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1. Resumen

La lesién cerebral aguda inducida por el ictus provoca reacciones multisistémicas que
alteran la homeostasis fisioldgica. Por lo tanto, lejos de limitarse al cerebro, el ictus
provoca alteraciones del sistema inmