual es capaz de activar el enzima transglutaminasa 2 (TG2). Este
enzima se ha visto implicada en mecanismos de glicosilacion del
receptor AT1, lo que podria promover la produccion de neoantigenos
para producir AT1-AA (Liu et al., 2017a).

Sin embargo, los niveles de AA frente a receptores del SRA no se
han estudiado de forma especifica en modelos animales de MetS, y aun
se desconoce hasta qué punto estas respuestas inmunitarias periféricas
contribuyen a la alteracion de los receptores del SRA cerebral, asi como
al inicio y progresion de la EP.
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Ademas, la progresion y la gravedad de varios procesos
relacionados con la inflamacion periférica se han asociado con la
presencia de autoanticuerpos frente a otros componentes del SRA,
como los autoanticuerpos frente al enzima ECA2 (ACE2-AA). Su
funcidn se ha relacionado con la inhibicion de la funcion catalitica del
enzima ECAZ2, lo que provoca una disminucion en la sintesis de Ang(1-
7) y, por tanto, una disminucién del eje anti-inflamatorio del SRA
(Takahashi et al., 2010). Sin embargo, la causa y mecanismos de su
produccion ain no esta definida.

1.3.2. Inflamacion periférica aguda y receptores de
angiotensina: COVID-19

En el Gltimo afio se ha destacado la relacion entre el SRA vy el
SARS-CoV-2, debido a que el ECA2 de la membrana celular se ha
identificado como el receptor funcional de entrada del virus (Wan et al.,
2020; Xu et al., 2020).

Uno de los eventos fisiopatologicos asociados a la infeccion de
SARS-CoV-2 y que, aumenta la gravedad de la COVID-19, es la
respuesta inflamatoria sistémica aguda conocida como tormenta de
citoquinas (Portales et al., 2022). La entrada del SARS-CoV a la célula
media la liberacion, tisular y sérica, de diferentes tipos de citoguinas
pro-inflamatorias, estableciendo un estado de inflamacién periférica
aguda en el organismo (Cheung et al., 2005; Jiang et al., 2005; Chen et
al., 2010). En apartados anteriores, se define que la inflamacion
periférica cronica asociada al envejecimiento puede provocar cambios
en la expresion del ECA2, y otros receptores del SRA, en células
cerebrales (Labandeira-Garcia et al., 2011; Costa-Besada et al., 2018;
Diaz et al., 2020). Por tanto, la inflamacion periférica aguda asociada a
la COVID-19 podria promover cambios en la expresion de diferentes
receptores y componentes del SRA pulmonar, lo cual a su vez, podria
promover una mayor severidad en la progresion de esta enfermedad.

1.4.SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA PULMONAR Y SARS-CoV-2

En los ultimos afos, la infeccion de SARS-CoV-2 ha generado una
pandemia responsable de mas de 600 millones de casos de infeccion y
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méas de 6 millones de muertes acumuladas segun la Organizacion
Mundial de la Salud.

Los principales sintomas de COVID-19 son respiratorios, sin embargo,
los altos niveles de citoquinas asociados a la infeccion viral provocan
sindrome de dificultad respiratoria aguda, insuficiencia orgénica y
coagulopatia diseminada, lesiones cardiacas y renales agudas, arritmias,
anomalias de la funcion intestinal y hepética, asi como complicaciones
neuroldgicas (Gheblawi et al., 2020; Guo et al., 2020; Sulzer et al.,
2020; Mascolo et al., 2021).

El mecanismo de entrada del virus SARS-CoV-2 se realiza mediante
una proteina de su superficie celular denominada proteina Spike, que es
responsable de unirse al ECA2 de membrana. Especificamente, la
proteina Spike forma un trimero y cada monomero alberga un dominio
de unidn al receptor (RBD, del inglés Receptor Binding Domain) que
interactta con el ECA2 presente en la superficie celular (Xu et al.,
2020), formando un complejo de unidn distinto del sitio catalitico de
ECAZ2 (Gheblawi et al., 2020; Bian y Li, 2021). Ademas, el SARSCoV-
2 ha evolucionado para utilizar una amplia gama de proteasas del
huésped celular que incluyen catepsina L, catepsina B, tripsina, factor
X, elastasa, furina y TMPRSS2 (proteasa transmembrana serina 2 del
inglés transmembrane protease serine 2) para preparar a la proteina
Spike, asi como a su receptor ECA2, y facilitar su entrada a la célula
(Millet y Whittaker, 2015; Gheblawi et al., 2020).

1.4.1. Enzima conversora de Angiotensina Il (ECA2) como
receptor de SARS-CoV-2

La expresion del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de ECA2
se ha demostrado practicamente en todos los 6rganos (Harmer et al.,
2002). En el tracto respiratorio, la mayoria (aproximadamente el 83%)
de las células que expresan ECA2 son células del epitelio alveolar tipo
Il (Zou et al., 2020). Sin embargo, ECA2 también se expresa en otros
tejidos, incluidos el corazdn, el rifidn, el endotelio, el intestino delgado
y cerebro (Crackower et al., 2002; Hamming et al., 2004; Danilczyk et
al., 2006; Costa-Besada et al., 2018). EI ECA2 desempefia un papel
clave en el equilibrio de los componentes y receptores del SRA, una
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disminucion en sus niveles de expresion puede provocar un estado pro-
inflamatorio y pro-oxidativo, que puede conducir al desarrollo de
diversas enfermedades como la insuficiencia cardiaca, infarto de
miocardio, hipertension y enfermedad pulmonar (Gheblawi et al.,
2020). La infeccion de SARS-CoV-2 produce una disminucion en la
expresion de ECA2 a través de dos vias: por la via endocitica y por la
via proteolitica:

-Endocitosis mediada por receptor: el virus se introduce en el
citoplasma celular mediante la formacién de un endosoma, que
contiene también el receptor de membrana ECA2. La principal via
endocitica para SARS-CoV es la dependiente de clatrina (Inoue et
al., 2007). Ademas, se encontro endocitosis dependiente de balsas
lipidicas como una nueva via de entrada especializada de SARS-
CoV (Lu et al., 2008).

-Fusion de membrana: la fusion directa de la membrana plasmatica
estd mediada por TMPRSS2, y a diferencia de la endocitosis
mediada por receptor, el ECA2 participa sélo en la detencion y
fijacion del virus en la superficie, mientras que TMPRSS2 es la
encargada de inducir la fusion de la membrana entre el virus y la
célula huésped (Hoffmann et al., 2020).

Sin embargo, todos los mecanismos de entrada de SARS-CoV-2 se
estdn viendo sujetos a una alta variabilidad en los resultados de
investigacion. Resulta evidente la necesidad de mas ensayos
experimentales que ayuden a determinar los diferentes mecanismos y
queé papel tienen las diferentes proteinas asociadas al mecanismos de
entrada del virus en diferentes tipos celulares.

Ademéas de la forma transmembrana, ECA2 también se ha
encontrado en forma soluble en plasma y orina (Shaltout et al., 2007).
Esta forma se produce principalemente por la accion de dos proteasas
(dominio 17 de desintegrina y metalopeptidasa (ADAM17) vy
TMPRSS2, que realizan una escision proteolitica del dominio
extracelular de ECAZ2, proceso conocido como desprendimiento
(Lambert et al., 2005). Los efectos de la ECA2 soluble ain presentan
controversia, pero se sugiere que el enzima pierde la actividad
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catalitica. Especificamente, la actividad de ADAM17 se regula al alza
tras la unién del SARS-CoV-2y ECAZ2, facilitando la entrada viral (Liu
et al., 2020), asi como la pérdida de expresion de ECA2 de membrana.
Esta pérdida promueve la acumulacion de Ang Il, lo que se ha
corroborado con estudios que demuestran un aumento significativo en
los niveles de Ang Il en muestras de plasma de pacientes infectados con
SARS-CoV-2 (Liu et al., 2020), y éstos niveles se correlacionaron con
la carga viral y la lesion pulmonar (Bian y Li, 2021). El aumento de
Ang 11, con la consecuente activacion del receptor AT1, desencadena
una cascada de sefalizacion que activa MAPK vy produce la
fosforilacion de ADAM17 por la formacion de ROS inducidas por
NOX (Scott et al., 2011). Esta fosforilacion aumenta la actividad de la
proteasa, estableciéndose una retroalimentacion positiva en la que los
receptores del SRA tienen un papel clave.

La expresion y actividad del enzima ECA2 también puede verse
alterada por otros mecanismos independientes de la infeccion de SARS-
CoV-2, y, que de forma indirecta pueden afectar a su entrada celular.
Algunos factores implicados en la inactivacién catalitica de ECA2 son
la presencia de citoquinas pro-inflamatorias (Chen et al., 2020) y la
accion de la aldosterona a través de la via NOX (Keidar et al., 2005).
Recientemente, se ha demostrado la interaccion del ECA2 de
membrana con receptores acoplados a proteinas G del SRA en tejido
pulmonar de ratén adulto (Franco et al., 2020). Se ha demostrado que
la interaccion de ECA2 con el receptor AT1 conduce a una disminucion
de la expresion de ECA2 de membrana, mientras que la interaccion con
AT2 conduce a un aumento de expresion de ECA2 (Franco et al., 2020).
Por ello, la expresién de otros receptores del SRA también tienen un
papel relevante en la infeccién de SARS-CoV-2. Se sugiere que los
cambios en los niveles de expresion son compensatorios en lugar de
causales, ya que el SRA puede cambiar su equilibrio para restaurar la
homeostasis y evitar el dafio tisular, estableciéndose una regulacion
dindmica (Smart et al., 2020).

Asi mismo, la expresién de los diferentes receptores del SRA se ve
alterada con el uso de tratamientos moduladores del SRA y sus
receptores, y que, ademas, son ampliamente utilizados, como los anti-
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inflamatorios no esteroideos (ibuprofeno), los bloqueantes del receptor
AT1 (ARAII) y los inhibidores de ECA (IECASs). Por ello, se ha
generado una gran controversia sobre si el uso de IECAs o ARAII
puede aumentar el riesgo de infeccion viral, y, si los pacientes
hipertensos, deben sustituir estos tratamientos anti-hipertensivos (Bian
y Li, 2021).

1.4.1.1.Efecto del blogueo de receptores de angiotensina o de
ECA sobre ECA2

Aunque el ECA2 no es la diana celular directa de los ARAII,
tanto su transcripcidn, traduccion y actividad catalitica se ven
modificadas por el uso de estos tratamientos debido a la interconectada
naturaleza del SRA (Gheblawi et al., 2020; Labandeira-Garcia et al.,
2022). EIl uso de IECA y ARAII, inhibe el eje ECA/Ang II/AT1
potenciando los efectos del ECA2 como contrarregulador endégeno del
SRA (Gheblawi et al., 2020; Labandeira-Garcia et al., 2022).
Actualmente, existe una alta controversia sobre como afectan estos
tratamientos a la expresion de ECAZ2. Estudios recientes han
demostrado que los ARAII aumentan de manera constante la expresion
de ARNm, los niveles de proteina y la actividad catalitica de ECA2 en
corazon, rifion y aorta torécica, pero los niveles en la expresion y en la
actividad difieren entre los modelos experimentales (Gheblawi et al.,
2020). Otros estudios demostraron que los IECAs, lisinopril y enalapril,
pueden aumentar la expresion del ARNm de ECA2 en corazdn de un
modelo de hipertensién (Jessup et al., 2006) y de un modelo de infarto
de miocardio (Ocaranza et al., 2006) en ratas. Ademas, otro estudio
demostr6 que el IECA perindopril fue capaz de aumentar la expresion
hepatica de ECA2 en condiciones de fibrosis hepatica en un modelo de
rata (Huang et al., 2010). Sin embargo, otro estudio demostré que el
IECA ramipril no aumento la expresion de ECA2 después de un infarto
de miocardio en un modelo de rata (Burchill et al., 2012). La
controversia en los diferentes estudios puede deberse a varias razones.
Una de ellas es la regulacion especifica a nivel tisular de ECA2, ya que
se ha demostrado que los niveles de ARNm mas altos se encuentran en
el corazdn mientras que su actividad catalitica es mas alta en rifion
(Gembardt et al., 2005). Otra razén puede deberse a las diferentes dosis
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y tiempos de tratamientos utilizados en los diferentes estudios, asi como
los diferentes modelos de inflamacion utilizados. Resulta evidente que
la regulacion de la expresion y de la actividad de ECA2 por inhibidores
del SRA requiere una caracterizacion adicional, sobretodo en tejidos
principalmente afectados por la infeccion de SARS-CoV-2, como es el
caso del pulmon, para poder concluir su efecto, adverso o beneficioso,
en los pacientes infectados por SARS-CoV-2 (Labandeira-Garcia et al.,
2022).

1.4.1.2.Efecto de moduladores indirectos de receptores de
angiotensina sobre ECAZ2. Anti-inflamatorios no
esteroideos

Ademaés de las posibles consecuencias de la administracion de
farmacos inhibidores/bloqueantes de receptores del SRA a pacientes
con COVID-19, la seguridad de los anti-inflamatorios no esteroideos,
en particular el ibuprofeno, también ha sido ampliamente cuestionada
(Moore et al., 2020). Muchos estudios han discutido si el ibuprofeno
aumenta o disminuye la expresion de ECA2 en pulmon y, por tanto, si
afecta a la entrada del SARS-CoV-2 (Labandeira-Garcia et al., 2022).

El principal mecanismo de accién del ibuprofeno es la
inhibicidn del enzima COX-2. Estudios previos muestran interacciones
entre COX-2 y receptores del SRA en varios tejidos (Wu et al., 2005).
Por un lado, se ha demostrado que COX-2 aumenta la liberacion de
renina y la formacion de Ang Il, lo que provoca un aumento en la
presion arterial por la activacion del receptor AT1 (Quadri et al., 2016).
Por otro lado, la activacion del eje Ang 1I/AT1 conduce a la produccion
de mediadores inflamatorios entre los que se encuentra COX-2 (Suzuki
et al., 2003). En este caso, el ibuprofeno puede mejorar la respuesta del
eje protector ECA2/Ang(1-7)/MasR al inhibir la respuesta de los
receptores del eje pro-inflamatorio del SRA (Smart et al., 2020).

Los anti-inflamatorios no esteroideos también participan en la
inhibicidn de la actividad de NF-kp durante un estado de inflamacion.
El factor de transcripcion NF-kp controla la expresion de COX-2, entre
una gran cantidad de otros mediadores inflamatorios, y tiene multiples
implicaciones en la patogénesis de la infeccion por SARS-CoV-2. En
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primer lugar, se observa que la inhibicion de NF-kB evita la
sobreexpresion renal del receptor AT1 en un modelo animal de ratas
obesas (Luo et al., 2015). En segundo lugar, otro estudio, utilizando
células endoteliales pulmonares, se ha observado que NF-kB es
utilizado por el virus SARS-CoV para regular al alza el micro-ARN-
200c-3p, responsable de regular a la baja la ECA2 (Liu et al., 2017b).
Por tanto, la seguridad del uso de ibuprofeno en la infeccion por SARS-
CoV-2 se ha cuestionado debido a su capacidad de regular al alza la
expresion de ECA2 en diferentes modelos animales, como, por
ejemplo, en fibrosis miocardica de ratas diabéticas (Qiao et al., 2015).
Sin embargo, el mecanismo directo por el que lleva a cabo este proceso
aun es desconocido.

Por tanto, diversos estudios postulan, que el aumento de ECA2
en el tejido pulmonar, ya sea por el tratamiento de anti-inflamatorios no
esteroideos como el ibuprofeno, de bloqueantes del receptor AT1
(ARAII) o de inhibidores de ECA (IECASs), conduciria a una mayor
susceptibilidad a la infeccion viral por SARS-CoV-2, aumentando la
gravedad de la infeccion y conduciendo a un peor prondstico. Sin
embargo, muchos otros estudios han demostrado que un aumento en la
actividad de ECA2 es esencial para equilibrar el SRA hacia la respuesta
anti-inflamatoria y, por tanto, inhibir respuestas pro-inflamatorias. Asi,
varios estudios previos han demostrado efectos protectores de la
activacion del eje ECA2/Ang(1-7) en modelos experimentales de
lesiones pulmonares (Rockx et al., 2009; Klein et al.,2013; Sarzani et
al., 2020). Por tanto, se necesitan méas estudios para establecer los
mecanismos de regulacion del ECA2, y otros receptores del SRA, por
parte de dichos tratamientos, asi como su influencia, beneficiosa o
perjudicial, en la infeccidn e inflamacidn ocasionada por SARS-CoV-2
(Figura 3).
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Figura 3: Representacion esquematica de la doble funcién de ECA2 en la inflamacion
pulmonar inducida por la infeccion por SARS-CoV-2. El enzima ECA2 (enzima conversora
de angiotensina Il) es responsable de la conversion de Ang Il (angiotensina Il) en
Angiotensina(1-7) y, por tanto, de regular el SRA (Sistema Renina-Angiotensina) hacia el eje
anti-inflamatorio, disminuyendo la actividad del eje pro-inflamatorio mediado por Ang II/AT1
(receptores de angiotensina tipol) (1). Por otro lado, el ECA2 es el receptor de entrada celular
del virus SARS-CoV-2 (coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo
2), por lo que su expresion puede asociarse con una mayor susceptibilidad y un aumento en la
gravedad de la infeccion que desemboca en un incremento de la inflamacion pulmonar (2).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Estudios recientes han demostrado que la neuroinflamacion es un
proceso clave en muchas enfermedades neuroldgicas. La
hiperactivacion del receptor AT1 cerebral potencia el estrés oxidativo
y la neuroinflamacion. En particular, promueve la muerte neuronal
dopaminérgica y la respuesta inflamatoria microglial. Por ello,
farmacos antagonistas del receptor AT1 (ARAII) podrian resultar
altamente eficaces en el desarrollo de nuevas terapias neuroprotectoras.
En el caso de la enfermedad de Parkinson, el desarrollo de dichas
terapias se ha visto obstaculizado, en parte, por la ausencia de modelos
animales que reproduzcan adecuadamente la progresion de la
enfermedad de Parkinson humana, sobre todo en referencia a la
sinucleinopatia. Ademas, el estudio de la expresion de los receptores
del Sistema Renina-Angiotensina (SRA) en las células microgliales, en
situaciones de inflamacion, puede ayudar a esclarecer los mecanismos
de neuroinflamacion y muerte neuronal dopaminérgica, asi como,
dilucidar la eficacia del uso de terapias moduladoras de los receptores
del SRA como tratamientos anti-inflamatorios.

La inflamacion periférica cronica también implica a los receptores del
SRA. El sindrome metabolico es un claro modelo de inflamacion
periférica cronica y activacion del sistema inmune. La inflamacion
periférica, podria provocar una desregulacion en la expresion de los
receptores del SRA cerebral, lo que estableceria una relacion entre el
sindrome metabolico y la neurodegeneracion y neuroinflamacion
caracteristicas de la enfermedad de Parkinson. EI conocimiento de los
efectos que, sobre el SRA cerebral y sus receptores podrian inducir el
sindrome metabdlico es, por consiguiente, de gran interés. Ademas, el
uso de antagonistas del receptor AT1 (ARAII) podria tener, por tanto,
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efectos neuroprotectores en eventos de inflamacion desencadenados
por el sindrome metabdlico.

En la inflamacion periférica aguda desencadenada por la infeccion de
SARS-CoV-2, también esta implicado el SRA. Ademas, la inflamacion
periférica aguda que cursa en COVID-19 podria tener efectos a largo
plazo sobre la neurodegeneracion dopaminérgica, como se ha visto en
pandemias previas como la denominada gripe espafiola del pasado
siglo. El enzima ECA2 se identifico como el receptor funcional de
entrada para el virus SARS-CoV-2. Dada la importancia del SRA en la
inflamacion periférica, se generd entonces un debate sobre el uso,
perjudicial o beneficioso, de tratamientos que modulan el SRA y sus
receptores, sobre todo en pacientes de mayor vulnerabilidad a la
gravedad por COVID-19 (envejecimiento y sindrome metabodlico).
Resolver esta cuestion era de vital importancia en los momentos
iniciales y mas criticos de la pandemia, cuando las vacunas todavia se
encontraban en fase de desarrollo.

Objetivo general: Estudiar los receptores de angiotensina en la
neuroinflamacion e inflamacion periférica, asi como su implicacién en
la degeneracion dopaminérgica.

Objetivos concretos:

1. Estudio de los receptores ATl en procesos de
neuroinflamacién y degeneracién dopaminérgica inducidos
por un modelo de enfermedad de Parkinson basado en
sinucleinopatia.
1.1.Desarrollar y caracterizar un modelo animal de enfermedad
de Parkinson basado en la sobreexpresion de la proteina a-
sinucleina humana obtenida mediante el empleo de vectores
virales adenoasociados serotipo 9.

1.2.Estudiar el posible efecto neuroprotector y anti-inflamatorio
del bloqueo del receptor AT1 (candesartan y telmisartan) en
el modelo animal generado.

41



MARIA A PEDROSA SANCHEZ

2. Estudiar la implicacion del receptor AT2 cerebral en la

inflamacion.

2.1.Estudiar el papel del receptor AT2 en la neuroinflamacion
inducida por inflamacion periférica crénica
(envejecimiento) y aguda (modelo de LPS).

2.2.Estudiar la implicacion de los receptores AT2 en la
degeneracion dopaminérgica.

2.3.Estudiar el dimorfismo sexual del receptor AT2 en células
microgliales. Implicaciones en neuroinflamacion.

3. Estudiar el papel de los receptores de angiotensina en la
inflamacion periférica cronica del sindrome metabdlico y
su implicacién en la neurodegeneracién dopaminérgica.
3.1.Estudiar la implicacion del sindrome metabdlico en la
expresion de receptores del SRA cerebral, en la
inflamacién y en la muerte neuronal dopaminérgica.
Posible papel neuroprotector del bloqueo del receptor AT1.

3.2.Estudiar la implicacion de los autoanticuerpos agonistas de
los receptores AT1 en la expresién de receptores y otros
componentes del SRA cerebral, inflamacion y muerte
neuronal dopaminérgica. Posible papel neuroprotector del
bloqueo del receptor AT1.

4. Estudiar el papel de los receptores de angiotensina en la

inflamacion periférica aguda del COVID-19.

4.1.Estudio del efecto de tratamientos moduladores del SRA
sobre los receptores y componentes del SRA pulmonar de
ratas jovenes adultas y en modelos animales de inflamacion
cronica  especialmente  vulnerables en COVID-19
(envejecimiento y MetS).

4.2 .Estudiar el efecto de tratamientos moduladores del SRA
sobre receptores y componentes del SRA en modelos in
vitro de infeccion pulmonar por SARS-CoV-2
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.IMPLICACION DEL RECEPTOR ATl EN LA
NEUROINFLAMACION Y DEGENERACION
DOPAMINERGICA EN UN MODELO DE PARKINSON
BASADO EN SINUCLEINOPATIA

3.1.1. Disefo experimental

En la primera parte de esta tesis se desarroll6 y caracterizd un
novedoso modelo animal de EP basado en la sobreexpresion de la
proteina a-syn humana obtenido mediante el empleo de vectores virales
adenoasociados serotipo 9 (AAV9Y, del inglés Adeno-associated virus
9) en ratas macho Sprague Dawley, para estudiar la implicacion del
receptor AT1 en la neuroinflamacién y muerte neuronal dopaminérgica
(Objetivo 1). Se utilizaron dos tipos de AAV9, uno para sobreexpresar
la forma salvaje, no mutada (WT, del inglés wild type) de la proteina a-
syn humana (AAV9-a-syn-WT) y otro para sobreexpresar la forma
mutada A53T de la proteina a-syn humana (AAV9-a-syn-A53T). En
ambos modelos se estudié la muerte neuronal dopaminérgica, la
respuesta inflamatoria microglial y el posible efecto neuroprotector del
tratamiento con los bloqueantes del receptor AT1, candesartan y
telmisartan.

Los experimentos se realizaron en ratas macho adultas Rattus
norvegicus de la cepa Sprague-Dawley. Al inicio del experimento los
animales contaban con 3 meses de edad y pesaban en torno a 300-350g.

Todos los animales que se utilizaron en esta tesis fueron
mantenidos a una temperatura constante de 22°C, bajo un ciclo de 12
horas luz/oscuridad y con acceso ad libitum a comida y agua. Los
experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Directiva del consejo
de las Comunidades Europeas 2010/63/UE, a la Directiva 86/609/CEE
y el Real Decreto espafiol 526/2014, y fueron aprobados por el comité

43



UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO.
DE COMPOSTEL




MARIA A PEDROSA SANCHEZ

correspondiente de la Universidad de Santiago de Compostela. Los
procedimientos fueron desarrollados en el centro usuario autorizado de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Santiago de Compostela,
bajo el registro REGA: ES150780263401 y en el Centro de
Biomedicina Experimental de la Universidad de Santiago de
Compostela (CEBEGA), enmarcados en el proyecto autorizado para
experimentacion animal con los codigos 15005/15/002 vy
5012/2021/012. Los animales dispusieron de un periodo minimo de
aclimatacion de 7 dias antes del comienzo de los experimentos y
ninguno fue sometido a estudios previos.

Para el estudio se utilizaron un total de 220 ratas macho adultas que
se dividieron aleatoriamente en tres grandes grupos (ANEXO I, Tabla

N:

-Grupo A: formado por ratas lesionadas mediante la inyeccién
estereotaxica unilateral en el mesencéfalo derecho y sacrificadas a la
semana de la lesion (Experimento I). Los animales del grupo A (n =
50) fueron distribuidos en tres subgrupos:

-Grupo Al: formado por ratas lesionadas con AAV9-a-syn-WT
(n =5) y un grupo de ratas lesionadas tratadas simultaneamente
con candesartan (n = 5) o telmisartan (n = 5), desde 1 semana
antes de la lesion hasta el sacrificio.

-Grupo A2: formado por ratas lesionadas con AAV9-a-syn-
A53T (n = 5) y un grupo de ratas lesionadas tratadas
simultaneamente con candesartan (n = 5) o telmisartan (n = 5),
desde 1 semana antes de la lesion hasta el sacrificio.

-Grupo A3: formado por ratas control (sin lesion estereotaxica;
n=5) y por ratas lesionadas en el mesencéfalo derecho mediante
la inyeccion estereotaxica de solucién salina (n = 5), o de
vectores AAV9 neuroespecificos vacios (@) (AAV9-vacio; n =
5), o de AAV9 neuroespecificos que expresan proteina verde
fluorescente (GFP) humana (n = 5), desde 1 semana antes de la
lesion hasta el sacrificio.
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-Grupo B: formado por ratas lesionadas mediante la inyeccion
estereotaxica unilateral en el mesencéfalo derecho y sacrificadas a las
cuatro semanas post-lesion (Experimento I1). Los animales del grupo
B (n = 170) fueron distribuidos en tres subgrupos:

-Grupo B1: formado por (1) ratas lesionadas con AAV9-a-syn-
WT (n = 21), (2) ratas lesionadas tratadas simultaneamente con
candesartan (n = 18) o telmisartan (n = 18).

- Grupo B2: formado por (1) ratas lesionadas con AAV9-a-syn-
A5B3T (n = 21); (2) ratas lesionadas tratadas simultaneamente
con candesartan (n=18) 6 (3) telmisartan (n = 18).

-Grupo B3: formado por (1) ratas control (sin lesion
estereotaxica; n = 15); (2) ratas lesionadas en el mesencéfalo
derecho mediante la inyeccion estereotéxica de solucion salina
(n=15), 6 (3) de vectores AAV9 neuroespecificos vacios (D)
(AAV9-vacio; n = 14), 6 (4) de AAV9 neuroespecificos que
expresan proteina verde fluorescente (GFP) humana (n = 12).

Los tratamientos con los bloqueantes del receptor ATIL,
candesartan o telmisartan, de los grupos de animales Ay B se
administraron por via oral, dispersos en la minima cantidad
necesaria de crema de avellanas (“Nocilla”; Nutrexpa,
Barcelona, Espafia). Los tratamientos se iniciaron una semana
antes de la inyeccion estereotaxica y se mantuvieron hasta el
sacrificio de los animales con una dosis de 1mg/Kg/dia para
ambos farmacos, seleccionadas en base a resultados previos
obtenidos en nuestro laboratorio (Garrido-Gil et al., 2012;
Rodriguez-Perez et al., 2012). Los animales del grupo control
A3 y B3 recibieron tnicamente la crema de avellanas. Los
tratamientos fueron administrados entre las 9:00-10:00h de cada
dia.

Para el sacrificio, los animales fueron anestesiados con la
combinacion de ketamina (50mg/kg) / medetomidina (0,4mg/kg)
inyectada intraperitonealmente.
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Una parte de las ratas de los diferentes grupos se perfundié con el
fin de realizar los estudios histolégicos, en los que se analiz6 la
sobreexpresion de a-syn o GFP o a-syn fosforilada en las neuronas
dopaminérgicas, en las células microgliales y en astrocitos de la SNpc
mediante doble inmunofluorescencia y microscopia confocal de barrido
laser. También se realizO inmunohistoquimica para determinar la
muerte de células dopaminérgicas (junto con una tincion Nissl) o la
respuesta inflamatoria microglial.

Otra parte de las ratas de los diferentes grupos fue utilizada-para
determinar los niveles de expresion de receptores del SRA vy
marcadores de actividad microglial, asi como medidas de actividad
enzimatica. Para ello, los cerebros fueron extraidos, la regién de la
SNpc disecada y congelada inmediatamente en nitrégeno liquido y
posteriormente, almacenada en -80°C. Sobre este material se realizaron
determinaciones de RT-qPCR (reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa, del inglés reverse transcriptase polymerase chain
reaction), WB (Western Blot) y ensayos enzimaticos para determinar
la expresion del receptor AT1, actividad NOX, marcadores de actividad
fagocitica (CD68, cluster de diferenciacion 68), y marcadores de
microglia con fenotipo pro-oxidante como iNOS (éxido nitrico sintasa
inducible), TNF-a, IL- 1B e IL-6 y anti-oxidante(ARG-1).

3.1.2. Modelo de lesion con AAV9-a-syn-WT y AAV9-a-syn-
AS53T en ratas

El modelo de EP basado en la sobreexpresion de la proteina a-syn
humana se realizé mediante la inyeccion estereotaxica unilateral de los
AAV9-a-syn-WT o AAV9-a-syn-A53T (Grupos A y B) y salino,
AAV9-vacio 0 AAV9-GFP (Grupo C).

Todos los vectores virales utilizados en el presente modelo fueron
sintetizados y disefiados en el laboratorio de Neuroanatomia de los
Ganglios Basales del Dr. José Luis Lanciego, en el Centro de
Investigacion Médica Aplicada de la Universidad de Navarra, Espafia.

Para realizar la cirugia, los animales fueron anestesiados con una
inyeccion intraperitoneal de una combinacién de ketamina (50mg/kg) /
medetomidina (0,4mg/kg) y fueron colocados en el aparato de
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estereotaxia (Kopf Instruments) con la barra dental a -2,3 mm. La
inyeccion se realizd en el mesencéfalo dorsal derecho siguiendo las
coordenadas: -5,4 mm anterior al bregma, -1,9 mm a la derecha de la
linea media y -7,0 mm ventral a la duramadre (Paxinos y Watson,
1986). La solucion se inyectdé usando una jeringa Hamilton de Spl
acoplada a un inyector monitorizado (Stoeling), a una velocidad de
0,5ul/min (2ul para el grupo AAV9-a-syn-WT y 1ul AAV9-a-syn-
A53T) y la aguja se mantuvo in situ en torno a 10 minutos una vez se
realizé la inyeccion para evitar el reflujo del vector viral a través del
tracto de la inyeccion.

3.1.3. Pruebas de comportamiento motor del modelo de lesion
con ¢-syn

Tras 4 semanas de lesion se realizaron pruebas de comportamiento
animal para evaluar la eficacia de la lesién dopaminérgica inducida por
la inyeccién de AAV9-a-syn-WT o AAV9-a-syn-A53T, asi como el
efecto neuroprotector de los ARAII, candesartan y telmisartan. Todas
las pruebas motoras se realizaron durante el periodo de oscuridad, en el
cual los animales se encuentran en su fase activa del ciclo.

-Test del cilindro: se realiz6 para evaluar la acinesia de las
extremidades anteriores (Schallert et al., 1997). Los animales se
colocaron individualmente en un cilindro de vidrio de 20cm de
didametro con dos espejos, para permitir la visualizacion desde
todas las direcciones. Los animales fueron grabados en video y
se contd el nimero de contactos que realizan con cada una de
sus extremidades anteriores en la pared del cilindro, hasta un
total de 20 contactos. Los datos se expresaron como porcentaje
de contactos con la extremidad impedida en relacion con el total.

-Test de actividad locomotora: la actividad locomotora global
de los animales se monitorizd0 automaticamente con un
analizador de movimiento  Videomex-X  (Columbus
Instruments), el cual realiza un video que monitoriza la imagen
a tiempo real (20 fotogramas por segundo; Rozas et al., 1996).
Con el programa de monitorizacion de movimiento multiple se
estimd la actividad total (tasa de movimiento) que representa la
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cantidad de cambios en la imagen de un fotograma a otro. De
este modo, el programa cuenta el nimero de cambios de pixeles
causados por los movimientos de cada animal. El ensayo se
Ilevé a cabo en una caja abierta de paredes y suelo negros, con
las siguientes dimensiones: 70 x 75 x 40 cm. Cada animal se
aclimato durante, al menos, 10 minutos, y se monitorizé la
actividad locomotora durante 30 minutos.

-Test del rotarod: permite una evaluacion automatizada de los
déficits motores generales ocasionados en modelos de EP y una
identificacion de los cambios inducidos por tratamientos
neuroprotectores (Rozas et al., 1997). Se realizd con una unidad
de rotarod automatizada de 4 carriles (CR-1 Rotamex System,
Columbus Instruments, Columbus, OH) aplicando un protocolo
de velocidad de rotacion acelerada. Los animales fueron
colocados en la barra giratoria, a una velocidad inicial de 4
revoluciones por minuto (rpm). A continuacion, se incremento
la velocidad de la barra hasta 44 rpm durante 90 segundos, y se
registrd el tiempo total de carrera sobre la barra. Los animales
fueron entrenados 2 dias consecutivos para alcanzar un
rendimiento estable en la prueba, y los datos se tomaron en los
3 dias siguientes de forma consecutiva. Los resultados se
obtuvieron como la media de los 3 dias para cada animal.
Finalmente, se presentaron los resultados de cada animal como
el area bajo la curva (AUC del inglés Area Under Curve; Rozas
etal., 1997; Lundblad et al., 2003).

3.1.4. Técnicas de inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia en el modelo de lesion con a-syn

La técnica de inmunohistoquimica se realiz6 para confirmar la
lesiébn dopaminérgica mediante el marcaje y contaje de células
inmunorreactivas al marcador de tirosina hidroxilasa (TH-ir, junto con
unatincion de Nissl) y para estudiar la respuesta inflamatoria microglial
mediante el marcaje y contaje de células inmunorreactivas para MHC
de clase Il (OX-6-ir).
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Los animales fueron anestesiados y perfundidos con 0,9% de salino
e inmediatamente después con paraformaldehido frio al 4% en 0,2M de
tampon fosfato (0,162M de Na;HPO4 y 0,036M NaH:PO.), a pH 7,4.
Tras la perfusion, los cerebros fueron extraidos, lavados y almacenados
durante 48 horas en una solucidn crioprotectora (tampon fosfato con
20% de sacarosa) a 4°C. A continuacion, el tejido fue cortado en
secciones de 40 pum usando un microtomo de congelacion y se
almacenaron en una solucion crioprotectora a -20°C hasta su
procesamiento.

En primer lugar, se seleccionaron secciones a nivel de la SN y del
ST. Las secciones de tejido fueron incubadas 1 hora a temperatura
ambiente en una solucion con 10% de suero porcino normal, 0,25% de
Triton X-100 en 20mM de PBS (buffer fosfato salino) potasico (KPBS)
que contenian 1% de BSA (seroalbumina bovina, del inglés bovine
serum albumin) (KPBS-BSA). Posteriormente las secciones fueron
incubadas a 4°C durante toda la noche con los anticuerpos primarios
correspondientes (Tabla 2).

Tirosina hidroxilasa (TH): se trata del enzima limitante en la
sintesis de DA, considerandose un marcador de neuronas
dopaminérgicas. Se utiliz, por tanto, un anticuerpo primario
anti-TH (1:10.000, T2928, Sigma; ver Tabla 2)

MHC de clase Il (OX-6): se trata de un complejo proteico que
desempefia un papel importante tanto en la respuesta
inmunitaria innata como en la adaptativa, y se ha demostrado su
expresion en microglia por induccion de a-Syn en
experimentacion in vivo e in vitro (Harms et al., 2013). Se
considera un marcador de microglia con respuesta inflamatoria,
por lo que se utilizo un anticuerpo anti-MHCII (1:50, MCA46G,
BioRad, ver Tabla 2).

Todos los anticuerpos primarios fueron diluidos en una solucion
con 2% de suero normal de caballo, 0,25% de Triton X-100 en 20mM
de KPBS con un 1% de BSA. Al dia siguiente, las secciones se
incubaron durante 90 minutos en los correspondientes anticuerpos
secundarios biotinilados (caballo anti-raton, 1:200, ver Tabla 3) vy, a
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continuacion, se trataron durante 90 minutos con un complejo avidina-
biotina-peroxidasa (1:50, Vector, Burlingame, CA) a temperatura
ambiente. Finalmente, las secciones se revelaron con 0,04% de
perdxido de hidrogeno y 0,005 % de 3,3 -diaminobezidina (DAB). Para
intensificar la tincion microglial (OX-6) se afiadio 0,1% de niquel a la
solucion del revelado. Para la tincion de control negativo, las secciones
se incubaron en solucidn, sin anticuerpos primarios. Una vez reveladas,
las secciones se montaron en portaobjetos recubiertos de gelatina para
su visualizacion. Las microfotografias fueron realizadas empleando el
microscopio Eclipse, NIKON (139263, Japon).

Para confirmar la muerte de las células dopaminérgicas, y no sélo
la disminucion de la actividad enzimatica de TH, se realiz6 una tincion
de Nissl. Para ello se seleccionaron secciones a nivel de SN, se
montaron en portaobjetos recubiertos con gelatina y se tifieron durante
5 minutos con violeta de Cresilo al 1% (C0775, Sigma) disuelto en agua
destilada. A continuacion, las secciones tefiidas se deshidrataron
mediante etanol graduado (100%, 95%, 70% y 50%), se aclararon en
xileno durante 5 minutos, se montaron con medio de montaje DPX
(Panreac Applichem, Barcelona, Espafia) y se cubrieron con un
portaobjetos para su posterior visualizacion y contaje.

La técnica de inmunofluorescencia se realiz6 para confirmar la
sobreexpresion y colocalizacion de a-syn, GFP o a-syn fosforilada en
las neuronas dopaminérgicas (TH-ir), las células microgliales (Iba-1-ir,
molécula adaptadora de unién a calcio ionizado 1, del inglés lonized
calcium binding adaptor molecule 1), y astrocitos (GFAP-ir, proteina
acida fibrilar glial, del inglés anti-glial fibrillary acidic protein) en la
SNpc utilizando microscopia confocal de barrido laser.

Los cerebros fueron procesados como se ha descrito anteriormente
y las secciones correspondientes al nivel de la SNpc fueron utilizadas
para el estudio.

Para el analisis de expresion de la proteina o-syn humana en los
diferentes tipos celulares, se realiz6 una recuperacion antigénica en las
secciones. Para ello, las secciones fueron incubadas a 37°C durante 30
minutos en tampédn citrato de sodio (10 mM de citrato de sodio, 0,05%
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de Tween 20, pH 6,0). Posteriormente, las secciones se incubaron en
solucion salina tamponada con KPBS-BSA y 5% de suero porcino
normal durante 60 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se
incubaron a 4°C durante toda la noche con los anticuerpos primarios
(Tabla 2).

Por un lado, se realizdé un marcaje de doble inmunofluorescencia
para identificar las células que expresan GFP, a-Syn 0 a-Syn-
fosforilada. Por otro lado, los anticuerpos contra o-Syn se combinaron
con TH, GFAP o Iba-1 para estudiar su posible colocalizacién con los
marcadores celulares para neuronas dopaminérgicas, astrocitos y
microglia, respectivamente (Tabla 2).

Tras la incubacion de los anticuerpos primarios, la
inmunorreaccion se visualizé con los correspondientes anticuerpos
secundarios fluorescentes (Tabla 3). Por ultimo, las secciones se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con el colorante
de union al acido desoxirribunuleico (ADN) Hoechst 33342 (10ug/ml;
3 x 10° M, sigma) en KPBS para la tincion nuclear. Las secciones se
montaron en portaobjetos recubiertos de gelatina y se cubrieron con
Shandon Immu Mount (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

Antigeno Especie Tipo Dilucion Casa Comercial

/Referencia
TH Raton Monoclonal 1:10000 Sigma / T2928
0X-6 Ratén Monoclonal = 1:50 BioRad / MCA46G
a-syn-WT Raton Monoclonal 1:500 Abcam / ab80627
a-syn-A53T  Raton Monoclonal 1:200 Invitrogen / 18-0215
‘f"sy"'. Conejo Monoclonal 1:1000  Abcam / ab51253
osforilada
TH Conejo Policlonal 1:1000 Merck Millipore / ab152
GFAP Raton Monoclonal 1:500 Merck Millipore / MAB360
Iba-1 Conejo Policlonal 1:500 Wako / 019-19741

Tabla 2: Anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquimica e inmunofluorescencia
en el modelo de lesidn con AAV9-a-syn. Abreviaturas: TH, Tiroxina Hidroxilasa; OX-6,
MHC de clase Il; a-syn, a-sinucleina; WT, forma salvaje; GFAP. proteina &cida fibrilar glial;
Iba-1, molécula adaptadora de unidn a calcio ionizado 1.

Antigeno Especie Dilucion Casa Comercial / Referencia

IgG Raton  Caballo  1:200 Vector Laboratories / BA2001

IgG Mono 1:200 Molecular Probes / A-21202 (Alexa Fluor 568)
Conejo

IgG Raton  Burro 1:200 Molecular Probes / A-10042 (Alexa Fluor 488)
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IgG Raton  Cabra 1:200 Molecular Probes / A-11004 (Alexa Fluor 568)
Tabla 3: Anticuerpos secundarios utilizados en inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia en el modelo de lesion con AAV9-a-syn. Abreviaturas: 1gG,
inmunoglobulina de tipo G

3.1.4.1.Cuantificacion estereoldgica y densidad de terminales
estriatales

El nimero total de neuronas TH positivas (TH-ir), de células
OX-6 positivas (OX6-ir) y el nimero total de neuronas de la SNpc se
estimaron mediante el método de estereologia imparcial (fraccionador
optico) utilizando un sistema Olympus CAST-Grid (Computer Assited
Stereological Toolbox; Olympus, Ballerup, Dinamarca). La
cuantificacién se realizé en la SNpc de, al menos, seis secciones
elegidas al azar para cada uno de los grupos experimentales mediante
una rejilla estereolégica (fraccionador), y se estim6 el volumen de la
SNpc segun el método de Cavalieri (Gundersen et al., 1988; Rey et al.,
2007).

La densidad de los terminales dopaminérgicos estriatales se
estimd con la ayuda del software de analisis de imagenes NIH-Image
1.55 (National Institutes of Health, Bethesda, MD) en un ordenador
acoplado a una videocamara (CCD-72, DAGE-MTI, INC, Michigan
City, IND) y a una mesa de luz de iluminacion constante (Northern
Light, St. Catharines, Canada). Se midieron, al menos, cuatro secciones
del ST central y, para cada seccion, se corrigieron las densidades Opticas
mediante la diferencia del fondo seleccionada en el cuerpo calloso.

3.1.4.2.Microscopia confocal: analisis de colocalizacion

Las secciones de inmunofluorescencia se visualizaron con un
microscopio confocal de barrido laser (AOBS-SP5X; Leica
Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim, Alemania). Para el
analisis de colocalizacion de GFP, a-syn o a-syn fosforilada con los
diferentes tipos celulares, se obtuvieron tres imagenes de la SNpc por
animal en diferentes coordinadas de su eje antero-posterior (-5’20, -
5’60 y -6’04 mm desde el bregma). Las imagenes se obtuvieron con el
objetivo 10x utilizando parametros de microscopia constantes y una
intensidad de laser similar. Se delimité la SNpc en cada imagen y se
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midio la tasa de colocalizacion de a-syn con los diferentes marcadores
celulares mediante el software LAS AF Lite (Leica).

3.1.5. Cromatografia de alto rendimiento para el modelo de
lesion de a-syn

La técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, del
inglés High Performance Liquid Chromatography) fue empleada para
la medicion de DA y sus metabolitos, el acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC, del inglés 3,4— dihydroxyphenylacetic acid) y el &cido
homovanilico (HVA) en el ST de ratas lesionadas.

En primer lugar, el tejido estriatal animal fue homogenizado con
ayuda de un politron y centrifugado a 14.000 g durante 20 minutos a
4°C. A continuacion, se filtro el sobrenadante con filtros de 0,22 um 'y
se inyectaron 20ul/inyeccion directamente en el HPLC (Shimadzu LC
prom-ence, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon). DA, DOPAC y
HVA se separaron en una columna analitica de fase inversa (Waters
Symmetry300C18; Waters, Milford, MA). La fase movil (pH = 4)
consistio en una solucion del 10% de MeOH, 70mM de KH2PO4, 1mM
de &cido octanosulfénico y 1mM de EDTA y se administrd a una
velocidad de 1ml por minuto. La deteccion se realizd con un detector
electroquimico coulométrico (ESA Coulochem I1I; ESA, Chelmsford,
MA). Los datos se adquirieron y procesaron con el software Shimadzu
LC solution (Shimadzu Coporation) y el resultado se expresé como
nanogramos por miligramo de tejido humedo. Se calculd la relacion
DOPAC/DA para cada uno de los animales como indice del recambio
de DA (Garrido-Gil et al., 2018).

3.1.6. Analisis de la proteina a-syn mediante western blot

Los niveles de expresion de las proteinas a-syn y a-syn fosforilada
se determinaron mediante la técnica de WB. En primer lugar, se realizo
una extraccién de proteinas especificamente segln la muestra:

-Extraccion para andlisis de a-syn: las fracciones de tejido
pertenecientes a la SN se homogenizaron con ayuda de un
politron en un tampon de radioinmunoprecipitacion que
contenia inhibidores de proteasas (P8340, Sigma), fluoruro de
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fenilmetilsulfonilo (P7626, Sigma) e inhibidores de fosfatasa
(P5726, Sigma). ElI homogenado resultante se centrifugo 20
minutos a 12.000 g y se recogio el sobrenadante.

-Extraccion para analisis de a-syn-fosforilada: las fracciones de
SN se homogenizaron con ayuda de un politron en un tampon
de radioinmunoprecipitacion que contenia inhibidores de
proteasas, fluoruro de fenilmetilsulfonilo e inhibidores de
fosfatasa. Posteriormente, los homogenizados se incubaron 1
hora en hielo, se ultracentrifugaron durante 30 minutos a
120.000 g y se recogio el sobrenadante resultante (Van der
Perren et al., 2015).

Las concentraciones de proteina de los sobrenadantes se
determinaron mediante el ensayo de proteinas BCA (Pierce 23225). La
absorbancia a 525 nm fue medida en el lector de placas TECAN, infinite
M20, y el método de analisis cuantitativo se realizé a partir de una recta
patron utilizando diluciones seriadas de la proteina BSA. Las muestras
se diluyeron en buffer de radioinmunoprecipitacion y tampon de carga,
se desnaturalizaron con un choque térmico, calentandolas durante 4
minutos a 95°C y se procedié a la separacion de las proteinas utilizando
una electroforesis discontinua con geles de poliacrilamida Bis-Tris al
8%-12%. La electroforesis fue realizada en una fuente de voltaje
(BioRad). A continuacion, se realizd la transferencia de las proteinas
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa.

Para el analisis de las proteinas de pequefio peso molecular como
a-syn y oa-syn-fosforilada, las membranas fueron fijadas con
paraformaldehido al 0,4% durante 30 minutos a temperatura ambiente
antes de bloquearlas con el agente fosfobloqueante (10%; AKR-103,
Cell Biolabs, San Diego, CA) durante 1h a RT.

Finalmente, las membranas se incubaron durante toda la noche a
4°C con el anticuerpo primario correspondiente (a-syn, 1:1000, abcam
ab138501; a-syn fosforilada, 1:1000, abcam ab51253).

Tras la incubacion del anticuerpo primario, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
HRP: 1gG anti-conejo, 1:2500 (Santa Cruz, sc-2357) durante 1 hora a
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temperatura ambiente. Las bandas inmunoreactivas se detectaron con
un kit de quimioluminiscencia HRP (170-5044; Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) que se visualiz6 en un sistema de deteccion de
quimioluminiscencia (Molecular Imager ChemiDoc XRS System, Bio-
Rad). A continuacién, las membranas fueron tratadas con una solucion
de lavado para realizar la incubacion con el control de carga GADPH
(1:25.000, G9545, Sigma). El nivel de expresion de las proteinas se
cuantifico por densitometria de cada una de las bandas usando el
software Quantity One y se expreso en relacion con el valor de la banda
control de GAPDH. Los datos se normalizaron con respecto a los
valores del grupo control de la misma membrana (es decir, se
expresaron en relacion con el valor obtenido para el grupo control,
100%) y se expresaron como medias + error estandar de la media (SEM,
del inglés Standard error of the mean).

3.1.7. Extraccion de ARN, RT-PCR Y Q-PCR del modelo de
lesion con a-syn

La expresion de ARNm del receptor AT1, de marcadores de
actividad fagocitica CD68, y de marcadores de respuesta inflamatoria
microglial (iNOS; TNF-a, IL- 1B e IL-6) y fenotipo antiinflamatoria,
anti-oxidante (ARG-1), fue analizada mediante el método de RT-PCR
y Q-PCR.

Para ello el ARN total de la SN fue homogenizado en Trizol
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante, con ayuda de
un politrén. Las concentraciones de ARNm se estimaron utilizando una
placa NanoQuant y un lector de placas Infinite M200 (TECAN,
Salzburgo, Austria). EI ARNm total (1 pg) se retrotranscribio a acido
desoxirribonucleico complementario a través de Reverse transcriptase
(RT), anadiendo a la reaccion desoxinucleotidos trifosfato, cebadores
aleatorios y la enzima transcriptasa inversa MMLYV (del inglés Moloney
Murine Leukemia Virus reverse transcriptase; 200 U; Invitrogen).
Posteriormente, se utiliz6 la reaccion en cadena de la polimerasa a
tiempo real (g-PCR) para examinar los niveles relativos de ARNm a los
transcritos correspondientes (Tabla 4). Los experimentos se realizaron
con una plataforma de reaccion en cadena de la polimerasa iCycler en
tiempo real (Bio-Rad) o utilizando un termociclador (QuantStudio 3
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Real-Time PCR Systems; ThermoFisher) para amplificar en paralelo
los genes de interés y los genes que se usan como transcrito
normalizador (B-Actina). Las muestras de cada animal se analizaron por
duplicado.

Para cada gen fue disefiada una pareja de oligonucle6tidos (forward
y reverse) utilizando el programa Primer-BLAST NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) (Tabla 4). Los
oligonucledtidos se disefiaron teniendo en cuenta que estuviesen
ubicados entre exones, para asi evitar la amplificacion de ADN
gendémico. Cuando esto no fue posible, las muestras fueron tratadas con
un kit de DNAasa (EN0521; ThermoScientific) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Se utilizo el método de los valores umbrales de ciclo comparativo
(Ct, del inglés Cycle threshold) para examinar la expresion relativa del
ARNmM, en el que se obtiene un valor normalizado restando el Ct del
transcrito normalizador al Ct del transcrito de interés (ACt). Finalmente,
se utilizo el parametro delta-delta Ct (2°24¢") para expresar los datos de
expresion relativa (Livak y Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001). Los
resultados se expresaron como valores medios + SEM.

3.1.8. Andlisis de inflamacion por actividad enzimatica y
ELISA en el modelo de lesién con a-syn

-Actividad enzimatica de NOX: la actividad de NOX del tejido
mesencefalico de rata se midid6 mediante quimioluminiscencia
potenciada por lucigenina en un lector de placas multipocillo Infinite
M200 (TECAN). El tejido fue homogenizado en un tampon de lisis (10
! mol/L de KzHPO4, 10 mol/L fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 0.2%
Triton X-100), centrifugado a 12.000g durante 30 minutos a 4°C, se
recogieron los sobrenadantes y se les analiz6 la concentracion de
proteina con un kit de ensayo de proteinas BCA de Pierce (Thermo
Scientific, Fremont, CA). La actividad de NOX se midié sobre los
sobrenadantes en presencia de su sustrato NADPH (10 mol/L; Sigma)
y lucigenina (5x10° mol/L; Sigma). La reaccion se realizé con 10-20pl
tejido homogenizado que contenia entre 20-50pg de proteina
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(Griendling et al., 2000; Hong et al., 2006). La quimioluminiscencia se
expresd como unidades de luz relativas (ULR/mg de proteina x min).

-Kit ELISA de TNF-a tisular: el tejido mesencefalico de rata se
homogeneizd en un tampon RIPA gue contenia un céctel de inhibidores
de la proteasa (P8340, Sigma) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (P7626,
Sigma). A continuacion, se centrifugé a 12.000g durante 20 minutos a
4 °C,y se midieron las concentraciones de proteina, mediante un ensayo
de proteinas BCA de Pierce (Thermo Scientific, Fremont, CA). Los
niveles de TNF-a se cuantificaron en los sobrenadantes con un kit de
ensayo inmunoenzimatico (ELISA, del inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) segun las instrucciones del fabricante (TNF-o de
rata de Diaclone 865.000.96, Gen-Probe Diaclone SAS, Besancon,
Francia) usando un lector de placas multipocillo Infinite M200
(TECAN). Por ultimo, el contenido de TNF-a se obtuvo en pg/mL de
proteina y se expresd como porcentaje del contenido en las muestras del
grupo de control.

3.2.IMPLICACION DEL RECEPTOR AT2 EN INFLAMACION
3.2.1. Disefio experimental

En la siguiente parte de esta tesis se estudio (1) el papel de los
receptores AT2 en la neuroinflamacion inducida por inflamacion
periférica cronica (envejecimiento) y aguda (modelo de inflamacion por
LPS), asi como su implicacién en la muerte neuronal dopaminérgica, y
(2) el dimorfismo sexual del receptor AT2 en células microgliales
(Objetivo 2). Para ello se utilizaron un total de 257 animales, una linea
celular microglial y cultivos primarios de microglia. Los experimentos
de dividieron en 3 grandes grupos (ANEXO I, Tabla II):

-Grupo 1: se realizaron experimentos in vivo para estudiar el
efecto de la ausencia del receptor AT2 en el comportamiento motor, en
la expresion y metabolismo del sistema dopaminérgico, en la muerte
neuronal dopaminérgica de la SNpc y en la expresion de componentes
y receptores del SRA en la inflamacién periférica crénica mediada por
el envejecimiento (Experimento Ill). Para ello se utilizaron los
siguientes animales de investigacion, formado por grupos
aleatorizados: ratones macho C57/BL6 adultos jovenes (2 meses), de
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mediana edad (12 meses) y envejecidos (18 meses), y ratas adultas
jovenes (n = 6) y envejecidas (n = 6). Las cepas de raton utilizados

fueron:

-La cepa de tipo salvaje u homocigética (WT; Charles River,
Francia).

-La cepa knock-out (KO) para el receptor AT2 (AT2KO; Dr.
Daniel Henrion).

Los ratones se dividieron en cuatro subgrupos (A-D):
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-Grupo 1A: formado por ratones WT adultos jovenes (n =7) y
ratones AT2KO adultos jévenes (n = 7); por ratones WT de
mediana edad (n = 7) y ratones AT2KO de mediana edad (n =
7); y por ratones WT envejecidos (n = 7) y ratones AT2KO
envejecidos (n = 7). El grupo 1A se utiliz6 para estudiar los
efectos de la inflamacion cronica mediada por el
envejecimiento, la deficiencia del receptor AT2 y su interaccion
en la funcién nigroestriatal (actividad locomotora, metabolismo
de la DA, expresion de receptores de DA), los marcadores pro-
inflamatorios y pro-oxidativos asi como los principales
componentes 'y receptores del SRA. Las pruebas de
comportamiento se realizaron durante la semana anterior al
sacrificio de los animales y durante el periodo de oscuridad, en
el cual los animales se encuentran en su fase activa del ciclo.

-Grupo 1B: este grupo fue utilizado para estudiar el efecto de la
inflamacion periférica aguda (modelo de LPS) en la expresion
de componentes y receptores del SRA cerebral. Fue formado por
ratones adultos jovenes AT2KO tratados con solucion salina (n
= 7) o con LPS (lipopolisacarido; 5 mg/kg por inyeccion
intraperitoneal; n = 5). Los animales fueron sacrificados 24 h
después para observar la respuesta al estimulo inflamatorio del
LPS en ausencia de receptores AT2.

-Grupo 1C: formado por ratones adultos jovenes AT2KO (n =
5) y WT (n = 4). Los ratones fueron perfundidos y preparados
para técnicas histoldgicas con el fin de investigar una posible
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pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNpc en ausencia del
receptor AT2.

-Grupo 1D: formado por ratones adultos AT2KO y WT (n=21)
y ratas jovenes (n=6) y envejecidas (n=6). Los animales fueron
utilizados para confirmar los resultados obtenidos en
experimentos in vitro (ver mas adelante) en referencia a la
regulacion del receptor AT2 en la expresion del ARNm del
receptor AT1.

Para los estudios bioquimicos (grupos 1A'y 1B), los ratones fueron
sacrificados, los cerebros fueron extraidos, se diseco la region de la
SNpc y se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido v,
posteriormente, almacenada en -80°C. Ademaés, se utilizaron
mitocondrias puras aisladas del cerebro de raton para evaluar la
actividad de la citocromo C oxidasa (COX). Los animales del grupo 1D
se utilizaron para aislar la microglia y neuronas dopaminérgicas de los
cerebros adultos, que se obtuvieron mediante la clasificacion magnética
de lamicroglia (utilizando microperlas anti CD11b) y la microdiseccion
por captura laser, respectivamente.

-Grupo 2: se realizaron experimentos in vitro para estudiar los
mecanismos moleculares implicados en la regulacion de los receptores
AT2 en células microgliales en estado de inflamacién y su implicacion
en la muerte neuronal dopaminérgica (Experimento 1V). Para ello se
emplearon dos subgrupos:

-Grupo 2A: Un primer grupo de experimentos se realizo para
estudiar el papel de la interaccion de los receptores AT1/AT2
microgliales en condiciones de inflamacion microglial. Para
ello, se utilizaron cultivos de microglia primaria y la linea
celular microglial N9, tratados con LPS (10 nM; Sigma) o con
LPS y/o el agonista para el receptor AT2, CGP-42112 (CG, 200
nM; Sigma), o LPS y/o el antagonista del receptor AT1
(ARAII), ZD-7155 (1 uM; Sigma). Los agonistas y/o
antagonistas se administraron 30 minutos antes de afadir el
tratamiento con LPS (n =6, por grupo). Después de 24 horas, se
recogieron las células y/o el medio de cultivo para determinar la
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expresion de ARNm vy proteinas de los receptores AT1y AT2,
la actividad NOX, la liberacion de TNF-o y la actividad de
ROCK. Las dosis utilizadas se seleccionaron en funcion de
estudios anteriores (Borrajo et al., 2014a, 2014b; Dominguez-
Meijide et al., 2017). También se determiné el efecto de la
supresion del receptor AT2 en la expresion del receptor AT1
utilizando microglia primaria de raton AT2KO.

-Grupo 2B: se utilizé para investigar los posibles mecanismos
implicados en la regulacion de la expresion del receptor AT1
mediados por AT2 durante la respuesta inflamatoria microglial
inducida por LPS. Para ello se utilizaron cultivos de microglia
primaria y linea celular microglial N9 tratadas con LPS (10nM)
y/o con el inhibidor del enzima NOS, Nw-Nitro-L-arginina
metil éster clorhidrato (L-NAME, 100 puM, Sigma), o el
inhibidor especifico para el enzima GMPc, 1H-[1,2,4]-
oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ, 10 uM; Sigma), o el
inhibidor especifico del factor de transcripcion Spl,
Mitramicina A (MMA, 400nM; Sigma) o el antagonista del
receptor Mas, A779 (1 uM; Bachem). Algunos cultivos fueron
tratados con LPS o LPS mas CG para estudiar posibles efectos
de la activacion de AT2 en la activacion de los factores de
transcripcion Spl y Sp3. Los distintos inhibidores se
administraron 30 minutos antes de la adicion del tratamiento con
LPS (n = 6, por grupo), y se determiné la expresién del ARNm
y de la proteina del receptor AT1 o la actividad de los factores
de transcripcién Spl o Sp3 24 h después. Las dosis utilizadas en
los experimentos se seleccionaron en la base a estudios
anteriores con L- NAME y A779 (Costa-Besada et al., 2018),
ODQ (Nimmervoll et al., 2009) y MMA (Wang et al., 2014a).

Todos los datos procedentes de los experimentos de cultivos
celulares se obtuvieron de, al menos, tres experimentos independientes
con, al menos, n = 6, por grupo.

-Grupo 3: se realizaron experimentos para estudiar el dimorfismo
sexual en la expresion del receptor AT2 y su influencia en la
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neuroinflamacion 'y generacion de mediadores inflamatorios
(Experimento V). Para ello se realizaron los siguientes subgrupos:

-Grupo 3A: se aislaron células microgliales adultas de cerebros
de ratones WT machos (n = 14), hembras (n = 14) y hembras
ovariectomizadas (OVX) (n = 14) y se usaron para estudiar el
efecto del sexo y de los niveles de estrogeno circulante sobre la
expresion del ARNm del receptor AT2 y de citoquinas anti-
inflamatorias (IL-10) y pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6). Se
usaron dos cerebros de raton para obtener una muestra de células
microgliales. Un segundo grupo de ratones WT machos (n = 8)
y hembras (n = 8) se perfundieron rapidamente con solucion
salina fria, se extrajeron los cerebros y se procesaron para el
aislamiento microglial, como controles para excluir cualquier
contaminacion por células sanguineas circulantes. Se incluyé un
grupo adicional de ratones WT machos (n = 5) y hembras (n =
10) para observar la expresion de ARNm de los receptores AT2
en células microgliales en secciones de tejido cerebral que
contenian la SNpc mediante hibridacion in situ con RNAscope.

-Grupo 3B: se aislaron células microgliales adultas de ratones
macho AT2KO (n = 14), ratones hembra AT2KO (n = 14) y
ratones hembra AT2KO ovariectomizados (n = 14) para evaluar
el efecto de la ausencia del receptor AT2 en las diferencias
relacionadas con el sexo y los niveles de estrogeno circulante en
la expresién de citoquinas pro y anti-inflamatorias.

-Grupo 3C: se aislaron células microgliales adultas de ratones
hembra WT (n = 8) y ratones hembra AT2KO (n = 8) tratados
con LPS (5 mg/kg por inyeccion intraperitoneal) o con salino (n
= 8) y sacrificados 24 h mas tarde para observar la respuesta
inflamatoria periférica aguda en presencia y en ausencia del
receptor AT2, y entre machos y hembras.

-Grupo 3D: se investigaron otros posibles mecanismos
implicados en las diferencias de sexo observadas en la expresion
del receptor AT2 microglial. En un primer experimento, los
ratones WT macho fueron orquiectomizados bilateralmente (n =
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10) para analizar los posibles efectos de las hormonas gonadales
masculinas. En un segundo experimento, las crias WT hembra
(n = 12) se sometieron a masculinizaciéon cerebral mediante
inyecciones subcutaneas de benzoato de estradiol.

3.2.2. Pruebas de comportamiento motor en un modelo de
envejecimiento

Para estudiar la implicacion del receptor AT2 en el
comportamiento motor influenciado por la inflamacion periférica
cronica que cursa el envejecimiento, se realizaron las pruebas de
comportamiento motor: test de actividad locomotora y test de rotarod,
descritas de forma detallada en el apartado anterior 3.1.3.Pruebas de
comportamiento motor del modelo de lesion con a-syn

3.2.3. Inmunohistoquimica de TH y anélisis estereoldgico

El efecto de la ausencia del receptor AT2 sobre la supervivencia de
neuronas dopaminérgicas fue estudiado mediante el analisis
inmunohistoquimico del marcador TH en la regién de la SNpc de
ratones WT y AT2KO, descrito en el apartado 3.1.4.Técnicas de
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia en el modelo de lesién
con a-syn.

3.2.4. Cromatografia de alto rendimiento del sistema
dopaminérgico

Con el fin de estudiar la influencia del receptor AT2 en el sistema
dopaminérgico estriatal, se analizaron los niveles de DA y su metabolito
DOPAC en el estriado de ratones WT y AT2KO mediante la técnica
HPLC descrita en el apartado 3.1.5. Cromatografia de alto rendimiento
para el modelo de lesion de a-Syn.

3.2.5. Microdiseccion por captura laser

La microdiseccion por captura laser de las neuronas de la SN de
raton fue realizada siguiendo el protocolo descrito previamente por
Garrido-Gil et al., (2017), con ligeras modificaciones. Los cerebros
fueron extraidos rapidamente, congelados con nitrégeno liquido vy
almacenados a -80°C. Posteriormente, se cortaron secciones coronales
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con un criostato (Thermo Scientific) a un grosor de 20pm a nivel de la
SN. Dichas secciones se montaron en un portaobjetos de vidrio y fueron
teflidas con un protocolo acortado para rojo neutro al 1% en agua
DEPC, durante 2 minutos en frio. Finalmente, las secciones de tejido
fueron deshidratadas con concentraciones crecientes de etanol y se les
realizd la microdiseccién por captura laser usando el sistema PALM
MicroBeam (Zeiss) controlado por el software Robo PALM.

Las neuronas dopaminérgicas de la SN se visualizaron bajo
microscopia de campo brillante con un aumento de 40x con la ayuda de
una camara AxioCam Icc (Zeiss). Se seleccionaron grupos de células
(1000 neuronas por animal) usando el software correspondiente, y
luego se cortaron y catapultaron mediante pulsos de laser a una tapa de
microtubo adhesivo (Zeiss). Los grupos de células se lisaron
inmediatamente durante 30 minutos a temperatura ambiente en un
tampon de lisis (RNesy Microkit, Qiagen) y se almacenaron a -80°C
hasta la posterior extraccion de ARNm.

3.2.6. Aislamiento de mitocondrias cerebrales y analisis de la
actividad del citocromo c oxidasa

En homogenados cerebrales de ratones WT y AT2KO jovenes (2
meses), adultos (12 meses) y envejecidos (18 meses) se midio la
actividad del complejo 1V de la cadena respiratoria mitocondrial (COX
IVV) como marcador de la funcién mitocondrial y la produccién de ROS,
ya que la disfuncién mitocondrial (es decir, la disminucion de la
actividad del complejo 1V) se ha asociado con el estrés oxidativo
observado durante el envejecimiento (Payne y Chinnery, 2015). En
primer lugar, se aislaron las mitocondrias cerebrales. Para ello el tejido
cerebral se lavo en buffer de aislamiento frio (0,32 M de sacarosa, 1
mMy 10 mM de TRIS; pH 7,4), se diseccion0 en trozos pequefios y se
transfiridé a un homogeneizador Dounce con solucion Percoll al 12%. A
continuacion, se homogeneizo el tejido en un mortero de vidrio, se
colocé sobre un gradiente de Percoll y se ultracentrifugé a 30.700g
durante 5 minutos a 4 °C. La fraccion mitocondrial enriquecida (entre
las capas de 26% y 40% de Percoll), se retird cuidadosamente, se lavo
con buffer de aislamiento y se centrifugo a 16.700g durante 10 minutos
a4 °C. El pellet mitocondrial puro se resuspendi6 suavemente en buffer
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de aislamiento y se concentré mediante centrifugacion a 7300g durante
10 min a 4 °C. Finalmente, se determind el contenido proteico en las
mitocondrias aisladas utilizando el kit Pierce BCA Protein Assay
(Thermo Scientific).

La actividad de COX se midio utilizando el ensayo de actividad de
mitocondrias, segun las especificaciones del fabricante (KC310100;
Biochain). Para el ensayo se utilizaron 10 pg de proteina de mitocondria
aislada con 0,1% de ditiotreitol. Se afiadio ferrocitocromo c, un sustrato
de la COX, a cada muestra y se leyd inmediatamente la absorbancia a
550 nm durante 55 segundos. La actividad de COX (unidad/ml) de cada
muestra se estimd a partir de la disminucion de la absorbancia debida a
la oxidacion enzimatica del ferrocitocromo c a ferricintocromo c.

3.2.7. Andlisis de proteinas mediante western blot

Los cambios de expresion proteica de diferentes componentes y
receptores del SRA fueron analizados por la técnica de WB. Las
fracciones de tejido pertenecientes a la SN se homogenizaron con ayuda
de un politron en un tampon de radioinmunoprecipitacion que contenia
inhibidores de  proteasas (P8340, Sigma), fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (P7626, Sigma) e inhibidores de fosfatasa (P5726,
Sigma). EI homogenado resultante se centrifugd 20 minutos a 12.000 g
y se recogio el sobrenadante.

Las concentraciones de proteina se determinaron mediante el
ensayo BCA (Pierce 23225). Las muestras se diluyeron en buffer de
radioinmunoprecipitacion y tampon de carga, se desnaturalizaron con
un choque térmico, calentadndolas durante 4 minutos a 95°C y se
procedio a la separacion de las proteinas utilizando una electroforesis
discontinua con geles de poliacrilamida Bis-Tris al 8%-12%. A
continuacion, se realizo la transferencia de las proteinas desde el gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa. Finalmente, las
membranas se incubaron con una solucion de blogueo (leche al 10%)
durante una hora a temperatura ambiente y, a continuacion, se
incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario
correspondiente. Los niveles proteicos de ANG y de los receptores AT1
y Mas fueron analizados en homogenados de cerebros de ratones WT y
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AT2KO utilizando los anticuerpos primarios correspondientes: ANG
(1:200, sc-7419), receptor AT1 (1:200, sc-31181, SantaCruz), receptor
Mas (1:1000, AAR-013, Alomone labs). La expresion proteica del
receptor AT1 también fue analizada en los diferentes tratamientos de
las células microgliales N9 utilizando el mismo anticuerpo AT1 (1:200,
sc-31181, SantaCruz Biotechnology). Para el revelado se utilizaron los
anticuerpos secundarios HRP anti-conejo IgG (1:5000, sc-2004,
SantaCruz Biotechnology) y anti-cabra 1gG (1:3000, sc-2020,
SantaCruz Biotechnology). Finalmente, las membranas fueron
incubadas con el control de carga GADPH (1:25.000, G9545, Sigma).
El nivel de expresion de las proteinas se cuantifico por densitometria de
cada una de las bandas usando el software Quantity One y se expresd
en relacion con el valor de la banda control de GAPDH. Los datos se
normalizaron con respecto a los valores del grupo control de la misma
membrana (es decir, se expresaron en relacion con el valor obtenido
para el grupo control, 100%) y se expresaron como medias = SEM.

3.2.8. Extraccion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR

La expresion del ARNm de los componentes y receptores del SRA
(ANG, receptores AT1, AT2, Mas), del sistema dopaminérgico
(receptores D1, D2) y de diferentes mediadores de inflamacion (IL-1p,
IL-6, NFkp, p47 phox) fueron analizados mediante RT-PCR y Q-PCR
previamente descrita 3.1.7. Extraccién de ARN, RT-PCR y Q-PCR del
modelo de lesion con a-syn utilizando la secuencia de cebadores
correspondiente (Tabla 4).

3.2.9. Modelos in vitro
3.2.9.1.Cultivos primarios de microglia

Los cultivos primarios de microglia se realizaron a partir de
cerebros de neonatos P1-P3 de ratas Sprague-Dawley o de ratones WT
0 AT2KO. Para cada experimento se utilizaron un minimo de 20
neonatos. Los cerebros se extrajeron en condiciones de esterilidad bajo
la Ilama de un mechero bunsen e inmediatamente después se lavaron en
una solucion fria (4°C) de glucosalino y penicilina/estreptomicina al
1%. Seguidamente, con la ayuda de un bisturi, se eliminaron las
meninges, plexos coroides y los restos de medula espinal. A
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continuacion, en el interior de una campana de flujo laminar, se llevé a
cabo la disociacién mecanica con un bisturi y se realizo la filtracion de
los fragmentos mediante un filtro de nylon de tamafio de poro de 100
um (Falcon). La suspension celular obtenida se centrifugd a
temperatura ambiente durante 10 minutos a 2.000 rpm y se elimind el
sobrenadante. El pellet celular se resuspendié en el volumen de medio
requerido para cada experimento (10 ml de medio por cerebro aislado)
y fue sembrado en frascos de 75 cm? (BD Falcon, 2,5x107
células/frasco). La siembra se realiz6 con medio de cultivo DMEM
completado con 10% suero fetal bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina (Sigma) y 1% de anfotericina B (Sigma). Las
celulas en cultivo se mantuvieron en una incubador a 37°C, 5% de CO-
y humedad al 95% hasta que llegaron a su maxima confluencia
(aproximadamente 12-15 dias). EI primer cambio de medio se realizo
cuatro dias después de la siembra inicial y, posteriormente, se cambi6
cada cuatro dias. Una vez llegaron a la maxima confluencia, los frascos
se agitaron durante 4 horas a 180 rpm en una incubador a 37°C, 5% de
CO2 y humedad al 95%, con el objetivo de extraer la microglia. Tras la
agitacion, se recogio el medio de cultivo, se centrifugd a 2.000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente y el pellet obtenido se
resuspendié en medio de cultivo al volumen de siembra requerido. La
cuantificacion de células viables se realiz6 en una cdmara de Neubauher
sobre una suspension en azul de tripano. Las células microgliales fueron
sembradas en placas de 35mm (Falcon) tratadas con poli-L-lisina
(Sigma; 10mg/ml) a una concentracion aproximada de 1x10°
células/ml. Una hora después de la siembra se cambi6 el medio, para
eliminar las células no adheridas y, finalmente, los cultivos fueron
mantenidos en condiciones de cultivo 24 horas antes de realizar el
ensayo, para evitar el estado activado de las células microgliales tras la
agitacion. Mediante esta técnica de aislamiento se consigue una pureza
de células positivas para el marcador microglial OX-42 de mas del 95%
(Dominguez-Meijide et al., 2017).

3.2.9.2.Linea celular microglial (N9)

La linea microglial murina N9 fue proporcionada por la Dra.
Paola Ricciardi-Castagnoli (Red de Inmunologia de Singapur, Agencia
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de Ciencia, Tecnologia e Investigacion, Singapur). Las células se
mantuvieron en condiciones de cultivo en una incubador a 37°C, 5% de
CO2 y humedad al 95%, y se cultivaron en medio de Roswell Park
Memorial Institute (RPMI 1640; Invitrogen) completado con 10% de
suero fetal bovino, 2mM de L-glutamina (Sigma) y un 1% de
penicilina/estreptomicina. Para realizar los ensayos las células se
cuantificaron y se sembraron a una densidad de 0,5x10° células/pocillo
en placas de 12 pocillos (Falcon).

3.2.10. Andlisis de inflamacién por actividad enzimética y
ELISA en células microgliales

Para estudiar la inflamacion mediada por los receptores de
angiotensina en las células microgliales (cultivos primarios de
microglia y linea celular N9) se cuantificaron los niveles de actividad
enzimatica NOX y ROCK, asi como los niveles de expresion de TNF-
o mediante kit ELISA.

-Actividad enzimatica de NOX: se midid6 mediante
quimioluminiscencia potenciada por lucigenina en un lector de
placas multipocillo Infinite M200 (TECAN). Las células o el
tejido fueron homogenizados en un tampén de lisis (10 mol/L
de KzHPOQ4, 10 mol/L fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 0.2%
Triton X-100) y centrifugados a 12.000g durante 30 minutos a
4°C. A continuacion, se recogieron los sobrenadantes y se les
analiz6 la concentracion de proteina con un kit de ensayo de
proteinas BCA de Pierce (Thermo Scientific, Fremont, CA). La
actividad de NOX se midio en los sobrenadantes en presencia
de su sustrato NADPH (10 mol/L; Sigma) y lucigenina (5x10-
® mol/L; Sigma). La reaccion se realizo con 10-20ul de células
0 tejido homogenizado que contenia entre 20-50g de proteina
(Griendling et al., 2000; Hong et al, 2006). La
quimioluminiscencia se expresé como unidades de luz relativas
(ULR/mg de proteina x min).

-Actividad enzimatica de ROCK: la actividad de ROCK se
midié con un kit de ensayo de actividad de ROCK (STA-416;
Cell Biolabs, San Diego, CA) segun las instrucciones del
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fabricante. En funcionamiento de este kit se basa en un
inmunoensayo enzimatico desarrollado para la deteccion de la
fosforilacion especifica de la subunidad 1 de la miosina
fosfatasa en Thr696 mediada por el enzima ROCK. Las células
primarias de microglia y N9 se homogeneizaron en un buffer de
lisis (50 mM Tris-HCI pH7’5, 150 mM NaCl, 1 mM 2-
glicerofosfato, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA Yy
1 mM NazVOs) que contenia un coctel de inhibidores de
proteasas (P8340; Sigma). A continuacion, se midio la
concentracion de proteinas en los extractos con un kit de ensayo
de proteinas BCA de Pierce (Thermo Scientific, Fremont, CA).
La reaccion se realizd con una cantidad final de proteina de 5
pg/pocillo y la fosforilacion se evalué midiendo la absorbancia
a 450 nm en un lector de placas multipocillo Infinite M200
(TECAN).

-Determinacion de TNF-a: los niveles de TNF-a liberados al
medio en los cultivos celulares de microglia (microglia primaria
y linea celular microglial N9) fueron determinados mediante Kit
ELISA (TNF-o de rata de Diaclone 865.000.96, Gen-Probe
Diaclone SAS, Besangon, Francia) siguiendo las instrucciones
del fabricante y usando un lector de placas multipocillo Infinite
M200 (TECAN). El contenido de TNF-a se obtuvo en pg/mL de
proteina y se expres6 como porcentaje del contenido en las
muestras del grupo de control.

3.2.11. Andlisis de factores de transcripcion en células
microgliales

La activacion de los factores de transcripcion Spl y Sp3,
implicados en la regulacion de la expresion del receptor AT1, en células
de microglia primaria se realiz6 con un kit TransAM (Active Motif,
Carlsland) basado en un ensayo inmunoenzimatico de union al ADN.
Se incubaron 10pug/pocillo de extracto nuclear aislado de los cultivos
celulares siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, se
midié la absorbancia a 450 nm en un lector de placas multipocillo
Infinite M200 (TECAN).
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3.2.12. Modelo de supresion de hormonas sexuales en raton y
modelo de masculinizacion cerebral

Para estudiar la posible implicacion de las hormonas sexuales
adultas en la expresion del receptor AT2 microglial, se realizaron
modelos de supresion de hormonas sexuales en ratones macho vy
hembra:

-Los ratones macho se orquiectomizaron bilateralmente a través
de una pequefia incisién escrotal. Para ello, inicialmente, se
anestesio a los animales, se les inmovilizo, se les rasurd y se les
desinfectd. Una vez hecho esto, se expusieron los testiculos y
el epididimo. A continuacion, se coloco una ligadura de seda
estéril alrededor de la zona caudal del cordon espermatico, se
extrajeron los testiculos y el epididimo, y el tejido restante se
devolvio a las bolsas testiculares. Finalmente, se cerrd la pared
muscular con puntos y la piel con grapas. En los animales
control se abrid el saco escrotal sin extraer los testiculos.
Finalmente, se permitid que los animales se recuperaran durante
2 semanas antes del estudio (Jia et al., 2020).

-La ovariectomia es el modelo de menopausia mas utilizado en
la investigacion y se puede realizar con diversos procedimientos
quirdrgicos. En el presente estudio, el modelo de ovariectomia
se realizé con una doble incision dorsolateral, la cual permite un
facil acceso a los ovarios de ratdn y una rpida recuperacion
postoperatoria (Souza et al., 2019). Para realizar la cirugia los
animales fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal
de una combinacion de ketamina (50mg/kg) / medetomidina
(0,4mg/kg) vy se les realizé una incision dorsolateral en el lado
derecho e izquierdo. A continuacion, se separo la musculaturay
se extrajo la grasa ovarica. Con un hilo estéril se realizaron dos
nudos para delimitar el area a retirar y finalmente se retiraron
los ovarios de cada lado del animal. Finalmente, se permitié que
los animales se recuperaran durante 4 semanas antes del estudio.

Para estudiar la posible implicacion de las hormonas sexuales
femeninas en la expresion del receptor AT2 microglial durante el
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desarrollo, se realiz6 la masculinizacién cerebral mediante inyecciones
subcutaneas de 5 mg de benzoato de 17p-estradiol (E8515, Sigma)
disueltos en 50 ml de aceite de girasol estéril. Se inyectaron en crias de
WT machos y hembras los dias P2, P5 y P8 (Villa et al., 2018). La
eficacia de la intervencién se prob6 mediante la evaluacion
microscopica de los tipos de células presentes en los frotis vaginales,
un procedimiento comdn utilizado para documentar las etapas del ciclo
estral (Cora et al., 2015). Finalmente, se observd que las hembras
masculinizadas no pudieron ciclar a las 8 semanas de edad, y se
procedio al aislamiento de microglia para su posterior analisis.

3.2.13. Aislamiento de microglia adulta

Las células microgliales de cerebros adultos de raton fueron
extraidas para el estudio de la expresion de los receptores AT1y AT2
y mediadores inflamatorios.

Tras el sacrificio de los animales, los cerebros fueron extraidos
rapidamente, se lavaron en medio de cultivo libre de suero (DMEM
/F12 con penicilina / estreptomicina y glucosa) y se disociaron con un
bisturi en una placa Petri helada. Cada hemisferio cerebral disociado se
transfirié a un homogeneizador Dounce de 10 ml que contenia la mezcla
enzimatica: 5 ml de una solucion DMEM / F12 con HEPES 12,5 mM y
NaCl 37,5 mM que contenia 1 mg / ml de papaina, 6U / ml de dispasa
y 20U / ml de DNasa. Se tritur6 con 12 pasadas usando el
homogenizador en frio. Posteriormente, el tejido homogeneizado se
incubd a 37 ° C, durante 30 min. Después de la digestion enzimatica, la
suspension celular se lavo con 10 ml de solucién salina equilibrada de
Hanks (HBSS) fria y se filtré (con un tamafio de poro de 100 pm).
Seguidamente, la suspension celular se centrifug6 durante 5 min a 300g
a 4°C, y el pellet resultante fue resuspendido en 8 ml de Percoll al 35%
a temperatura ambiente y se transfirid a un tubo Falcon limpio. A cada
muestra se afiadieron 5 ml de HBSS y se dej6 reposar durante 5 min en
hielo. Las muestras fueron nuevamente centrifugadas durante 20 min a
800g y a 4°C sin freno. Se aspiro el sobrenadante, incluida la capa de
mielina, el pellet se resuspendié en HBSS y se filtr6 (tamarfio de poro
de 30um). De nuevo, la suspension celular se centrifugdé 5 min a 400g
y a 4°C, se resuspendid en 90 pl de tampon de separacion (solucion de
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PBS con albimina de suero bovino al 0,5% y EDTA 2 mM) y se
transfirio a un tubo Falcon. Posteriormente, las muestras se incubaron
con el anticuerpo anti-CD11b unido a microesferas magnéticas (10 pl;
130-093-634, MACS Miltenyi Biotec) durante 15 min a 4°C con
agitacion suave. La suspension celular se lavé para eliminar las
microesferas no unidas, se resuspendié en 500 ul de tampon de
separacion y se dispuso en columnas MS (130-042-210, MACS
Miltenyi Biotec), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Finalmente, la microglia purificada de dos cerebros se reuni6 en una
Unica muestra. Las células de microglia se lavaron, se resuspendieron
en tampon de lisis (RNeasy Microkit, Qiagen) y se almacenaron a -80°C
hasta su posterior extraccion de ARN.

3.2.14. Técnica de hibridacion in situ RNAscope en microglia
adulta

La expresion del receptor AT2 en microglia adulta de la region de
la SNpc en ratones macho y hembra se estudidé a nivel de célula
individual mediante la técnica de hibridacion in situ RNAscope.

La tecnologia de RNAscope permite la visualizacién de una sola
molécula de ARNm en células individuales, tanto en tejido como en
cultivo celular. El funcionamiento de esta técnica se basa en una
hibridacidn in situ, utilizando sondas especificas del marcador a las que
se unen fluoroforos para su deteccion. La principal ventaja de la técnica
se debe al disefio altamente especifico de las sondas y a que contiene
un sistema de amplificacion de sefial y supresion del fondo incorporado,
idéneo para detectar transcritos de baja expresion. Esta tecnologia ha
sido desarrollada y patentada por la casa comercial Advanced Cell
Diagnostic Inc. (ACD, Newark, CA).

A)) RNAscope Multiplex: esta técnica se realiz6 en cortes de
tejido fresco de raton adulto (machos y hembras), a nivel del
mesencéfalo (SNpc). Para ello, se diseccionaron los cerebros y se
sumergieron directamente en crio-montaje OCT (compuesto de
temperatura de corte éptima, del inglés optimal cutting temperature
compound). Inmediatamente, se congelaron con isopentano y hielo seco
y se mantuvieron a -80°C hasta el corte de las secciones. Las secciones
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coronales se obtuvieron utilizando un criostato (Thermo Scientific) con
un grosor de 15 um, se montaron en portaobjetos de vidrio (SuperFrost
Plus, Thermo Scientific) y se almacenaron en -80°C hasta su uso. La
obtencion y corte de tejido se realizo en condiciones libres de enzimas
ARNasa.

El ensayo RNAscope Multiplex se realizé siguiendo las
instrucciones del fabricante, utilizando el kit de reactivos RNAscope®
Fluorescent Multiplex Reagent (320293-USM; ACD): las secciones de
tejido cerebral se fijaron durante 30 min a 4°C en paraformaldehido al
4%, se deshidrataron pasandolas por etanol en concentraciones
crecientes (al 50%, 70% y 100%) durante 5 min y se incubaron con un
pre-tratamiento con proteasa 1V (322340, ACD) durante 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, las secciones se incubaron en el
horno ACD HybEZTM 11 (321720, ACD) a 40°C, durante 2 h con las
siguientes sondas diana para raton:

-ARNmM del receptor de angiotensina Il tipo 2 (Agtr2) para la
especie Mus musculus (namero de acceso NM_007429.5, region
diana 397-1697).

-ARNmM de la subunidad de integridad Alpha M, variante de
transcripcion 1 (Itgam) para la especie Mus musculus (nimero
de acceso NM_001082960.1, region objetivo 538-1528).
Utilizado como marcador de célula microglial.

Para verificar la especificidad de las sondas y el rendimiento de
la técnica se utilizaron los siguientes controles: RNAscope 3-
plex Negative Control Probe_Mm (320871, ACD), como
control negativo; 3plex Positive Control Probe_Mm (320881,
ACD) como control positivo.

Tras la hibridacion, las secciones se incubaron secuencialmente en
el horno ACD HybEZTM Il a 40°C con reactivos de amplificacion
(todos pertenecientes al kit de reactivos de deteccion, 320851, ACD):
AMP-1 durante 30 min, AMP-2 durante 15 min, AMP-3 durante 30 min
y AMP-4C durante 15 min, que asignaron los diferentes fluoréforos a
cada canal: Atto 555 (para Agtr2) y Atto 647 (para Itgam). Finalmente,
las secciones se incubaron con DAPI (320858) durante 30 segundos a
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temperatura ambiente y se cubrieron inmediatamente con medio de
montaje  Fluoromount-G ™  (00-4958-02, Invitrogen). Las
preparaciones se mantuvieron a -20°C hasta su visualizacion por
microscopia de barrido laser.

B.) RNAscope combinado con Inmunofluorescencia: esta
técnica se realizd en cortes de tejido perfundido de raton adulto hembra.
Para ello, los animales fueron perfundidos transcardialmente con salino
al 0,9% y luego con paraformaldehido frio al 4% en solucion salina
tamponada con fosfato 0,1 M, pH 7,4. Los cerebros se extrajeron, se
lavaron y se crioprotegieron en el mismo tampdn que contenia sacarosa
al 20% durante 24h a 4°C. A continuacion, se embebieron en OCT, se
congelaron con isopentano-nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.
Luego, se cortaron secciones coronales (15 um de espesor) que
contenian la SN a -20°C con un criostato (Thermo Scientific), fueron
montadas en portaobjetos de vidrio (SuperFros Plus de adhesion de
polisina Epredia™, Thermo Fisher Scientific) y se almacenaron a -80°
C hasta su uso.

El ensayo de RNAscope se realizo utilizando el kit de fluorescencia
roja RNAscope® Technology 2.5 para tejido fijado segun las
instrucciones del fabricante (Advanced Cell Diagnostics (ACD)
Hayward, CA), con algunas modificaciones (Villapol et al., 2017;
LanFranco et al., 2017). Las secciones se incubaron en el horno ACD
HybEZTM |1 durante 30 min a 60°C, se incubaron con peroxido de
hidrégeno (322335, ACD) durante 10 min a temperatura ambiente,
fueron hervidas con RNAscope Target Retrieval (322001, ACD)
durante 5 minutos y lavadas en etanol al 100%. Finalmente, las
secciones se incubaron con Protease Plus (322331, ACD) durante 30
min a 40°C. La hibridacion in situ se realizé en el horno ACD
HybEZTM 11 (321720, AC) a 40 ° C durante 2 h utilizando ARNm del
receptor de angiotensina Il tipo 2 (Agtr2) para Mus musculus (nimero
de acceso NM_007429.5, region objetivo 397-1697; 403991-Cl1,
ACD). Tras la hibridacion, las secciones se incubaron secuencialmente
en el horno ACD HybEZTM Il a 40°C con reactivos de amplificacion
(kit Detection Reagent-RED, 322360, ACD): AMP-1 durante 30 min,
AMP-2 durante 15 min, AMP-3 durante 30 minutos, AMP-4 durante 15
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minutos, AMP-5 durante 30 minutos y AMP-6 durante 15 minutos.
Finalmente, las secciones de cerebro se incubaron con Red-B diluido
en Red-A (1:60) durante 10 min a temperatura ambiente, asignando el
fluorororo rojo lejano (FAR RED; excitacion 647 nm; emisién 690 nm)
a las moléculas de ARNm del receptor AT2.

Tras el ensayo de RNAscope, se comenzd con el protocolo de
inmunofluorescencia para el marcaje de la microglia. Para ello, las
secciones se bloguearon con PBS-Tween y suero de burro normal al 5%
(Sigma) durante 1 hora. La inmunofluorescencia se realizé utilizando
un anticuerpo policlonal anti-conejo Iba-1 (019-19741, Wako; 1:100),
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se incubaron con
anticuerpo anti-conejo de burro conjugado con Alexa fluor 488 durante
2h a temperatura ambiente. Finalmente, las secciones de tejido se
incubaron con DAPI (320858, ACD), durante 30 minutos a temperatura
ambiente y se cubrieron inmediatamente con medio de montaje
Fluoromount-G ™ (00-4958-02, Invitrogen). Las preparaciones se
mantuvieron a -20°C hasta su visualizacion por microscopia de barrido
laser.

Las imagenes de las sefiales fluorescentes de la hibridacion in situ
por RNAscope se obtuvieron con objetivo de 40x en un microscopio
confocal de escaneo laser (Leica TCS SP8) y se procesaron para
mejorar el contraste y el brillo con Photoshop (CS5, Adobe). La
hibridacion se cuantific en seis campos (con un objetivo de 40x, en un
area de 0,15 mm?) dentro de la SNpc de cinco ratones por grupo. Se
contdé manualmente el nimero de células positivas para ARNm de AT2
que se co-localizaron con células positivas para ARNm de CD11b
(Itgam) y DAPI. Las imagenes se analizaron con el software LAS X
Life Science y se cuantificaron con el software ImageJ64.
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3.3.RECEPTORES DE ANGIOTENSINA EN INFLAMACION
PERIFERICA CRONICA DE SINDROME METABOLICO.
IMPLICACION EN LA NEURODEGENERACION
DOPAMINERGICA

3.3.1. Disefo experimental

En el presente apartado de la tesis se realizaron los siguientes
experimentos in vivo con ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (2-3
meses de edad) para estudiar el papel de los receptores del SRA cerebral
en modelos de inflamacidon periférica cronica del MetS, y su posible
implicacion en la neurodegeneracion dopaminérgica (Objetivo 3). Para
ello se utilizaron los siguientes animales distribuidos de forma aleatoria
en los grupos experimentales (ANEXO I, Tabla I11):

-Grupo A: para estudiar la implicacion de la inflamacion periférica
cronica del MetS (obesidad, aumento de la presion arterial e
hiperglucemia) en los componentes y receptores del SRA cerebral,
inflamacion y muerte neuronal dopaminérgica (Experimento VI). Se
utilizaron los siguientes grupos experimentales:

-Grupo Al: formado por ratas control (n = 6) y ratas con MetS
(n =6). Este grupo fue utilizado para la caracterizacion del
modelo de MetS inducido por una dieta alta en grasa durante 18
semanas, mediante cuantificacion de peso, presion arterial y
niveles séricos de triglicéridos, colesterol y glucosa.
Transcurridas 18 semanas, el LCR y suero fueron extraidos para
el andlisis de AT1-AA, ACE2-AA, mediadores pro-
inflamatorios y 27-hidroxicolesterol (27-OHC).

-Grupo A2: formado por ratas control (n = 12), ratas con MetS
(n =12) y ratas con MetS tratadas con el bloqueante del receptor
AT1, candesartan (n = 12). El candesartan se administro por via
oral (1 mg/kg/dia durante al menos 2 semanas; entre las 9:00-
10:00h de cada dia) mezclado con crema de avellanas “Nocilla”
(Nutrexpa, Barcelona, Espafia), tras 18 semanas de dieta alta en
grasa. A los animales no tratados con candesartan, se les
administré unicamente crema de avellanas “Nocilla”. La mitad
de los animales de cada grupo fue utilizada para analizar los
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componentes 'y receptores del SRA, mediadores pro-
inflamatorios y marcadores de estrés oxidativo en cerebro,
mientras que la otra mitad de los grupos fue utilizada para el
analisis de permeabilidad de la BHE. El peso, el suero y la
medicién de la presion arterial (antes del tratamiento con
candesartan) de los animales de este grupo, se utilizaron ademas,
para aumentar el tamafio muestral para la caracterizacion del
modelo de MetS (Grupo Al).

-Grupo A3: se utilizo para estudiar la implicacion del MetS en
la progresion de la muerte neuronal dopaminérgica. Estaba
compuesto por ratas control (n = 5), ratas lesionadas con 6-
OHDA (n = 5), ratas con MetS y lesionadas con 6-OHDA (n =
5) y ratas con MetS, lesionadas con 6-OHDA vy tratadas con el
bloqueante del receptor AT1, candesartdn (n = 5). Tras 18
semanas de dieta alta en grasa los animales fueron lesionados
mediante inyeccion estereotaxica de la neurotoxina 6-OHDA.
El candesartan fue administrado desde una semana antes de la
lesion estereotaxica (1 mg/kg/dia) hasta el sacrificio (4 semanas
después de la lesion con la neurotoxina). Finalmente, los
animales fueron sacrificados y el cerebro fue procesado para los
estudios  inmunohistoquimicos de  muerte  neuronal
dopaminérgica.

-Grupo B: destinado a estudiar la implicacién de los AT1-AA en

la expresion de los componentes y receptores del SRA cerebral,
respuesta inflamatoria microglial y muerte neuronal dopaminérgica
(Experimento VII). Para ello se utilizaron los siguientes grupos
experimentales:
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-Grupo B1: formado por ratas control (n = 6), ratas con
administracion intraperitoneal de 0,25 pg/ul de AT1-AA
humanos (n = 6), ratas con administracion de 0,15 pg/ul de
AT1-AA humanos (n = 12). Se destind a caracterizar el efecto
en la presion arterial y los niveles de IgG humanos en LCR y
suero durante 1 y 2 semanas después de la administracion de
autoanticuerpos.
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-Grupo B2: formado por ratas control (n = 5), ratas con
administracion intraperitoneal de AT1-AA (0.15 pg/pl, n=5)y
ratas con administracion de AT1-AA vy tratadas con el
bloqueante del receptor AT1 candesartan, (1 mg/Kg/dia durante
al menos 2 semanas; administrados entre las 9:00-10:00h de
cada dia). Quince dias después de la administracion de AT1-
AA, los animales fueron sacrificados y utilizados para analizar
los componentes y receptores del SRA, mediadores pro-
inflamatorios y marcadores de estrés oxidativo a nivel de la
SNpc.

-Grupo B3: destinado a estudiar la implicacion de los AT1-AA
en la progresién de la muerte neuronal dopaminérgica se
utilizaron ratas control (n = 6), ratas lesionadas con AAV9-a-
syn-A53T (n = 6), ratas infundidas con AT1-AA y lesionadas
con AAV9-a-syn-A53T (n = 6) y ratas-lesionadas con AAV9-
a-syn-A53T, infundidas con AT1-AA y tratadas con el
bloqueante del receptor AT1, candesarttn (n = 6). La
administracion de los AT1-AA se realizd mediante la
implantacion intraperitoneal de mini-bombas osmoticas
(modelo x, Alzet) que contenian 200 pl de una disolucién de
AT1-AA con una concentracién de 0,15 pg/upl, durante 6
semanas (1 semana antes de la inyeccién con AAV9-a-syn-
A53T). El tratamiento con candesartan (1mg/kg/dia) se inicio 1
semana antes de la administracion de AT1-AA y se continud
hasta el momento del sacrificio (4 semanas después de la lesion
con AAV9-a-syn-A53T) tras el cual el cerebro fue procesado
para los estudios inmunohistoquimicos de muerte neuronal
dopaminérgica e inflamacion microglial.

3.3.2. Desarrollo de un modelo de sindrome metabdlico en
rata

El desarrollo de un modelo de MetS (obesidad, aumento de la
presion arterial e hiperglucemia) se realizo en ratas macho de 150-200g
que recibieron ad libitum una dieta alta en grasa (D18042603; Research
Diets, U.S.A.) durante un periodo de 18 semanas. La incorporacion de
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esta dieta en edad temprana facilita y homogeniza el desarrollo del
MetS entre los diferentes individuos (Sharmay Taliyan, 2018).

Mensualmente, a los animales se les extrajo sangre por la vena
lateral de la cola, que fue utilizada para la determinacién de los niveles
séricos de triglicéridos, colesterol y glucosa utilizando kits enziméticos
colorimétricos comerciales (1001093; 1001314; 1001191; Spinreact,
Espafia, respectivamente), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Ademas, a los animales se les hizo un seguimiento mensual del aumento
de peso y medicion de la presion arterial utilizando un sistema de
presion no invasiva MRBP (IITC Life Science, California, EE.UU.).

3.3.3. Modelo de lesion con 6-OHDA en ratas con sindrome
metabdlico

El estudio de la implicacion de la inflamacion periférica inducida
por MetS en la progresion de la muerte neuronal dopaminérgica se
realiz6 en un modelo animal de EP basado en la inyeccion estereotaxica
de la neurotoxina 6-OHDA.

En primer lugar, a los animales se les indujo MetS mediante la
administracion de una dieta alta en grasa durante 18 semanas. Una vez
desarrollado el MetS, se les inyectd, unilateralmente por estereotaxia,
la neurotoxina 6-OHDA en el estriado derecho.

Para realizar la cirugia, los animales fueron anestesiados con una
inyeccion intraperitoneal de una combinacion de ketamina (50mg/kg) /
medetomidina (0,4mg/kg) y fueron colocados en el aparato de
estereotaxia (Kopf Instruments) con la barra dental a -3,3mm. Con un
bisturi se realizd una incisién en la linea media y se calcularon las
coordenadas craneométricas en base al bregma correspondientes al ST
derecho: 1,0mm anterior, 3mm lateral a la linea media y 5,5mm ventral
a la duramadre (Paxinos y Watson, 1986).

A continuacion, se trepan0 el craneo para inyectar 7,5ug de 6-
OHDA disueltos en 3ul de solucion salina estéril con 0,2% de acido
ascorbico (Sigma, EE.UU.). La solucidn se inyect6 usando una jeringa
Hamilton de 10ul acoplada a un inyector monitorizado (Stoeling), a una
velocidad de 0,5ul/min y la aguja se mantuvo in situ 5 minutos, una vez
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realizada la inyeccion, a fin de evitar el reflujo de la toxina. A los
animales utilizados como control salino, se les realizd la misma cirugia
inyectando Unicamente solucion salina. Transcurridas 4 semanas tras
lesion, los animales fueron sacrificados.

3.3.4. Modelo de infusién sistémica de AT1-AA humanos en
rata

Los AT1-AA humanos se obtuvieron de muestras de suero de
mujeres embarazadas que sufrieron preeclampsia. Estas mujeres eran
pacientes del Servicio de Obstetricia del Complejo hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela, todas fueron informadas del
propdsito y protocolo del estudio y firmaron un consentimiento
informado. Este estudio obtuvo la aprobacion del Comité Etico de
Investigacion en Medicamentos de Galicia (CEIm-G), protocolo
2017/618, y la investigacion se llevé a cabo de acuerdo con los
principios de la Declaracion de Helsinki.

El aislamiento de AT1-AA de suero humano se realizd mediante
cromatografia de afinidad y se cuantifico utilizando ELISA (LaMarca
et al.,, 2011). Un ml de suero fue pasado por una columna de
purificacion para IgG, y se obtuvo la fraccion de 1gG especificade AT1-
AA mediante la unién del epitopo a la secuencia correspondiente del
segundo bucle extracelular del receptor AT1 (SC1208; sintesis quimica
de péptidos) unido covalentemente al gel activado por Sepharose 4B
CNBr (GE17-0430- 01; Sigma-Aldrich). La fraccion de 1gG no unida
se elimino por lavado y la 1gG unida (AT1-AA) se eluyd con tampon
de glicina 200 mM. La fraccion de 1gG eluida se mantuvo en tampén
de neutralizacion (3M TRIS-HCI y 3M KCI). Finalmente, la
concentracion final de AT1-AA se cuantificd en un espectrofotometro
Nanodrop 252 (Thermo Fisher Scientific).

Para la infusion de AT1-AA humanos en rata se utilizaron
minibombas osmoticas (Alzet Model 2002, Durect Corp, Cupertino,
CA), que se prepararon con 200ul de AT1-AA diluidos
(concentraciones; 0,15ug/pl 6 0,25ug/ul) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Posteriormente, las minibombas se insertaron por via
intraperitoneal, en ratas anestesiadas como se describi6 anteriormente
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(Cunningham et al., 2016). La administracion intraperitoneal mediante
el empleo de minibombas, permite la infusion continua y constante de
AT1-AA durante dos semanas.

La dosis de 0,15 pg/ul se calculd inicialmente como la dosis mas
baja que inducia un ligero, pero significativo aumento, de la presion
arterial, lo que demostraba la funcionalidad de los AT1-AA purificados.

3.3.5. Modelo de lesion con AAV9-a-syn-A53T en ratas con
infusion de AT1-AA humanos

El estudio de la implicacion de la infusion sistémica de AT1-AA
en la progresion de la neurodegeneracion dopaminérgica Yy
neuroinflamacion fue estudiada en un modelo de EP basado en la
sobreexpresion de la proteina a-syn humana mutada AAV9-a-syn-
AB3T.

En primer lugar, a ratas macho adultas se les realizé la infusién de
AT1-AA humanos tal y como se describe en el apartado anterior 3.3.4.
Modelo de infusion sistémica de AT1-AA humanos en rata.

Una semana después de la implantacion de las bombas
miniosmoticas, a las ratas se les realiz6 una inyeccion estereotaxica
unilateral de AAV9-a-syn-A53T, que se describe detalladamente en el
apartado 3.1.3.Modelo de lesion con AAV9-a-syn-WT y AAV9-a-syn-
AS53T en ratas.

3.3.6. Extraccion de liquido cefalorraquideo y sangre en
modelo de rata

La extraccion de LCR se realiz6 siguiendo el método descrito
anteriormente (Pegg et al., 2010). Las ratas fueron anestesiadas con una
inyeccion intraperitoneal de una combinacion anestésica de ketamina
(50mg/kg) / medetomidina (0,4mg/kg) y colocadas en el aparato de
estereotaxia (Kopf Instruments) con la cabeza flexionada 45° hacia
abajo. Seguidamente, con un bisturi se realizé una incision en la parte
ventral de la cabeza y las capas de musculos superficiales y subyacentes
se separaron a lo largo de la linea media mediante diseccion roma y
hasta la exposicion de la duramadre de la cisterna magna.
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Inmediatamente después, el LCR fue extraido con una aguja de 30G
acoplada a una jeringa de 1ml insertada en un angulo de 30° con
respecto a la superficie de la duramadre. EI LCR se almacend
inmediatamente a -80°C hasta su procesado.

Para la obtencion del suero, se procedi6 a la extraccion de sangre
por decantacion tras la decapitacion del animal, previamente
anestesiado. La sangre recogida se centrifugdé a 2000g durante 10min.
Finalmente, se recogié el sobrenadante, que corresponde a la muestra
de suero, y se almacend a -80°C hasta su procesamiento.

3.3.7. Determinacion de autoanticuerpos en liquido
cefalorraquideo y suero de rata

Los niveles de AT1-AA y ACE2-AA fueron medidos usando kit
ELISA humano con ligeras modificaciones previamente descritas
(Zhang et al., 2010). Se utiliz6 un anticuerpo secundario HRP-
conjugado de cabra anti-lgG de rata (1:2500, ab97057, abcam), la
inmunoreaccién se detectd con un kit de quimioluminiscencia HRP
(170-5044; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y la sefial de luminiscencia
ULR se midié con un lector de placas multipocillo Infinite M200
(TECAN).

3.3.8. Andlisis de permeabilidad de la barrera
hematoencefalica en un modelo de sindrome metabdélico

Para estudiar la permeabilidad de la BHE en un modelo de MetS y
la implicacion del bloqueo del receptor AT1 se realizo la infusién de
colorante Evans Blue (E2129, Sigma-Aldrich). El colorante se inyectd
en una sola inyeccion (solucion salina al 4 % a 2 ml/kg) a través de la
vena femoral. Dos horas después de la inyeccion, los animales fueron
perfundidos con solucién salina al 0,9% para eliminar el exceso de
colorante. Posteriormente, los animales fueron decapitados, el tejido
cerebral aislado y se diseccionaron las regiones correspondientes a
corteza, ST y SN. Los tejidos cerebrales recogidos se suspendieron en
1:1 peso (mg): volumen (ml) de &cido tricloroacético al 50 % (T6399;
Sigma-Aldrich) 'y se homogeneizaron con politron. Los
homogeneizados se centrifugaron a 10. 000 g durante 20 min y los
sobrenadantes se sometieron a deteccion espectrométrica a 620 nm en
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un volumen 1:4 de etanol al 95 % utilizando un lector de placas
multipocillo Infinite M200 (TECAN). Para la cuantificacion, se
prepararon curvas de colorante Evans Blue estadndar paralelas por
duplicado (Wang y Lai, 2014).

3.3.9. Analisis inmunohistoquimico de TH y OX-6

Cuatro semanas después de la lesion estereotaxica con 6-OHDA en
ratas con MetS o con AAV9-a-syn-A53T en ratas infundidas con AT1-
AA humanos, los animales fueron perfundidos y procesados para el
analisis inmunohistoquimico previamente descrito en el apartado
3.1.4.Técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia en el
modelo de lesion con a-syn.

3.3.10. Andlisis de expresion de los componentes y receptores
del SRA cerebral

El efecto de la inflamacion periférica inducida por el MetS o la
administracion sistémica de AT1-AA sobre la expresion de los
componentes y receptores del SRA cerebral (ECA2 y receptores PRR,
AT1, AT2y Mas) fue analizada en los homogenados de la region de la
SN.

Los niveles de expresion proteica se estudiaron mediante la técnica
de WB descrita detalladamente en el apartado anterior 3.2.7.Analisis de
proteinas mediante western blot.

Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios: ECA2
(ab108252; Abcam; 1:1000), AT1 (sc-31181; Santa Cruz; 1:200), AT2
(sc-9040; Santa Cruz; 1:200), Mas (AAR-013; Alomone labs; 1:1000)
y (pro)-renina (ab40790; Abcam; 1:3000). La especificidad de todos los
anticuerpos primarios utilizados se evalud en nuestro laboratorio
mediante la aplicacion de diferentes técnicas (Valenzuela et al., 2010,
2016; Labandeira-Garcia et al., 2017).

Se usaron los siguientes anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa de rdbano (HRP, del inglés horseradish peroxidase): cabra
anti-HRP de conejo y cabra anti-HRP de raton (Santa Cruz
Biotechnology; 1:2500).
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Los niveles de expresion de los transcritos de ARNm de los
componentes y receptores del SRA cerebral se estudiaron mediante la
técnica RT-QPCR y Q-PCR descrita detalladamente en el apartado
anterior 3.2.8.Extraccion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR.

La secuencia de los cebadores para ECA2 y receptores AT1, AT2,
PRR y Mas de rata se especifican en la Tabla 4.

3.3.11. Analisis de inflamacidn y estrés oxidativo por actividad
enziméticay ELISA

En los homogenados de SN de rata con MetS se midieron los
marcadores pro-inflamatorios, particularmente relacionados con la
degeneracion dopaminérgica como el TNF-a (ELISA, 865.000.96;
Gen-Probe Diaclone), y marcadores de estrés oxidativo, como la NOX,
mediante quimioluminiscencia potenciada por lucigenina.

En suero de rata con MetS se midieron los niveles de interleucinas
pro-inflamatorias: interleucina tipo 17 (IL-17), IL-6; LIGHT, TNF-a e
IL-1B y del 27-OHC con kits de ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas especificos para ratas de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (MBS2503506 para IL-17; MBS701221 para IL-6;
MBS2021982 para LIGHT; MBS284210 para IL-1p; MBS9712719
para 27-OHC; de MyBioSource y KRC3011 para TNF-o de
Invitrogen).

3.4.RECEPTORES DE ANGIOTENSINA E INFLAMACION
PERIFERICA AGUDA. INFLAMACION PULMONAR EN
COVID-19.

3.4.1. Diseio experimental

En la Gltima parte de esta tesis se estudiaron los efectos de los
tratamientos con bloqueantes del receptor AT1 (candesartan),
inhibidores de ECA (captopril) y moduladores indirectos de los
receptores del SRA (AINEs; ibuprofeno) sobre la expresion pulmonar
de ECA2 y demas receptores del SRA pulmonar en ratas adultas
jovenes y en modelos animales de individuos vulnerables a COVID-19
grave (MetS y envejecimiento). Usando un modelo in vitro, se
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estudiaron los efectos de estos mismos tratamientos en (1) cambios
inducidos por la proteina viral en los niveles de ECA2 transmembrana;
(2) en los niveles de internalizacion de la proteina virica y (3) en la
respuesta inflamatoria aguda asociada al tratamiento de la proteina viral
(IL-6, TNF-0 y CCL-2 (ligando de quimiocina 2, del inglés chemokine
(C-C motif) ligand 2)) (Objetivo 4). Para ello, se utilizaron un total de
98 animales y una linea celular del endotelio pulmonar distribuidos en
dos grandes grupos (ANEXO I, Tabla 1V):

-Grupo 1: en el que se abordd el estudio del efecto de los
tratamientos de ARAII (candesartan) e IECA (captopril) en la expresion
de los principales receptores del SRA pulmonar (Experimento VIII).
Para ello, se utilizaron un total de 68 animales distribuidos de forma
aleatoria, y una linea celular divididos en dos subgrupos:

-Grupo 1A: en este primer grupo de experimentos se utilizaron
ratas macho adultas jovenes de 10 semanas de edad (n =30; n =
6 por grupo) para comprobar el efecto del tratamiento con
candesartan (1 o 10 mg/Kg/dia; AstraZeneca) o captopril (5 0
40 mg/Kg/dia; C4042; Sigma) sobre la expresion del ECA2 y
los principales receptores del SRA pulmonar.

En un segundo grupo de experimentos, se utilizaron modelos
animales de vulnerabilidad al COVID-19 grave por infeccion
por SARS-CoV-2: ratas macho con MetS (n = 20; n = 6 por
grupo) tratadas con las dosis altas de candesartan (10 mg/kg/dia)
y captopril (40 mg/Kg/dia) durante tres semanas; ratas
envejecidas de 18-20 meses de edad (n = 18; n = 5 por grupo)
tratadas con candesartan (1 mg/Kg/dia) durante tres semanas.

Los tratamientos fueron administrados por via oral, mezclados
con crema de avellanas (“Nocilla”; Nutrexpa, Barcelona,
Espafia) durante de 3 semanas. Los animales del grupo control
recibieron Unicamente la crema de avellanas. Las dosis se
establecieron en base a experimentos preliminares y estudios in
vivo anteriores (Inada et al., 1999; Zhu et al., 2000; Arumugam
etal., 2012; Abdel-Wahab et al., 2014). Los tratamientos fueron
administrados entre las 9:00-10:00h de cada dia. Tras el

84



MATERIAL Y METODOS

sacrificio, los pulmones fueron extraidos y procesados para
analisis bioquimicos. La expresion de ECA2 y de los principales
receptores del SRA (receptores AT1, AT2 y Mas) se
determinaron por RT-QPCR y se confirmaron por WB. Ademas,
se determinaron los niveles de actividad enzimatica de ECA2 en
los homogenados pulmonares.

-Grupo 1B: los experimentos in vitro se realizaron con la linea
celular de neumocitos alveolares humanos de tipo Il, A549
(CSC-C6236X, Creative Bioarray). Por un lado, las células
fueron tratadas con candesartan (1 uM; 4791; Tocris) o captopril
(50 ng/ml; C4042; Sigma), durante 24 o 48 h para medir el
efecto de los farmacos en la expresion del ARNm de ECA2.
Ademas, se realizd una andlisis de la expresion proteica del
ECA2 en la linea celular para estudiar las influencia de la
confluencia celular sobre la expresion de ECA2 (Gandhi et al.,
2019).

En otro grupo de experimentos, las células fueron tratadas con
candesartan (1 uM) o captopril (50 ng/ml) durante 24 horas, y
posteriormente fueron tratadas con RBD-Fc-Spike (1
ug/ml;40592-V02H, Sino Biological), que se dej6 actuar 3 horas
a 37°C. A continuacion, se recogieron las células y el
sobrenadante celular. Este grupo experimental se utiliz6 para
comprobar los efectos de los farmacos en los cambios inducidos
por RBD-Fc-Spike en la expresion de las diferentes formas de
ECAZ2 (transmembrana, intracelular, soluble), en la actividad de
ECA2 y ADAML17 y en la liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-6, TNF-o. y CCL-2. Los datos obtenidos se
compararon con células control (sin tratamientos) y con células
tratadas solo con proteina RBD-Fc-Spike (1 pg/ml).

Finalmente, en otro grupo de experimentos, las células fueron
transfectadas con ECA2-GFP y tratadas sélo con RBD-Fc-Spike
(1 pg/ml) o con RBD-Fc-Spike y candesartan (1 uM) o captopril
(50 ng/ml). Este grupo permitié estudiar los cambios inducidos
por los farmacos en la tasa de internalizacion de la proteina
Spike. A los cultivos celulares se les realizd un ensayo de
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inmunofluorescencia y se midieron las intensidades de
fluorescencia citoplasmatica con imagenes de microscopia de
barrido laser.

Las dosis utilizadas en los experimentos in vitro se establecieron
en base a estudios preliminares y estudios in vitro anteriores (Uhal et
al., 1998; Patra et al., 2020). Todos los datos se obtuvieron de al menos
tres experimentos independientes con al menos n = 5.

-Grupo 2: en la ultima parte de esta tesis se estudio el efecto del
tratamiento con el ibuprofeno en la expresion de los principales
receptores del SRA pulmonar. Para ello, se utilizaron un total de 30
animales, distribuidos en grupos experimentales de forma aleatoria, y
una linea celular de neumocitos alveolares humanos de tipo 11, A549,
divididos en los siguientes grupos:

-Grupo 2A: compuesto por ratas macho adultas jovenes de 10
semanas de edad (n = 6 por grupo) y ratas macho adultas con
MetS (n = 6 por grupo).

Ambos grupos experimentales se trataron con el AINE
ibuprofeno (40 mg/kg/dia; 14883, Merck KGaA; Darmstadt,
Alemania). El tratamiento fue administrado por via oral
mezclado con crema de avellanas (“Nocilla”; Nutrexpa,
Barcelona, Espafia) durante 3 semanas, entre las 9:00-10:00h de
cada dia. Los animales del grupo control (ratas macho joévenes
y ratas macho con MetS) recibieron Gnicamente la crema de
avellanas. La dosis se establecid en base a experimentos
preliminares y estudios in vivo previos (Moore et al., 2020).

Tras el sacrificio, los pulmones fueron extraidos para analisis
bioquimicos. La expresion de ECA2 y de los principales
receptores del SRA (AT1, AT2 y Mas) se determino por RT-
QPCR y se confirm6 por WB. Ademas, se determinaron los
niveles de actividad enzimatica de ECA2 en los homogenados
pulmonares de machos jovenes y los niveles de Ang Il'y Ang(1-
7) en animales con MetS.
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-Grupo 2B: los experimentos in vitro se realizaron con la linea
celular de neumocitos alveolares humanos de tipo 11, A549. Por
un lado, las células fueron tratadas con ibuprofeno (400uM;
14883, Merck KGaA; Darmstadt, Alemania) durante 24 0 48 h
para medir el efecto del tratamiento en la expresion del ARNm
de ECA2.

En un segundo grupo de experimentos, las células fueron
tratadas con ibuprofeno (400uM) durante 24 horas, y
posteriormente, fueron tratadas con RBD-Fc-Spike (1 pg/ml;
40592-V02H, Sino Biological), que se dejo actuar 3 horas a
37°C. A continuacion, se recogieron las células y el
sobrenadante celular. Este grupo experimental se utilizd para
comprobar los efectos del ibuprofeno en los cambios inducidos
por RBD-Fc-Spike, en la expresion de las diferentes formas de
ECAZ2 (transmembrana, intracelular, soluble) y en la actividad
de diferentes proteasas (ADAM17 y TMPRSS?2) asi como en la
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a y CCL-
2). Los datos se compararon con células control (sin
tratamientos) y con células tratadas Unicamente con proteina
RBD-Fc-Spike (1 pg/ml).

Finalmente, en el Gltimo grupo de experimentos, las células
A549 fueron transfectadas con ECA2-GFP vy tratadas sélo con
RBD-Fc-Spike (1 pg/ml) o con RBD-Fc-Spike e ibuprofeno
(400uM) para estudiar los cambios inducidos por el farmaco en
la tasa de internalizacion de la proteina Spike. A los cultivos
celulares se les realizd un ensayo de inmunohistoquimica de
fluorescencia y se midieron las intensidades de fluorescencia
citoplasmatica con imagenes de microscopia de barrido laser.

Las dosis utilizadas en los experimentos in vitro se establecieron
en base a estudios preliminares y estudios in vitro anteriores
(Haga et al., 2010). Todos los datos se obtuvieron de al menos
tres experimentos independientes con al menos n = 5.

3.4.2. Experimentos in vitro

3.1.1.1.Cultivo de la linea endotelial pulmonar humana (A549)
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La linea celular de neumocitos alveolares humanos de tipo Il
A549 se sembr6é en medio DMEM/F12 complementado con 10% de
FBS (suero fetal bovino), 2mM de L-glutamina (Sigma), 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Las células se cultivaron
hasta alcanzar la méaxima confluencia para obtener altos niveles de
ECAZ2 en las células (Gandhi et al., 2019). Para realizar los ensayos, las
células se cuantificaron y se sembraron a 0,5x10° células/pocillo en
placas de 6 ¢ 12 pocillos (Falcon).

3.4.3. Transfeccidon de ECAZ2 en la linea celular A549

La linea celular de neumocitos alveolares humanos de tipo 11, A549
se sembrd a una densidad de 0,35x108/pocillo en placas de 12 pocillos
y se transfectd con 2 ug de ADNc¢ de ECA2 humano (ECA2 marcado
con t-GFP, RG208442, Origene) utilizando el reactivo de transfeccion
comercial, Turbofect (R0O533, Thermo Scientific) en una proporcién
2:1. La solucion de transfeccion se prepar6 sin FBS y sin antibioticos,
se dejo actuar durante 6 h, y finalmente, se retird y se cambi6 por medio
completo. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las células
se trataron con los correspondientes tratamientos, se fijaron y se
procesaron para los estudios de microscopia laser confocal.

3.4.4. Analisis de internalizacion de la proteina spike en la
linea celular A549

El andlisis de internalizacion celular se realizo para comprobar la
internalizacion de la proteina RBD-Spike humana mediante el ECA2, y
el posible efecto de los tratamientos (candesartan, captopril e
ibuprofeno) en dicha internalizacion. Para ello, se empleé la técnica de
inmunofluorescencia y su analisis por microscopia laser confocal.

En primer lugar, las células fueron transfectadas con ECA2
marcado con t-GFP, y tratadas con los correspondientes tratamientos.
Seguidamente, se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 min.
A continuacion, fueron incubadas toda la noche a 4°C con el anticuerpo
monoclonal de ratdn contra la fraccion constante de 1IgG humana (Fc-
IgG, ab99757, abcam, 1:500) diluido en DPBS que contenia 1% de
BSA, 2% de suero normal de cabra y 0,05% de Triton X-100, con el
objetivo de marcar la proteina Spike de origen humano. Al dia
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siguiente, las células se incubaron con el anticuerpo secundario
fluorescente Alexa Fluor 568-conjugado con IgG de cabra anti-ratén
(Molecular Probes; 1:200) durante 2,5 h a temperatura ambiente.
Finalmente, se realiz6 el montaje con Immu-mount (Thermo-Shandon)
para su visualizacion por microscopia laser confocal (AOBS-SP5X;
Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim, Alemania). Para
cada muestra, se fotografiaron 25-30 campos Opticos utilizando un
objetivo x63. Para la cuantificacion, se utilizaron imagenes de células
en un unico plano. La tasa de internalizacion de la proteina RBD-Spike
se expres6 como la relacion de las intensidades de fluorescencia
medidas a las longitudes de onda de excitacion de 568 nm
(correspondiente a la sefial Fc-lgG humana) y 488 nm (sefial ECA2-
GFP). La intensidad de fluorescencia se midi6 a nivel del citoplasma
celular y se resto el fondo de cada imagen antes de calcular la ratio
utilizando, para ello, el software Leica LAS AF. En todo el proceso
experimental de microscopia se utilizaron los mismos tiempos de
exposicion.

3.4.5. Analisis de expresion de los componentes y receptores
del SRA pulmonar

La implicacién del candesartan, captopril e ibuprofeno en los
niveles de expresién de los componentes y receptores del SRA
pulmonar (ECA2 y los receptores AT1, AT2 y Mas) fueron analizados
en ratas jovenes adultas y en modelos de inflamacion periférica crénica
(envejecimiento y MetS), vulnerables a COVID-19 grave.

Los niveles de expresion de proteina se estudiaron mediante la
técnica de WB descrita detalladamente en el apartado anterior
3.2.7.Andlisis de proteinas mediante western blot.

Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios: ECA2
(ab108252; Abcam; 1:1000), AT1 (sc-31181; Santa Cruz; 1:200), AT2
(sc-9040; Santa Cruz; 1:200) y Mas (AAR-013; Alomone labs; 1:1000).
Se usaron los siguientes anticuerpos secundarios conjugados con HRP:
cabra anti-HRP de conejo y cabra anti-HRP de ratén (Santa Cruz
Biotechnology; 1:2500).
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Los niveles de expresion de los transcritos de ARNm se estudiaron
mediante la técnica RT-QPCR y Q-PCR descrita detalladamente en el
apartado anterior 3.2.8.Extraccion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR.

La secuencia de los cebadores para ECA2 de rata y humano y para
los receptores AT1, AT2, PRR y Mas de rata se especifican en la Tabla

4,
Gen Olig. Forward (5’-3’) Olig. Resverse (5’-3’)
Rata iNOS AAGCTGCATGTG ACTCCAT GGTGAAGGGTGTCGTGAA
ARG-1 ATATCTGCCAAGGACATCGT TCCACTTCAGTCATTGAGAAATAC
AT1 TTCAACCTCTACGCCAGTGTG / GCCAAGCCAGCCATCAGC /
GTTAAGGGCCATTTTGTTTTTCTGG = CCCAACACACTAAATAGGTCTGTT
AT2 AACATCTGCTGAAGACCAATAG GGAAGGTACAAGACTGGAAGA
MasR CTTTGTGGAGAACGGAT GGAGATGTCAGCAATGGA
ECA2 GTGAGGGATGGTCTTTCAGG-3 CACCAACGATCCCGCTTCA
CDé68 AGACGACAATCAACCTACC ATGCTGAAGAAATGAGGA
IL-18 ATCTCACACAGCAGCATCTC TAGCAGGTCGTCATCATC
IL-6 CAGCCAGTTGCCTTCTTG CCTCTGTGAAGTCTCCTCTC
B-Actina TCGTGCGTGACATTAAAGAG TGCCACAGGATTCCATACC
ANG CTGCTGGCTGAGGACAAG AAGAGTTATCGTAGGAGGAGC
Raton AT1 CTCTGCTGCTCTCCCGGACTTAA TGGGTCTTTTCGTTTTACCGGGA
AT2 CTGGCAAGCATCTTATGTAGTTC ACTTATGAATCCACACTTACGAAG
D1 CAGCGTGGACAGGTATTGG AGACAAGAGTATAGGAAGTAAGGT
D2 GCAGACCACCACCAACTA CAGATAGACCTCCACCACC
IL-18 CCGTGTCTTCCTAAAGTATGG CGAGTCCCAGTGTTCTTTG
IL-6 GACTGATGCTGGTGACAAC TGAAGTGTCTCCTATGGTGAG
MasR AGGGTGACTGACTGAGTTTGG CGAGGACAGGAGAATGGAAG
NF-kB AATGGCGGAGTTTGGGAA CAGTTGTAATGTTTCGGTCG
P47phox | CCCAACTACGCAGGTGAACC CTTTCCCCTATAGTGGCCGA
B-Actina TCGTGCGTGACATTAAAGAG CCATACCTTAGGACACCGT
Humano | ECA2 TTCCATGCTAACGACCCAGGA TTTGTGCACATAAGGATCCTGAAGT
B-Actina AGCACTGTGTTGGCGTACAG GGACTTCGAGCAAGAGATGG

Tabla 4: Secuencias de los cebadores utilizados en los experimentos de Q-PCR.
Abreviaturas: iNOS, dxido nitrico sintasa inducible; ARG-1, arginasa 1; AT1, receptor de
angiotensina tipo I; AT2, receptor de angiotensina tipo Il; ECA2, enzima conversora de
angiotesina Il; CD68, cluster de diferenciacion 68; IL-1, interleucina 1p; IL-6, interleucina 6;
ANG, angiotensindgeno; D1, receptores de dopamina tipo I; D2, receptores de dopamina tipo
I1; NF-xB, factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas.
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3.4.6. Cromatografia de alto rendimiento para niveles de
angiotensina pulmonar

Para estudiar el efecto del tratamiento con ibuprofeno en el
metabolismo de la angiotensina pulmonar, se midieron los niveles de
Ang Il y Ang(1-7), sustrato y producto de la actividad de ECA2
respectivamente, mediante HPLC seguido de un inmunoensayo
enzimético (Brosnihan y Chappell, 2017). Inicialmente, el tejido fue
homogenizado, utilizando un politrén, en una solucién de acido (HCI)-
etanol con EDTA y un céctel de inhibidores de proteasas (P8340,
Sigma). Seguidamente, las muestras se centrifugaron, se incubaron a -
20°C y se acidificaron con una solucién de acido heptafluorobutirico.
Posteriormente, los sobrenadantes se pasaron por unas columnas de
extraccion en fase solida (Sep-Pak C18, Oasis HLB 1cc, WAT094225,
Waters Chromatography Europe BV, Etten-Leur, Paises Bajos) y los
péptidos de angiotensina se eludieron con una soluciéon de é&cido
heptafluorobutirico-metanol. El eluyente se deshidrat6 en Savant
(I1SS110, Thermo Scientific; Massachusetts, EE. UU.), sin aplicacion
de calor y, finalmente, el sedimento se resuspendié en una solucién de
acetonitrilo al 12% con é&cido heptafluorobutirico al 0,015% y se
inyectd en el sistema de HPLC. Los péptidos de angiotensina se
separaron usando un gradiente de cuatro pasos con acetonitrilo
acidificado (0.1% de acido heptafluorobutirico; gradiente lineal al 12-
32%, condiciones isocréticas al 32%, gradiente lineal al 32-12% vy
condiciones isocraticas al 12%) en una columna de fase inversa
(Symmetry300 C18, Waters Chromatography Europe BV; Etten-Leur,
Paises Bajos). La velocidad de inyeccion fue de 0°35 ml por minuto a
una temperatura de 25°C.

Las fracciones de angiotensina se controlaron a 220 nm con un
detector UV-VIS (SPD-20 AV, Shimadzu Corporation; Kyoto, Japdn),
se recogieron en un colector de fracciones (FRC-10A, Shimadzu
Corporation; Kyoto, Japon) y se secaron en Savant. El sedimento se
resuspendio y finalmente se determinaron los niveles de Ang Il y
Ang(1-7) mediante inmunoensayo enzimatico (LS-F10589, LSBio;
Washington, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
datos se expresaron como fmol por gramo de tejido humedo.
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3.4.7. Andlisis de actividad enzimética para la dinamica

celular de ECA2

El efecto de los tratamientos con candesartan, captopril e

ibuprofeno en la actividad enzimatica de ECA2 pulmonar, asi como en
la actividad enzimatica de las proteasas encargadas del desprendimiento
de ECA2 fueron medidas con kit especificos de actividad enzimatica.
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-Actividad enzimatica de ECA2: se midio utilizando un kit
comercial de actividad de ECA2 (Anaspec, AS-72086)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El funcionamiento
del kit se basa en el péptido de transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET) acetilo 7-Metoxicumarina-
4-il (Mca, del inglés 7-Methoxycoumarin-4-yl acetyl) / 2,4-
dinitrofenilo (Dnp, del inglés 2,4-dinitrophenyl) (10 pM).
Especificamente, el kit contiene un péptido FRET, cuya
fluorescencia de Mca es inhibida por Dnp. Sin embargo, cuando
se produce una escision del sustrato, provocada por la accion del
enzima ECAZ2, éste produce una separacion en dos fragmentos,
de modo que la fluorescencia de la Mca deja de estar inhibida y
puede medirse en el rango de excitacién/emision a 330/390 nm
utilizando un lector de placas multipocillo Infinite M200
(TECAN). La actividad de ECA2 se midi6 en 20 pg de tejido
pulmonar de rata o en 5 pg de lisado celular de A549, y se
confirmd con el inhibidor especifico de ECA2, DX600 (1 uM),
incluido como control en el mismo kit (AnaSpec, AS-72086).
La fluorescencia se expres6 como ULR (unidades de
luminiscencia relativas).

-Actividad enzimatica de ADAM17: se midio utilizando un kit
comercial de actividlad ADAM17 (AnaSpec, AS-72085)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El funcionamiento
del kit se basa en el péptido de transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET) basado en 5-FAM/QXL®
520 (1 uM). Especificamente, el kit contiene un péptido FRET,
cuya fluorescencia de la 5-FAM es inhibida por el QXL® 520.
Sin embargo, cuando se produce la escision del sustrato,
provocada por la accion enzimatica de ADAML17, éste produce
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una separacion en dos fragmentos, asi que la fluorescencia de 5-
FAM se puede medir en rango de excitacion/emision a 490/520
nm utilizando un lector de placas multipocillo Infinite M200
(TECAN). La actividad de ADAM17 se midi6é en 20 ug de
lisado de celular de A549, y se confirmé con el inhibidor de
ADAM17, TAPI-0 (10 uM), incluido como control en el mismo
kit.

-Actividad enzimética de TMPRSS2: se midio utilizando un
kit comercial de proteasas (AS-71124, AnaSpec; California,
EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
funcionamiento del kit se basa en la escisién proteolitica,
mediante la accidn de enzimas proteasas, de la caseina-HiLyte
Flour 488 lo que da lugar a una fluorescencia que se puede medir
en el rango de excitacion/emision a 488/520 nm en una placa
multipocillo utilizando un equipo Infinite M200 (TECAN
GmbH; Grédig, Austria). La actividad de TMPRSS2 se midid
en 125 pg de lisado celular de A549 homogenizado en tampon
fosfato de sodio 20 mM, pH 8. La actividad especifica para
TMPRSS2 se midio restando la actividad total de proteasas
menos la actividad inhibida por un inhibidor especifico para
TMPRSS2 (mesilato de Camostat, 100 uM, SML0057, Merck
KGaA,; Darmstadt, Alemania; Deshotels et al., 2014). La
fluorescencia se expres6 como ULR/mg de proteina.

3.4.8. Andlisis de mediadores inflamatorios en células A549

mediante ELISA

El andlisis de la liberacion de marcadores pro-inflamatorios por la
linea A549 se llevd a cabo en los sobrenadantes del cultivo celular,
después de los correspondientes tratamientos. Los sobrenadantes fueron
recogidos y centrifugados a 2.000 g durante 10 min para eliminar los
restos celulares. Las concentraciones de los diferentes marcadores se
cuantificaron utilizando kits ELISA, siguiendo las instrucciones del
fabricante: TNF-o (BMS223HS, Invitrogen), CCL-2 (ab179886,
Abcam), IL-6 (BMS213HS, Invitrogen).
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Las densidades Opticas se midieron con un lector de placas
multipocillo Infinite M200 (TECAN) vy se cuantificaron las
concentraciones de cada citoquina utilizando la curva estandar
especifica de cada kit comercial (ajuste de curva 4PL).

3.5.ANA|_|S|S ESTADISTICOS Y REPRESENTACION
GRAFICA

Todos los datos fueron obtenidos de al menos tres experimentos
independientes y se expresaron como la media = SEM.

El nimero minimo de animales por grupo fue estimado teniendo en
cuenta el principio de las tres erres, remplazamiento, refinamiento y
reduccion (RRR), empleando la herramienta calculadora estadistica en
la pagina https://www.imim.cat/ofertadeserveis/software-
public/granmo/ del Instituto Hospital del Mar de investigaciones
Médicas del Parque de Investigaciones Biomédicas de Barcelona. Los
analisis estadisticos fueron realizados Unicamente en estudios donde el
tamafo muestral era igual o superior a cinco.

La normalidad de todos los conjuntos de datos se comprobd con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Si el conjunto de datos superaba la
prueba de normalidad, se utilizaron pruebas paramétricas: la prueba t
de Student para las comparaciones de dos grupos y el anélisis de la
varianza (ANOVA, del inglés analysis of variance) de una via seguido
de la prueba post-hoc de Student-Newman-Keuls para las
comparaciones multiples. Si el conjunto de datos no superaba la prueba
de normalidad, se utilizaron pruebas no paramétricas: las
comparaciones de dos grupos se realizaron mediante la prueba de suma
de rangos de Mann-Whitney y las comparaciones multiples, mediante
el analisis unidireccional de varianza de Kruskal-Wallis seguido de la
prueba post hoc Student-Newman-Keuls o Dunn’s. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas cuando p<0,05.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa
SigmaPlot 3.0 6 11.0 (Jandel Scientific, Systat Software, Inc., CA,
EE.UU). Para la representacion gréafica de los resultados se emplearon
los softwares SigmaPlot y GraphPad Prism 8 (Graph Pad Inc., San
Diego, CA, EE.UU).
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RESULTADOS

4. RESULTADOS

41.RECEPTORES ATl CEREBRALES E INFLAMACION:
NEUROINFLAMACION Y DEGENERACION
DOPAMINERGICA EN UN MODELO DE PARKINSON
BASADO EN SINUCLEINOPATIA.

Para estudiar la implicacion del receptor AT1 en la neuroinflamacién y
muerte neuronal dopaminérgica que cursan en la EP, se desarroll6 un
modelo basado en la sobreexpresion de la proteina a-syn humana con
el objetivo de representar mas fielmente la sinucleinopatia con la que
cursan los pacientes de EP.

4.1.1. Sobreexpresion de la proteina a-syn mediante la
inyeccion estereotaxica de AAV9

En primer lugar, para probar la eficacia de la lesion, se demostro la
sobreexpresion de dos formas de la proteina a-syn, la forma WT vy la
forma mutada A53T, en las neuronas TH-ir de la SNpc, inducida tras la
inyeccion estereotaxica de vectores AAV9-a-syn-WT y AAV9-a-syn-
A53T, respectivamente, comparada con la inyeccién de AAV9-GFP
utilizada como grupo control. Para ello se realizaron analisis de
inmunofluorescencia en secciones mesencefalicas y se estudié la
colocalizacion de los marcadores de diferentes tipos celulares y la
proteina a-syn.

Las imagenes de microscopia laser confocal con doble
inmunofluorescencia revelaron que la inyeccion del vector AAV9
inducia una sobreexpresion de GFP o a-Syn en neuronas
dopaminérgicas, pero no en las células microgliales ni astrocitos de la
SNpc de rata. Una semana después de la inyeccion del vector AAV9,
se observo una expresion generalizada de GFP o a-syn que colocalizo
con el marcador TH mostrando una eficiente transduccion en las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Figura 4a, d, g, j). En
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consonancia con estudios previos (Pignataro et al., 2018), no se
encontrd sefial de colocalizacion significativa entre a-syn 0 GFP vy el
marcador de poblacion microglial Iba-1 (Figura 4b, e, h, k) o el
marcador de astrocitos GFAP (Figura 4c, f, i, I). Ademas, se observd
colocalizacion en neuronas negativas para TH, es decir, no
dopaminérgicas.

TH/IGFP Iba1/GFP. GFAP/GFP’

TH/IGFP

TH/o-syn A53T Iba1/g~syn AS53T GFAP/a-syn A53T

- TH/o-syn-A53T

Figura 4. Doble inmunofluorescencia del marcador neuronal dopaminérgico TH (a, d, g, j), o el
marcador microglial lba-1 (b, e, h, k), o el marcador astrocitico (c, f, i, I) (rojo) y diferentes
transgenes (GFP: a-f; a-syn-A53T: g-1) en la region de la sustancia negra 1 semana después de
la inyeccion del vector AAV9 que expresan GFP humano o a-syn-A53T humana,
respectivamente (verde). Las imagenes de microscopia laser confocal muestran la
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colocalizacion (amarillo) de GFP o a-syn-A53T con el marcador neuronal dopaminérgico TH
(a, d, g, ]). Sin embargo, GFP o a-syn-A53T no se expresan en células microgliales ni astrocitos
(b, c, e f, h i, k, I). Las &reas cuadradas en (a-c) y (g-i) se amplian en (d-f) y (j-1),
respectivamente. Barras de escala =75 pm (a-c, g-i), 25 pm (d) y 7,5 um (e-f, j-1). Abreviaturas:
TH, tiroxina hidroxilasa; GFAP, proteina éacida fibrilar glial; lba-1, molécula adaptadora de
unién a calcio ionizado 1; GFP, proteina verde fluorescende; a-syn, a-sinucleina. Esta figura
ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2018; y se distribuye bajo los términos de Creative
Commons Attribution 4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Cuatro semanas después de la inyeccion, se observo una clara
pérdida de células dopaminérgicas TH-ir en la SNpc de los grupos
lesionados con ambos vectores de a-syn. A pesar de la intensa reaccion
microglial observada en la zona ventral del mesencéfalo ipsilateral a la
lesiéon (véase mas adelante), la expresion de a-syn se localiz6
exclusivamente en neuronas (Figura 5a-f). Sin embargo, se observaron
algunas células microgliales fagociticas envolviendo a neuronas que
expresaban a-syn (Figura 5g-k).

La tasa de colocalizacion de las neuronas dopaminérgicas fue
similar en los vectores de a-syn-WT y a-syn-A53T. Ademas, se
determind un marcaje intenso de la proteina la a-syn fosforilada en las
neuronas dopaminérgicas supervivientes en los grupos lesionados
(Figura 6b-g; j-I). Los resultados obtenidos por WB demuestran la
expresion de la proteina a-syn transcurrida una semana post-lesién. Sin
embargo, 4 semanas tras la lesidn se observa un aumento de expresion
de a-syn fosforilada en serina p129, la cual no fue observada en la
primera semana de lesién (Figura 6h-i).

Para estudiar si los antagonistas del receptor AT1 estan implicados
en la fosforilacion de la proteina a-syn, se analizd la tasa de
fosforilacion de o-syn/TH en ratas tratadas con candesartan o
telmisartan. Los resultados muestran que la tasa de fosforilacion no
disminuyd en ratas tratadas con blogueantes del receptor AT1, en
comparacion con ratas no tratadas, lo que sugiere que la disminucién de
la expresion y de la fosforilacion de la proteina a-syn no es una
mecanismo responsable de los efectos neuroprotectores de candesartan
y telmisartan descritos en los siguientes apartados (Figura 6b, c).
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TH/a-syn WT Iba1la-syn WT GFAP/a-syn WT

Figura 5. Doble y triple inmunofluorescencia del marcador neuronal dopaminérgico TH (a, d),
o el marcador astrocitico GFAP (c, f), o el marcador microglial Iba-1 (b, e, g-k) (rojo), o el
marcador nuclear Hoechst 33342 (i-k; azul), y diferentes transgenes (a-Syn-WT: a-f; a-Syn-
A53T: g-k) (verde) en la region de la sustancia negra 4 semanas después de la inyeccion de
AAV9 que expresa a-Syn-WT humana (a-f) o a-syn-A53T humana (g-k), respectivamente. Las
imagenes de microscopia laser confocal muestran la colocalizacion (amarillo) de a-syn-WT con
el marcador neuronal dopaminérgico TH (a, d). Sin embargo, a-syn-WT no se expresa en la
microglia ni en los astrocitos. Las areas cuadradas en (a-c) se amplian en (d-f). En (b, €) se
observa una intensa respuesta inflamatoria microglial. En (g, k) se muestra una célula microglial
envolviendo a una neurona que expresa o-Syn-A53T (flecha). Barras de escala = 75 pum (a-c),
7,5 um (d), 5 um (e-f), y 10 um (g-k). Abreviaturas: TH, tiroxina hidroxilasa; GFAP, proteina
acida fibrilar glial; Iba-1, molécula adaptadora de union a calcio ionizado 1; a-syn, a-sinucleina.
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Esta figura ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2018 y se distribuye bajo los términos
de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Figura 6. Expresion de a-syn (a, h) y a-syn fosforilada (pS129-a-syn) (b-g, i-I) a 1 semana (a,
h) y a 4 semanas (b-g, i-1) después de la inyeccidn de vectores AAV9. La tasa de expresion de
a-syn en neuronas dopaminérgicas (TH-ir) de ratas inyectadas con AAV9-a-syn-WT o AAV9-
a-Syn-A53T se muestra en (a). La tasa de expresion de a-syn fosforilada en neuronas
dopaminérgicas (TH-ir) de ratas inyectadas con AAV9-a-syn-WT o AAV9-a-syn-A53T y
tratadas o no con candesartdn (CAND) o telmisartan (TELM) se muestra en (b, c). La
colocalizacion (amarillo) de a-syn fosforilada (roja) y neuronas dopaminérgicas (verde) en los
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diferentes grupos experimentales se ilustra en (d, g) y se amplia en (j, ). La expresion de a-syn
1 semana después de la inyeccion (h) y a-syn fosforilada en la regién nigral (es decir, células
dopaminérgicas y no dopaminérgicas) 1 y 4 semanas después de la inyeccion (i) se confirmé
mediante WB. Los datos se representan como la media + SEM. *p< 0,05 en relacién con el
grupo inyectado con solucion salina; #p < 0,05 en relacién con el grupo inyectado con AAV9-
®. ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidak. Barras de escala = 250
um (d-g) y 25 um (j-1). Abreviaturas: TH, tiroxina hidroxilasa; GFP, proteina verde
fluorescende; a-syn, a-sinucleina; AAV9, vector viral adenoasociado tipo 9; CAND,
candesartan; TELM, telmisartan; WT, forma salvaje. Esta figura ha sido traducida de
Rodriguez-Perez et al., 2018 y se distribuye bajo los términos de Creative Commons Attribution
4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

4.1.2. Pérdida de neuronas dopaminérgicas en un modelo de
Parkinson basado en sinucleinopatia.  Efecto
neuroprotector de los bloqueantes del receptor AT1

Para comprobar la muerte neuronal dopaminérgica y la pérdida de
densidad de los terminales estriatales que caracteriza a los modelos
animales de EP se realiz6 un analisis inmunohistoquimico del marcador
TH en la SNpc y en el ST, respectivamente. En relacién con estudios
anteriores en los que utilizan modelos animales similares (Decressac et
al., 2012, Van der Perren et al., 2015), no se produjo una pérdida
apreciable de la viabilidad de neuronas dopaminérgicas (Figura 7a) una
semana después de la inyeccion. Ademas, no se observaron cambios
significativos en las células TH-ir del estriado, lo que sugiere que no se
produjo una pérdida significativa de terminales dopaminérgicos
estriatales (Figura 8a).

Cuatro semanas después de la inyeccion, mediante cuantificacion
estereoldgica, se demostré que el nimero de las neuronas TH-ir en la
SNpc ipsilateral a la lesion de ratas inyectadas con solucién salina no
fue significativamente diferente del cuantificado en los animales con
inyeccion de vectores vacios. Sin embargo, la inyeccion de AAV9-a-
syn-WT o AAV9-a-syn-A53T indujo una pérdida de neuronas TH-ir
proxima al 57% con respecto a los grupos control (Figura 7b-f). La
pérdida de neuronas en la SNpc se confirmd mediante el recuento
celular de secciones con tincion de Nissl. Ademas, la pérdida de
terminales estriatales dopaminérgicos se confirmé mediante analisis de
densidad oOptica de TH-ir estriatal, tanto en las ratas inyectadas con
AAV9-a-syn-WT, como en las inyectadas con AAV9-a-syn-A53T, que
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mostraron una disminucion significativa de la TH-ir estriatal en relacion
con las ratas control o las inyectadas con vectores AAV9 vacios (Figura
8b-f).

Las ratas inyectadas con AAV9-a-syn-WT vy tratadas con el
antagonista del receptor AT1 (ARAII), candesartan, mostraron una
diferencia significativa en la pérdida de neuronas dopaminérgicas
(alrededor de un 40%) y de terminales dopaminergicos estriatales en
comparacion con los grupos control. Sin embargo, la pérdida de
neuronas y de terminales estriatales fue significativamente menor que
la observada en ratas inyectadas con AAV9-a-syn-WT y no tratadas
con candesartan. Un efecto neuroprotector similar fue observado en
ratas inyectadas con AAV9-a-syn-WT vy tratadas con telmisartan,
También se observaron efectos neuroprotectores similares en ratas
inyectadas con AAV9-a-syn-A53T y tratadas con candesartan o
telmisartan (Figuras 7b, ¢, g-i y 8b, c, g-i). La pérdida de neuronas en
la SNpc también se confirmé mediante el recuento celular de secciones
con tincion de Nissl en los grupos tratados.

Ademas, mediante andlisis de HPLC, se estudiaron los niveles de
DAy de sus principales metabolitos, con el objetivo de confirmar los
cambios bioquimicos causantes de la pérdida de neuronas
dopaminérgicas. Cuatro semanas después de la lesion, en consonancia
con la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNpc y de terminales
estriatales, el analisis por HPLC revelé una marcada disminucién de los
niveles de DA y sus metabolitos (DOPAC y HVA) en ratas inyectadas
con AAV9-a-syn-WT (Figura 9a-d) y en ratas inyectadas con AAV9-
a-syn-A53T (Figura 9e-h) en comparacion con los controles. Ademas,
se observo un aumento en la ratio DOPAC/DA, lo que sugeria un
aumento en el recambio de DA. Curiosamente, los niveles de DA y sus
metabolitos aumentaron significativamente en las ratas lesionadas y
tratadas con candesartan o telmisartan (Figura 9).
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Figura 7. Neuronas dopaminérgicas (TH-ir) en la SNpc del lado no inyectado (contralateral,
control) a1 semana (a) 0 a4 semanas (b-i) después de la inyeccion de solucion salina, o vectores
AAV9 vacios (AAV9I-D), o AAV9-a-syn-WT humana, 0 AAV9-a-syn-A53T humana en ratas
no tratadas o tratadas con el antagonista AT1, candesartan (CAND) o telmisartdn (TELM). En
(d, i) se muestran fotomicrografias representativas de la sustancia negra compacta de diferentes
grupos de ratas. El nimero total estimado de neuronas dopaminérgicas (TH-ir) en la sustancia
negra compacta de los diferentes grupos experimentales se muestra en (a-c). Los datos se
representan como la media + SEM. *p < 0,05 respecto al lado no inyectado (contralateral,
control), #p < 0,05 respecto al grupo tratado con solucion salina, &p < 0,05 respecto al grupo
inyectado con AAV9-®, $p< 0,05 en relacion con el grupo inyectado con AAV9 que expresa
a-syn-WT humana (b) o que expresa a-syn-A53T humana (c). ANOVA de una via y prueba
post hoc de Holm-Sidak. Barra de escala = 200 um. Abreviaturas: TH-ir, inmunorreactiva a
tiroxina hidroxilasa; a-syn, a-sinucleina; AAV9, vector viral adenoasociado tipo 9; CAND,
candesartan; TELM, telmisartan; WT, forma salvaje; SNpc: sustancia negra pars compacta.
Esta figura ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2018 y se distribuye bajo los términos
de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Figura 8. Densitometria dptica de los terminales estriatales dopaminérgicos (TH-ir) del lado no
inyectado (contralateral, control) a 1 semana (a) 0 a 4 semanas (b- i) después de la inyeccion de
solucidn salina, o de vectores AAV9 vacios (AAV9-®), o0 AAV9-a-syn-WT humana, o AAV9-
a-syn-A53T humana en ratas no tratadas o tratadas con los antagonistas AT1, candesartan
(CAND) o telmisartan (TELM). Las fotomicrografias representativas de la inmunorreactividad
TH estriatal de diferentes grupos de ratas se muestran en (d-i). La densitometria dptica de la TH
de terminales estriatales de los diferentes grupos experimentales se muestra en (a-c). Los datos
son representados como la media + SEM. *p < 0,05 en relacion con el lado no inyectado
(contralateral, control), #p < 0,05 en relacién con el grupo tratado con solucidn salina, &p <
0,05 en relacién con el grupo inyectado con AAV9-®, $p< 0,05 en relacién con el grupo
inyectado con AAV9-a-syn-WT humana (b) 0 AAV9-a-syn-A53T humana (c). ANOVA de
una via y prueba post hoc de Holm-Sidak. Barra de escala = 500 um. Abreviaturas: TH-ir,
inmunorreactiva a tiroxina hidroxilasa; a-syn, a-sinucleina; AAV9, vector viral adenoasociado
tipo 9; WT, forma salvaje. Esta figura ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2018 y se
distribuye bajo los términos de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Figura 9. Analisis por HPLC de los niveles estriatales de DA (a, €), DOPAC (b, f) y HVA (c,
g) a 4 semanas después de la inyeccion de vectores AAV9 en los grupos de control y en los
grupos inyectados con AAV9-a-syn-WT (a-d) 0 AAV9-a-syn-A53T (e-h). También se muestra
el recambio estriatal de DA calculado por la relacion DOPAC/DA (d, h). Las mediciones
muestran reducciones significativas de la DA y los metabolitos en las ratas lesionadas en
relacion con los controles (solucién salina y vectores vacios), que mejoraron significativamente
con el tratamiento con candesartan o telmisartan. Los datos se representan como la media +
SEM. *p < 0,05 en relacién con el grupo inyectado con solucion salina; #p < 0,05 en relacion
con el grupo inyectado con AAV9-®; &p < 0,05 en relacion con el grupo inyectado con AAV9-
a-syn-WT humana (a, b) 0 AAV9-a-syn-A53T humana (e-h). ANOVA de una via seguido de
la prueba post hoc de Holm-Sidak. Abreviaturas: WT, forma salvaje; a-syn, a-sinucleina;
CAND, candesartan; DA, dopamina; DOPAC, acido 3,4- dihidroxifenilacético; HVA, &cido
homovanilico; TELM, telmisartan; AAV9, vector viral adenoasociado tipo 9. Esta figura ha
sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2018 y se distribuye bajo los términos de Creative
Commons Attribution 4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Finalmente, para confirmar que los resultados obtenidos en analisis
bioquimicos e histoldgicos ocasionaban un efecto en el comportamiento
motor de los animales se realizaron diferentes pruebas de
comportamiento (test del cilindro, test del rotarod y test de actividad
locomotora). Los animales inyectados con AAV9-a-syn-WT (Figura
10a-c) y con AAV9-a-syn-A53T (Figura 10d-f) mostraron una
disminucion significativa en el uso espontaneo de la pata delantera
deteriorada (Figura 10a, d), en el rendimiento del rotarod (Figura 10b,
e) y en la actividad locomotora (Figura 10c, f), que mejoraron
significativamente en las ratas lesionadas tratadas con candesartan o
telmisartan.

En base a estos resultados, se demostré que el bloqueo de los
receptores AT1 provoca un efecto protector en las neuronas
dopaminérgicas, acompafiado de un mejor rendimiento del
comportamiento motor.
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Figura 10. Analisis del comportamiento motor en los diferentes grupos experimentales a 4
semanas después de la inyeccion de los vectores AAV9. El rendimiento motor fue analizado
mediante la prueba del cilindro (a, d), la prueba del rotarod (b, €) y la prueba de campo abierto
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para la actividad locomotora (c, f). Las mediciones muestran reducciones significativas del
rendimiento motor en las ratas lesionadas en relacion con los controles (solucién salina y
vectores vacios), que mejoraron significativamente con el tratamiento con candesartan o
telmisartan. Los datos se presentan como la media + SEM. *p< 0,05 en relacion con el grupo
inyectado con solucién salina; #p < 0,05 en relacion con el grupo inyectado con AAV9-®; &p
< 0,05 en relacion con el grupo inyectado con AAV9-a-syn-WT humana (a-c) 0 AAV9-a-syn-
A53T humana (d-f). ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidak.
Abreviaturas: WT, forma salvaje; a-syn, o-sinucleina; CAND, candesartan; TELM,
telmisartan; AAV9, vector viral adenoasociado tipo 9; AUC, area bajo la curva. Esta figura ha
sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2018 y se distribuye bajo los términos de Creative
Commons Attribution 4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

4.1.3. Implicacion del receptor AT1 en la neuroinflamacion
mediada por la sobreexpresion de a-syn

Estudios previos han demostrado una importante relacion entre la
sinucleinopatia y la respuesta inflamatoria microglial. Otros estudios
han observado una estrecha relacion entre la hiperactivacion del eje pro-
oxidativo del SRA, Ang II/AT1/NOX, y la neuroinflamacién. Por ello,
se estudio si el uso de antagonistas del receptor AT1 podrian tener un
efecto beneficioso en la inflamacién mediada por la sobreexpresion de
a-syn. Para ello, se llevaron a cabo andlisis de inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica de microglia reactiva. Ademas, se estudid la
expresion del ARNm de las principales citoquinas de fenotipo
microglial pro-inflamatorio/pro-oxidante (TNF-a, IL-6, IL-1p, iNOS) y
fenotipo anti-inflamatorio/anti-oxidante (ARG-1).

En las iméagenes de fluorescencia, se observé que 1 semana después
de la inyeccion de AAV9-a-syn se produjo un aumento en la densidad
de células Iba-1-ir en la SNpc (Figura 4h, k). Sin embargo, los fenotipos
fagociticos, asi como, la microglia fagocitica que envolvia las neuronas
que sobreexpresaban a-Syn eran poco abundantes. Cuatro semanas
después de la inyeccion de los vectores virales, se observé un marcado
aumento de la respuesta microglial, acompafada de un abundante
fenotipo de microglia activada y un alto nimero de células microgliales
envolviendo las neuronas positivas para a-syn (Figura 5b, e g-k).

Por otro lado, el elevado numero de fenotipos morfoldgicos de
microglia clasicamente activada se confirmé con inmunohistoquimica
y cuantificacion esteroldgica de OX-6 en la SNpc. Las ratas inyectadas
con AAV9-0-syn-WT o AAV9-a-syn-A53T mostraron un ndmero
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significativamente mayor de células OX6-ir que las inyectadas con
salino 0 con vectores vacios cuatro semanas después de la inyeccion.
Sin embargo, los efectos de la a-syn en la respuesta microglial fueron
significativamente menores en las ratas tratadas con los antagonistas del
receptor AT1, candesartan o telmisartan (Figura 11).
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Figura 11. Células microgliales inmunorreactivas a OX6 en la sustancia negra a las 4 semanas
después de la inyeccién de solucidn salina, o vectores AAV9 vacios (AAV9-®), o0 AAV9-a-
syn-WT, o AAV9-a-syn-A53T en ratas no tratadas o tratadas con el antagonista AT1
candesartdan (CAND) o telmisartdn (TELM). En (C-lI) se muestran fotomicrografias
representativas de la sustancia negra compacta de diferentes grupos de ratas. EI nimero
estimado de células positivas para OX6 en la sustancia negra de los diferentes grupos
experimentales se muestra en (A, B). Las células microgliales se muestran como porcentajes de
las observadas en los controles (es decir, ratas inyectadas con solucion salina), y los datos son
representados como la media + SEM. *p < 0,05 en relacion con el grupo tratado con solucién
salina, #p < 0,05 en relacion con el grupo inyectado con AAV9-®-, &p < 0,05 en relacién con
el grupo inyectado con AAV9 expresando a-syn-WT humana (A) o expresando a-Syn-A53T
humana (B). ANOVA de una viay prueba post hoc de Holm-Sidak. Barra de escala = 100 pm.
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Abreviaturas: WT, forma salvaje; a-syn, a-sinucleina; DA, dopamina; DOPAC, &cido 3,4-
dihidroxifenilacético; HVA, acido homovanilico; AAVY, vector viral adenoasociado tipo 9;
OX6-ir, inmunorreactivas a OX-6; CAND, candesartan; TELM, telmisartan. Esta figura ha sido
traducida de Rodriguez-Perez et al., 2018 y se distribuye bajo los términos de Creative
Commons Attribution 4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Tras los resultados obtenidos, se estudio si la sobreexpresion de a-
syn podria provocar un aumento del eje pro-oxidativo del SRA, tal y
como se ha demostrado en otros modelos de EP (Labandeira-Garcia et
al., 2021). Para ello, se estudié la expresion del ARNm del receptor
AT1 mediante RT-QPCR vy la actividad de NOX en homogenado de
SNpc de ratas inyectadas con AAV9-a-syn y AAV9-@. Los resultados
mostraron que los animales que sobreexpresaban a-syn tenian
incrementada la expresion de los receptores AT1y de la actividad NOX
en la region nigral en comparacion con las ratas control inyectadas con
vectores vacios (Figura 12a, b, d). Esta hiperactivacion del eje pro-
oxidativo del SRA podria inhibirse con el uso de antagonistas del
receptor de AT1 (ARAII). Por ello, se trataron animales inyectados con
AAV9-a-syn-WT & AAV9-a-syn-A53T con antagonistas de ATI,
candesartan y telmisartan. El uso de ambos tratamientos demostrd una
disminucion de la hiperactivacion del eje pro-oxidativo del SRA,
disminuyendo asi, la expresion del ARNm del AT1 y la actividad de
NOX, con respecto a ratas inyectadas con AAV9-a-syn sin tratamiento
(Figura 12a, b, d).

En consonancia con estos resultados, las ratas inyectadas con
AAV9-a-syn mostraron un aumento significativo de la expresion del
marcador de actividad fagocitica CD68 (Figura 12c) y de los
marcadores del fenotipo microglial pro-inflamatorio (iNOS, TNF-a, IL-
1B e IL-6) (Figura 13a-e) y una disminucion significativa de la
expresion del marcador del fenotipo microglial anti-inflamatorio ARG-
1 (Figura 13f). Estos cambios en los marcadores de respuesta
inflamatorias microgliales fueron inhibidos por el tratamiento
simultaneo con los antagonistas de AT1, candesartan o telmisartan
(Figura 13a-f).
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Figura 12. Efecto de los vectores AAV9 vacios (AAV9-®) o AAV9-a-syn sobre la expresion
del ARNm del receptor AT1, la actividad NOX y los marcadores de actividad fagocitica (CD68)
en ratas no tratadas o tratadas con el antagonista AT1, candesartan (CAND) o telmisartan
(TELM). AAV9-a-syn-WT indujo un aumento significativo de la expresion del ARNm del
receptor AT1 (a), de la actividad NOX (b) y de CD68 (c). En (d) se muestra un aumento
significativo de la actividad NOX inducido por AAV9-a-syn-A53T. Estos cambios fueron
inhibidos por el tratamiento simultaneo con los antagonistas de AT1, candesartan o telmisartan
(a-d). En (a, ), los resultados se normalizaron con respecto a los valores del grupo de control.
Para la RT-QPCR, se utilizé el método de valores umbral de ciclo comparativo (244, La
expresion de ARNm se midi6 en relacion con la de los transcritos de mantenimiento (B-actina).
La actividad de NOX se expresé como unidades de luminiscencia relativas (ULR/min/mg de
proteina). Los datos son representados como la media + SEM. *p < 0,05 en relacion con el
grupo inyectado con AAV9-®; #p < 0,05 en relacion con el grupo inyectado con AAV9 que
expresa a-syn humana. ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidak.
Abreviaturas: WT, forma salvaje; o-syn, a-sinucleina; AAV9, vector viral adenoasociado tipo
9; CAND, candesartan; TELM, telmisartan; AT1, receptor de angiotensinatipo 1; CD68, cluster
de diferenciacion 68. Esta figura ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2018 y se
distribuye bajo los términos de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Figura 13. Efecto de los vectores AAV9 vacios (AAV9-®) o AAV9-a-syn humana sobre la
expresion de marcadores del fenotipo microglial en ratas no tratadas o tratadas con el
antagonista AT1, candesartan (CAND) o telmisartan (TELM). El AAV9-a-syn-WT indujo un
aumento significativo de la expresion de marcadores del fenotipo pro-oxidante (IL-1p, IL-6,
iNOS y TNF-a) (a-d). El marcado aumento de la expresion de TNF-a inducido por AAV9-a-
syn-A53T se muestra en (€). Sin embargo, se observé una disminucién de la expresion del
marcador del fenotipo de reparacion/regeneracion anti-inflamatorio ARG-1 (f). Estos cambios
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fueron inhibidos por el tratamiento simultaneo con los antagonistas de AT1, candesartan
(CAND) o telmisartan (TELM) (a-f). Los resultados se normalizaron con respecto a los valores
del grupo de control. Para la RT-PCR, se utilizé el método de valores umbrales de ciclo
comparativo (222, Se midié la expresion ARNm en relacién con el de los transcritos de
mantenimiento (B-actina). Los niveles de TNF-a se cuantificaron con kits de ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) especificos para ratas en picogramos por mililitro por miligramo
de proteina y se expresaron como porcentajes del contenido en las muestras del grupo de
control. Los datos se representan como la media £ SEM. *p < 0,05 en relacién con el grupo
inyectado con AAV9-@; #p < 0,05 en relacion con el grupo inyectado con AAV9 que expresa
a-syn humana. ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidak. Abreviaturas:
Abreviaturas: WT, forma salvaje; o-syn, a-sinucleina; CAND, candesartan; TELM,
telmisartan; AAV9, vector viral adenoasociado tipo 9; IL-1, interleucina 1B; IL-6, interleucina
6; INOS, dxido nitrico sintasa inducible; TNF-a, factor de necrosis tumoral. Esta figura ha sido
traducida de Rodriguez-Perez et al., 2018 y se distribuye bajo los términos de Creative
Commons Attribution 4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

En resumen, los resultados obtenidos muestran un importante papel
de los receptores AT1 en la neuroinflamacion mediada por la
sobreexpresion de la proteina a-syn humana en un modelo de rata. El
tratamiento con bloqueantes del receptor AT1, candesartan y
telmisartan, disminuyé la respuesta microglial inflamatoria
promoviendo asi, un efecto neuroprotector en la muerte neuronal
dopaminérgica en la SNpc resultando en un mejor rendimiento del
comportamiento motor.

4.2 RECEPTORES AT2 CEREBRALES E INFLAMACION

Los resultados anteriormente presentados muestran un importante papel
del receptor AT1 en la neuroinflamacién y respuesta microglial de un
modelo de neurodegeneracion dopaminérgica. Sin embargo, la
implicacion del receptor AT2 en dichos procesos ha sido menos
estudiada. Es por ello que, el siguiente objetivo de la tesis se centrd en
estudiar el papel del receptor AT2, bajo situaciones de inflamacion
periférica cronica, y su posible implicacion en la degeneracion
dopaminérgica con la que cursa la EP.

4.2.1. Receptores AT2 cerebrales en inflamacion periférica
cronica (envejecimiento) y aguda (LPS)

El envejecimiento es un proceso fisioldgico que desemboca en
diversos mecanismos pro-oxidativos que promueven un estado de
inflamacién cronica en el organismo. Este estado de inflamacion podria
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influir en la expresion del receptor AT2 cerebral. Para estudiar la
expresion del receptor AT2 en el envejecimiento se compararon ratones
WT jovenes (2m), adultos (12m) y envejecidos (18m). Los analisis de
RT-QPCR revelaron que, en el homogenizado de la SN, la expresion de
ARNmM del receptor AT2 mostraba una marcada disminucion con el
envejecimiento (Figura 14A).

Seguidamente, se analiz6 como podria influir la disminucion de la
expresion del receptor AT2 observada en el envejecimiento sobre otros
componentes Yy receptores del SRA cerebral. Para ello se utilizaron
ratones AT2KO jovenes y envejecidos, y ratones WT jovenes y
envejecidos, y se realizaron analisis de transcritos mediante RT-QPCR
y analisis de expresion de proteinas mediante WB.

Los resultados muestran que, en el homogenado de SN, la
expresion de ARNm del receptor AT1 mostré un marcado aumento en
ratones envejecidos (Figura 14B). Curiosamente, los niveles altos de
expresion de ARNm del receptor AT1 ya era significativos en ratones
AT2KO jbévenes con respecto a WT jovenes (2m), y no cambiaron
significativamente con el envejecimiento (12my 18m) (Figura 14B).

Los resultados obtenidos también muestran una disminucion
significativa en la expresion de ARNm del MasR en ausencia de AT2
en comparacion con ratones WT jévenes. En ratones WT, la expresion
del receptor MasR disminuyd con el envejecimiento y no hubo
diferencias significativas en la expresion del receptor Mas entre los
ratones WT adultos y envejecidos y los ratones AT2 KO (Figura 14C).
Ademas del aumento de la expresion de AT1, los ratones AT2KO de
diferentes edades (2m, 12m, 18m) mostraron un aumento significativo
en la expresion de ARNm y de proteina del ANG en relacién con los
controles WT correspondientes (Figura 14D). Por ultimo, los cambios
importantes observados en la expresion de ARNm en ratones AT2KO
jovenes se confirmaron a nivel de proteina mediante WB (Figura 14E-
G).

Todos estos resultados indican un marcado desequilibrio en la
expresion de componentes y receptores del SRA cerebral hacia el eje
pro-inflamatorio y pro-oxidativo en ratones AT2KO y WT envejecidos.
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Este desequilibrio podria desembocar en un incremento de la respuesta
inflamatoria cerebral. Por ello se estudio la expresion de ARNm de
diferentes marcadores pro-inflamatorios. Los resultados mostraron un
aumento en la expresion de marcadores pro-inflamatorios como IL-1p,
NF-kB e IL-6 en animales envejecidos WT, que ya se encontraba
incrementada en los ratones AT2KO (Figura 15A, B, C). También se
observo un aumento de la expresion de ARNm de marcadores de estrés
oxidativo como la subunidad p47 de NOX (p47 fagocito oxidasa) y una
disminucion de la actividad COX en la SNpc de ratones AT2KO con
respecto a ratones WT (Figura 15D-E). Curiosamente, se observé un
aumento similar en la expresion de los marcadores pro-oxidativos en
ratones WT envejecidos (Figura 15D-E).
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Figura 14. Cambios en los componentes y receptores del SRA con el envejecimiento en la
region de la SNpc en ratones WT y en ratones AT2KO. Los ratones WT mostraron una
disminucién progresiva de la expresion del ARNm del receptor AT2 (A) y del MasR (C) y un
aumento del ARNm del receptor AT1 (B) y del ANG (D; estadisticamente no significativo) con
el envejecimiento, que ya se observa en los ratones AT2KO jovenes (B-D). Los principales
cambios en la expresion del ARNm de los receptores AT1y Mas y del ANG se confirmaron a
nivel proteico mediante un analisis de WB (E-G). La expresion proteica se midi6 en relacion

115



MARIA A PEDROSA SANCHEZ

con la banda de la proteina de mantenimiento GAPDH y la expresion de ARNm se midié en
relacion con la de los transcritos de mantenimiento (B-Actina). Los valores de las proteinas
fueron normalizados a los valores de los controles (100%). Para el ARNm se utiliz6 el método
de los valores umbrales del ciclo comparativo (2-22%). Los datos son representados como la
media £ SEM. *p < 0,05 en comparacién con el control WT correspondiente, #p < 0,05 en
comparacién con el grupo joven (2m) WT o joven (2m) AT2KO, $p < 0,05 en comparacion
con el grupo adulto (12m) WT. ANOVA de una via (A) o ANOVA de dos vias (B-D) seguido
de la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls, y prueba t de Student (E-G). Abreviaturas:
WT, forma salvaje; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; AT1, receptor de angiotensina tipo 1;
ANG, angiotensinégeno; AT2KO, Knock-Out para el receptor AT2. Esta figura ha sido
traducida de Rodriguez-Perez et al., 2019 (con autorizacion de Elsevier).

Con el objetivo de estudiar la respuesta a estimulos pro-
inflamatorios periféricos agudos en ausencia de los receptores AT2, a
un grupo de ratones jovenes AT2KO se les inyectd LPS para inducir
una respuesta inflamatoria periférica aguda. Con este modelo se
observo que la expresion de ARNm de marcadores pro-inflamatorios
(IL-6, IL-1B) mostro un aumento adicional tras la inyeccion de LPS.
Sin embargo, no se observé (al menos con la dosis 5mg/kg y al tiempo
utilizado, 24 h) un aumento adicional en la expresion del ARNm del
receptor AT1 (Figura 15F). Estos resultados estan en consonancia con
lo observado en ratones AT2KO (Figuras 14B y 15A-C), ya que el
envejecimiento induce un aumento adicional de los marcadores pro-
inflamatorios pero no un aumento adicional de la expresion del ARNm
de AT1 en animales AT2KO.
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Figura 15. Cambios en los marcadores pro-inflamatorios (expresién de ARNm de IL-1pB, NF-
kB, IL-6) y pro-oxidativos (expresion de ARNm de p47phox, actividad de COX) durante el
envejecimiento en la region de la SN en ratones WT y AT2KO. Los ratones WT mostraron una
disminucién progresiva de la actividad COX (E) y un aumento de la expresién marcadores pro-
inflamatorios y pro-oxidativos (A-D) con el envejecimiento, lo que ya se observa en los ratones



MARIA A PEDROSA SANCHEZ

AT2KO jovenes (A-E). En los ratones AT2KO, la inyeccion de LPS indujo un mayor aumento
de la expresion del ARNm de los marcadores pro-inflamatorios (IL-1p, IL-6), pero no un mayor
aumento de la expresién del ARNm de AT1 (F). La expresién de cada gen se determiné en
relacion con los transcritos de mantenimiento (B-actina). Para el ARNm se utiliz6 el método de
los valores umbrales del ciclo comparativo (244, Los datos se representan como la media +
SEM. *p < 0,05 en comparacion con el control WT correspondiente, #p < 0,05 en comparacion
con WT joven (2m) o AT2KO joven (2m), $p < 0,05 en comparacion con WT adulto (12m) o
AT2KO adulto (12m). ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Student-Newman-
Keuls (A-E), y la prueba t de Student (F). Abreviaturas: WT, forma salvaje; AT1, receptor de
angiotensina tipo 1; ANG, angiotensindgeno; AT2KO, Knock-Out para el receptor AT2; IL-18,
interleucina 1B; IL-6, interleucina 6; NF-xB, factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas; LPS, lipopolisacéarido; COX, citocromo c oxidasa. Esta figura
ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2019 (con autorizacion de Elsevier).

Estudios previos han demostrado una relacion entre el SRA y el
sistema dopaminérgico (Felder y Jose, 2006; Villar-Cheda et al., 2014).
Por tanto, en base a los resultados obtenidos en la region mesencefélica
de ratones jovenes AT2KO, se estudio el posible papel de la ausencia
del receptor AT2 en el sistema dopaminérgico, y su consecuente
implicacion en el comportamiento motor.

Mediante andlisis de HPLC se analizaron los niveles de DA y sus
metabolitos estriatales (DOPAC). Los resultados obtenidos mostraron
que, en condiciones basales, no se detectaron cambios significativos en
los niveles de DA ni de sus metabolitos, y sélo se observo una ligera,
pero significativa disminucion de la ratio DOPAC/DA (es decir, una
disminucion del recambio de DA; Figura 16D-F) en animales AT2KO
en comparacion con ratones WT. Ademas, mediante analisis de
transcritos por RT-QPCR, se observé una marcada disminucion de la
expresion del ARNm del receptor D1 estriatal y del ratio D1/D2 en
ratones AT2KO, lo que puede conducir a una disminucion de la
actividad de la via directa de los nucleos basales, y una consecuente
disminucion de la actividad motora (Figura 16H-J). Por ello, se estudié
el comportamiento motor de animales AT2KO en comparacion con
animales WT mediante test de locomocién y velocidad media.
Curiosamente, los resultados obtenidos muestran que ratones AT2KO
jévenes (2m) mostraron una marcada disminucién de la actividad
motora global espontanea, que fue similar a la de los ratones WT
envejecidos (18 m) (Figura 16A). El andlisis de la velocidad media
también mostrd una disminucion significativa en los ratones AT2KO
en relacion con los ratones WT (Figura 16B), aunque las diferencias
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fueron menos marcadas que las observadas en el comportamiento motor
global.

Ademas, se estudio si los ratones AT2KO presentaban una
disminucion del ndmero de neuronas dopaminérgicas de la SNpc
mediante  andlisis de inmunohistoquimica y cuantificacion
estereoldgica del marcador TH. Los resultados no mostraron
diferencias significativas en el nimero de neuronas TH-ir entre los
ratones AT2KO y los ratones WT (Figura 16G), ni en el nimero de
neuronas con tincion de Nissl en la SNpc entre ambos grupos. Sin
embargo, los resultados obtenidos muestran una importante implicacion
del receptor AT2 en la actividad del sistema dopaminérgico.
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Figura 16. Comportamiento motor y componentes del sistema dopaminérgico en ratones
AT2KO en relacion con ratones WT. La actividad motora (tasa de movimiento), la velocidad
media de locomocién y el rendimiento de rotarod se muestran en A-C. La DA estriatal, DOPAC
y la relacion DOPAC/DA se muestran en D-F. No se observd una pérdida significativa de
neuronas dopaminérgicas en los ratones AT2KO (G). Sin embargo, se observé una disminucion
significativa de la expresion del ARNm del receptor de dopamina D1 estriatal y de la relacion
D1/D2 (H-J). La expresién de cada gen fue determinada en relacion con los transcritos de
mantenimiento (B-Actina). Para el ARNm se utiliz6 el método de los valores umbrales del ciclo
comparativo (222, Los datos se representan como la media + SEM. *p < 0,05 en comparacion
con el control WT correspondiente, #p < 0,05 en comparacion con los controles WT jévenes (2
m), $p < 0,05 en comparacion con los controles WT adultos (12 m). ANOVA de dos vias
seguido de la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls (A) y la prueba t de Student (B-J).
Abreviaturas: WT, forma salvaje; AT2KO, Knock-Out para el receptor AT2; AUC, area bajo
la curva; DA, dopamina; DOPAC, acido 3,4-dihidroxifenilacético; TH-ir, inmunorreactivas a
TH; D1, receptor de dopamina tipo 1; D2, receptor de dopamina tipo 2. Esta figura ha sido
traducida de Rodriguez-Perez et al., 2019 (con autorizacion de Elsevier).

4.2.2. Receptores AT2y degeneracién dopaminérgica

Con el fin de estudiar los mecanismos moleculares implicados en
la regulacion de la expresion de los receptores AT2 en células
microgliales, y, por tanto, su posible implicacion en fenémenos de
inflamacion 'y muerte neuronal dopaminérgica, se realizaron
experimentos in vitro utilizando microglia primaria y la linea celular
microglial N9.

En las células microgliales se observd que la expresion proteica y
de ARNm de los receptores AT1y AT2 cambi0 en respuesta a la toxina
pro-inflamatoria LPS. El tratamiento con LPS, inflamacién aguda,
indujo un aumento en la expresion del ARNm del receptor AT1 y una
disminucion en la expresion del ARNm del receptor AT2, lo que
condujo a un marcado aumento de la relacion AT1/AT2 (Figura 17A,
B, C, D). Curiosamente, el tratamiento de los cultivos microgliales con
el agonista del receptor AT2, CGP-42112A, inhibi6 el aumento
inducido por el LPS en la expresion del ARNm de la AT1. (Figura 17A,
B). En consonancia con esto, los cultivos de microglia primaria de
ratones AT2KO mostraron un aumento significativo de la expresion de
ARNmM del receptor AT1 (Figura 17E).

El tratamiento de las células microgliales con LPS también indujo
un aumento significativo de marcadores de inflamacion microglial,
como la actividad de NOX, los niveles proteicos de TNF-a y la
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actividad ROCK, lo que sugiere que los receptores AT1 desempefian
un papel importante en la respuesta microglial inducida por LPS, y que
ésta es modulada por los receptores AT2 (Figuras 18 y 19).

Los resultados presentados muestran la importante regulacion del
receptor AT2 en la expresion de AT1, y su implicacion en la
inflamacién microglial. Sin embargo, los mecanismos moleculares
implicados en dicha regulacion ain no estan completamente descritos.
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Figura 17. Efectos del LPS (A-D), de la activacion del receptor AT2 con el agonista CG (A, B)
o de la supresion del receptor AT2 (E) sobre la expresion de ARNm de los receptores AT1 (A,
B, E) y AT2 (C) y larelacion AT1/AT2 (D) en cultivos de microglia primaria (A, C-E) o en la
linea celular microglial N9 (B, C). EI LPS provocé una disminucidn de la expresion del ARNm
de AT2 y un aumento de la expresion del ARNm de AT1, que fue inhibido por el tratamiento
con el agonista de AT2, CG. En consonancia con esto, la microglia primaria de los ratones
AT2KO mostr6 un aumento de la expresion del ARNm del receptor AT1 (E). La expresion de
cada gen se determind en relacion con el transcripciones de mantenimiento (B-Actina). Para el
ARNmM se utilizé el método de los valores umbrales del ciclo comparativo (224, Los datos
son representados como la media + SEM. *p < 0,05 en comparacion con el control
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correspondiente, #p < 0,05 en comparacién con las células tratadas con LPS. Analisis de
varianza de una via (ANOVA\) seguido de la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls (A-B)
y la prueba t de Student (C-E). Abreviaturas: WT, forma salvaje; AT2KO, Knock-Out para el
receptor AT2; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; LPS,
lipopolisacérido; CG, CGP-42112A. Esta figura ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al.,
2019 (con autorizacion de Elsevier).
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Figura 18. Efectos del LPS, de la inhibicion de los receptores AT1 con el antagonista ZD, y de
la activacion de los receptores AT2 con el agonista CG, sobre la expresion del marcador de
estrés oxidativo (actividad de NOX), (A, B) y de marcadores inflamatorios (TNF-o, Rho
quinasa), (C-E) en cultivos de microglia primaria. El LPS indujo un marcado aumento de estrés
oxidativo y de marcadores pro-inflamatorios, que fue inhibido por el antagonista AT1 (ZD) y
el agonista AT2 (CG). Los datos son representados como la media + SEM. *p < 0,05 en
comparacidn con el control correspondiente, #p < 0,05 en comparacion con las células tratadas
con LPS, y &p < 0,05 en comparacién con LPS + ZD (C) o LPS + CG (D). Anélisis de varianza
de una via (ANOVA) seguido de una prueba post hoc de Student Newman-Keuls. Abreviaturas:
LPS, lipopolisacarido; CG, CGP-42112A; ZD, ZD-7155; ULR, unidades de luminiscencia
relativa; TNF-a: factor de necrosis tumoral. Esta figura ha sido traducida de Rodriguez-Perez
et al., 2019 (con autorizacion de Elsevier).
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Figura 19. Efectos de la administracion del LPS, inhibicion de los receptores AT1 con el
antagonista ZD y activacion de los receptores AT2 con el agonista CG sobre la expresion pro-
oxidativa (actividad de NOX y marcadores proinflamatorios (TNF-a, ROCK) en cultivos de la
linea microglial N9. EI LPS indujo un marcado aumento en el estrés oxidativo y los marcadores
inflamatorios, que fue inhibido por el antagonista de del receptor AT1, ZD, y el agonista del
receptor AT2, CG. Para el ARNm se utilizé el método de valores umbral de ciclo comparativo
(27 24%Y, Los datos son representados como la media + SEM. *p <0.05 en comparacion con el
control correspondiente, #p <0.05 en comparacion con las células tratadas con LPS, &p <0.05
en comparacion con LPS + ZD (A, C) o LPS + CG (D), $p <0.05 en comparacién con LPS +
ZD + CG. Analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de
Student-Newman-Keuls. Abreviaturas: LPS, lipopolisacérido; CG, CGP-42112A; ZD, ZD-
7155; ULR, unidades de luminiscencia relativa; TNF-a: factor de necrosis tumoral. Esta figura
ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2019 (con autorizacion de Elsevier).

Por tanto, con el fin de investigar los posibles mecanismos
moleculares implicados en la regulacién a la baja de la expresién del
ARNm de AT1 mediante la estimulacion de AT2, se trataron células
microgliales (microglia primaria y células microgliales N9) con el
inhibidor de la actividad de 6xido nitrico sintasa (NOS), L-NAME, o el
inhibidor especifico de GMPc, ODQ. Ambos inhibidores bloguearon el
efecto inhibidor del agonista de AT2, CGP-42112A, sobre el aumento
inducido por LPS en la expresion del ARNm y de la proteina del
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receptor AT1 en microglia primaria (Figura 20A, B) y en la linea celular
microglial, N9 (Figuras 21A, By 22A, B).

Diversos estudios han demostrado que el receptor AT1 también es
regulado, en diversos tipos celulares, por diversos factores de
transcripcion, entre los que destacan los factores Sply Sp3 (Zhao et al.,
2001; Elton y Martin, 2007). Sin embargo, en microglia esta regulacion
no esta del todo demostrada. En los experimentos in vitro realizados se
observo que el aumento inducido por LPS en la expresion de ARNmy
proteina de AT1 fue bloqueado por el inhibidor especifico del factor de
transcripcion Spl, MMA, tanto en microglia primaria (Figura 20C),
como en la linea microglial N9 (Figuras 21C y 22C). Ademas, la
activacion de los receptores AT2 con CGP-42112A inhibi6o la
activacion inducida por LPS de Sp1 (Figura 20D). Sin embargo, CGP-
42112A no indujo cambios significativos en la actividad del factor de
transcripcion Sp3 (Figura 20E).

En conjunto, estos resultados indican que, en las células
microgliales, la activacion del receptor AT2 disminuye la expresién de
AT1 y del factor de transcripcion Spl, y disminuye los efectos
inducidos por AT1 mediante la activacién de la via NOS/NO/GMPc.

Esto demuestra una clara inhibicion del eje pro-oxidativo del SRA
mediante la activacion del eje anti-inflamatorio en células microgliales.
El eje anti-inflamatorio del SRA esta formado por los receptores AT2
y también por los receptores Mas. Por tanto, se estudio si MasR también
presentaba un papel en la regulacion del receptor AT1 y, por tanto, del
eje pro-oxidativo del SRA en células microgliales.
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Figura 20. En cultivos primarios de microglia, el efecto inhibidor del agonista del receptor AT2
(CG) sobre la expresion del ARNm de AT1 fue bloqueado por el inhibidor de la actividad del
enzima NOS, L- NAME (A), por el inhibidor especifico de GMPc, ODQ (B), por el inhibidor
especifico del factor de transcripcion Spl, MMA (C), y por el antagonista del receptor Mas,
AT779 (F). En consonancia con esto, la activacion de los receptores AT2 con CG inhibié6 la
activacion de Spl inducida por LPS (D). Sin embargo, el tratamiento con CG no produjo
cambios significativos en la actividad del factor de transcripcion Sp3 (E). La expresion de cada
gen fue determinada en relacion con los transcritos de mantenimiento (B-Actina). Parael ARNm
se utilizé el método de los valores umbrales del ciclo comparativo (2-22¢Y). Los datos son
representados como la media + SEM. *p < 0,05 en comparacion con el control correspondiente,
#p < 0,05 en comparacién con las células tratadas con LPS, y &p < 0,05 en comparacién con
LPS + CG, $p < 0,05 en comparacién con LPS + CG + L-NAME (A) o LPS + CG + ODQ (B)
0 LPS + CG + A779 (F). Analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba post
hoc de Student-Newman-Keuls. Abreviaturas: LPS, lipopolisacéarido; CG, CGP-42112A; AT1,
receptor de angiotensina tipo 1; OD, densidad Optica; ODQ, 1H-[1,2,4]-oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-one; MMA, Mitramicina A; L-NAME: No-Nitro-L-arginina metil éster
clorhidrato. Esta figura ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2019 (con autorizacion de
Elsevier).

Los resultados obtenidos muestran que la inhibicion de la actividad
del receptor MasR tras la administracion de A779 bloqued el efecto
inhibidor de AT2 sobre el aumento de expresion proteica 'y de ARNm
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del receptor AT1 inducido por LPS, revelando que el eje de receptores
AT2/Mas presenta un importante papel en la regulacion de la respuesta
inflamatoria microglial (Figuras 20F; 21D y 22D).
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Figura 21. En cultivos de células microgliales N9, el efecto inhibidor del agonista del receptor
AT2 (CG) sobre la expresion de la proteina del receptor AT1 fue bloqueado por el inhibidor de
NOS, L-NAME (A), el inhibidor especifico de GMPc, ODQ (B), el inhibidor especifico del
factor de transcripcion Spl, MMA (C), y el antagonista del receptor Mas, A779 (D). La
expresion proteica se midié en relacién con el valor de la banda de la proteina de
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mantenimiento, GAPDH. Los valores de proteina se normalizaron con respecto a los valores de
los controles (100%). Los datos son representados como la media =+ SEM. *p < 0,05 en
comparacién con el control correspondiente, #p < 0,05 en comparacién con las células tratadas
con LPS, &p < 0,05 en comparacion con LPS + CG, $p < 0,05 en comparacion con LPS + CG
+ L-NAME (A) o LPS + CG + ODQ (B) 0 LPS + CG + A779 (F). Anélisis de varianza de una
via (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls. Abreviaturas: LPS,
lipopolisacarido; CG, CGP-42112A; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; OD, densidad
optica; ODQ, 1H-[1,2,4]-oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one; MMA, Mitramicina A; L-
NAME: No-Nitro-L-arginina metil éster clorhidrato. Esta figura ha sido traducida de
Rodriguez-Perez et al., 2019 (con autorizacién de Elsevier).
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Figura 22. En cultivos de células microgliales N9, el efecto inhibidor del agonista del receptor
de AT2 (CG) sobre la expresion de AT1 fue bloqueado por el inhibidor de NOS, L-NAME (A),
el inhibidor de cGMP, ODQ (B), el inhibidor especifico del factor de transcripcion Sp1, MMA
(C) y el antagonista del receptor Mas, A779 (D). La expresion de cada gen se determind en
relacion con las transcripciones de mantenimiento (B-actina). Para el ARNm se utilizd el
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método de valores umbral de ciclo comparativo (2~ 24, Los datos son la media + SEM. * p
<0.05 en comparacién con el control correspondiente, #p <0.05 en comparacion con las células
tratadas con LPS, & p <0.05 en comparacién con LPS + CG, $ p <0.05 en comparacion con
LPS + CG + 0ODQ (B) 0 LPS + CG + A779 (D). Analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
seguido de la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls. Abreviaturas: LPS, lipopolisacarido;
CG, CGP-42112A; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; OD, densidad 6ptica; ODQ, 1H-
[1,2,4]-oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one; MMA, Mitramicina A; L-NAME: Nw-Nitro-L-
arginina metil éster clorhidrato. Esta figura ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2019
(con autorizacion de Elsevier).

Los efectos de la actividad del receptor AT2 sobre la expresion del
receptor AT1 observados en cultivos de microglia primaria y células
microgliales N9 se confirmaron en microglia extraida de cerebros
adultos. De acuerdo con las observaciones in vitro y con lo observado
en homogenados de SN, la microglia aislada de cerebros de ratones
AT2KO mostré un marcado aumento en la expresion de ARNm de AT1
(Figura 23A).

Ademas, en neuronas dopaminérgicas de cerebros adultos aisladas
mediante captura laser, también se confirmé la regulacion de la
expresion del ARNm de AT1 por los receptores AT2. Las neuronas
dopaminérgicas de ratones AT2KO mostraron un incremento
significativo en la expresion del ARNm de AT1 frente a los ratones
control WT (Figura 23B). También se observd una disminucion
significativa del ARNm de AT2 y un incremento significativo del
ARNmM de AT1 en las neuronas dopaminérgicas aisladas de cerebros de
ratas envejecidas frente a neuronas dopaminérgicas aisladas de cerebros
de ratas jovenes (Figura 23C, D), lo que es consistente con los
resultados obtenidos en la SN de homogenados de ratones envejecidos
y ratones AT2KO (Figura 14A, B).
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Figura 23. El efecto de la actividad del receptor AT2 sobre la expresion del receptor AT1
observado en los cultivos microgliales se confirmé en microglia de cerebros adultos utilizando
micro-perlas anti CD11b y en neuronas dopaminérgicas de cerebros adultos utilizando
microdiseccion por captura laser. Tanto la microglia (A) como las neuronas dopaminérgicas
(B) de los ratones AT2KO mostraron un marcado incremento en la expresion del ARNm de
AT1 en relacion con los controles WT. En consonancia con esto, las neuronas dopaminérgicas
envejecidas mostraron una marcada disminucion de la expresion del receptor AT2 (D) y un
aumento de la expresion del receptor AT1 (C). La expresiéon de cada gen se determiné en
relacion con el transcrito de mantenimiento (B-Actina). Para el ARNm se utilizé el método de
valores umbrales de ciclo comparativo (2-24%). Los datos son representados como la media +
SEM. *p < 0,05 en comparacion con los WT correspondiente o de los controles jovenes. Prueba
t de Student. Abreviaturas: WT, forma salvaje; AT2KO, Knock-Out para el receptor AT2; AT1,
receptor de angiotensina tipo 1; AT2, receptor de angiotensina tipo 2.
Esta figura ha sido traducida de Rodriguez-Perez et al., 2019 (con autorizacion de Elsevier).
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4.2.3. Receptores AT2 en neuroinflamacion. Células
microgliales. Dimorfismo sexual

Estudios previos han demostrado que las células microgliales son
sexualmente dimérficas (Kerr et al., 2019; Han et al., 2021). Por ello,
en el presente trabajo se estudid si las células de la microglia eran
sexualmente dimorficas para la expresion del receptor AT2,
independientemente de las hormonas circulantes femeninas, y su
implicacion en los procesos inflamatorios.

En primer lugar, se analizd la expresion de ARNm del receptor
AT2 y de diferentes citoquinas relacionadas con la inflamacion en
microglia adulta aislada de cerebros perfundidos (Figura 24A-D) y no
perfundidos (Figura 24E-H) de machos adultos WT, hembras WT y
hembras WT OVX. La expresion de ARNm de AT2 fue mucho mayor
en la microglia de hembras y hembras OVX que en la microglia de
machos (Figura 24A, E). Curiosamente, hubo una disminucién en la
expresion de AT2 microglial en las hembras OV X en comparacion con
las hembras WT que no fue estadisticamente significativa. Por otro
lado, la microglia aislada de cerebros masculinos mostré niveles mas
bajos de expresion de ARNm de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 en
comparacion con la microglia de hembras control y hembras OVX,
mientras que no se observaron diferencias significativas entre hembras
y hembras OV X (Figura 24B, F). Sin embargo, la expresién de ARNm
para las citoquinas pro-inflamatorias, IL-1p e IL-6, fue
significativamente mayor en la microglia aislada de machos que en la
microglia aislada de hembras o hembras OVX, y no se detectaron
diferencias significativas en la expresion de IL-1p e IL-6 entre hembras
y hembras OVX (Figura 24C, D, G, H). Estos resultados se
confirmaron, tanto en cerebros perfundidos, como no perfundidos de
ratones WT, lo que indica que estos efectos no estan relacionados con
los macrofagos circulantes. En conjunto, los resultados obtenidos
sugieren que las diferencias en la expresion de los receptores AT2, de
la citoquina anti-inflamatoria IL-10 y de las citoquinas pro-
inflamatorias IL-1f e IL-6 en la microglia de ratones WT adultos sanos
estan relacionadas principalmente con el sexo de los ratones.
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Figura 24. Expresion del ARNm de AT2, IL-10, IL-1B e IL-6 en microglia aislada de cerebros
masculinos y femeninos perfundidos con salino (A-D) y de cerebros masculinos, femeninos y
femeninos OV X mediante RT-QPCR. Para el ARNm se us6 el método de valores de umbral de
ciclo comparativo (224, Los datos se representan como las medias + SEM. *p<0,05 en
comparacién con los machos. Las comparaciones simples se realizaron con t de Student (A-D)
y las comparaciones multiples se analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la
prueba post-hoc de Student-Newman-Keuls. Abreviaturas: OVX, ovariectomizados; AT2,
receptor de angiotensina tipo 2; IL-1B, interleucina 1p; IL-6, interleucina 6; IL-10, interleucina
10. Esta figura ha sido traducida de Garrido-Gil et al., 2022 y se distribuye bajo los términos
de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

A continuacién, se confirmé la expresion del ARNm del receptor
AT2 en microglia adulta de ratones macho y hembra WT sanos usando
la técnica de hibridacion in situ RNAscope en secciones de tejido de la
regiéon de la SNpc, asi como con la técnica de hibridacién in situ de
RNAscope combinada con inmunohistoquimica (Figura 25). Los
resultados obtenidos por microscopia confocal confirmaron la
expresion de AT2 en células marcadas con marcadores microgliales y
que mostraban morfologia microglial clara en los cerebros de raton
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adulto control. Como se observo en la microglia aislada, el marcaje de
ARNmM de AT2 fue mas abundante en la microglia de ratones hembra
que en la de machos (Figura 24A-L). La cuantificacion de las imagenes
de microscopia confocal mostré que las hembras presentaban un mayor
namero de células microgliales positivas para el ARNm de AT2, en
comparacion con la microglia de machos (Figura 24M-0). Ademas, a
nivel de células individuales, las células microgliales de las hembras
presentaban un mayor nimero de moléculas de ARNm de AT2 que las
de machos (Figura 24P).

A continuacion, se estudio si la ausencia del receptor AT2 producia
un cambio en la expresion de las citoquinas inflamatorias en las células
microgliales adultas. Para ello se utilizaron machos, hembras y hembras
OVX de tipo salvaje y AT2KO para saber si las diferencias en la
expresion microglial de IL-10, IL-1B e IL-6 entre machos y hembras
(control o hembras OVX), y no dependiente de hormonas sexuales
femeninas circulantes, podria estar relacionado con las diferencias
observadas en la expresion de ARNm del receptor AT2 entre machos y
hembras. Los cambios en la expresion de IL-10, IL-1p e IL-6 inducidos
por la ausencia de AT2 fueron mas marcados en hembras que en
machos, lo que es consistente con los niveles mas altos de expresion de
AT?2 observados en hembras en relacion con machos. Curiosamente, no
se observaron diferencias significativas en la expresién microglial de
IL-10, IL-1B e IL-6 entre machos, hembras y hembras OV X de ratones
AT2KO, lo que sugiere que las diferencias en la expresion de AT2
juegan un papel importante en las diferencias sexuales inflamatorias de
los cerebros de ratones control (Figura 26 A-C).
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Figura 25. Expresion del ARNm del receptor AT2 en microglia de la SN de ratén adulto.
Iméagenes de fluorescencia representativas de la expresion del ARNm del receptor AT2 (Agtr2;
rojo) en células con expresion de a-integrina (Itgam, células microgliales; azul) y marcaje de
nucleo celular (DAPI, blanco) en cerebro de raton macho (A-D) y hembra (E-H). Imagenes de
inmunohistoquimica usando Iba-1 (marcador microglial; verde) y el ARNm de Agtr2 (rojo) (I-
L). La cuantificacion por mm? de células microgliales positivas para Agtr2 fue mayor en
hembras que en machos (M), sin variacion en el nimero total de células microgliales entre
ambos sexos (N). El porcentaje de microglia positiva para Agtr2 en base al nimero total de
células microgliales y el nimero de moléculas de ARNm (dots) para el gen Agtr2 en células
microgliales fueron mayores en hembras que en machos (O, P). Los datos son representados
como las medias + SEM. *p<0,05. en comparacion con los machos. Las comparaciones se
realizaron con t de Student. Barra de escala de 12,5 um. Abreviaturas: AT2, receptor de
angiotensina tipo 2; iba-1, molécula adaptadora de unién a calcio ionizado 1. Esta figura ha sido
traducida de Garrido-Gil et al., 2022 y se distribuye bajo los términos de Creative Commons
Attribution 4.0 International License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Figura 26. ARNm de IL-10 (a), IL-1p (b) e IL-6 (c) en microglia aislada de diferentes grupos
de ratones. Los cerebros masculinos, femeninos y femeninos OVX de WT o AT2KO se
analizaron mediante RT-QPCR. Para el ARNm, se us6 el método de valores de umbral de ciclo
comparativo (2-24%), Los datos se representan como la media = SEM. *p < 0,05 en comparacion
con el control WT correspondiente, $p < 0,05 en comparacion con los machos WT. Las
comparaciones multiples se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba
post-hoc de Student-Newman-Keuls (b-c) y ANOVA de dos vias en los rangos de Kruskal
Wallis, (a). Abreviaturas: OVX, ovariectomizados; AT2KO, knock-out para el receptor AT2;
WT, forma salvaje; IL-1p, interleucina 1p; IL-6, interleucina 6; IL-10, interleucina 10. Esta
figura ha sido traducida de Garrido-Gil et al., 2022 y se distribuye bajo los términos de Creative
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Commons Attribution 4.0 International License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-
nd/4.0/).

Los resultados previos de la presente tesis muestran la importancia
de los receptores de angiotensina en la respuesta inflamatoria periférica.
Por ello, se estudio la expresién de citoquinas inflamatorias en
microglia aislada de ratones bajo un estimulo inflamatorio periférico
agudo con LPS. Los resultados mostraron un aumento significativo en
los niveles de expresion de ARNm para IL-10 en ratones WT que fue
mucho maés alto que el observado en ratones AT2KO, mientras que la
expresion de ARNm de la citoquina pro-inflamatoria I1L-6 fue
significativamente mayor en los ratones AT2KO en relacién con los
ratones WT (Figura 27a, b).

Finalmente, se estudio si el dimorfismo sexual del receptor AT2
observado en los resultados presentados podria estar ocasionado por el
efecto de la exposicidn a las hormonas gonadales durante el desarrollo
perinatal o por las hormonas sexuales masculinas. Los resultados
obtenidos mostraron que: (1) la expresion del ARNm de AT2 era
significativamente mayor en la microglia aislada de cerebros de
hembras masculinizadas en relacion con la microglia de los machos, lo
que no respalda la posibilidad de que la exposicion perinatal a los
estrégenos sea responsable del aumento permanente de la expresion del
receptor AT2 en la microglia de las hembras adultas (Figura 27¢); (2)
se observdO que la expresion del ARNm de AT2 no fue
significativamente diferente en la microglia aislada de cerebros de
machos WT orquiectomizados en relacion con la microglia de machos
WT control, lo que no respalda la posibilidad de que los andrégenos
sean responsables de las diferencias sexuales al regular a la baja la
expresion del receptor AT2 en la microglia de los machos adultos
(Figura 27d).

136



RESULTADOS

—
2]
—
—

(=)
S

8.04 * 6
G-—- o — *o#
a g
< 6.0 -]
o o 4
€ E
E 4.0 E .
S < 5
\T 2.0 ‘.ID o
- =
0.0- 0-
o o
€ &S
& o
v
(c) (d)
4 * 2.0 .
o . e .
[ o Q
3 3 ; 3
o o
£ £
2 29 Zz
4 e 14
<L o &Il
Er =
< E <
0_

(o] & 8’
e@é\ 0&\0.6\1?
SN
&

é"b

Figura 27. Efectos de la inyeccidn de LPS en la expresion de ARNm de interleucina microglial
en presencia 0 ausencia de receptores AT2 (a, b), y efecto de la masculinizacion del cerebro
femenino (c) y la orquiectomia masculina (d) en la expresion de ARNm de AT2 usando RT-
QPCR. La inyeccidn in vivo de LPS indujo un marcado aumento en los niveles de expresion de
ARNm de IL-10 en microglia aislada de ratones WT que fue mucho mayor que en microglia de
ratones AT2KO (a), mientras que la expresion de ARNm de IL-6 fue significativamente mayor
en microglia de ratones AT2KO que en microglia de ratones WT (b). La microglia de cerebros
hembra masculinizados mostré una mayor expresion de ARNm de AT2 que la microglia de
machos WT (c). La microglia de los machos WT orquiectomizados mostré una expresion de
ARNmM de AT2 similar a la microglia de los machos control WT (d). Para el ARNm se uso el
método de valores de umbral de ciclo comparativo (2"22%). Los datos son representados como
media £ SEM. *p < 0,05 en comparacion con el control WT correspondiente, #p < 0,05 en
comparacion con WT + LPS. ANOVA de una via seguido de la prueba post-hoc de Newman-
Keuls de Student (a); Analisis de una via de Kruskal-Wallis de la varianza en los rangos seguido
de la prueba post-hoc de Newman-Keuls de Student (b) y las pruebas t de Student (c, d).
Abreviaturas: AT2KO, knock-out para el receptor AT2; WT, forma salvaje; LPS,
lipopolisacérido; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; IL-6, interleucina 6; IL-10, interleucina
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10. Esta figura ha sido traducida de Garrido-Gil et al., 2022 y se distribuye bajo los términos
de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

4.3.RECEPTORES DE ANGIOTENSINA EN LA INFLAMACION PERIFERICA
CRONICA DEL SINDROME METABOLICO (METS). IMPLICACION EN
LA NEURODEGENERACION DOPAMINERGICA

4.3.1. Caracterizacién de un modelo animal experimental de
MetS

Con el objetivo de estudiar la implicacion de la inflamacién
periférica cronica mediada por el MetS en los receptores de
angiotensina, en primer lugar, se caracterizé el modelo de MetS en ratas
macho adultas inducido por la alimentacion de dieta alta en grasa
durante 18 semanas. Los resultados muestran un aumento del peso y la
presion arterial en animales con MetS respecto al grupo control
alimentado con dieta normal (Figura 28A, C). Ademas, los niveles
séricos de colesterol, triglicéridos y glucosa aumentaron
significativamente en las ratas con MetS respecto al grupo control
(Figura 28B). Por tanto, estos resultados indican el desarrollo de los
principales factores que definen al MetS (hipertension, aumento de
peso, hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia).
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Figura 28. Caracterizacion de un modelo de rata de MetS. La presion arterial (A) los niveles
séricos de colesterol, triglicéridos y glucosa (B), y el peso (C) fueron monitorizados para
confirmar si se incrementaban en las ratas con MetS respecto a las ratas control. Los animales
fueron analizados durante 18 semanas. Los datos son expresados como la media +SEM.*
P<0.05 respecto a los animales control (Student’s test and Mann-Whitney rank sum test).
Abreviaturas: MetS, sindrome metabolico.

4.3.2. Activacion del eje pro-inflamatorio mediado por
receptores AT1 en la sustancia nigra de animales con
MetS

La expresion (ARNm y proteina) de los principales receptores del
SRA fueron estudiados en la SN de ratas con MetS vy en ratas control.
En animales con MetS, se observd un aumento significativo en la
expresion de los receptores del eje pro-inflamatorio, como los
receptores AT1 y los receptores de PRR, y una disminucion en la
expresion de los componentes y receptores del eje anti-inflamatorio,
incluidos los receptores AT2 y MasR y el enzima ECAZ2. Estos cambios
fueron inhibidos por el tratamiento con el antagonista del receptor AT1,
candesartan, lo que sugiere que la sobreactivacion de los receptores
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AT1 juega un papel importante en la expresion de los componentes del
SRA cerebral durante el transcurso del MetS (Figura 29A-D). De
acuerdo con observaciones previas, la sobreactivacion del eje pro-
inflamatorio del SRA se asocié con un aumento significativo en los
marcadores de estrés oxidativo, como la actividad NOX, y la
inflamacién, como el TNF-a, en la SN (Figura 29E, F). Dicho
incremento fue revertido en los animales con MetS y tratados con
candesartan. Estos resultados corroboran la implicacion del receptor
AT1 en fendbmenos pro-oxidativos y neuroinflamatorios mediados por
inflamacién periférica cronica.
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Figura 29. Efectos del MetS y del candesartan en la Sustancia Nigra de ratas. Expresion de
ARNm (A, C) y proteina (B, D) de componentes y receptores del SRA pro-inflamatorios
(receptores AT1 y PRR; incrementados) y anti-inflamatorios (receptores AT2, receptores Mas
y ECA2; disminuidos). Los marcadores de inflamacion (TNF-o; E) y estrés oxidativo (actividad
de NADPH-oxidasa; F) aumentaron en ratas con MetS, lo que fue inhibido por el tratamiento
con candesartan. Los datos son representados como las medias + SEM. *P< 0,05 en relacién
con las ratas control, #P< 0,05 en relacion con ratas tratadas con MetS (ANOVA unidireccional
con prueba post hoc del método de Student-Newman- Keuls o analisis de varianza
unidireccional de Kruskal-Wallis en rangos con Student-Newman - Prueba post hoc del Método
Keuls). Abreviaturas: MetS, sindrome metabdlico; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; AT2,
receptor de angiotensina tipo 2; ECA2, enzima conversora de angiotensina IlI; CAND,
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candesartan; PRR, receptor de pro-renina; TNF-a, factor de necrosis tumoral; ULR, unidades
de luminiscencia relativas.

4.3.3. Sobreactivacion del receptor AT1 media mayor
vulnerabilidad a degeneracion dopaminérgica en MetS

Los resultados presentados muestran una importante implicacion
de la inflamacién periférica cronica que cursa el MetS en la
sobreactivacion del receptor AT1, inflamacion y estrés oxidativo
cerebral. Muchos estudios han demostrado la implicacién de dichos
procesos en la progresion de la EP. Por ello, a continuacion, se estudid
si los animales que habian desarrollado MetS eran més vulnerables a la
lesion dopaminérgica inducida por la neurotoxina 6-OHDA. Los
resultados obtenidos muestran que las ratas con MetS tratadas con 6-
OHDA presentan un aumento moderado, pero significativo, en la
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN junto con un aumento
significativo en la pérdida de terminales dopaminérgicos estriatales en
comparacion con ratas lesionadas con 6-OHDA sin  MetS.
Curiosamente, el aumento de la vulnerabilidad se inhibio mediante el
tratamiento con el antagonista del receptor AT1, candesartan, lo que
sugiere la implicacién de dicho receptor en el incremento de la muerte
neuronal en animales que han desarrollado MetS (Figura 30).
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Figura 30. Efecto del MetS en la vulnerabilidad de la degeneracion dopaminérgica. La
inflamacion periférica crdnica inducida por el MetS incrementd los efectos nocivos de la
inyeccion intraestriatal de 6-OHDA en ratas, lo que provoc6é un aumento significativo en la
pérdida de neuronas dopaminérgicas (TH-ir) en la SN (A) y una pérdida de terminales
dopaminérgicos en el estriado (B), que fue inhibido por el tratamiento simultaneo con el
bloqueante del receptor AT1, candesartan. Fotomicrografias de SN de rata que muestran
neuronas dopaminérgicas (C-E) y terminales estriatales (F-H) en ratas de control (C, F), ratas
MetS tratadas con 6-OHDA (D, G) y ratas MetS tratadas con 6-OHDA maés candesartan (E, H).
Barra de escala 200 pm. Los datos se dan como medias + SEM. *P< 0,05 en comparacién con
el grupo de control correspondiente, #P< 0,05 en comparacidon con el grupo 6-OHDA; $P< 0,05
en comparacion con el grupo MetS+6-OHDA. Andlisis de varianza unidireccional y prueba
post hoc de Student-Newman- Keuls. Abreviaturas: MetS, sindrome metabolico; SNpc,
Sustancia negra pars compacta; CAND, candesartan; 6-OHDA, 6-hidroxidopamina; TH-ir,
inmunorreactivas a TH.
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4.3.4. Aumento de citoquinas circulantes, 27-OHC vy
autoanticuerpos (AA) frente a receptores del SRA en un
modelo experimental de MetS

Los niveles séricos de las principales citocinas pro-inflamatorias
(IL-17, IL-1B, IL-6, TNF-0. y LIGHT) aumentaron significativamente
en ratas que habian desarrollado MetS en comparacion con animales
control (Figura 31A). También se observd un aumento significativo del
27-OHC en el suero de ratas con MetS (Figura 31B).

Las ratas con MetS mostraron, asi mismo, un aumento significativo
en los niveles séricos de AT1-AA y ACE2-AA circulantes (Figura 31C,
D) que, ademas, presentaron una correlacion significativa entre si
(r=0,670, P= 0,0171) (Figura 31E). Ademas, los niveles séricos de
AT1-AA y ACE2-AA mostraron correlaciones significativas con las
concentraciones séricas de los marcadores de los principales factores
que definen el MetS: colesterol, triglicéridos y glucosa (excepto, para
ACE2-AA vy la glucosa) (Figura 32). También se observaron
correlaciones significativas entre AT1-AA y los niveles séricos de IL-
1B, IL-17, LIGHT y 27-OHC (Figura 33A, C, E, F). Los niveles séricos
de ACE2-AA mostraron correlaciones significativas con los niveles de
IL-1B y 27-OHC (Figuras 34A, F).
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Figura 31. Niveles de citoquinas pro-inflamatorias, 27-OHC, AT1-AA y ACE2-AA en suero
(A-E) y LCR (F, G) y aumento de la permeabilidad de BHE (H) en ratas con MetS. Los niveles
séricos de las principales citoquinas pro-inflamatorias, incluidas IL-1pB, IL-6, TNF-o, IL-17 y
LIGHT (TNFSF14) (A) y 27-OHC (B) aumentaron significativamente en ratas con MetS en
comparacién con el grupo control. Las ratas con MetS también mostraron un aumento
significativo en los niveles circulantes de AT1-AA y ACE2-AA (C, D) y hubo una correlacion
significativa entre los niveles séricos de AT1-AAy ACE2-AA (E, [r=0.670, P =0,0171]). Los
niveles de AT1-AA y ACE2-AA aumentaron significativamente en el LCR de ratas con MetS
en comparacion con los controles (F, G). Las ratas con MetS, a las que se les inyectd Evans
Blue, mostraron un aumento significativo en la extravasacion del colorante en la SN, el STy la

144



RESULTADOS

corteza, lo que revel6 una disrupcion de la BHE, que fue inhibida por el tratamiento con
candesartan (H). Los datos se dan como medias = SEM. *P< 0,05 en comparacién con el grupo
de control correspondiente, #P< 0,05 en comparacion con el grupo MetS. Prueba t de Student
0 prueba de suma de rangos de Mann-Whitney (A-G). Analisis de varianza unidireccional y
prueba post hoc de Student-Newman- Keuls (H). Abreviaturas: MetS, sindrome metabolico;
AT1-AA, autoanticuerpos agonistas del receptor de angiotensina tipo 1; ACE2-AA,
autoanticuerpos frente al enzima conversora de angiotensina Il; CAND, candesartan; LCR,
liquido cefalorraquideo; SN, sustancia negra; ST, nlcleo estriado; 27-OHC, 27-
hidroxicolesterol; IL-6, interleucina 6; TNF-a, factor de necrosis tumoral; IL-17, interleucina
17; IL-1B: interleucina 1B; LIGHT, miembro 14 de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral; ULR, unidades de luminiscencia relativas.

200 r= 0.601; p = 0.0388 8001, =0.783; p= 000138 5001 = 0.744: p = 0.0055
ry . % — 4004 .
g 150 . S 5004 . 3 400 »
E L E - 7
= e T '] - E 300 * o/”; -
9 100 . - . 8 4004 L ] -
2 - = e " § 200 e
z ¢ 3 e g s
£ 504 L™ £ 200 e 2
5 5 e o 1004
=
T d T 1 0 T 1
5%10% 1x107 1.5x107 5x10€ 12107 1.52107 5%10F 1%107 1.5%107
AT1-AA(ULR) AT1-AA (ULR) AT1-AA{ULR}
2007 = 0.681; p = 0.0148 800y, = 0.650; p=10.02 500 ¢ = 0.486; p = 0.110
— . )
) - °
= 2 . = 400 .
= 1504 . - ? 600 i -
E o E El PR
= . [ 0 £ 300 PO
2 100+ - S 400 - .
a - = i 3 b g .
g i § s & 200 -t" -
% 504 « * =200 o . * 32,
Q g [ o 10
T T T T 1 T T T T 1 T T T T |
52108 1x107  1.3<107  2x107  25x107 5¥10°  1x107  1.5%107 2107 2.5x107 %106 Ax107  1.5x107  2x107  25x107
ACEZ-AA{ULR) ACE2-AA{ULR) ACEZ-AA [ULR)

Figura 32. Correlacion de los autoanticuerpos séricos frente a receptores del SRA y los niveles
de los marcadores de los factores que definen el MetS. Niveles séricos AT1-AA en ratas con
MetS (A-C) mostraron una correlacion positiva significativa con los principales componentes
del MetS, como el colesterol [Coeficiente de correlacion de Pearson, (r) = 0.601, p = 0.0388],
triglicéridos [Coeficiente de correlacion de Spearman, (rs) = 0.783, p = 0.00139] y glucosa [r =
0.744, p = 0.0055]. Correlaciones positivas y significativas fueron encontradas para ACE2-AA
y colesterol (D), [r = 0.681, p = 0.0148], y triglicéridos (E), [rs = 0.650, p = 0.02] pero no con
glucosa (F). Abreviaturas: AT1-AA, autoanticuerpos agonistas del receptor de angiotensina
tipo 1; ACE2-AA, autoanticuerpos frente al enzima conversora de angiotensina Il; ULR,
unidades de luminiscencia relativas.
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Figura 33. Correlacion de AT1-AA séricos y los niveles de citoquinas y 27-OHC. Las graficas
de correlacion muestran la relacion entre AT1-AA de suero de ratas con MetS y las citoquinas
IL-1B (A; [r = 0.674, P = 0.0162]), IL-6 (B; [r = 0.533, P = 0.0742]), IL-17 (C; rs =0.800, P =
0.0014), TNF-a (D; [r = 0.550, P = 0.0793]), LIGHT (E; [r = 0.741, P = 0.0058]) y 27-OHC (F;
[r = 0.692, P = 0.0126]). Abreviaturas: AT1-AA, autoanticuerpos agonistas del receptor de
angiotensina tipo 1; 27-OHC, 27-hidroxicolesterol; IL-6, interleucina 6; TNF-a, factor de
necrosis tumoral; 1L-17, interleucina 17; IL-1p: interleucina 13; LIGHT, miembro 14 de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral; ULR, unidades de luminiscencia relativas.

146



RESULTADOS

25 ¢ = 0.589; p = 0.0438 100r=0.411; p= 0.184
20+ [ i
5 . - 80 . .
£ 15 « ° E .
= - = " [
g * . 2 6o .
@ 10 . @ .
3 o 2 e
= 40=
51 -
0 T T T 1 20— T T T 1
5x10% 1107 1.5%107 2107 2.5x107 5%105 1107  1.5%107  2x107  2.5x107
C ACE2-AA (ULR) D ACE2-AA (ULR)
15011, = 0.573; p = 0.06 25-1r=0.515; p = 0.105
—_ _ Y - 204 .
E‘IDO %‘ . .
E £ 154 o ®
~ 50 . . B -
0 L] . z _
=] - g 10
e e » .
0+ 5 - *
T T T T 1 T T T T 1
§x106 1x107  1.5%x107 2x107 2.5x107 5x108 1x107  1.5x107 2x107  2.5x107
E ACE2-AA (ULR) F ACEZ-AA (ULR)
200 r=0.528; p = 0.077 61r=10.773; p = 0.0032
7 150 * . 3
g L] [ ] 34_
g » [] L] e
=100, o
= T
] : g 2
3 50 e . 5
L T T T 1 0 T T T 1
5x108 1%107  1.5%x107  2x107  2.5x107 5x10¢ 1x107  1.5x107 2x107 2.5x107
ACEZ-AA (ULR) ACE2-AA (ULR)

Figura 34. Correlacion de ACE2-AA séricos y los niveles de citoquinas y 27-OHC. Las graficas
de correlacion muestran la relacion entre ACE2-AA de suero de ratas con MetS y las citoquinas
IL-1B (A; [r =0.589, P =0.0438]), IL-6 (B; [r = 0.411, P =0.184] ), IL-17 (C; rs =0.573,P =
0.06), TNF-a (D; [r = 0.515, P = 0.105]), LIGHT (E; [r = 0.528, P = 0.077]), y 27-OHC (F; [r
=0.773, P = 0.0032]). Abreviaturas: ACE2-AA, autoanticuerpos frente al enzima conversora
de angiotensina Il; 27-OHC, 27-hidroxicolesterol; IL-6, interleucina 6; TNF-a, factor de
necrosis tumoral; 1L-17, interleucina 17; IL-1p: interleucina 1f3; LIGHT, miembro 14 de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral; ULR, unidades de luminiscencia relativas.

4.3.5. Aumento de AA frente a receptores del SRA en LCR de
un modelo experimental de MetS.

Los niveles de AT1-AA y ACE2-AA también fueron cuantificados
en el LCR de ratas con MetS y control. Los resultados muestran un
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aumento significativo de ambos autoanticuerpos en ratas con MetS en
comparacion con ratas del grupo control (Figura 31F, G). Los
resultados obtenidos sugieren que (1) los autoanticuerpos circulantes
pueden atravesar la BHE o (2) que las celulas B activadas pueden
atravesar la BHE, migrar al compartimento intratecal y mediar una
expansion clonal que conduce a la sintesis intratecal de los
autoanticuerpos. Para comprobar esta hipotesis, se realizé un estudio de
permeabilidad de la BHE en ratas con MetS y control. Los resultados
mostraron un aumento significativo de la extravasacion del colorante
Evans Blue en diferentes regiones del parénquima cerebral (SN, ST y
corteza) en el grupo MetS, lo que es indicativo de un aumento de la
permeabilidad de la BHE. Dicho incremento en la extravasacion del
colorante Evans Blue fue inhibido mediante el tratamiento con el
antagonista del receptor AT1, candesartan (Figura 31H), lo que indica
que el incremento en la permeabilidad de la BHE observado en MetS
estd mediado, en parte, por los receptores AT1.

4.3.6. Infusion de AA frente al receptor ATl (AT1-AA)
mediante minibombas intraperitoneales

Para estudiar el efecto aislado de un incremento en los niveles
séricos de AT1-AA sobre los fendmenos de inflamacion y degeneracion
dopaminérgica, en primer lugar, se caracterizO un modelo de
administracion cronica mediante el uso de bombas miniosmdticas
intraperitoneales (Alzet; 0,15 pg/uL). Varios estudios anteriores han
demostrado que los niveles de inmunoglobulinas humanas, incluidos
los AT1-AA, administradas a roedores no se ven afectados
significativamente por el sistema inmunoldgico de los roedores huésped
durante varias semanas y mantienen su actividad bioldgica (Zhou et al.,
2008).

En consonancia con esto, las ratas tratadas con AT1-AA humanos
circulantes, mostraron un aumento significativo de la presion arterial
como marcador in vivo de la actividad de AT1-AA (Figura 35A), asi
como un aumento significativo en los niveles de IgG humana en suero
1 semana 0 2 semanas después de la implantacién de la minibomba
(Figura 35B). Sin embargo, usando esta dosis de AT1-AA (0,15
Mg/uL), no se pudo detectar una presencia clara de IgG humanaen LCR

148



RESULTADOS

de rata con el método de deteccidn utilizado. Por lo tanto, se procedio a
administrar AT1-AA a una dosis mas alta (0,25 pg/pL) con la que se
pudo observar un aumento significativo en los niveles de IgG humana
en LCR de ratas infundidas con minibombas, respecto al grupo control
(Figura 35C). Este resultado demuestra que los AT1-AA humanos son
capaces de atravesar la BHE en el presente modelo animal.
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Figura 35. Administracion cronica de AT1-AA usando minibombas intraperitoneales. El
aumento significativo en la presion arterial revelé actividad in vivo de AT1-AA (A). La
presencia de 1gG humana se confirmé en suero tanto 1 semana como 2 semanas después de la
implantacién de la bomba (B). La deteccidn de 1gGs humanas en LCR de rata con el presente
método requirié un aumento en la concentracién de AT1-AA en las bombas (0,25 pug pL?) (C).
Los datos se dan como las medias + SEM. *P< 0,05 en comparacién con el grupo de control
correspondiente, # P< 0,05 en relacion con AT1-AA (0,25 pg pL?). Prueba t de Student (A),
analisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis en rangos con prueba post hoc del método de
Student-Newman- Keuls (B, C). Abreviaturas: AT1-AA, autoanticuerpos agonistas del receptor
de angiotensina tipo 1; LCR, liquido cefalorraquideo; IgG, inmunoglobulina tipo G.

4.3.7. Efectos de la infusion intraperitoneal cronica de AT1-
AA sobre receptores del SRA cerebral y la
vulnerabilidad dopaminérgica

Como se observd en ratas con inflamacion periférica cronica
mediada por el MetS, la administracion de AT1-AA mediante
minibombas intraperitoneales condujo a un aumento en la expresion
(ARNm y proteina) de los receptores pro-inflamatorios del SRA en la
SN (receptores AT1 y PRR) (Figura 36A, B) y una disminucion en la
expresion de ARNm de los componentes y receptores anti-
inflamatorios (receptores AT2 y MasR, y el enzima ECAZ2) asi como en
la expresion proteica (receptores MasR y el enzima ECA2), (Figura
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36C, D). Estos cambios inducidos por los AT1-AA fueron revertidos
por el tratamiento con el antagonista del receptor AT1, candesartan.

Los efectos de la infusion crénica de AT1-AA sobre la
vulnerabilidad dopaminérgica se estudié en el modelo de EP inducido
por la sobreexpresion de la proteina mutada a-Syn-A53T humana
previamente caracterizado (apartado 4.1.1. Sobreexpresion de la
proteina a-syn mediante la inyeccion estereotaxica de AAV9 de la
presente tesis doctoral). La pérdida de neuronas dopaminérgicas en la
SNy la pérdida de terminales estriatales dopaminéergicos aumentaron
significativamente con la administracion periférica cronica de AT1-AA
y se bloquearon con el tratamiento simultdneo del antagonista del
receptor AT1, candesartan. Ademads, la pérdida de neuronas
dopaminérgicas se acompafidé de un aumento significativo en la
respuesta neuroinflamatoria microglial, que aumento6 notablemente con
la administracion de AT1-AA y se inhibié con el tratamiento de
candesartan (Figura 37).

En general, los resultados presentados muestran que en el modelo
animal de MetS, y en el modelo de infusion cronica de AT1-AA, se
produce un incremento en la respuesta neuroinflamatoria, asi como un
incremento en la expresion de receptores y componentes del brazo pro-
oxidativo/pro-inflamatorio del SRA cerebral, lo que potencia la
neurodegeneracion dopaminérgica. Dicha degeneracion se revierte
mediante la administracidon de antagonistas del receptor AT1, como el
candesartan.
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Figura 36. Efectos de la administracion cronica de AT1-AA y el antagonista del receptor AT1,
candesartan, en la SN de ratas. Expresion de ARNm (A, C) y proteina (B, D) de componentes
y receptores pro-inflamatorios del SRA (receptores AT1 y PRR; A, B) y anti-inflamatorios
(receptores AT2 y Mas, ACE2; C, D). Los datos son representados como las medias + SEM.
*P < 0,05 en relacidn con las ratas control, #P < 0,05 en relacion con las ratas tratadas con AT1-
AA (ANOVA unidireccional con prueba post hoc del método de Student-Newman- Keuls o
andlisis de varianza unidireccional de Kruskal-Wallis en los rangos con -Newman- Método de
Keuls prueba post hoc). Abreviaturas: AT1-AA, autoanticuerpos agonistas del receptor de
angiotensina tipo 1; CAND, candesartan; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; PRR, receptor
de pro-renina; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; ECA2, enzima conversora de angiotensina
.
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Figura 37. Efectos de la infusion cronica de AT1-AA en la muerte neuronal dopaminérgica y
la respuesta microglial inflamatoria en un modelo de sobreexpresion de a-syn-A53T. La
administracion sistémica usando bombas miniosméticas intraperitoneales de AT1-AA aumenta
el efecto nocivo de la inyeccion de AAV9-a-syn-A53T, produciendo un aumento significativo
en la pérdida de neuronas dopaminérgicas (TH-ir) de la SN (A), en la pérdida de terminales
dopaminérgicos estriatales (B) y en la respuesta inflamatoria microglial (células OX6-ir; C), lo
cual fue inhibido por el tratamiento simulténeo con candesartan. Fotomicrografias de las
neuronas dopaminérgicas de la SN (D-F), de los terminales dopaminérgicos estriatales (G-1),
de la microglia inflamatoria de la SN (J-L), en ratas control (D, G, J), en ratas tratadas con
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AAV9-a-syn-AL3T y AT1-AA (E, H, K) y en ratas tratadas con AAV9-a-syn-A53T y AT1-
AA maés candesartan (F, I, L). Barra de escala: 200 um (D-I) y 100 um (J-L). Los datos son
representados como la media * SEM. *P<0.05 comparadas con el grupo control
correspondiente, #P<0.05 comparadas con AAV-9-a-synA53T; $P< 0.05 comparadas con
AAV-9-0-synA53T y AT1-AA. Andlisis de varianza unidireccional y prueba post hoc de
Student-Newman-Keuls. Abreviaturas: AT1-AA, autoanticuerpos agonistas del receptor de
angiotensina tipo 1; CAND, candesartan; AAV9, vector viral adenoasociado tipo 9; a-syn, a-
sinucleina; SNpc, sustancia negra pars compacta; TH-ir, inmunorreactivas a TH; OX6-ir,
inmunorreactivas a OX-6.

4.4, RECEPTORES DE ANGIOTENSINA EN LA INFLAMACION PERIFERICA
AGUDA DEL COVID-19

Durante el desarrollo de la presente tesis doctoral emergio la pandemia
COVID-19. En la inflamacidn periférica aguda desencadenada por la
infeccion de SARS-CoV-2, también estd implicado el SRA, y se genero
un debate sobre el uso, perjudicial o beneficioso, de los tratamientos
gue modulan el SRA y sus receptores, sobre todo en pacientes de mayor
vulnerabilidad a la gravedad por COVID-19 (envejecimiento y MetS).

El enzima ECAZ2 se identific6 como el receptor funcional de entrada a
la célula del virus SARS-CoV-2. Sin embargo, la regulacion de ECA2
pulmonar aun no habia sido completamente descrita. Los tratamientos
que regulan el SRA y sus receptores, asi como, condiciones de
inflamacion periférica aguda, podrian ocasionar cambios importantes
en la expresion de ECA2 pulmonar, y en otros receptores del SRA, tal
y como iban demostrando nuestros resultados previos, obtenidos a nivel
cerebral, bajo condiciones de inflamacién periférica cronica. La
desregulacién en la expresion de ECA2 pulmonar podria, por tanto,
tener importantes consecuencias en la progresion de la infeccion viral.
Es por ello por lo que se abord6 su estudio en la ultima etapa de la
presente tesis doctoral.

4.4.1. Efecto de tratamientos moduladores del SRA sobre
receptores de angiotensina en tejido pulmonar de ratas
adultas jovenes

Una expresion adecuada del enzima ECA2 es esencial para
equilibrar el SRA hacia la respuesta anti-inflamatoria. Sin embargo,
estudios recientes demostraron que la expresion tisular de ECA2, se
incrementaba en pacientes tratados con ARAII e IECAs, asi como en
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pacientes tratados con moduladores indirectos del SRA (AINEs como
el ibuprofeno). Se generd entonces un debate sobre el uso de este tipo
de tratamientos en pacientes con COVID-19. Para resolver estas
controversias, se trataron ratas adultas jovenes con un ARAII, el
candesartan, un IECA, el captopril, y un AINE, el ibuprofeno. Con el
objetivo de comprobar los cambios en la expresion de los principales
componentes y receptores del SRA pulmonar provocados por los
tratamientos mencionados se realizaron analisis de expresion de
transcritos mediante RT-QPCR y analisis de niveles de proteina
mediante WB en homogenados de pulmdn de ratas macho adultas.

Los resultados mostraron que el tratamiento con candesartan
durante tres semanas inducia un aumento significativo de los niveles
pulmonares de ECA2, tanto a dosis bajas (1 mg/kg) como a dosis mas
altas (10 mg/kg). Los receptores del SRA del eje anti-inflamatorio
también fueron regulados al alza. Concretamente, la expresion de los
receptores MasR fue significativamente incrementada tras la
administracion de ambas dosis, mientras que los receptores AT2 lo
fueron con la dosis de 10 mg/kg (Figuras 38A, B y 39a, b). El
tratamiento con captopril (5 o 40 mg/kg) durante tres semanas indujo
un aumento de los niveles de ECA2 solo con la dosis més alta, y se
observé un aumento significativo de la expresion de los receptores Mas
con ambas dosis (Figuras 38D, E y 39c, d). El tratamiento, tanto con
candesartan como con captopril, incrementd significativamente la
actividad enziméatica de ECA2 pulmonar (Figura 38C, F). El
tratamiento con ibuprofeno (40 mg/kg) durante 3 semanas aumento
significativamente la expresion y la actividad enzimatica de la ECA2
pulmonar, y aumentd la expresion de los receptores del eje anti-
inflamatorio del SRA (receptores AT2 y Mas) (Figura 40A, B, C).
Ademés, el ibuprofeno indujo una disminucion significativa de la
expresion del receptor AT1 pro-inflamatorio (Figura 40A, B), que no
fue observada con el candesartan ni captopril.
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Figura 38. Efecto del candesartan y el captopril en la expresion de receptores del SRA pulmonar
de ratas jovenes. Efectos del candesartan (A-C) y del captopril (D-F) en la expresion del ARNm
de ECAZ2 y de los receptores AT1, AT2 y Mas (A, B, D, E) y en la actividad enzimatica de la
ECAZ2 (C, F) en el pulmén de ratas adultas. Los datos son representados como la media + SEM.
*p< 0,05 en relacion con el grupo de control (prueba t de Student’s y prueba de suma de rangos
de Mann-Whitney). Abreviaturas: AT1, receptor de angiotensina tipo 1; ECA2, enzima
conversora de angiotensina Il; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; UFR, unidades de
fluorescencia relativas. Esta figura ha sido traducida de Pedrosa et al., 2021 y se distribuye bajo
los términos de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Figura 39. Efectos del tratamiento con el antagonista del receptor AT1, candesartan (a, b) y
captopril (c, d) sobre la expresion de proteinas de los receptores ECA2, AT1, AT2 y Mas en el
tejido pulmonar de rata adulta. Los datos son representados como la media £ SEM. *p <0.05
relativo al grupo de control (prueba t de Student’s y prueba de suma de rangos de Mann-
Whitney). Abreviaturas: AT1, receptor de angiotensina tipo 1; ECA2, enzima conversora de
angiotensina Il; AT2, receptor de angiotensina tipo 2. Esta figura ha sido traducida de Pedrosa
etal., 2021y se distribuye bajo los términos de Creative Commons Attribution 4.0 International
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Figura 40. Efectos del ibuprofeno sobre la expresion del ARNm (A) y de proteina (B) de los
receptores ECA2, AT1, AT2 y Mas; y actividad enzimética de ECA2 (C) en el tejido pulmonar
de ratas jovenes control y tratadas con ibuprofeno. Los datos son representados como la media
+ SEM. *p<0.05 en relacion con las ratas control. Para las comparaciones entre dos grupos se
utilizo la prueba de t Student’s o la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney. Abreviaturas:
AT1, receptor de angiotensina tipo 1; ECA2, enzima conversora de angiotensina Il; AT2,
receptor de angiotensina tipo 2; UFR, unidades de fluorescencia relativas. Esta figura ha sido
traducida de Valenzuela et al., 2021 y se distribuye bajo los términos de Creative Commons
Attribution 4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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4.4.2. Efecto de tratamientos moduladores del SRA vy
receptores de angiotensina en tejido pulmonar de
modelos animales de inflamacion cronica especialmente
vulnerables a COVID-19: MetS y envejecimiento.

Los resultados presentados en esta tesis demuestran el importante
papel de la inflamacién periférica en la expresion de los diferentes
componentes del SRA cerebral y el mantenimiento del equilibrio entre
los ejes pro-oxidativo y anti-inflamatorio. Por tanto, se estudid la
posible implicacion de la inflamacion periférica cronica, en modelos
animales de ratas envejecidas y ratas con MetS, sobre los cambios en la
expresion y actividad de los receptores del SRA pulmonar, y el efecto
del tratamiento con un agente bloqueante del receptor AT1
(candesartan); un inhibidor de ECA (captopril) y un modulador
indirecto de la expresion de los receptores del SRA (ibuprofeno).

La expresion de los receptores AT2 y del enzima ECA2 disminuy6
significativamente en tejido pulmonar de animales con MetS frente a
animales  control.  Estos  niveles  fueron  incrementados
significativamente con candesartan, captopril e ibuprofeno (Figuras
41A, B; 42a-d y 43A, B). Curiosamente, las ratas con MetS también
mostraron un aumento de la expresion en tejido pulmonar de los
receptores del eje pro-inflamatorio (es decir, los receptores AT1) que
se redujo significativamente con el tratamiento con candesartan,
captopril e ibuprofeno (Figuras 41A, B; 42a, c y 43A, B). Ademas, el
homogenado pulmonar de ratas con MetS, analizado por HPLC, mostré
un aumento de los niveles de Ang Il y una disminucion de los niveles
de Ang(1-7) en comparacion con ratas control. El tratamiento con
ibuprofeno provocoé que los niveles de angiotensinas revirtieran a
niveles de ratas control (Figura 43C, D).

Todos los resultados obtenidos indican un desequilibrio en la
expresion de componentes y receptores del SRA hacia el eje pro-
inflamatorio en tejido pulmonar de ratas con MetS, y que los
tratamientos candesartan, captopril e ibuprofeno, no solo disminuyen la
expresion de los receptores del eje pro-inflamatorio, sino que aumentan
la expresion de los receptores del eje anti-inflamatorio.
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Resultados similares fueron obtenidos en tejido pulmonar de ratas
envejecidas, que mostraron una disminucion significativa de la
expresion de ECA2 y de los receptores del eje anti-inflamatorio del
SRA (Mas y AT2), y un aumento significativo de la expresion del
receptor AT1l. El tratamiento con candesartan aumento
significativamente la expresion de ECA2 y de los receptores AT2 y
Mas, y disminuyd la expresion del receptor AT1 (Figuras 41C y 42e).
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Figura41. Efecto del candesartan y el captopril en la expresion de receptores del SRA pulmonar
de ratas con MetS y ratas envejecidas. Efectos del candesartan (A 'y C) y del captopril (B) en la
expresion del ARNm de ECA2 y de los receptores AT1, AT2 y Mas en tejido pulmonar de ratas
con MetS (A 'y B) y de ratas envejecidas (C). Las ratas tratadas con candesartan (A) o captopril
(B) se compararon con el mismo grupo de animales no tratados en (A) y (B). Los datos se
presentan como media + SEM. *p< 0,05 en relacion con las ratas adultas de control; #p< 0,05
en relacion con las ratas no tratadas con MetS (A y B) o las ratas envejecidas (C). ANOVA de
una via con prueba post hoc Student-Newman-Keuls o anlisis de varianza de una via de
Kruskal-Wallis sobre rangos con prueba post hoc de Student-Newman-Keuls. Abreviaturas:
MetS, sindrome metabdlico; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; ECA2, enzima conversora
de angiotensina I1; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; CAND, candesartan; CAPT, captopril.
Esta figura ha sido traducida de Pedrosa et al., 2021 y se distribuye bajo los términos de Creative
Commons Attribution 4.0 International License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-
nd/4.0/).
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Figura 42. Niveles de proteina del enzima ECA2 (a) y de los receptor AT1 (b), AT2 (c) y Mas
(d) en el tejido pulmonar de ratas control y ratas con MetS no tratadas o tratadas con candesartan
y captopril, y ratas envejecidas no tratadas o tratadas con candesartan (e). Los datos son
representados como la media £ SEM. *p <0,05 en relacién con ratas control adultas, #p <0,05
en relacion con ratas de MetS no tratadas (a-d) o ratas envejecidas (e). ANOVA unidireccional
con prueba post hoc Student-Newman-Keuls o analisis de varianza unidireccional de Kruskal-
Wallis en rangos con prueba post hoc Student-Newman-Keuls. Abreviaturas: MetS, sindrome
metabolico; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; ECA2, enzima conversora de angiotensina
II; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; CAND, candesartan; CAPT, captopril. Esta figura ha
sido traducida de Pedrosa et al., 2021 y se distribuye bajo los términos de Creative Commons
Attribution 4.0 International License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Figura 43. Efectos del tratamiento con ibuprofeno sobre la expresion del ARNm (A) y de
proteina (B) de los receptores ECA2, AT1, AT2 y Mas, y los niveles de Angll (F) y Ang(1-7)
(G) en el tejido pulmonar de ratas control, ratas con MetS y ratas con MetS tratadas con
ibuprofeno. Los datos son representados como la media £ SEM. *p<0.05 en relacion con las
ratas control; #p<0.05 en relacion con las ratas de MetS no tratados. Para las comparaciones
multiples se utiliz6 ANOVA con prueba post hoc de Student-Newman-Keuls o el ANOVA de
una via de Kruskal-Wallis sobre rangos con la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls).
Abreviaturas: MetS, sindrome metabdlico; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; ECA2, enzima
conversora de angiotensina Il; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; All, angiotensina II;
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Ang(1-7), angiotensina (1-7). Esta figura ha sido traducida de Valenzuela et al., 2021 y se
distribuye bajo los términos de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

4.4.3. Efecto del tratamiento con moduladores del SRA en
modelos in vitro de infeccion pulmonar por SARS-CoV-
2.

Los resultados presentados demuestran una importante regulacion
de la expresion de ECA2 pulmonar por parte del candesartan, captopril
e ibuprofeno. Sin embargo, existia controversia sobre si el aumento de
expresién de ECA2 provocaba un efecto beneficioso o perjudicial bajo
la inflamaciéon aguda mediada por la progresion de la infeccidn por
SARS-CoV-2. Para demostrar este efecto se realizaron experimentos in
vitro con la linea celular de neumocitos alveolares humanos tipo Il
(A549) tratadas con la proteina viral, Spike.

En primer lugar, se demostré la expresion de la proteina ECA2 en
la linea celular A549 mediante WB y, ademas, estos niveles
correlacionaban con una mayor confluencia celular (Figura 44A), en
consonancia con estudios previos (Gandhi et al., 2019).

En segundo lugar, se comprobd si los tratamientos candesartan,
captopril e ibuprofeno podian modificar la expresion de ECA2 como se
observé en los experimentos in vivo. Curiosamente se observo que el
tratamiento con candesartdn y captopril, a las dosis utilizadas,
provocaba un aumento de expresion de ARNm de ECA2 en la linea
pulmonar A549, especialmente 24h después del tratamiento (Figura
44B). Sin embargo, el tratamiento con ibuprofeno aumentaba los
niveles de expresion de ECA2, tanto 24h como 48h después del
tratamiento (Figura 46A).
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Figura 44. Niveles de expresion del enzima ECA2 en cultivos de células humanas alveolares
tipo 11 A549 tratadas y no tratadas con candesartan o captopril. La confluencia celular aumento
los niveles celulares de la proteina ECA2 (A). Efecto de los tratamientos con candesartan y
captopril a tiempos de 24 0 48 h sobre la expresion del ARNm del enzima ECA2 (B). Los datos
son representados como la media £ SEM. *p< 0,05 en relacion con la subconfluencia (A) o los
controles no tratados (B), #p< 0,05 en relacion con el tratamiento de 24 h (ANOVA de una via
con la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls o analisis de varianza de una via de Kruskal-
Wallis en rangos con la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls). Abreviaturas: PC, post-
confluencia; SC, sub-confluencia; ECA2, enzima conversora de angiotensina IlI; CAND,
candesartan; CAPT, captopril. Esta figura ha sido traducida de Pedrosa et al., 2021 y se
distribuye bajo los términos de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Mediante analisis de la expresion proteica por WB, se observé que
el tratamiento con la proteina viral Spike (SARS-CoV-2 spike-RBD; 1
pg/ml) inducia una disminucidn significativa de los niveles celulares de
la proteina ECA2 de longitud completa (120 kDa), que era inhibida por
el pre-tratamiento con candesartan, captopril (Figura 45A) e ibuprofeno
(Figura 46B). También se observo que el tratamiento con la proteina
Spike inducia una disminucion de la actividad de ECA2 en el lisado
celular, que era inhibida por el pre-tratamiento con candesartan,
captopril (Figura 45B, C) e ibuprofeno (Figura 46C). Curiosamente, la
expresion de una isoforma corta de la proteina ECA2 (60 kDa) aumentd
en las células después del tratamiento con la proteina Spike y se reducia
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significativamente por el pre-tratamiento con candesartan, captopril
(Figura 45D) e ibuprofeno (Figura 46D). Ademas, el tratamiento con la
proteina Spike provoco un aumento en los niveles de ECA2 soluble
(105 kDa) en el medio de cultivo, que se reducia por el pre-tratamiento
con los farmacos (Figuras 45E y 46E).
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Figura 45. Niveles de expresion proteica de diferentes isoformas de ECA2 y de la actividad
enzimatica de ECAZ2 en las células o en el medio de cultivo después de los tratamientos con la
proteina Spike, candesartan y captopril. Niveles de la proteina ECA2 (A, Dy E) y de su
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actividad enzimatica (B y C) en las células (A 'y D) y en el sobrenadante celular (E) de cultivos
de células alveolares humanas de tipo Il A549 tratadas s6lo con proteina Spike o con proteina
Spike junto con candesartdn o captopril. Microscopia confocal laser que muestra la
colocalizacion (H, amarillo) de ECA2 (verde, F) y la proteina Spike (rojo, G) en las células
después del tratamiento de los cultivos con la proteina Spike. Los datos son representados como
la media + SEM. *p< 0,05 en relacion con los controles no tratados; #p< 0,05 en relacién con
las células tratadas solo proteina Spike (ANOVA de una via con prueba post hoc Student-
Newman-Keuls o andlisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis sobre rangos con prueba
post hoc Student-Newman-Keuls); barra de escala (para F-H): 25 um. Abreviaturas: ECAZ2,
enzima conversora de angiotensina Il; CAND, candesartan; CAPT, captopril; UFR, unidades
de fluorescencia relativa. Esta figura ha sido traducida de Pedrosa et al., 2021 y se distribuye
bajo los términos de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Figura 46. Efectos del tratamiento con ibuprofeno a las 24 o0 48 h en la expresion celular del
ARNm de ECA2 (A) en cultivos de células alveolares humanas de tipo 11 A549. Niveles de
proteina de (B, D, E) y de la actividad enzimética (C) de ECA2 en las células (B-D) y en el
sobrenadante celular (E) de los cultivos tratados s6lo con proteina Spike o con proteina Spike
e ibuprofeno. Los datos son representados como la media + SEM. *p<0.05 en relacion con
controles no tratados; #p <0.05 en relacién con las células tratadas sdlo con proteina Spike
(ANOVA de una via con prueba post hoc de Student-Newman-Keuls 0 ANOVA de una via de
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Kruskal-Wallis sobre rangos con prueba post hoc de Student-Newman-Keuls). Abreviaturas:
ECA2, enzima conversora de angiotensina II; IBUP, ibuprofeno; UFR, unidades de
fluorescencia relativa. Esta figura ha sido traducida de Valenzuela et al., 2021 y se distribuye
bajo los términos de Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Para estudiar los efectos de los tratamientos moduladores del SRA
en la internalizacion de la proteina Spike hacia el citoplasma celular se
realizaron experimentos utilizando microscopia laser confocal. En
primer lugar, se confirmo que la proteina Spike era internalizada por los
neumocitos cultivados que expresaban ECA2 (Figura 45F-H). A
continuacion, se investigaron los efectos del candesartan, el captopril y
el ibuprofeno en la tasa de internalizacion de la RBD-Fc-Spike del
SARS-CoV-2 midiendo las intensidades de fluorescencia
citoplasmatica de la proteina Spike (Figuras 47 y 48A-J). Para
minimizar la posibilidad de que los cambios en los niveles de proteina
Spike internalizada pudieran estar relacionados con las diferencias de
expresion del receptor ECA2, en base a la confluencia celular (Figura
44A), se utilizaron células A549 transfectadas con ECA2-GFP vy
establecer unos niveles homogeéneos de expresion de dicha enzima en
la linea celular. Los resultados de internalizacién de la proteina Spike
se expresaron en relacion con los niveles de ECA2 en cada una de las
células (Figuras 47A y 48J). Los resultados muestran altos niveles de
internalizacion de la proteina Spike en relaciéon con los controles no
tratados con la proteina Spike. En los cultivos tratados con proteina
Spike y candesartan (Figura 47A, H-J), captopril (Figura 47A, K-M) o
ibuprofeno (Figura 48A-J), la fluorescencia de la proteina Spike en las
células disminuy6 alrededor del 50% en relacion con las células sélo
tratadas con proteina Spike (Figuras 47E-G y 48D-F). En consonancia
con estos resultados, también se observo que el tratamiento con proteina
Spike provoc6 un aumento significativo de los niveles de las citoquinas
pro-inflamatorias IL-6, TNF-a y CCL2 liberadas al medio de cultivo,
que se reducian significativamente cuando las células eran pre-tratadas
con candesartan, captopril (Figura 49A-C) o ibuprofeno (Figura 48K-
M).
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Figura 47. Efectos del tratamiento con candesartan y captopril en la internalizacion de la
proteina Spike en cultivos de células alveolares humanas de tipo 1l A549. Efectos del
candesartan y el captopril en la tasa de internalizacion de la proteina RBD-Fc-Spike del SARS-
CoV-2 con la medicion de las intensidades de fluorescencia citoplasmatica de la proteina Spike
mediante microscopia laser confocal (A). Fluorescencia de ECA2-GFP (verde), de la proteina
Spike (rojo) y de la fusion (amarillo) en los controles no tratados (B-D), y en los cultivos
tratados sélo con la proteina Spike (E-G) o con la proteina Spike y candesartan (H-J) o con la
proteina Spike y captopril (K-M). Los datos son representados como la media + SEM. *p< 0,05
en relacion con los controles no tratados, #p< 0,05 en relacion con las células tratadas con solo
con Spike (analisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis sobre rangos con la prueba post
hoc Dunn); barra de escala (para todas las fotografias): 25 um. Abreviaturas: ECA2, enzima
conversora de angiotensina Il; CAND, candesartan; CAPT, captopril; GFP, proteina verde
fluorescente. Esta figura ha sido traducida de Pedrosa et al., 2021 y se distribuye bajo los
términos de  Creative  Commons  Attribution 4.0  International  License
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

169



MARIA A PEDROSA SANCHEZ

ECA2-GFP Fc (Spike) 759

1.50 *

No spike
A controL) i B

Tasa de Internalizacién de la proteina RBS-Spike
(Ratio de intensidad fluorescente FC/ECA2-GFP)

© o © © = =
o N (%] ~ o N
o w o o (=] o
L 1 1 1 1 1

ECA2-GFP Fc (Spike)

TNF-a(pg/mL)

ECA2-GFP Fc (Spike)

IL-6 (pg/mL)

)
O F 3
) > N
& R R
M N (0] < *
125 s o . o
* Actividad de ADAM17  Actividad de TMPRSS2
038 y
— 100~ *# R b = s
- -4 s o7 § O Spike TpgimL *
3 i & 20 e SplkesiBUP 400 JA | i
= T3 06 # s }
o 757 =X a8
2 3% o0s g E15
= 5" £5¢
] CH <
A 507 3 He
=01 Y e
257 <3 e <2
£ 01 —O~ Spike Tpgiml. g 0
= —v— Spike+IBUP 400 uM 3
0 00 g s
SRS SIS TS S PR
0 o e S RO I SR

Figura 48. Efectos del tratamiento con ibuprofeno en el nivel de internalizacion de la proteina
RBD-Fc-Spike del SARS-CoV-2 cuantificada como intensidad de fluorescencia celular
utilizando un microscopio de laser confocal (A-J), en cultivos de células alveolares humanas de
tipo 11 A549. Marcaje fluorescente para ECA2 (verde), proteina Spike (rojo) y colocalizacion
de ECAZ2 y proteina Spike (amarillo) en células no tratadas con proteina Spike (A-C), células
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solo tratadas con la proteina Spike (D-F) y células tratadas con proteina Spike e ibuprofeno (G-
1). Niveles de TNF-a (K), IL-6 (L), CCL-2 (M) en células alveolares humanas tipo Il A549
tratados s6lo con proteina Spike o con proteina Spike e ibuprofeno. Actividades enzimaticas de
ADAM17 (N) y TMPRSS2 (O) en células alveolares humanas de tipo 11 A549 tratadas s6lo con
proteina Spike o proteina Spike junto con ibuprofeno. Los datos son representados como la
media + SEM. *p<0.05 en relacion con los controles no tratados; #p <0.05 en relacién con las
células tratadas sélo con proteina Spike (ANOVA de una via conla prueba post hoc de Student-
Newman-Keuls post o ANOVA de una via de Kruskal-Wallis sobre rangos con prueba post hoc
de Student-Newman-Keuls). Barra de escala (para todas las fotografias): 25um. Abreviaturas:
ECA2, enzima conversora de angiotensina Il; IBUP, ibuprofeno; GFP, proteina verde
fluorescente; TNF-a, factor de necrosis tumoral; IL-6, interleucina 6; CCL-2, ligando de
quimiocina 2; ADAM17, dominio 17 de la desintegrina y metalopeptidasa; TMPRSS2, proteasa
transmembrana serina 2; UFR, unidades de fluorescencia relativa. Esta figura ha sido traducida
de Valenzuela et al., 2021 y se distribuye bajo los términos de Creative Commons Attribution
4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Debido a los efectos observados en la internalizacion de la proteina
Spike tras el tratamiento con candesartan, captopril e ibuprofeno, se
concluy6 que no todos ellos podian deberse exclusivamente al aumento
de expresion de ECA2, por lo que se investigaron otros posibles
mecanismos implicados en la internalizacion de la proteina Spike y
provocados por dichos tratamientos.

En primer lugar, debido a que se observo un aumento en los niveles
de ECAZ2 soluble (105kDa) con el tratamiento de la proteina Spike, se
analizaron posibles cambios en la actividad de ADAM17.
Curiosamente, la actividad de ADAM17 aumentd significativamente en
las células tratadas con la proteina Spike en relacion con las células del
grupo control (no tratadas). Sin embargo, el aumento fue inhibido por
el pre-tratamiento con candesartan, captopril (Figura 49D, E) e
ibuprofeno (Figura 48N). Ademas, se observo que la actividad de
TMPRSS2 aument6 significativamente en las células tratadas con
proteina Spike en comparacién con los controles no tratados, y que
dicha actividad se reducia significativamente tras el pre-tratamiento con
ibuprofeno (Figura 480).
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Figura 49. Niveles de citoquinas pro-inflamatorias y actividad enziméatica de ADAM17 en los
cultivos de células alveolares humanas de tipo 11 A549, tratados con proteina Spike, candesartan
y captopril. Niveles de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-o, IL-6, CCL-2; A-C) y actividad
enziméatica ADAM17 (D y E) en el medio de cultivo (A-C) y en las células (D y E) de cultivos
de células alveolares humanas de tipo Il A549 tratadas s6lo con proteina Spike o con proteina
Spike junto con candesartan o captopril. Los datos son representados como la media + SEM.
*p< 0,05 en relacion con los controles no tratados; #p< 0,05 en relacion con las células sdlo
tratadas con proteina Spike (ANOVA de una via con prueba post hoc Student-Newman-Keuls
o0 analisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis sobre rangos con prueba post hoc Student-
New-man-Keuls). Abreviaturas: CAND, candesartdn; CAPT, captopril; TNF-a, factor de
necrosis tumoral; IL-6, interleucina 6; CCL-2, ligando de quimiocina 2; ADAM17, dominio 17
de la desintegrina y metalopeptidasa; UFR, unidades de fluorescencia relativa. Esta figura ha
sido traducida de Pedrosa et al., 2021 y se distribuye bajo los términos de Creative Commons
Attribution 4.0 International License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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5. DISCUSION

5.1.RECEPTORES AT1 CEREBRALES, NEUROINFLAMACION Y
DEGENERACION DOPAMINERGICA EN UN MODELO DE PARKINSON
BASADO EN SINUCLEINOPATIA.

5.1.1. Aumento de la muerte neuronal dopaminérgica en un
modelo de sobreexpresion de a-syn

Los resultados presentados demuestran que la inyeccion
estereotaxica de los vectores AAV9-a-syn-WT y AAV9-a-syn-A53T
condujo a la sobreexpresion de a-syn humana en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc en un modelo animal de rata, lo que indujo
una marcada pérdida de neuronas dopaminérgicas junto con una
respuesta neuroinflamatoria asociada a las células microgliales. Gracias
a la incorporacion del promotor de sinapsina en los AAVY, la
sobreexpresion de a-syn pudo restringirse a las neuronas de la SNpc, y
no a células microgliales ni astrocitos, lo que aporta una gran ventaja
respecto a modelos transgénicos y a otros modelos que utilizan AAV
(Fajardo-Serrano et al., 2021; Chavarria et al., 2022). Las mutaciones
de a-syn relacionadas con la degeneracion dopaminérgica, incluida la
mutacion A53T, han mostrado una aceleracion de la agregacion
proteica con respecto a la proteina en su forma salvaje, WT (Breydo et
al., 2012). En el modelo presentado, se utilizaron dos tipos de proteina
a-syn, la salvaje WT y la mutacion A53T. Ambas provocaron una
marcada muerte neuronal a las 4 semanas y un aumento en la respuesta
inflamatoria microglial transcurrida una semana tras la lesion. Tanto en
experimentos realizados preliminarmente, como en consonancia con
otros estudios anteriores (Lu et al., 2015) se observé una mayor
toxicidad de la proteina mutada A53T en comparacion con la WT. Es
por ello por lo que, en el presente trabajo se utilizé una dosis de vector
mas baja (la mitad con respecto a la a-syn WT) para la a-syn A53T
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mutada y asi poder obtener resultados similares utilizando ambas
formas proteicas.

5.1.2. Aumento de la respuesta microglial inflamatoria en un
modelo de sobreexpresion de a-syn

En el modelo animal de EP caracterizado en la presente tesis
doctoral se observé una respuesta microglial significativa una semana
después de la inyeccién del vector AAV (es decir, antes de la
observacién de una muerte neuronal significativa), lo que sugiere que
la acumulacién intraneuronal de a-syn puede desencadenar una
respuesta inflamatoria microglial antes de que se produzca una muerte
significativa de las neuronas, como se demuestra en otros modelos
basados en sinucleinopatia (Izco et al., 2021). Es probable que las
senales derivadas de las neuronas alteradas por la acumulacién de a-syn
o la a-syn liberada por las neuronas independientemente de la muerte
celular (Yamada e Iwatsubo, 2018) inicien la respuesta inflamatoria
microglial. En etapas posteriores, un efecto directo de la a-Syn
extracelular liberada por las neuronas degeneradas puede activar ain
mas la respuesta microglia. Ademas, la neuroinflamacion mediada por
la microglia y el dafio neuronal inducido por la a-Syn pueden
estimularse mutuamente estableciéndose una retroalimentacion
positiva, perpetuando asi la progresion de la neurodegeneracion (Poewe
etal., 2017).

Los mecanismos subyacentes a la respuesta inflamatoria microglial
inducida por a-syn aun no han sido totalmente aclarados. Varios
estudios in vitro han observado que la a-syn extracelular puede inducir
la inflamacion microglial y causar dafio neuronal (Zhang et al., 2005;
Reynolds et al., 2008), sin embargo, esta interacciéon en modelos
animales aun no esta tan estudiada. Varios estudios in vitro han
observado que la a-syn puede activar los receptores de tipo Toll de las
células microgliales y estimular diferentes vias de inflamacion
microglial, incluidas las vias NF-kB y de la proteina quinasa activada
por mitdgenos (Zhang et al., 2017). También se ha demostrado que la
a-syn induce la migracion microglial (Wang et al., 2015b).
Curiosamente, se ha observado que la NOX microglial es activada por
la a-syn (Lu et al., 2015, Pignataro et al., 2018). La activacion de NOX
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induce la liberacion de SO y desempefia un papel fundamental en la
polarizacion microglial hacia un fenotipo pro-inflamatorio, que puede
inhibirse mediante el agotamiento o la inhibicién de NOX (Zhang et al.,
2007, Jiang et al., 2015).

5.1.3. Efecto neuroprotector y anti-inflamatorio de los
bloqueantes del receptor AT1 en un modelo de
sobreexpresion de a-syn

En los ultimos afios se ha demostrado una importante interaccion
entre el SRA y NOX en la respuesta inflamatoria microglial (Villar-
Chedacetal., 2012, Borrajo et al., 2014b, Rodriguez-Perez et al., 2015).
Estudios anteriores han demostrado la existencia de un SRA local en
las neuronas y células gliales de la SNpcy el ST de roedores y primates,
incluidos los humanos (Garrido-Gil et al., 2013; 2017). En resumen, el
SRA local parece estar implicado en la regulacion de los niveles de DA
(Mendelsohn et al., 1993; Brown et al., 1996; Dominguez-Meijide et
al., 2014), la modulacion de los niveles intraneuronales de estrés
oxidativo (Valenzuela et al., 2016; Villar-Cheda et al., 2017; Costa-
Besada et al., 2018) y la modulacidn de la respuesta neuroinflamatoria
(Rodriguez-Perez et al., 2015, Dominguez-Meijide et al., 2017). En las
células microgliales, el eje Ang II/AT1/NOX conduce a una activacion
y polarizaciéon microglial hacia el fenotipo pro-inflamatorio y pro-
oxidante (Rodriguez-Perez et al., 2015; Labandeira-Garcia et al., 2017)
y modula los niveles de citoquinas pro-inflamatorias microgliales
(como el TNF-0) y la actividad ROCK (Villar-Cheda et al., 2012,
Borrajo et al., 2014a; 2014b; Lopez-Lopez et al., 2021).

El presente estudio se ha centrado en la respuesta microglial
inflamatoria mediada por a-syn y, en particular, su posible modulacion
por antagonistas del receptor AT1. Los resultados muestran que la
sobreexpresion de la a-syn neuronal conduce a un aumento de la
expresion del receptor AT1 y de la actividad de NOX junto con un
aumento de la respuesta inflamatoria microglial hacia el fenotipo pro-
inflamatorio.

La observacion de la activacion de NOX por a-syn es de especial
interés para el presente estudio, porque es bien sabido que el eje pro-
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inflamatorio del SRA (Ang II/AT1) es un importante activador del
complejo NOX en diferentes tipos de células, y, en particular en las
células inflamatorias como las microgliales (Zalba et al., 2001,
Rodriguez-Perez et al., 2015). Las sefiales pro-inflamatorias aumentan
la expresion y la actividad del receptor AT1 microglial (Miyoshi et al.,
2008), y de los receptores de tipo Toll, los cuales participan en la
inflamacion microglial clésica y, a su vez, pueden interactuar con el
receptor AT1 (Daniele et al., 2015, Biancardi et al., 2016).

En consonancia con esto, la administracion de los antagonistas del
receptor AT1, como el candesartan y el telmisartan, en ratas que
sobreexpresan a-Syn, condujo a una disminucién significativa del
numero de células microgliales OX6-ir, de la expresion del ARNm del
marcador fagocitico, CD68, de la actividad del NOX, de la expresion
de los marcadores del fenotipo pro-inflamatorio, asi como de la muerte
de las neuronas dopaminérgicas inducida por la a-syn.

El candesartan y el telmisartan son los blogueantes del receptor
AT1 mas eficaces a la hora de atravesar la BHE, y la administracion
sistémica a dosis bajas, es capaz de inducir efectos sobre el SRA
cerebral en estudios in vivo (Gohlke et al., 2002, Unger, 2003) e in vitro
(Borrajo et al., 2014a, Xu et al., 2015). Ademas de la inhibicion del eje
Ang II/AT1/NOX, el candesartan y el telmisartan pueden proteger las
neuronas dopaminérgicas por mecanismos adicionales. Los
antagonistas del receptor AT1, en particular el telmisartan, pueden
conducir a la activacion de los receptores PPAR-y, los cuales tienen
funcidn anti-inflamatoria mediante un doble mecanismo que implica un
efecto farmacoldgico agonista para PPAR-y independiente del receptor
AT1 y un efecto directo del bloqueo de la propio receptor AT1, que
también induce la activacion de PPAR-y, estableciéndose un
mecanismo de retroalimentacion positiva (Garrido-Gil et al., 2012,
Wang et al., 2014b). La regulacion de los niveles de a-syn y factores
tréficos (como BDNF y GDNF) también se han sugerido como
mecanismos adicionales implicados en la neuroproteccion mediada por
telmisartan (Sathiya et al., 2013, Tong et al., 2016).

El nivel de muerte neuronal dopaminérgica inducido en el presente
modelo es comparable con otros modelos animales que utilizaron
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construcciones de vectores AAV eficientes entre las 4 y 5 semanas tras
la inyeccion del vector (Decressac et al., 2012, Van der Perren et al.,
2015). En algunos estudios se observd un aumento adicional del 10%
en la muerte celular durante las 4 semanas siguientes (Decressac et al.,
2012). Sin embargo, los tiempos cortos de lesion (es decir, 1 y 4
semanas después de la inyeccidn) son mas adecuados para estudiar los
efectos directos de la a-syn en la respuesta microglial, en comparacion
con las etapas mas crénicas o avanzadas. Por tanto, el modelo obtenido
presenta las condiciones patoldgicas para poder ser empleado en el
testaje de tratamientos neuroprotectores cuyo mecanismo de accion se
centre en la disminucidn de la respuesta inflamatoria microglial.

Curiosamente en el presente modelo in vivo, una inhibicion de la
respuesta microglial condujo a una disminucion significativa en la
muerte de neuronas dopaminérgicas, al restablecimiento del
metabolismo de la DA nigroestriatal y a una mejora en los problemas
motores generados por la sobreexpresion de a-Syn

Los resultados presentados revelan que la inhibicion de la respuesta
inflamatoria microglial es un mecanismo principal involucrado en el
efecto neuroprotector de los bloqueantes del receptor AT1, candesartan
y telmisartan, en la muerte de células dopaminérgicas inducida por la
sobreexpresion de a-syn en el presente modelo animal. Por todo ello,
los resultados presentados sugieren el reposicionamiento de
tratamientos inhibidores del SRA, como estrategia neuroprotectora en
el abordaje terapéutico de la EP. Ademas, se destaca la importancia de
estudiar los mecanismos neuroinflamatorios en los que participa el SRA
y que pueden estar implicados en la neurodegeneracion dopaminérgica.

5.2.RECEPTORES AT2 CEREBRALES E INFLAMACION

5.2.1. Receptores AT2 cerebrales en inflamacidn periférica
cronica (envejecimiento) y aguda (LPS)

En el presente estudio, se demuestra que los ratones jovenes
AT2KO presentan una alteracion en la expresion de diferentes
receptores del SRA cerebral y cambios en los niveles de marcadores
pro-inflamatorios y pro-oxidativos similares a los observados en
ratones WT con inflamacion periférica cronica (envejecimiento).
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Ademas, se demuestra una disminucion progresiva en la expresion de
los receptores AT2 con el envejecimiento en la SN de ratdn, que puede
dar lugar a un importante desequilibrio de los dos ejes del SRA cerebral.

Los resultados obtenidos sugieren que una disminucion inicial en
la expresion del receptor AT2 puede desempefiar un papel importante
en los efectos relacionados con la inflamacién periférica cronica
promovida por el envejecimiento asociados con la hiperactividad del
receptor AT1. En la SN de ratones se observo que la ausencia del
receptor AT2 condujo a un aumento en la expresion del receptor AT1,
mientras que en cultivos de células microgliales se observd que la
activacion de los receptores AT2 condujo a una disminucién en los
efectos y en la expresion del receptor AT1. Por tanto, se demuestra una
una contra-regulacion de los principales receptores para la Ang 1l en el
SRA cerebral. Ademas, la supresion de AT2 (AT2KO) también condujo
a una disminucion de la expresion de ARNm y proteina de otros
receptores implicados en el eje anti-inflamatorio y anti-oxidante del
SRA, como los receptores Mas. Asi mismo, la supresion de AT2
aumenta los niveles de ANG, sustrato de Ang Il, lo que puede
desembocar en la activacion de los receptores AT1 pro-oxidantes.
Todos estos cambios conducen a una regulacion al alza del eje pro-
inflamatorio del SRA. En consonancia con esto, se demuestra que los
cambios inflamatorios presentes en ratones envejecidos WT ya se
encuentran presentes en ratones jovenes AT2KO, destacandose la
importancia de este receptor en los procesos neuroinflamatorios que
cursan en el envejecimiento.

En los ultimos afios, se han descrito diversos mecanismos del SRA
que interaccionan de forma reciproca con varios componentes
implicados en el envejecimiento, como las sirtuinas (Diaz-Ruiz et al.,
2015, 2020), el factor de crecimiento similar a la insulina 1
(Labandeira-Garcia et al., 2016; Rodriguez-Perez et al., 2016) y el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF; Villar-Cheda et al.,
2009; Mufioz et al., 2018). La SIRT3 se ha relacionado directamente
con la prolongacion de la vida util en humanos (Brown et al., 2013;
Ansari et al., 2017), y se observé una disminucion de los niveles de
SIRT3 en la SN, tanto en animales WT envejecidos, como en ratones
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AT2KO, asi como tras la activacion del eje AT1/NOX (Diaz-Ruiz et
al., 2020). El presente trabajo demuestra la estrecha relacion entre el
receptor AT2 y el envejecimiento.

En el presente estudio, se destaca la importancia del receptor AT2
en el equilibrio de los ejes del SRA 'y en la inflamacion microglial de la
region mesencefalica, formada principalmente por el sistema
dopaminérgico y encargada del comportamiento motor. Por tanto, se
estudio si los cambios del receptor AT2 provocaban un efecto en la
regulacion de la DA, en la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas, y por consecuente, en el comportamiento motor.

Los resultados presentados no mostraron cambios significativos en
los niveles de DA y metabolitos estriatales, pero si una ligera
disminucion significativa de la relacion DOPAC/DA que refleja una
disminucion del reciclaje de DA. Ademas, no se observO ninguna
pérdida significativa de neuronas dopaminérgicas en la SN entre
animales WT y AT2KO. Sin embargo, si se observd una marcada
disminucion de la expresion estriatal del ARNm del receptor D1 y una
reduccion de la ratio D1/D2. Esto puede originar una disminucion de la
via activadora directa de los ndcleos basales, lo que puede provocar una
disminucion de la actividad motora espontanea (Albin et al.,1989).
Nuestros resultados avalan esta hipdtesis, al demostrarse una marcada
disminucion de la actividad motora espontanea en los ratones AT2KO
en comparacion con los ratones WT, como ya habia sido demostrado en
estudios anteriores (Hein et al., 1995; Ichiki et al., 1995). Se destaca,
por tanto, la importancia de la regulacién del receptor D1 por parte del
SRA cerebral en el comportamiento motor.

La disminucion de la expresion del ARNm del receptor D1 puede
estar relacionada con los cambios en la expresion de los receptores AT1
y AT2 en los ratones AT2KO, ya que se han observado interacciones
entre los receptores de Ang Il y DA en las celulas que contienen dichos
receptores, tanto en tejidos periféricos (Gildea, 2009; Garrido-Gil et al.,
2018), como a nivel de los ganglios basales (Villar-Cheda et al., 2014).
En los ultimos afios se han demostrado efectos reguladores opuestos
entre los receptores de DAy los receptores AT1y AT2enlaSNy ST
utilizando ratones KO para diferentes receptores de DA (Villar-Cheda
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etal., 2014) o cambios en los niveles de DA (Villar-Cheda et al., 2010).
Particularmente en el rifion, se han sugerido varios mecanismos que
interaccionan entre si. Se ha demostrado que la activacion de los
receptores GRKs (Receptores quinasas acoplados a proteina G, del
inglés G protein-coupled receptor kinase), en particular GRK4,
provocan la hiperfosforilacion, desensibilizacion e intercalacion del
receptor D1, al tiempo que aumentan la expresion del receptor AT1
(Felder y Jose, 2006). El incremento en los niveles de ROS también ha
demostrado participar en la inactivacion del receptor D1y la activacion
del receptor AT1 (Gildea, 2009). La sobreexpresion del receptor AT1
observada en los ratones AT2KO y el aumento de los niveles y de la
actividad de la NOX/SO/ROS pueden explicar la desregulacion de D1.
Recientemente, también se han informado mecanismos de trans-
regulacién directa entre los receptores D1/AT2, ya que la activacion de
GaS del receptor D1 estimula el enzima adenilil-ciclasa e induce el
reclutamiento de AT2 en la membrana plasmatica apical (Gildea et al.,
2019). Curiosamente, se ha observado que la DA, a través de la
sefalizacion del receptor D1, previene la neuroinflamacion dependiente
del inflamasoma NLRP3 (Yan et al.,, 2015), lo que también es
consistente con los cambios pro-inflamatorios observados en los
ratones AT2KO y la disminuciéon de los marcadores inflamatorios
inducida por los receptores AT2 en cultivos celulares. Ademas, en otros
estudios, se han demostrado diferentes cambios conductuales en los
ratones AT2KO, como la reduccion de la capacidad exploratoria, el
aumento del miedo o la hipoalgesia (lchiki et al.,1995), y la
desregulaciéon de la neurotransmision en otras areas cerebrales que
también pueden estar implicadas en la disminucién observada en la
actividad motora espontanea.

5.2.2. Receptores AT2 y degeneracion dopaminérgica

Los resultados presentados muestran que la interaccion de los
receptores AT1/AT2 microgliales desempefia un papel importante en la
respuesta inflamatoria microglial. La activacion de los receptores AT2
con CGP-42112A condujo a una marcada inhibicion del aumento de los
marcadores pro-inflamatorios inducidos por el tratamiento de LPS. La
activaciéon de los receptores AT2 microgliales también bloqueé el
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aumento, inducido por LPS, de la expresion del ARNm del receptor
AT1, mientras que el bloqueo de los receptores AT1 con ZD-7155
inhibié el aumento, inducido por LPS, de los marcadores pro-
inflamatorios. Curiosamente, el LPS indujo una disminucion de la
expresion de ARNm del receptor AT2 y un marcado aumento de la
expresion de ARNm y proteina de AT1 en las células microgliales. En
consonancia con esto, observamos que la microglia de los ratones
AT2KO mostraba una mayor expresion de ARNm AT1, tanto en los
cultivos microgliales primarios como en la microglia obtenida de
cerebros adultos. Por lo tanto, parece que, en condiciones basales, los
receptores microgliales AT2 pueden estar regulando a la baja la
expresion del receptor microglial AT1, lo que explica por qué varios
autores informaron de niveles bajos o de una expresion de AT1
indetectable en la microglia en reposo (Miyoshi et al., 2008). Sin
embargo, estimulos pro-inflamatorios, como el LPS, pueden regular a
la baja los receptores AT2 y desencadenar el aumento de la expresion
de AT1y, junto con otros mecanismos, también aumentar la respuesta
inflamatoria.

Los resultados presentados revelan un papel importante de los
receptores AT2 microgliales en la regulacion de la expresion del
receptor AT1 y sus efectos pro-inflamatorios. Ademés, se ha
demostrado que la sefalizacion AT2/NO/GMPc interviene en la
regulacion de la expresion del ARNm del receptor AT1 a través de la
regulacién a la baja de la actividad del factor de transcripcion Spl
(Figura 50) pero no de Sp3 en las células microgliales. En células
periféricas, la activacién del receptor AT2 también induce un aumento
de los niveles de NO y GMPc a través de vias dependientes o
independientes de la bradicinina (Yan et al., 2003; Zhao et al., 2005;
Padia y Carey, 2013). Se ha demostrado que Sply Sp3, miembros de
la familia de factores de transcripcion Sp, desempefian un papel
importante en la regulacion de la actividad del promotor génico del
receptor AT1 en células periféricas (Zhao et al., 2001; Elton y Martin,
2007), aungue Sp3 puede estar especialmente implicado en la
regulacién de la expresion del AT1 humano (Elton y Martin, 2007).
Ademas, se ha observado que el NO disminuye la union de Spl a varios
genes (Sellak et al., 2002).
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Figura 50. Representacion esquematica de las rutas moleculares que participan en la regulacion
de los receptores AT1 y AT2 en células microgliales. A la izquierda, se ilustra como el
tratamiento del agonista del receptor AT2, CGP, aumenta la regulacion positiva mediada por
AT2 en las enzimas antioxidantes NOS y GC, asi como la regulacién negativa del factor de
transcripcion de Spl y el complejo enzimatico NOX. Estos mecanismos conducen a una
regulacion de la expresion positiva para el receptor AT2 y negativa para el receptor AT1
(mediante el factor de transcripcion Spl), asi como un aumento de las sefiales anti-
inflamatorias. A la derecha, el tratamiento con LPS (inflamacién aguda) produce una regulacion
de la expresion negativa para receptores AT2 y positiva para los receptores AT1, los cuales
aumentan la actividad de NOX, de ROCK y del factor de transcripcion Sp1, lo que genera un
circulo de retroalimentacion positiva en la generacion de ROS vy liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias, como TNFa y un aumento en la expresion del receptor AT1. Abreviaturas: AT1,
receptor de angiotensina tipo 1; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; NOX, NADPH-oxidasa;
ROS, especies reactivas de oxigeno; TNF-a: factor de necrosis tumoral; NOS, 6xido nitrico
sintetasa; NO, 6xido nitrico; GC, guanilato ciclasa; GTP, guanosin trifosfato; GMPc, guanosin
monofosfato ciclico; L-Arg, L-arginina. Esquema de elaboracion propia por
www.biorender.com

Curiosamente, en el presente trabajo se ha observado que la
interaccion entre los receptores AT2 y Mas estd implicada en la
regulacién de la expresion de AT1 por parte de los receptores AT2
microgliales. Sin embargo, las interacciones AT1/AT2 probablemente
sean mas complejas. Ademas de los mecanismos presentados en este
trabajo, se han implicado otras vias en la sefializacion del receptor AT2
en distintos tipos de células, como la activacion de varias proteinas de
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actividad fosfatasa y la estimulacion de la fosfolipasa A2, que conduce
a la liberacion de é&cido araquidonico (Nouet y Nahmias, 2000;
Steckelings et al., 2005). EI NO también puede inhibir la actividad de
NOX mediante la nitrosilacion de su subunidad p47phox (Selemidis et
al., 2007), y un exceso de SO derivado del NADPH puede reducir los
niveles de NO (Herbert et al., 2008). Ademas, los heterodimeros del
receptor AT1/AT2, que se han observado en varios tipos de celulas y
condiciones experimentales, también pueden regular los efectos del
receptor AT1 (AbdAlla et al., 2001; Patel y Hussain, 2018; Rivas-
Santisteban et al., 2020). Sin embargo, actualmente sigue sin conocerse
si estos mecanismos mencionados también estan implicados en las
interacciones de los receptores AT1/AT2 de las células microgliales.
Ademas, varios estudios han informado de la existencia de
interacciones reciprocas entre los receptores Toll like receptor de tipo 4
(TLR-4) y AT1, posiblemente como resultado de presentar vias de
transduccion de sefiales comunes (Wolf et al., 2006; Biancardi et al.,
2016). Sin embargo, aln no se ha investigado el posible papel de los
receptores AT2 en estas interacciones. Por ello, los resultados que se
presentan en este trabajo pueden explicar diversos resultados
controvertidos sobre las interacciones de los receptores de Ang Ily la
diversidad de sus efectos en funcién del tipo celular y las condiciones
experimentales.

5.2.3. Receptores AT2 en células microgliales.
Neuroinflamacion. Dimorfismo sexual

Los resultados presentados confirman la expresion de los
receptores AT2 en microglia aislada de cerebros de ratdn adultos sanos,
aunque la expresion es mucho menor en machos que en hembras, y la
ovariectomia no cambi6 significativamente esta diferencia. En las
secciones de tejido, también se confirmd la presencia de receptores AT2
en la microglia de cerebros sanos utilizando la técnica de hibridacion in
situ de RNAscope, lo que es consistente con estudios previos utilizando
inmunohistoquimica (Joglar et al., 2009; Garrido-Gil et al., 2013). Sin
embargo, otros estudios no encontraron los receptores AT2 en la
microglia de raton (de Kloet et al., 2016), o se sugirié que eran
indetectables en microglia sana y que estaban regulados al alza en
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procesos neuroinflamatorios (Jackson et al., 2018). Estas discrepancias
se deben, probablemente, al uso de diferentes modelos animales, de
roedores machos (donde la expresion del receptor es muy baja) y de
métodos experimentales empleados que presentan diferente
sensibilidad de deteccion del receptor AT2. En el presente trabajo se
demuestra la expresion del receptor AT2 en células microgliales con el
uso de una técnica de hibridacion in situ con RNAscope, que utiliza un
disefio de sondas altamente especificas y con un sistema de
amplificacion implementado disefiado para la deteccion de transcritos
de muy baja expresion, convirtiéndola en una técnica altamente sensible
y especifica.

Estudios previos han demostrado que las células microgliales
presentan diferencias de sexo e, inicialmente, estas diferencias se
relacionaron con los efectos de las hormonas gonadales circulantes
sobre la microglia, en particular, sobre el inflamasoma microglial
(Habib y Beyer, 2015). Las células microgliales responden a
tratamientos in vitro con esteroides gonadales y se observaron cambios
en las respuestas neuroinflamatorias o neurodegenerativas después de
las ovariectomias (Rodriguez-Perez et al., 2011, 2012; Acosta-
Martinez, 2020). Sin embargo, una serie de estudios recientes han
revelado que otros factores, mas dificiles de identificar en los estudios
clasicos in vitro, también pueden determinar una microglia sexualmente
dimérfica. Asi, se ha demostrado que la microglia puede mantener una
diferencia de expresion génica relacionada con el sexo y en ausencia de
esteroides sexuales circulantes (Villa et al., 2018). Inicialmente, se ha
sugerido que las hormonas pueden actuar durante etapas muy tempranas
del desarrollo del cerebro, lo que lleva a cambios permanentes
relacionados con el sexo en la microglia (Hanamsagar et al., 2017; Villa
et al., 2016). Sin embargo, un nimero cada vez mayor de estudios
recientes se centra en la accion primaria de genes ubicados en los
cromosomas sexuales, por lo que las hormonas pueden considerarse
como el factor secundario mas importante después de los efectos
primarios de los cromosomas sexuales (Arnold, 2020). La inactivacion
del cromosoma X es una caracteristica epigenética principal en el sexo
femenino. Sin embargo, la inactivacion incompleta del cromosoma X
puede dar lugar a una doble expresion de algunos genes y mosaicismos
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femeninos (es decir, aproximadamente la mitad de las células activan el
X materno y la mitad el X paterno, lo que conduce a una mayor
plasticidad y adaptabilidad en las respuestas) (Tukiainen et al., 2017,
Syrett y Anguera, 2019). La mayoria de estos genes se encuentran en la
region Xq, que es la region evolutiva més antigua del cromosoma (Ross
et al. 2005). Curiosamente, el gen del receptor AT2 se encuentra en el
cromosoma X, y particularmente en el Region Xq23 (de Gasparo et al.
2000). Estudios previos han demostrado que el AT2 se encuentra
sobreexpresado en varios tejidos en ratones hembra (Rodriguez-Pérez
et al. 2011; Garrido-Gil et al., 2021) pero este aumento no habia sido
estudiado en células de microglia in vivo.

También se observo que la expresién microglial de la citoquina
anti-inflamatoria IL-10y de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1f e IL-
6 es diferente en la microglia de machos y hembras, independiente de
las hormonas gonadales femeninas circulantes. Sin embargo, estas
diferencias desaparecieron en ratones AT2KO, revelando el papel de
las diferencias relacionadas con el sexo en la expresion de AT2 (baja
expresion en machos y mayor expresion en hembras) en los niveles de
expresion microglial de IL-10, IL-1B e IL-6. IL-10 es una citoquina
anti-inflamatoria clave, que inhibe la liberacion de citoguinas pro-
inflamatorias y estimula las respuestas anti-inflamatorias que conducen
a la neuroproteccion (Lobo-Silva et al., 2016; Fouda et al., 2017;
Khorooshi et al., 2020). La IL-10 se ha considerado un factor clave para
equilibrar la respuesta inmune en el cerebro (Lobo-Silva et al., 2016).
En diferentes tipos de células, la activacion del receptor AT2 induce la
produccién de IL-10, que aparece ser la citoquina dominante que media
la respuesta anti-inflamatoria inducida por AT2 y la disminucion de las
citoquinas pro-inflamatorias (Dhande et al., 2015; Khorooshi et al.,
2020). IL-10 inhibe la produccion de IL-1p e IL-6 a través de varios
mecanismos, incluida la inhibicion de la expresion de pro-I1L-1B y de
los componentes del inflamasoma NLRP3 (Greenhill et al., 2014). Sin
embargo, otros mecanismos independientes del aumento de IL-10
también pueden determinar la asociacion observada entre un aumento
en la expresion microglial de AT2 y una disminucion en la expresion
de IL-1p ¢ IL-6.
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En conclusién, los resultados confirman que el sexo del paciente
no puede ser ignorado al tomar decisiones terapéuticas con los
tratamientos que regulan el SRA, ya que puede afectar el resultado de
los procesos asociados a la neuroinflamacion. Las diferencias de sexo
en las respuestas neuroinflamatorias pueden ser moduladas
sinérgicamente por factores hormonales y ambientales. Sin embargo, se
sabe que un nimero considerable de genes relacionados con el sistema
inmunitario se encuentran en el cromosoma X, lo que también puede
influir en las diferencias de sexo en la respuesta neuroinflamatoria,
como se observa para el receptor AT2 en el presente estudio.

5.3.RECEPTORES DE ANGIOTENSINA EN INFLAMACION PERIFERICA
CRONICA DEL SINDROME METABOLICO (METS). IMPLICACION EN
LA NEURODEGENERACION DOPAMINERGICA

5.3.1. Activacion del eje pro-inflamatorio mediado por
receptores AT1 en la sustancia nigra de animales con
MetS. Vulnerabilidad a degeneracion dopaminérgicaen
MetS

Los resultados de la presente tesis muestran que la inflamacién
periférica crénica inducida por MetS aumenta significativamente la
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas a la degeneracion. El
modelo de MetS promueve una regulacion al alza de las expresion de
componentes y receptores del eje pro-inflamatorio del SRA cerebral
que, a su vez, aumenta el estrés oxidativo y la neuroinflamacion, e
incrementa la muerte neuronal dopaminérgica. Todo ello puede
inhibirse mediante el tratamiento con el antagonista del receptor AT1,
candesartan, lo que destaca la importancia del receptor AT1 en el efecto
del MetS sobre la neurodegeneracion.

Un importante nimero de estudios experimentales y clinicos han
relacionado el MetS (Zhang y Tian, 2014; Leehey et al., 2017; Nam et
al., 2018; Park et al., 2021) y/o cada uno de los componentes que lo
definen, como la obesidad (Hu et al., 2006; Chen et al., 2014), la
diabetes (Labandeira et al., 2021), la hipercolesterolemia (Hu et al.,
2008) vy la hipertension (Chen et al., 2019) con un mayor riesgo de EP.
Aunque también se han encontrado hallazgos controvertidos en esta
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relacion patologica (Saaksjarvi et al., 2015), nuestros resultados
demuestran que animales con MetS presentan un aumento en la
vulnerabilidad dopaminérgica, en la que se encuentran implicados los
componentes y receptores cerebrales del SRA. Curiosamente, un
estudio muy reciente revela que la expresion del gen del receptor AT1
es un marcador de la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas
afectadas en la EP (Kamath et al., 2022; Labandeira-Garcia y Parga,
2022). En consonancia con esto, estudios recientes también han
observado una disminucién del riesgo de EP en pacientes tratados con
antagonistas de los receptores AT1 (Jo et al., 2022; Lin et al., 2022).
De esta manera, la sobreactivacion de los receptores AT1 puede ser una
de las explicaciones de la implicacion del MetS en la vulnerabilidad
dopaminérgica.

5.3.2. Aumento de citoquinas circulantes, 27-OHC vy
autoanticuerpos (AA) frente a receptores del SRA en un
modelo animal de MetS

La inflamacion periférica cronica del MetS también provoco el
aumento de los niveles circulantes de LIGHT y otras citocinas pro-
inflamatorias importantes (IL-17, IL-6, IL-1p, TNF-a), junto con un
aumento de los niveles de 27-OHC. Ademaés, las ratas con MetS
mostraron un aumento significativo en los niveles séricos de AT1-AA
y ACE2-AA, que se correlacionaron con los niveles de varios
parametros de factores que definen el MetS como el colesterol, la
glucosa y los triglicéridos, y con los niveles séricos de varias de las
principales citocinas pro-inflamatorias y 27-OHC.

También se encontraron niveles elevados de AT1-AAy ACE2-AA
en el LCR de ratas MetS respecto al grupo control, lo que sugiere que
(1) los autoanticuerpos circulantes pueden atravesar la BHE o (2) que
las células B activadas pueden atravesar la BHE, migrar al
compartimento intratecal y mediar una expansion clonal que conduce a
la sintesis intratecal de los autoanticuerpos. ElI aumento en la
permeabilidad de la BHE, que puede permitir el paso de los
autoanticuerpos y/o células B, se confirm6 con la medicion de la
extravasacion del colorante Evans Blue, y es consistente con estudios
previos que muestran que la activacion de los receptores AT1 de las
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células endoteliales de la BHE (en este caso mediada por los AT1-AA)
constituye un paso inicial y clave para la disrupcion de la misma
(Fleegal-DeMotta et al., 2009; Setiadi et al., 2018) (Figura 51).

Aunque los mecanismos responsables de la generacion de AT1-AA
no estan claros, el aumento de los niveles séricos de citoquinas en MetS
pueden estar involucrados. La infusién de citoquinas pro-inflamatorias
como IL-6 o TNF-a provocd un aumento en los niveles de AT1-AA en
modelos animales, lo que sugiere que algunas de las citogquinas
relacionadas con la inflamacion pueden estar involucradas a la
generacion de autoanticuerpos (Irani et al., 2010; LaMarca et al., 2011).
Ademas, el aumento de los niveles de LIGHT también se ha visto
implicado en la generacion de AT1-AA. Este mecanismo implica al
enzima transglutaminasa tisular 2 (TG2), la cual es capaz de modificar
a los receptores AT1 (Liu etal., 2015). Los receptores AT1 modificados
pueden actuar como neoantigenos e inducir la produccion de AT1-AA
(Liu et al., 2017a). De acuerdo con esto, observamos una correlacién
positiva entre los niveles de LIGHT y AT1-AA en ratas con MetS.
Ademas, se sabe que LIGHT induce respuestas pro-inflamatorias y
promueve la produccion de otras citoquinas estableciéndose una
retroalimentacion positiva (Herro y Croft, 2016). También se ha
sugerido que la produccion de AT1-AA se potencia en procesos que
aumentan la muerte de las células generando desechos con abundantes
receptores AT1 modificados, que pueden actuar como autoantigenos
para las células B (Ludwig et al.,2017; Cabral-Marques et al., 2019) y
esto también puede ocurrir con células de diferentes tejidos en MetS
(Eguchi y Feldstein, 2014; Gautheron et al., 2020).

Los mecanismos responsables de la produccion de ACE2-AA son
menos conocidos que los de AT1-AA. De hecho, hasta ahora, solo unos
pocos estudios han informado sobre la regulacion positiva de ACE2-
AA en suero de pacientes con enfermedades inflamatorias periféricas
(Takahashi et al., 2010; Miziolek et al., 2021). Se ha sugerido que, un
aumento de la proteina ECA2 soluble puede potenciar la generacion de
neoantigenos para la produccion de ACE2-AA (Townsend, 2020;
McMillan et al., 2021; Rodriguez-Perez et al., 2021) (Figura 51).
Ademas, como en el caso de los AT1-AA y otros receptores acoplados
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a proteinas G, los neoantigenos se pueden formar a partir de restos
celulares que contienen ECA2 (Negi y Das, 2020; Sun et al., 2020). Sin
embargo, los niveles incrementados de ECA2 soluble pueden deberse
al desprendimiento de la proteina de su forma transmembrana. El
desprendimiento de ECAZ2 es producido por las proteasas ADAM17 y
TMPRSS2, actualmente muy estudiadas en los mecanismos
relacionados con la infeccion por SARS-CoV-2 (Hoffmann et al.,
2020). Curiosamente, diversos estudios han demostrado que la
estimulacion del receptor AT1 aumenta la actividad de ADAM17 y
TMPRSS2, lo que conduce a un aumento del desprendimiento de la
proteina ECA2 (Deshotels et al., 2014; Xu et al., 2017) y, posiblemente,
a una consecuente generacion de ACE2-AA. Consistente con esta
hipotesis, los resultados presentados en este trabajo demuestran una
correlacion entre los niveles de AT1-AA y ACE2-AA en ratas con MetS
(r = 0,670, P = 0,0171). Sin embargo, son necesarios estudios méas
especificos sobre los mecanismos responsables de la produccion de
ACE2-AA.

Por otro lado, en el modelo animal de inflamacion periférica
cronica inducida por el MetS se observd una correlacion positiva y
significativa entre los niveles de AT1-AAy ACE2-AA con el colesterol
sérico y con su metabolito 27-OHC. Se ha sugerido que los efectos
nocivos de la hipercolesterolemia sobre la disfuncién cognitiva y la
neurodegeneracion pueden estar mediados por un aumento del flujo del
27-OHC a través de la BHE (Bjorkhem et al., 2009; Loera-Valencia et
al., 2019). Sin embargo, el flujo a través de la BHE es dependiente de
su permeabilidad y disrupcién, por lo que un factor circulatorio
desconocido y correlacionado con los niveles de 27-OHC circulantes
puede estar aumentando la permeabilidad de la BHE (Parrado-
Fernandez et al., 2021). Los resultados de la presente tesis sugieren que
los AT1-AA circulantes pueden constituir el factor ain desconocido
que aumenta la permeabilidad de la BHE, ya que se observo una fuerte
correlacion de los niveles de autoanticuerpos con los de colesterol y 27-
OHC en ratas con MetS. Ademas, estudios previos han sugerido que el
SRA cerebral puede mediar los efectos nocivos del 27-OHC (Mateos et
al., 2011).
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Figura 51. Representacion esquematica del efecto de la inflamacion periférica cronica por MetS
en los receptores del SRA y su implicacion en neuroinflamacion y neurodegeneracion
dopaminérgica. La inflamacion periférica mediada por MetS, provoca un aumento de citoquinas
pro-inflamatorias, que pueden activar la producciéon de AT1-AA, y un aumento de ECA2
soluble, que puede activar la produccion de ACE2-AA. Los AT1-AA circulantes pueden activar
los receptores AT1 de las células endoteliales de la BHE y provocar estrés oxidativo e
inflamacion, que desemboca en la disrupcion de la BHE y un aumento de su permeabilidad.
Este aumento permite el paso de células B activadas que pueden producir sintesis intratecal de
autoanticuerpos, asi como el paso de autoanticuerpos circulantes y de mediadores pro-
inflamatorios, que aumentan la expresion de receptores pro-inflamatorios y disminuye la
expresion de receptores anti-inflamatorios del SRA cerebral, desembocando en
neuroinflamacion y, finalmente, en neurodegeneracion dopaminérgica. Abreviaturas: AT1-AA,
autoanticuerpos agonistas del receptor de angiotensina tipo 1; ACE2-AA, autoanticuerpos
frente al enzima conversora de angiotensina Il; AT1, receptor de angiotensina tipo 1; ECA2,
enzima conversora de angiotensina Il; LIGHT, miembro 14 de la superfamilia del factor de
necrosis tumoral; TNF-a, factor de necrosis tumoral; IL-1f, interleucina 1f; IL-17, interleucina
17; IL-6, interleucina 6; 27-OHC, 27-hidroxicolesterol. Esquema de elaboracién propia con
www.biorender.com
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5.3.3. Efectos de la infusion intraperitoneal cronica de AT1-
AA sobre el SRA cerebral y la vulnerabilidad
dopaminérgica

Los posibles efectos de los autoanticuerpos circulantes sobre la
degeneracion dopaminérgica se confirmaron mediante la infusion
intraperitoneal cronica de AT1-AA, que indujo un aumento en la
expresion de receptores pro-inflamatorios del SRA en la sustancia
negra, un aumento en la respuesta inflamatoria microglial y un aumento
significativo de la muerte de las neuronas dopaminérgicas en un modelo
animal de EP basado en la sobreexpresion de a-syn-A53T.

Ademas del efecto agonista de los AT1-AA sobre el receptor AT1,
también se ha demostrado que estabilizan al receptor en su forma activa
y aumenta su expresion al bloquear su internalizacion celular, lo que
provoca una mayor activacion del eje pro-inflamatorio del SRA (Liu et
al., 2015, 2019).

Niveles séricos incrementados de AT1-AA se han relacionado
previamente con varias enfermedades como la preeclampsia (Wallukat
et al., 1999), rechazo del injerto renal (Dragun et al., 2005) y en otras
enfermedades periféricas relacionadas con la inflamacion, como la
hipertension maligna (Fu et al., 2000), el aldosteronismo primario
(Meyer et al., 2020) y esclerosis multiple (Gunther et al.,2014).

Los niveles incrementados de AT1-AA observados en procesos
inflamatorios crénicos periféricos, como el MetS, pueden actuar sobre
los receptores AT1 endoteliales de la BHE, provocando su disrupcién
y permitiendo su paso hacia el parénquima cerebral, donde activarian
los receptores AT1 de las células microgliales y dopaminérgicas,
provocando un aumento en la hiperactivacion del eje pro-inflamatorio
del SRA, y los consecuentes mecanismos de neuroinflamacion y
neurodegeneracion como muestran los resultados de la presente tesis.
Ademas, estos mecanismos pueden ser inhibidos por los antagonistas
de del receptor ATL.
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5.4, RECEPTORES DE ANGIOTENSINA EN LA INFLAMACION PERIFERICA
AGUDA DEL COVID-19

5.4.1. Efecto de tratamientos moduladores del SRA sobre
receptores de angiotensina en el tejido pulmonar de
ratas adultas jovenes

En la inflamacion periférica aguda desencadenada por la infeccion
de SARS-CoV-2, también esta implicado el SRA, y se generd un debate
sobre el uso, perjudicial o beneficioso, de determinados tratamientos
como ARAII, IECAs y otros tratamientos que modulan el SRA y sus
receptores (como el ibuprofeno), sobretodo en pacientes de mayor
vulnerabilidad a la gravedad por COVID-19 (envejecimiento y MetS).
El uso de tratamientos moduladores del SRA, asi como condiciones de
inflamacién periférica aguda, podrian ocasionar cambios importantes
en la expresién de ECA2 pulmonar, y en otros receptores del SRA. Por
un lado, un aumento de la expresion de ECA2 en la superficie celular
podria dar lugar a una regulacion positiva hacia el eje anti-inflamatorio
del SRA, pero, por otro lado, podria facilitar la entrada de SARS-CoV-
2 (Yan et al., 2020; Wu et al., 2021; Labandeira-Garcia et al., 2022).

Asi, hasta la fecha, diversos estudios habian demostrado que los
tratamientos que modulan el SRA, como los ARAII y los IECAsS,
regulaban la expresion de ECA2 pulmonar. Sin embargo, no se habia
dilucidado si aumentaban o disminuian sus niveles de expresion
(Ferrario et al., 2005, Mancia et al., 2020; Sommerstein et al., 2020; Su
etal., 2020). Otros estudios habian demostrado que los tratamientos con
AINEs, como el ibuprofeno, tenian un efecto en la expresion de
diversos componentes y receptores del SRA, incluido el ECA2 (Moore
et al., 2020). Concretamente, se habia considerado que la influencia del
ibuprofeno sobre el SRA ocurria mediante el enzima COX-2 en
diversos tejidos (Wu et al., 2005). Sin embargo, ain no se habia descrito
esta relacion en el tejido pulmonar y, por tanto, cbmo podria afectar a
la infeccion de SARS-CoV-2.

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados in vivo
durante el transcurso del presente trabajo muestran que un ARAII,
candesartan, un IECA, captopril, y un anti-inflamatorio no esteroideo,

192



DISCUSION

ibuprofeno, regulan al alza la expresion de ECA2 en tejido pulmonar de
ratas jovenes control, junto con la regulacion al alza de otros receptores
principales del eje anti-inflamatorio y antioxidante del SRA, como los
receptores AT2 y Mas. Ademas, el tratamiento con ibuprofeno inhibio
el eje pro-inflamatorio del SRA, disminuyendo la expresion del
receptor AT1. Todo ello sugiere que, el uso de estos tratamientos
potencia la expresion de componentes y receptores del eje anti-
inflamatorio del SRA pulmonar promoviendo asi, respuestas anti-
inflamatorias, antifibroticas y antitrombdticas que pueden contribuir a
una evolucion mas favorable del paciente que padece COVID-19.

5.4.2. Efecto de tratamientos moduladores del SRA sobre
receptores de angiotensina en tejido pulmonar de
modelos animales de inflamacion cronica especialmente
vulnerables a COVID-19: MetS y envejecimiento.

En los resultados presentados en apartados anteriores se observa
que la expresion y actividad de los receptores del SRA cerebral sufren
cambios relevantes en condiciones de inflamacion cronica, como son el
MetS y el envejecimiento, y de inflamacion aguda, por LPS. En base a
esto, es probable que la expresion y actividad de los receptores del SRA
pulmonar también presente cambios durante procesos inflamatorios
agudos como la infeccién por SARS-CoV-2 y que el efecto de los
tratamientos como los ARAII, IECA o AINEs, sea diferente a los
observados en modelos sin inflamacion. Ademas, el efecto de estos
tratamientos en la infeccion por SARS-CoV-2 es especialmente
relevante en los grupos de pacientes que son mas vulnerables a la
COVID-19: personas de edad avanzada, hipertensas, diabéticas y/u
obesas (Wang et al., 2008b; Guan et al., 2020; Labandeira-Garcia et al.,
2022), muchas de las cuales toman tratamientos moduladores del SRA,
como los ARAII y los IECAs.

Todo lo expuesto pone de manifiesto la importancia de demostrar
los mecanismos a través de los cuales estos tratamientos modulan la
expresion y actividad de receptores del SRA en el tejido pulmonar. Los
resultados obtenidos muestran que el efecto de estos tratamientos era
mas pronunciado en ratas con MetS (obesidad, hiperglucemia y
aumento de la presion arterial) y en ratas envejecidas. Estos modelos,
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que representan a una poblacion de pacientes mas vulnerables a la
infeccion por COVID-19, presentaron una disminucién significativa de
los niveles de expresion de ECA2 pulmonar junto con una disminucion
de la expresion de los receptores del eje anti-inflamatorio (receptores
AT2 en las ratas con MetS y receptores AT2 y Mas en las ratas
envejecidas), y un aumento significativo en la expresion de los
receptores AT1, lo que revel6 un claro desequilibrio hacia el eje pro-
inflamatorio del SRA pulmonar.

Curiosamente, el tratamiento con candesartan, captopril o
ibuprofeno provocd un desplazamiento hacia el eje anti-inflamatorio
del SRA pulmonar al inducir un aumento significativo en la expresion
de ECA2, AT2 y MasR, y una disminucion de la expresion del receptor
ATL1. La expresion de los receptores del eje pro-inflamatorio (AT1) se
redujo a los niveles de los controles jovenes sanos, mientras que la
expresion de los receptores del eje anti-inflamatorio, como los
receptores AT2 y, en particular los receptores Mas, aumento a niveles
superiores de las ratas jovenes (no tratadas). En el tejido pulmonar de
animales con MetS también se observo un aumento en los niveles de
Ang Il 'y una disminucion de los niveles de Ang(1-7). Estos resultados
estdn en consonancia con el aumento de los receptores AT1 y una
disminucion de ECA2, respectivamente. Curiosamente, el tratamiento
con ibuprofeno produjo una disminucion de los niveles de Ang Il y un
aumento de los niveles de Ang(1-7) con respecto a animales control (no
tratados). Estos resultados estan en consonancia con estudios previos
que mostraron que el enzima COX-2 aumentaba la liberacion de renina
y la formacion de Ang Il, provocando un aumento de la presion arterial
(Quadri et al., 2016).

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que, en clinica, el
tratamiento con estos farmacos puede reducir la vulnerabilidad de los
pacientes de edad avanzada y de los pacientes con MetS, incluso por
debajo de los niveles de pacientes sanos, al menos en lo relacionado con
la desregulacion de los receptores del SRA en el tejido pulmonar.

Es importante destacar que, con frecuencia, se asume que los
cambios en los niveles de ECA2 son responsables del desequilibrio
entre los dos ejes del SRA, lo que podria provocar grandes
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consecuencias en la progresion de la gravedad de la COVID-19
(Labandeira-Garcia et al., 2022). En el caso del envejecimiento y el
MetS, la disminucién de los niveles de ECA2 pulmonar puede ser la
causa o, probablemente, la consecuencia de la desregulacion de otros
componentes y receptores del SRA. Por ejemplo, en los cerebros de
ratas envejecidas la desregulacion de los receptores del SRA puede
estar relacionada con la desregulacion inicial de otros factores como las
sirtuinas o el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1)
(Rodriguez-Perez et al., 2016; Mufioz et al., 2018), tal y como se ha
discutido en apartados anteriores. En la enfermedad por COVID-19, la
desregulacién observada en el envejecimiento y en el MetS se ve
incrementada (y, probablemente, mas dificilmente compensada) por la
uniéon de SARS-CoV-2 a ECA2. En cualquier caso, los resultados
presentados indican que la desregulacién puede ser contrarrestada por
el tratamiento con candesartan, captopril o ibuprofeno. Sin embargo,
esta regulacion puede verse afectada cuando se produce la unién del
SARS-CoV-2 al ECA2. A fin de dilucidar esta cuestion, se realizaron
diferentes experimentos in vitro, discutidos en el siguiente apartado.

5.4.3. Efecto de tratamientos moduladores del SRA sobre
receptores de angiotensina en modelos in vitro de
infeccion pulmonar por SARS-CoV-2.

Los experimentos in vivo demuestran que el tratamiento con
candesartan, captopril e ibuprofeno aumentan la expresion de ECA2 y
otros componentes anti-inflamatorios del SRA en el tejido pulmonar.
Sin embargo, este efecto puede no ser beneficioso cuando existe una
infeccion por SARS-CoV-2. Es por ello que, estudios recientes han
considerado al ECA2 como un arma de doble filo (South et al., 2020;
Wang et al., 2020; Yan et al., 2020). Sin embargo, los resultados
presentados en este trabajo, obtenidos de los experimentos in vitro,
sugieren que estos tratamientos pueden, incluso, disminuir la entrada
viral a pesar de incrementar la expresion de ECA2.

Después de que el SARS-CoV-2 se una al ECA2, el virus entra en
la célula huésped utilizando dos posibles mecanismos: endocitosis y
fusion de la membrana celular. El primero es uno de los principales
mecanismos de entrada del virus (Wang et al., 2008a; Inoue et al., 2007;
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Wang et al., 2008b; Bian y Li, 2021) y se produce tras la unién de la
proteina Spike al ECA2 transmembrana. Esta union desencadena el
proceso de endocitosis y se produce la traslocacion tanto de ECA2
como de la proteina Spike desde la superficie celular a la via endosomal
(Wang et al., 2008a; Wang et al., 2008b; Bian y Li, 2021). Estos
mecanismos se observaron en experimentos que utilizaron la proteina
Spike y en otros en los que utilizaron pseudovirus de la proteina Spike
(Wang et al., 2008a), lo que sugiere que, el tratamiento de las células
s6lo con proteina Spike es un modelo fiable para estudiar los efectos de
los farmacos en los mecanismos de entrada del SARS-CoV-2.

En consonancia con lo observado en los experimentos in vivo, el
tratamiento de los cultivos de neumocitos tipo Il con candesartan,
captopril o ibuprofeno inducia una regulacion al alza de la expresion de
ECAZ2 transmembrana. El tratamiento con la proteina Spike inducia una
disminucion de los niveles celulares de la ECA2 de longitud completa
(es decir, transmembrana), que era inhibida por el pre-tratamiento con
los farmacos mencionados. El resultado obtenido puede ser explicado
por la regulacion positiva de la expresion de ECA2 inducida por los
farmacos, tal y como se demuestra en los resultados presentados de los
experimentos in vivo e in vitro. Otros estudios también han demostrado
la existencia de diversos mecanismos implicados en el aumento de
ECAZ2 transmembrana por induccién de los farmacos aqui estudiados.
Asi, se ha sugerido que el ECA2 y los receptores AT1 pueden formar
heterodimeros en la membrana plasmatica, y que, los niveles elevados
de Ang Il disminuyen la actividad de la ECA2 a través de la
internalizacion, dependiente de AT1, de dicha enzima. Es por ello que,
este mecanismo puede ser regulado por el tratamiento con ARAII
(Deshotels et al., 2014; Portales et al., 2022). El tratamiento con
candesartan reduce los niveles de Ang Il, que conduce a la reduccion
de la internalizacion de ECA2 transmembrana y, por tanto, de la
proteina Spike (Figura 52).

Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que también estan
implicados otros mecanismos de interaccién entre el SARS-CoV-
2/proteina Spike y el SRA pulmonar. Se observo que el tratamiento con
la proteina Spike inducia un aumento de los niveles de ECA2 soluble
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en el medio de cultivo. Este resultado es consistente con estudios
anteriores que muestran que la union del virus o la proteina Spike al
ECA2 de la superficie celular induce el desprendimiento del
ectodominio del receptor, disminuyendo los niveles de ECA2 en la
superficie celular y promoviendo la internalizacion del virus/proteina
Spike (Lambert et al., 2005; Haga et al., 2008, 2010; Jia et al., 2009).
Otros estudios han demostrado que, en condiciones no patoldgicas, los
niveles de ECAZ2 circulantes son bajos en comparacion con los niveles
de ECA2 de membrana (Rice et al. 2006). Curiosamente, en los
resultados obtenidos también se detectd un aumento, inducido por el
tratamiento de la proteina Spike, en los niveles celulares de un
polipéptido corto de ECA2 (60 kDa), que puede corresponder a un
polipéptido glicosilado internalizado en el citoplasma.

La dindmica celular del enzima ECA2 esta regulada por diversos
tipos de proteasas. ADAML17 es una metaloproteasa y desintegrina
localizada en la membrana celular que puede escindir un amplio
nimero de sustratos y que estd implicada en varios trastornos
cardiovasculares y neurolégicos (Xu et al., 2016). Curiosamente,
ADAM17 también desempefia un papel importante en el mecanismo de
entrada de varios virus (Kononchik et al., 2018; Mikulicic et al., 2019)
y, en particular, de los virus SARS-CoV. EI mecanismo utilizado por
ADAML17 para facilitar la entrada del SARS-CoV no ha sido totalmente
aclarado; sin embargo, se sabe que la activacion de ADAM17
desempefia un papel importante en el desprendimiento de ECA2 (Jia et
al., 2009; Lambert et al., 2005; Xu et al., 2016; Liu et al., 2020). Se ha
demostrado que la activacion de la proteina Spike por ADAM17
depende del dominio citoplasméatico de ECA2 y que éste esta
positivamente implicado en la entrada viral (Haga et al., 2008; 2010;
Liu et al., 2020). En consonancia con esto, los inhibidores de ADAM17
atenuaron la entrada, tanto de los pseudovirus portadores de la proteina
Spike, como de las cepas infecciosas del SARS-CoV, e, incluso, se han
sugerido como compuestos antivirales (Haga et al., 2010).
Curiosamente, los resultados obtenidos en el presente trabajo
demuestran que, tanto el candesartan como el captopril y el ibuprofeno,
actuan como inhibidores de la actividad de ADAM17. Los tratamientos
mencionados reducen los niveles de ECA2 soluble en el medio de
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cultivo de células del endotelio pulmonar, lo que sugiere una reduccion
de la liberacion de ECAZ2, una reduccion de los niveles de la forma
intracelular de corta longitud de ECA2 y una reduccion de la
internalizacion de la proteina Spike mediada por ECA2 (Figura 52).
Estos resultados estdn en consonancia con la disminucion de la
actividad de ADAML17 inducida por los tratamientos observada en
cultivos celulares de A549. Estudios previos han observado que el
tratamiento con Ang Il aumenta la actividad de ADAML17 a través de la
activacion del eje AT1/NOX y la generaciéon de ROS, en cultivos de
cardiomiocitos y neuronas (Patel et al., 2014; Xu et al., 2017).

Ademéas de ADAML17, se ha demostrado la implicacion de otras
proteasas en la infeccion por SARS-CoV-2. Por ejemplo, TMPRSS2
esta implicada en la entrada del virus al citoplasma de la célula huésped.
Esta proteasa participa en la activacion de la proteina Spike y facilita la
entrada viral tras la union con el receptor ECA2 (Millet y Whittaker,
2015). Los resultados presentados demuestran que el tratamiento con la
proteina Spike aumenta la actividad de TMPRSS2, y que, este aumento
disminuye con el tratamiento de ibuprofeno. Estudios previos han
demostrado la disminucion de la actividad de TMPRSS2 inducida por
el ibuprofeno (Kashiwagi et al., 2014).

Los resultados obtenidos con imagenes de microscopia confocal
demostraron que los cambios inducidos por candesartan, captopril e
ibuprofeno, efectivamente promovian una disminucion en la
internalizacion de la proteina Spike en células A549.

El mecanismo beneficioso hacia el eje anti-inflamatorio Ang(1-
7)/ECA2/MasR, promovido por el ibuprofeno, también puede
producirse de forma indirecta por sus efectos inhibidores de los
mediadores pro-inflamatorios. Sin embargo, la liberacion de citoguinas
pro-inflamatorias también disminuy0 tras el tratamiento de candesartan
y de captopril, demostrandose los efectos anti-inflamatorios, en el tejido
pulmonar, del tratamiento con ARAII e IECA.

La participacién de las citoquinas pro-inflamatorias en COVID-19
ha sido previamente demostrada en estudios anteriores (Cheung et al.,
2005; Chen et al., 2010) y se considera que la gravedad de la infeccion
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por SARS-CoV-2 se encuentra acompafiada por una respuesta
inflamatoria sistémica aguda conocida como tormenta de citoquinas
(Portales et al., 2022). En diversos estudios se observd un aumento,
inducido por la proteina Spike, de la liberacion de las principales
citoquinas pro-inflamatorias al medio de cultivo. EI aumento de estas
citoguinas también se ha encontrado en suero de pacientes infectados
por el SARS-CoV (Jiang et al., 2005). Especificamente, TNF-a
(Robinson et al., 2020) e IL-6 (Patra et al., 2020; Aziz et al., 2020) han
sido identificados como los principales inductores de la respuesta
inflamatoria del SARS-CoV-2. Por otro lado, CCL2 se considera una
quimioquina asociada a la fibrosis, que interviene en varios trastornos
inflamatorios pulmonares, como el SARS, el asma y la fibrosis
pulmonar. Los niveles de CCL2 estan incrementados en el suero de
pacientes con SARS-CoV vy en el sobrenadante de células infectadas
con SARS-CoV en experimentos in vitro (Cheung et al., 2005; Jiang et
al., 2005; Chen et al., 2010; Coperchini et al., 2020).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el
tratamiento con un ARAII, candesartan, un IECA, captopril y un
AINEs, ibuprofeno, disminuyen la liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias inducida por la proteina Spike. Este resultado puede
deberse a la implicacion de varios mecanismos.

En primer lugar, se observé una regulacién a la baja del eje anti-
inflamatorio del SRA y una regulacion al alza del eje pro-inflamatorio
AT1/NOX, lo que puede conducir a un aumento de la liberaciéon de
citoguinas (Zhong et al., 2010, 2011; Patra et al., 2020) mediado por el
eje NOX/ROS (Shang et al., 2012; Patel et al., 2014). Se ha sugerido
que la acumulacion de Ang Il debida a la reduccién de ECA2
transmembrana, durante la infeccion por SARS-CoV-2, contribuye a un
estado pro-inflamatorio (Tikellis et al., 2011; Cardoso et al., 2018) y
estos efectos perjudiciales pueden ser evitados con el uso de ARAII
(Gurwitz, 2020) o IECA (Figura 52). Asi, el aumento en la expresién
de los componentes del eje Ang 1I/AT1, demuestra que la hipertension
puede ser un factor de riesgo en la progresion de la COVID-19, tal y
como se ha sugerido en diversos estudios (Yang et al., 2020; Zhang et
al., 2020a).
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En segundo lugar, ADAM17 no so6lo participa en el
desprendimiento de ECA2 (Lambert et al., 2005; Jia et al., 2009; Xu et
al., 2016), sino también en la liberacion de varias citoquinas pro-
inflamatorias (de Queiroz et al., 2020). Por ejemplo, ADAM17 libera
TNF-a de las células (Black et al., 1997) y promueve la liberacién de
IL-6/receptor soluble de IL-6 (Hartl et al., 2008). Ademas, ADAM17
puede inducir la liberacién de CCL2 a través de un mecanismo indirecto
en el que estd implicada la quitinasa acida de mamiferos (Hartl et al.,
2008).

En resumen, los experimentos in vitro realizados en el presente
trabajo, demuestran tanto el aumento de expresion y actividad de
componentes y receptores del eje anti-inflamatorio (junto con la
inhibicion del brazo pro-inflamatorio) del SRA, como la disminucion
de la actividad de ADAML7, provocados por los tratamientos
bloqueantes del receptor AT1, ARAII, inhibidores del enzima ECA,
IECASs, y AINEs. Estos mecanismos pueden explicar la disminucion de
la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias inducida por la proteina
Spike tras el tratamiento de candesartan, captopril e ibuprofeno.

Todos estos resultados muestran que el candesartan, un ARAI, el
captopril, un IECA 'y el ibuprofeno, un AINE, regulan positivamente la
expresion de ECA2 y la actividad anti-inflamatoria del SRA pulmonar,
disminuyendo, por tanto, las respuestas inflamatorias, fibrdticas y
tromboticas. Ademas, la regulacion de ECAZ2, se contrarresta mediante
mecanismos inducidos por dichos farmacos, reduciendo la entrada de
la proteina Spike del SARS-CoV-2, mediante la inhibicion de la
actividad de proteasas, como ADAM17 y TMPRSS2 (Figura 52).

Los resultados obtenidos en estudios clinicos adn presentan
resultados controvertidos, pero muchos de ellos apoyan los resultados
obtenidos en el presente trabajo. Por ejemplo, en un estudio reciente
observaron que el tratamiento con ARAII e IECA no se asocid con un
aumento de la infeccidn por SARS-CoV-2, e incluso dieron lugar a una
disminucion de la mortalidad (Zhang et al., 2020b; Mehta et al., 2020),
mientras que el tratamiento con ibuprofeno y otros AINES no tuvieron
efectos perjudiciales, e incluso podrian tener efectos positivos, en la
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respuesta a la infeccion por SARS-CoV-2 (Rinott et al., 2020; Abu Esba
etal., 2021).
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Figura 52. Representacién grafica del efecto de tratamientos que modulan la expresion y
actividad de los receptores del SRA en la expresion de ECA2 y en la infeccidn por SARS-CoV-
2. ECAZ2 es el receptor funcional de entrada para SARS-CoV-2 mediante la union de la proteina
Spike. ECAZ2 se encarga de transformar la Ang Il (componente pro-ininflamatorio) a Ang(1-7)
(componente anti-inflamatorio), sin embargo esta transformacion disminuye cuando la proteina
Spike se une al ECA2, lo que mantiene niveles elevados de Ang Il que, mediante su union al
receptor AT1, provoca inflamacion y estrés oxidativo pulmonar. Asi mismo, el receptor AT1
activa la proteasa ADAM17 que se encarga del desprendimiento del ECA2 de membrana. El
tratamiento con el bloqueante del receptor AT1, candesartan, permite que la Ang Il se unan a
los receptores AT2, o que sea transformada a Ang(1-7), cuyo receptor, MasR al igual que el
AT2, presenta efectos anti-inflamatorios. El tratamiento con el inhibidor de la ECA, captopril,
disminuye los niveles de Ang Il y, por tanto, el eje pro-inflamatorio mediado por el receptor
AT1. El tratamiento con el ibuprofeno disminuye el efecto pro-inflamatorio del receptor AT1,
mediante la inhibicion de COX-2. Abreviaturas: ECA2, enzima conversora de angiotensina I1,
AT1, receptor de angiotensina tipo 1; AT2, receptor de angiotensina tipo 2; ADAM17, dominio
17 de la desintegrina y metalopeptidasa; TMPRSS2: proteasa transmembrana serina 2; COX-2,
ciclooxigenasa tipo 2; Al, angiotensina |, All, angiotensina Il; Ang(1-7), angiotensina (1-7).
Esquema de elaboracién propia con www.biorender.com
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Todos los resultados observados en la presente tesis doctoral
demuestran el importante papel de los receptores de angiotensina en
inflamacion y neuroinflamacion, asi como el efecto de los cambios de
expresion de los diferentes receptores del SRA en la neurodegeneracion
dopaminérgica que cursa en la EP y en la inflamacion aguda por la
infeccion de SARS-CoV-2. Esta alteracion de la expresion de sus
principales receptores puede ser ocasionada por inflamacion periférica
cronica (envejecimiento o MetS) y puede ser restaurada por
tratamientos que modulan el SRA y sus receptores.

Las cuestiones futuras del presente estudio pueden dirigirse hacia
la implicacion de la infeccion por SARS-CoV-2 en la progresion de
pacientes con EP, y el efecto de los farmacos que modulan el SRA y
sus receptores.

La relacion entre COVID-19 y EP ha sido ampliamente
cuestionada en los ultimos meses. Por un lado, el acceso directo del
SARS-CoV-2 al SNC a través del nervio olfatorio (Behl et al., 2021) y
la expresion del receptor de entrada ECAZ2 en regiones nigroestriatales
(Costa-Besada et al., 2018), se podrian vincular con diversos efectos
patoldgicos de la EP, por ejemplo, la agregacion de proteinas
citotoxicas como la a-syn (Tulisiak et al., 2019; Philippens et al., 2021),
neuroinflamacién y muerte neuronal dopaminérgica (Joglar et al., 2009;
Sulzer et al., 2020). Por otro lado, las condiciones hiper-inflamatorias
generadas por la infeccibn de SARS-CoV-2, asi como las
comorbilidades méas vulnerables a dicha infeccion (envejecimiento y
MetS) fomentan la alteracion de la BHE (Chowdhury et al., 2021; Chen
et al., 2022) promoviendo la infiltracion de células B y componentes
del sistema inmune, asi como la inflamacién microglial (Sulzer et al.,
2020). Incluso, nuevos estudios han demostrado la capacidad de la
proteina Spike para atravesar la BHE en modelos experimentales
(Petrovszki et al., 2022). Por lo tanto, es esencial realizar estudios
adicionales que complementen la relacién entre EP y COVID-19, asi
como el efecto de los tratamientos que regulan la expresion de
componentes y receptores del SRA.
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6. CONCLUSIONES

1. La inyeccion estereotaxica de los vectores AAV9-a-syn-WT y

AAV9-a-syn-A53T, con promotor neuroespecifico, permite
obtener un modelo animal de enfermedad de Parkinson
caracterizado por: a) una sobreexpresion de la proteina a-Syn
humana en neuronas dopaminérgicas, que conduce a una
pérdida de las mismas; b) un aumento en la expresion de
componentes y receptores del eje pro-inflamatorio del Sistema
Renina-Angiotensina (SRA), exacerbacion de la respuesta
inflamatoria microglial, y aumento de marcadores de estrés
oxidativo, y c) una desregulacion del sistema dopaminérgico
estriatal, que se manifiesta en un deterioro del comportamiento
motor.

La inhibicion de la respuesta inflamatoria microglial es un
mecanismo principal implicado en el efecto neuroprotector de
antagonistas del receptor AT1 (ARAIIl), candesartan y
telmisartan, sobre la muerte neuronal dopaminérgica inducida
por la sobreexpresion de a-sinucleina humana en el modelo
animal de enfermedad de Parkinson generado, lo que sugiere un
reposicionamiento de dichos tratamientos como terapia
neuroprotectora.

En condiciones basales, los receptores AT2 regulan a la baja la
expresion de los receptores del eje pro-inflamatorio del SRA en
células microgliales. Sin embargo, en condiciones de
inflamacidn periférica cronica (envejecimiento) y aguda (LPS),
se reduce la expresion de receptores AT2, lo que conduce a un
incremento en la expresion de los receptores AT1, promoviendo
asi fenomenos de neuroinflamacion, que pueden ser revertidos
mediante el empleo de antagonistas del receptor ATL1.
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4. Se confirma la expresion del receptor AT2 en microglia adulta
de raton sano. La microglia aislada de cerebros de raton hembra
presenta mayor expresion del receptor AT2 que la microglia de
machos, independientemente de las hormonas femeninas
circulantes y posiblemente relacionado con la localizacién de su
gen en el cromosoma X. La expresion del receptor AT2 media
respuestas anti-inflamatorias a través de (1) un incremento en la
expresion de IL-10, y (2) una disminucion en la expresion de
IL-1B e IL-6.

5. En ratas, la inflamacidn periférica cronica con la que cursa el
sindrome metabolico provoca un aumento en la expresion de los
receptores del eje pro-inflamatorio del SRA cerebral y una
disminucion en los receptores del eje anti-inflamatorio, asi
como un incremento en los niveles séricos y en liquido
cefalorraquideo de autoanticuerpos agonistas del receptor AT1
(AT1-AA) y frente al enzima ECA2 (ACE2-AA), que se
correlacionan positivamente con marcadores de los factores que
definen el sindrome metabdlico y con mediadores pro-
inflamatorios.

6. Los cambios de expresion de los receptores del SRA cerebral
ocasionados por (1) la inflamacion periférica crénica asociada
al sindrome metabdlico o (2) la infusion intraperitoneal cronica
de autoanticuerpos agonistas del receptor AT1 (AT1-AA),
provocan un incremento de la muerte neuronal dopaminérgicay
de la respuesta inflamatoria microglial en modelos animales de
enfermedad de Parkinson, que son revertidos por el tratamiento
con el antagonista del receptor AT1, candesartan.

7. EIl tratamiento in vivo con antagonistas del receptor AT1
(ARAII, como el candesartan), con inhibidores del enzima ECA
(IECA, como captopril) o con moduladores indirectos de los
receptores del SRA, anti-inflamatorios AINEs (como el
ibuprofeno) produce un incremento en la expresion de ECA2 y
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receptores del eje anti-inflamatorio del SRA y una disminucion
de los receptores del eje pro-inflamatorio en tejido pulmonar de
rata sana adulta.

La inflamacion periférica crénica, mediada por el
envejecimiento o por el sindrome metabdlico, produce una
disminucion de ECA2 y receptores anti-inflamatorios del SRA
pulmonar de rata y un aumento de los receptores pro-
inflamatorios, que son revertidos por el uso de tratamientos
moduladores del SRA y sus receptores (candesartan, captopril e
ibuprofeno).

El tratamiento in vitro con la proteina viral Spike induce una
disminucion en los niveles de expresion de ECA2
transmembrana, asi como una disminucién de la actividad
catalitica de ECA2 y un aumento en los niveles de ECA2
soluble, que fueron revertidos por el pre-tratamiento con
moduladores del SRA y sus receptores (candesartan, captopril,
ibuprofeno) en cultivos de neumocitos humanos tipo I1.

El tratamiento in vitro con antagonistas del receptor AT1
(ARAII, como el candesartan), con inhibidores del enzima ECA
(IECA, como captopril) o con moduladores indirectos de los
receptores del SRA, anti-inflamatorios AINEs (ibuprofeno)
producen (1) una disminucion en la internalizacion de la
proteina viral del SARS-CoV-2 (Spike), mediante la inhibicion
de la actividad de proteasas (ADAM17 y TMPRSS2), y (2) un
descenso en la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias en
cultivos de neumocitos humanos tipo II.
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7. CONCLUSIONS

1. Stereotaxic injection of AAV9-a-syn-WT and AAV9-a-syn-
A53T vectors, with a neurospecific promoter, produces an
animal model of Parkinson's disease characterized by: a) an
overexpression of human a-synuclein protein in dopaminergic
neurons, which leads to their cell death; b) an increase in the
expression of the brain Renin-Angiotensin System (RAS) pro-
inflammatory components and receptors, exacerbation of the
microglial inflammatory response, and increase in oxidative
stress markers, and c) a dysregulation of striatal dopaminergic
system, which is manifested in motor behavior impairment.

2. Inhibition of the microglial inflammatory response is a main
mechanism involved in the neuroprotective effect of AT1
receptor antagonists, candesartan and telmisartan, on
dopaminergic neuronal death induced by overexpression of
human a-synuclein protein in the animal model of Parkinson's
disease generated. Therefore, a repurposing of treatments that
modulate the brain RAS and its receptors is suggested as
neuroprotective therapy.

3. Inbasal conditions, AT2 receptors downregulate the expression
of RAS pro-inflammatory receptors in microglial cells.
However, in conditions of chronic (aging) and acute (LPS)
peripheral inflammation, the expression of AT2 receptors is
reduced, which leads to an increase in the expression of AT1
receptors, thus promoting neuroinflammation processes.
Therefore, these events can be reversed by the use of AT1
receptor antagonists.

206



CONCLUSIONS

207

. AT2 receptor expression in adult microglia of healthy mice is

confirmed. Microglia isolated from female mouse brains
exhibits higher AT2 receptor expression than microglia from
males, independent of circulating female hormones and possibly
related to the location of AT2 receptor gene on the X
chromosome. AT2 receptor expression mediates anti-
inflammatory responses through (1) an increase in the
expression of IL-10, and (2) a decrease in the expression of IL-
1B and IL-6.

In rats, the chronic peripheral inflammation associated with
metabolic syndrome causes an increase in the expression of
brain RAS pro-inflammatory receptors and a decrease in the
anti-inflammatory receptors, as well as an increase in serum and
cerebrospinal fluid levels of AT1 receptor agonistic
autoantibodies (AT1-AA) and autoantibodies against the ACE2
enzyme (ACE2-AA), which correlate positively with markers
of the factors that define the metabolic syndrome and with pro-
inflammatory markers.

Changes in the expression of brain RAS receptors caused by (1)
chronic peripheral inflammation associated with metabolic
syndrome or (2) chronic intraperitoneal infusion of AT1
receptor agonistic autoantibodies (AT1-AA), cause an increase
in dopaminergic neuronal death and microglial inflammatory
responses induced in animal models of Parkinson's disease,
which are reversed by the AT1 receptor antagonist candesartan.

In vivo treatment with AT1 receptor antagonists (such as
candesartan), with ACE enzyme inhibitors (such as captopril) or
with indirect modulators of RAS receptors (such as ibuprofen)
produces an increase in ACE2 and RAS anti-inflammatory
receptors and a decrease in RAS pro-inflammatory receptors in
lung tissue of healthy adult rats.
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Chronic peripheral inflammation, induced by aging or
metabolic syndrome, produces a decrease in pulmonary ACE2
and RAS anti-inflammatory receptors and an increase in pro-
inflammatory receptors, which are reversed by RAS-
modulating treatments (candesartan, captopril and ibuprofen).

In vitro treatment with viral protein (Spike) induces a decrease
in transmembrane ACE2 expression levels, a decrease in the
ACE?2 catalytic activity and an increase in soluble ACE2 levels,
which are reversed by the pre-treatment with RAS modulators
(candesartan, captopril, ibuprofen) in cultures of type Il human
pneumocytes.

In vitro treatment with AT1 receptor antagonists (such as
candesartan), with ACE enzyme inhibitors (such as captopril) or
with indirect modulators of the RAS receptors (ibuprofen)
produce (1) a decrease in SARS-CoV-2 viral protein (Spike)
internalization, by inhibiting the proteases activity (ADAM17
and TMPRSS2), and (2) a decrease in the pro-inflammatory
cytokines release in cultures of type Il human pneumocytes.
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ANEXO |

Objetivo 1
Estudio de los receptores AT1 en la neuroinflamacion y neurodegeneracién dopaminérgica
inducidas por un modelo de Enfermedad de Parkinson basado en sinucleinopatia
Materiales y

Grupo A

lesion con a-syn

Grupo B2 TELM syn AS3T e
g Saeriicio 7.5. Cromatografia de alto rendimiento

(ratas & WT)

3 E E 71.6. Analisis de la proteina a-syn mediante
AAV9-g/ 1.7. Extraccion de ARN, RT-PCR y QPCR
71.8. Andlisis de inflamacién por actividad
Grupo B3 AAV9-GFP_ gacrificio

(raraso" WT) enzimatica y ELISA

3 2 E
=) - [

i Cronologia > Resultados
(Experimento 1) 9 ) Métodos ,
CAND; AAV9-a- H :
Grupo A1 TELM  synWT  gacrificio : :
(ratas G WT) H :
.§ 5 ‘5 ' 1.2, Modelo de lesién con AAV9-a-syn-WT
V¥ AAVO-a-syn-A53T H

e H : Figs. 4, 6-8

CAND/ AA\I\QSIST S + 1.4.Técnicas de inmunohistoquimica e i 02

Grupo A2 TELM Syn Sacrificio + inmunofluorescencia en el modelo de i (95-103 pp.)
(ratas & WT) + lesion con a-syn i
oz oz = -
E 7.6. Andlisis de la proteina a-syn mediante
AAV9-g/ :
Grupo A3 AAV9-GFP Sacrificio :
(ratas & WT) e : :
2z 2 5 '
- 19 H '
Grupo B . ‘
(Experimento I1) E E
CAND/ AAV9-a- :
Grupo B1 TELM  synWT  gacrificio ! 7.2.Modelo de lesion con AAV9-a-syn-WT
(ratas & WT) i y AAV9-a-syn-A53T :

2 E 2 1 7.3 Pruebas de comportamiento motor ! Figs. 5-13

+ 7.4, Técnicas de inmunohistoquimica e g

CAND/ AAV9-a- + inmunofluorescencia en el modelo de ' (97-112pp.)

Tabla I. Representacion esquematica del disefio experimental perteneciente al Objetivo 1.
En la tabla figuran los animales utilizados en los diferentes grupos experimentales, la cronologia
de los experimentos, los materiales y métodos utilizados y las figuras y paginas que contienen
los resultados. Abreviaturas: AT1, receptor de angiotensina tipo 1; WT, forma salvaje; CAND,
candesartan; TELM, telmisartan; AAV9, vectores virales serotipo 9; a-syn, a-sinucleina; GFP,
proteina verde fluorescente; w, semana del inglés week.
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Grupo 1

(Experimento 111}

Grupo 1A
(Ratones &'
WT y AT2KO)

Grupo 1B
(Ratones &
wT)

Grupo 1C
(Ratones &
WT y AT2KO)

Grupo 1D
(Ratones &
WT y ATZ2KO;
Ratas & WT,

Grupo 2

(Experimento 1V)

Grupo 2A
(Microglia
primaria; Linea
microglial N9)

Grupo 2B
(Microglia
primaria; Linea
microglial N9)

Grupo 3

(Experimentos V)

Grupo 3A
(Ratones WT
g, 9)

Grupo 3B
(Ratones AT2KO
d.2)

Grupo 3C
(Ratones WT Q
YAT2KO Q)

Grupo 3D
(Ratones WT
d, Q)

Tabla Il. Representacion esquematica del disefio experimental perteneciente al Objetivo
2. En la tabla figuran los animales utilizados en los diferentes grupos experimentales, la
cronologia de los experimentos, los materiales y métodos utilizados y las figuras y paginas que
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Objetivo 2

Estudiar la implicacion del receptor AT2 cerebral en la inflamacion

Cronologia

16 Mediana
ov?nes Edad
1

Viejos

£
& =
LPS  Sacrificio

E £

~ 3
16 Sacrificio
°ve| NS Perfusion

E
~

£
=

Ratones/Ratas Ratas Viejas

1 Jovenes

>

E

N
o
T{
24@

18m |-

Células/Medio

celular

NOS/ Lps  Células/Medio

celular

MMA/ E ]

A7T79/C6 8

Aislamiento :

WTQ ovX microglia J

E H

Aislamiento :

AT2KOQ  ovx microglia

= H

< H

1S Aislamiento :

microglia '

l—'—’_: H

& H

= H

Aislamiento :

WTd  orq microglia :

z H

z H

Aislamiento H

WT &/ microglia '

exg 7 3 :

17@-Estradiol :

Materiales y
Métodos

2.2 Pruebas de comportamiento motor
2.4. Cromatografia de alto rendimiento
2.6. Aislamiento de mitocondrias y
analisis de Citocromo oxidasa

2.7, Anélisis de proteinas mediante WB
2.8. Extracion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR

2.8. Extracién de ARN, RT-QPCR y Q-PCR

2.3. Inmunohistoquimica de TH y
analisis estereoldgico

2.5. Microdiseccion por captura laser
2.13. Aislamiento de microglia adulta

2.7. Andlisis de proteinas mediante WB
2.8. Extracion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR
2.10. Andlisis de inflamacién: actividad
enzimatica NOX y ROCK, y TNF-a

2.8. Extracion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR
2.71. Andlisis de factores de
transeripcion

2.12. Modelo de supresion de hormonas
sexuales

2.13. Aislamiento microglia adulta

2.14. Técnica de hibridacién in situ
RNAscope

2.8. Extraccion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR

2.72. Modelo de supresién de hormonas
sexuales

2.13. Aislamiento microglia adulta

2.8. Extraccion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR

2.13. Aislamiento microglia adulta
2.8. Extraccion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR

2.72. Modelo de supresién de hormonas
sexuales y modelo de masculinizacién
cerebral

2.13. Aislamiento microglia adulta

2.8. Extraccion de ARN, RT-QPCR y Q-PCR

Resultados

Figs. 14-17E

(112-122 pp.)

Fig. 15F

(116-118 pp.)

Fig. 16G

(119-121 pp.)

Fig. 23
(129-130 pp.)

Figs. 17-19

(121-124 pp.)

Figs. 20-22

(124-129 pp.)

Figs. 24, 25

(131-134 pp.)

Fig. 26
(133-136 pp.)

Fig. 27a, b
(136-138 pp.)

Fig. 27¢, d
(136-138 pp.)



contienen los resultados. Abreviaturas: AT2, receptor de angiotensina tipo 2; WT, forma
salvaje; AT2KO, silenciamiento génico, del inglés Knock-Out, para el receptor AT2; LPS,
lipopolisacarido; OVX, ovariectomia; ORQ, orquiectomia; CG, CGP-42112A; ODQ, 1H-
[1,2,4]-oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one; MMA, Mitramicina A; L-NAME: No-Nitro-L-
arginina metil éster clorhidrato; h, hora; w, semana del inglés week; m, mes.

Objetivo 3 : S : I
Estudiar los receptores de angiotensina en inflamacién periférica crénica (Sindrome

Metabdlico) y su implicacidn en la neurodegeneracion dopaminérgica
Grupo A c P Materiales y
. ronologia 5 Resultados
(Experimentos VI) 9 Métodos
3.2 Desarrollo de un modelo de MetS

en LCRy suero por ELISA

CAND AT1-AA  Sacrificio 3.70. Andlisis de expresion de los Fig. 36
componentes y receptores del SRA

cerebral

Grupo B2
(ratas & WT)

149-151 pp.
3 . = ( PP.)
(=] = (2]

3.4. Modelo de lesién con AAV9-a-

Grupo A1 HFD Sacrificio E 3.6 Extraccién de LCR y sangre : Figs. 28, 31-34
(ratas & WT + 3.7 Determinacion de autoanticuerpos en |
D i LCRy suero por ELISA ! (138, 139, 143-148 pp.
Mets) NJ 1 3.77. Andlisis de inflamacion y estrés ! ¢ Pe)
1 oxidativo por actividad enzimatica y ELISA :
i : 3.8. Andlisis de permeabilidad de la BHE : .
Grupo A2 Hrp , CAND  Sacrificio 1 3.70. Andlisis de expresién de los ' Figs. 29, 31H
(ratas d WT ' componentes y receptores del SRA cerebral v (139-141, 144,
MetS) & o 1 3.77. Analisis de inflamacion y estrés H 147-148 pp.)’
N : oxidativo por actividad enzimatica y ELISA | ¢
Grupo A3 Hrp , CAND Sacrificio : 3.3. Modelo de lesién con 6-OHDA en MetS & Fig. 30
(,-atas g WT t 3.9, Andlisis inmunohistoquimico de TH y 5
e & o i 0X6 : (141-142 pp.)
6-OHDA ! E
Grupo B ! :
(Experimentos VII) ! '
i 3.4.Modelo de infusion sistémica de ¢ ?
i ' Fig. 35
Grupo B1 AT1-AA  Sacrificios i AT1-AA humanos en rata ;
1 3.6 Extraccion de LCR y sangre ' (148-149 pp.)
(ratas ag WT) g 2 ‘% 3.7 Determinacion de autoanticuerpos !
: :
Grupo B3 CANDEATI-AR ::‘fs;r Sacrificio ; SYNA53T en ratas con infusion de AT1-AA & Flg: 37
P! 1 y A :
(ratas @ WT) LDy} humanos ) ) ! (150,152-153 pp.)
F z 3 = + 3.9, Andlisis inmunohistoquimicode THy

Tabla I11. Representacion esquematica del disefio experimental perteneciente al Objetivo
3. En la tabla figuran los animales utilizados en los diferentes grupos experimentales, la
cronologia de los experimentos, los materiales y métodos utilizados y las figuras y paginas que
contienen los resultados. Abreviaturas: WT, forma salvaje; MetS, sindrome metabdlico; HFD,
dieta alta en grasa, del inglés high fat diet; 6-OHDA, 6-hidroxidopamina; CAND, candesartan;
AT1-AA, autoanticuerpos agonistas del receptor de angiotensina tipo 1; AAV9, vectores virales
serotipo 9; a-syn, a-sinucleina; w, semana, del inglés week.
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Objetivo 4

aguda del COVID-19

Estudiar el papel de los receptores de angiotensina en la inflamacion periférica

Grupo 1 C P Materiales y
: ronologia : Resultados
(Experimentos VIII) 9 Métodos
'é::?’ SACRIFICIO : E
S S 3.2. Desarrollo de un modelo de MetS H
1 4.4 Andlisis de expresion de los 5 »
Grupo 1A APY  SACRIFICIO : co{nponen{tes y receptu)res del SRA i Bosds 392
Ratas & jovenes; A f——r 1 pulmonar (WBy Q-PCR \ 153-162 pp.
(Ratas 0,:’ viejas; & o 1+ 4.6. Andlisis de actividad enzimatica G ¢ pe)
3 K t deECA2 :
Ratas d'con MetS, ' H
) s c:':.? SACRIFICIO 0 :
_// S & H :
N v Y H
Células/Medio : :
%ﬁﬁ?’ celular i 4.3 Andlisis de internalizacion de la :
Grupo 1B s 1 proteina Spike . 0
(Linea celular de 07 44. AﬂahSITS de EXPrefléﬂ ds |102RA | Figs. 44,45 47,49
fi canp; RBD-Fe- Células/Media » componentes y receptores del v
n;l;z’;c;:;t;s CAPT  Spike celular ' Zu;m:nﬂr (-WS y Qfﬁ?)d o : (164172 pp.)
' 4.6, Andlisis de actividad enzimatica '
humanos tipo i, & & } para la dinamica celular de ECA2 H
A 549) canps  RBD-Fc- Ce'“c'zs“":’"’i" : 4.7 Andlisis de mediadores H
Tmefaccion S CARTRN S%a + inflamatorios mediante ELISA !
& % & : :
Grupo 2
(Experimento IX)
BUP SACRIFICIO i 3.2 Desarrollo de un modelo de MetS d
+ 4.4, Analisis de expresion de los H Figs. 40.43
Grupo_ ,2A i & 1 componentes y receptores del SRA 0
(Ratas O jovenes; -1 pulmonar (WB'y QPCR) i (153-154,157-158,
Ratas & con wFp , |BUP  SACRIFICIO i 4.5 Cromatografia de alto rendimiento para 163-164 pp.)
MetS) s 1 los niveles de angiotensina pulmonar '
s 3 1 4.6 Andlisis de actividad enzimética de H
» ECA2 H
Células/Medio H o - S E
IBUP celular + 4.3. Andlisis de internalizacion de la h
+ proteina Spike :
Grupo 2B S & 1 44 Andlisis de expresion de los 4 s
h R Jular d Y ¥ ... componentesy receptores del SRA ' Figs. 46, 48
( inea ce, U.af e RBD-Fc-  Células/Medio + pulmonar (WBy Q-PCR) s 164-168, 170-171
neumocitos 1BUP  Spike Esitilac ! 4.6, Andlisis de actividad enzimatica : (164168170171 be.)
alveolares 3 S ! para la dindmica celular de ECA2 :
humanos tipo H, v &, ' 4.7 Andlisis de mediadores :
A549 2 RBD-Fc-  Células/Medio} inflamatorios mediante ELISA '
) Tranafeccion 1BUP Spike celular N
ECA2-GFP 5 i
& & H :

Tabla V. Representacion esquematica del disefio experimental perteneciente al Objetivo
4. En la tabla figuran los animales utilizados en los diferentes grupos experimentales, la
cronologia de los experimentos, los materiales y métodos utilizados y las figuras y paginas que
contienen los resultados. Abreviaturas: MetS, sindrome metab6lico; CAND, candesartan;
CAPT, captopril; IBUP, ibuprofeno; HFD, dieta alta en grasa del inglés High fat diet; ECAZ2,
enzima conversora de angiotensina Il; GFP, proteina verde fluorescente; h, horas; w, semanas,
del inglés, week; m, meses.
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NOTIFICACION DE RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE
EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente num.: 15005/15/002 Data de inicio: 21.7.2015
Interesado: José Luis Labandeira Garcia Forma de inicio: solicitude do interesado
Procedemento: resolucién de autorizacién

Notificolle que con data 29 de xullo de 2015, o xefe territorial da Conselleria do Medio Rural e
do Mar emitiu unha resolucién de autorizacion do proxecto de experimentacién animal, cuxo
texto integro é o seguinte:

ANTECEDENTES

A interesada, como representante do centro da Facultade de Medicina (Universidade de
Santiago de Compostela), presentou con data 3.7.2015 e rexistro de entrada 79260 RX
1272914, unha solicitude para a realizacién do proxecto de experimentacién animal, cuxos
datos se detallan a continuacién:

Denominacién do proxecto: Estudio de novas terapias en modelos de Pdrkinson e outras
enfermidades neurodexenerativas

Nome do centro usuario: Facultade de Medicina (USC)

Persoa responsable do proxecto: José Luis Labandeira Garcia

Establecemento onde se realizaran os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no
caso de traballos de campo): Laboratorio de Neuroloxia Experimental e Neuroanatomia da
Facultade de Medicina

Clasificacion do proxecto : Tipo | D Tipo Il & Tipo Il D

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1, O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE num. 34, do 8 de febreiro), polo que se
establecen as normas bésicas aplicables para a proteccién dos animais utilizados en
experimentacion e outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33
as condicions de autorizacions dos proxectos con animais de experimentacion.

2. O artigo 89 da Lei 30/1992, de 26 de novembro, do réxime xuridico das administraciéns
publicas e do procedemento administrativo comdn (BOE ndm. 285, 27 de novembro de

co 1992), modificada pola Lei 4/1999, de 14 de xaneiro, establece que a resolucién que pofia
#»fin o procedemento decidird todas as cuestiéns expostas polos interesados e aguelas
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3. O Servizo de Gandarfa da Corufta revisou a documentacién achegada na solicitude e o
resultado favorable da avaliacion do proxecto, realizada polo érgano habilitado Seccién de
Experimentacion animal do Comité de Bloética da Universidade de Santiago de
Compostela.

Esta xefatura territorial é competente para ditar unha resolucién, de conformidade co artigo
11 do Decreto 245/2009 de 3 de abril, polo que sc regulan as delegacidns territoriais da Xunta
de Galicia e o Decreto 46/2012, de 19 de xaneiro, polo que establece a estrutura orgdnica da
Conselleria do Medio Rural e do Mar e do Fondo Galego de Garantia Agraria.

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1. Autorizar o proxecto solicitado.
2. Notificarlle esta resolucién ao interesado.

0 mencionado proxecto non deberd somelerse a unha avaliacion retrospectiva.

A autorizacion deste proxecto terd unha duracién de 5 anos, transcorridos os cales, debera ser
renovada esta autorizacion.

A citada autorizacién é unicamente vilida nas condicions que figuran no expediente. Ante
calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar
dos animais, debera solicitar a confirmacién da autorizacion ao Servizo Provincial de Gandaria.

Esta autorizacidon poderd ser suspendida, no caso de que o proxecto non se leve a cabo de
acordo coas condiciéns de autorizacién e retirala, previo expediente tramitado ao que se lle
dara audiencia.

Contra a presente resolucion, que non pon fin & via administrativa, poderd interpor recurso de
alzada ante a consclleira de Medio Rural e do Mar da Xunta de Galicia no prazo dun mes
contado a partir da recepcién da notificacion da presente resolucion, conforme coa Lei
30/1992, do 26 de novembro, (BOE num.: 285, 27 de novembro de 1992), de réxime xuridico
das administraciéns publicas e do procedemento administrativo comin na sta redaccién dada
pola Lei 4/1999, do 13 de xaneiro.

A Coruiia, 31 de xullo de 2015
O xefe do Servizo de Gandaria
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Verificacién: https:/sede.xunta.gal/cve

El@é,‘ [®] CVE: 701xzUvA62

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL Edificio administrativo Monelos, 4° andar

Xefatura Territorial
E XUNTA DE GALICIA o T j slicia

Rua Vicente Ferrer, N° 2
15008 A Corufia
Tfno.: 981 184 565

Correo electronico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente nim.: 15012/2021/012 Data de inicio do expediente: 16.4.2021
Persoa solicitante: Anxo Vidal Figueroa Procedemento: resolucidn de autorizacion
Forma de inicio: solicitude da persoa interesada

ANTECEDENTES

A persoa solicitante presentou con data 16.4.2021 unha solicitude para a realizacién do
proxecto de experimentacidon animal (entrada no Rexistro electrénico da Xunta de Galicia
2021/880369), cuxos datos se detallan a continuacion:

Denominacion do proxecto: Estudos de novas terapias en modelos de enfermidade de
Parkinson e outras enfermidades neurodexenerativas

Nome do centro usuario: Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA) da Universidade de
Santiago de Compostela

Persoa responsable do proxecto: José Luis Labandeira Garcia

Establecemento onde se realizaran os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no
caso de traballos de campo): Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA)

Clasificacion do proxecto: Tipol| |  Tipolll Tipolll [ ]

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1 O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do 8 de febreiro), polo que se establecen
as normas basicas aplicables para a proteccién dos animais utilizados en experimentacion e
outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33 as condiciéns de
autorizaciéns dos proxectos con animais de experimentacion.

2 O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo comun das
administracions publicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece que a resolucién que
pofia fin o procedemento decidird todas as cuestidns expostas polos interesados e aquelas
outras derivadas deste.

(£ xacobeo 2122



Asinado por: SANTOS MANEIRO, JOSE MANUEL

Cargo: Xefe Territorial
Data e hora: 30/04/2021 14:32:23

Verificacién: https:/sede.xunta.gal/cve

El@é,‘ [®] CVE: 701xzUvA62

XUNTH DE GHL]C]H Xefatura Territorial |
7 S° de Gandaria B I C I B
CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

Edificio administrativo Monelos, 4° andar
Rua Vicente Ferrer, N° 2

15008 A Corufia

Tfno.: 981 184 565

Correo electronico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

3 O Servizo de Gandaria da Corufia revisou a documentaciéon achegada na solicitude e o
resultado favorable da avaliacién do proxecto realizada polo 6rgano habilitado, a Seccion de
Experimentacion Animal do Comité de Bioética da Universidade de Santiago de Compostela.

Esta xefatura territorial € competente para ditar unha resolucion, de conformidade co Decreto
149/2018, do 5 de decembro, polo que se establece a estrutura orgédnica da Conselleria do
Medio Rural e se modifica parcialmente o Decreto 177/2016, do 15 de decembro, polo que se
fixa a estrutura orgdnica da Vicepresidencia e das consellerias da Xunta de Galicia (DOG 235,
do 11 de novembro).

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.
2 O proxecto non precisa someterse a unha avaliacidn retrospectiva.

3 A autorizacion deste proxecto tera unha duracién de cinco anos e unha vez transcorrido este
tempo, deberd ser renovada.

A citada autorizacion é unicamente valida nas condicidons que figuran no expediente. Ante
calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar dos
animais, debera solicitar a confirmacion da autorizacion ao Servizo Provincial de Gandaria.

Esta autorizacion poderd ser suspendida no caso de que o proxecto non se leve a cabo de
acordo coas condicions de autorizacidn e retirala, previo expediente tramitado ao que se lle
dard audiencia.

Contra a presente resolucion, que non pon fin 4 via administrativa, podera interpofier un
recurso de alzada ante o conselleiro de Medio Rural. O prazo comezard a contar dende o dia
seguinte ao da recepcién desta resolucion. Todo isto, segundo o disposto nos artigos 121 e 122
da citada Lei 39/2015.

Mediante este escrito notificaselle a Anxo Vidal Figueroa esta resolucion segundo o esixido no
artigo 40.1 da antedita Lei 39/2015.

(£ xacobeo 2122



Secretaria Técnica

CONSELLERIA DE SANIDADE Edificio Administrativo San Lazaro

15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

XUNTH DE Gﬂ LIC 1A Comité Autonémico de Etica da Investigacion de Galicia
Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade j B I c I B

Secretaria Xeral Técnica

Tel: 881546425. Correo-e: ceic@sergas.es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Guillermo José Prada Ramallal, Secretario del Comité de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo,

CERTIFICA:

Que este Comité evalu6 en su reunion del dia 18 de enero de 2018 el estudio:

Titulo: Obtencién, purificaciéon y concentracion de Autoanticuerpos frente al receptor de
Angiotensina tipo 1 a partir de muestras sanguineas de pacientes con preeclampsia
Promotor: Ana Isabel Rodriguez Pérez

Tipo de estudio: Outros

Version: versiéon n22 de 3 de enero de 2018

Cédigo del Promotor: AIRPRV-AAAT1-2018-01

Codigo de Registro: 2017/618

Y, tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como los
requisitos legales aplicables, y en particular la Ley 14/2007, de investigacién biomédica, el
Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos
de autorizacién y funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion biomédica y del
tratamiento de las muestras bioldgicas de origen humana, y se regula el funcionamiento y
organizacion del Registro Nacional de Biobancos para investigaciéon biomédica, la ORDEN
SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se publican las Directrices sobre estudios
Postautorizacién de Tipo Observacional para medicamentos de uso humano, y la Circular n®
07/2004, de investigaciones clinicas con productos sanitarios.

La idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio, justificacion de los
riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asi como los beneficios esperados.

Los principios éticos da Declaracion de Helsinki vigente.

Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité.

Emite un dictamen FAVORABLE para la realizacién del estudio por el/la investigador/a del

centro:

Centros

Investigadores Principales

CIMUS. Universidade de Santiago de Compostela
(UsQ)

Ana [sabel Rodriguez Pérez

En Santiago de Compostela, a 23 de enero 2018.

El Secretario del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago Lugo,

X
52
%

*
SEQ
)

093]

o

7.

‘%2 (o"”rs e &
£Ria 0E

0

Guillermo José Prada Ramallal




Secretaria Técnica

XUNTH DE Gﬂ LIC 1A Comité Autonémico de Etica da Investigacion de Galicia
. Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade B I c I B
CONSELLERIA DE SANIDADE Edificio Administrativo San Lazaro j

15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Secretaria Xeral Técnica Tel: 881546425. Correo-e: ceic@sergas.es

Guillermo José Prada Ramallal, Secretario del Comité de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo,

HACE CONSTAR QUE:

1.- El Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo cumple tanto en su
composicién como en sus PNTs los requisitos legales vigentes (RD 1090/2015 de ensayos clinicos, y
la Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica).

2.- La composicién actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo es:

¢ Juan Manuel Vazquez Lago (Presidente). Médico especialista en Medicina Preventiva y
Salud Publica. Area de Gestién Integrada de Santiago.

e Pilar Rodriguez Ledo (Vicepresidenta). Médico especialista en Medicina Familiar y
Comunitaria. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Guillermo José Prada Ramallal (Secretario). Médico especialista en Farmacologia Clinica.
Area de Gestion Integrada de Santiago. Fundacién Ramén Dominguez.

e Lorenzo Armenteros del Olmo (Vicesecretario). Médico especialista en Medicina Familiar
y Comunitaria. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Francisco Campos Pérez. Bidlogo. Instituto de Investigaciéon Sanitaria de Santiago de
Compostela.

e Rosana Castelo Dominguez. Farmacéutica de Atencién Primaria. Area de Gestién Integrada
de Santiago.

e Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Derecho. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Jaime Gulin Davila. Farmacéutico especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de Gestién
Integrada de Lugo.

¢ Victor Herran Carreira. Paciente. ADIL-Asociacién de Diabéticos Lucense.

e Maria Jestis Lamas Diaz. Farmacéutica especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de
Gestién Integrada de Santiago.

e Carlos Rodriguez Moreno. Médico especialista en Farmacologia Clinica. Area de Gestién
Integrada de Santiago.

e Rafael Carlos Vidal Pérez. Médico especialista en Cardiologia. Area de Gestién Integrada de
Lugo.

e Maria Jestis Wandosell Picatoste. Enfermera. Area de Gestién Integrada de Santiago.

Para que conste donde proceda, y a peticion del promotor/investigador, en Santiago de Compostela,
a 23 de enero de 2018.

El Secretario del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago Lugo,

o.jose.prada.ramallal@sergas.es
.24 11:11:28 +02'00'

Guillermo José Prada Ramallal



CAMPUS

UNIVERSIDADE CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

La presente tesis doctoral estudia la implicacion de la
inflamacion periférica crénica (envejecimiento o sindrome
metabodlico) y aguda (infeccién por SARS-CoV-2) en la expresion
de los receptores de angiotensina. Se estudia la

implicacion del receptor AT1 cerebral en la respuesta
microglial inflamatoria y en la degeneracién dopaminérgica en
un modelo de Parkinson basado en sinucleinopatia y el efecto
neuroprotector de los antagonistas del receptor AT1, la

regulacion en la expresion de receptores de angiotensina en
células microgliales y la implicacién de la inflamacion
periférica cronica en la degeneracion dopaminérgica. Ademas,
se estudia el papel de los receptores de angiotensina en la
inflamacién periférica aguda del COVID-19 y el efecto protector
de tratamientos moduladores del Sistema Renina-
Angiotensina.
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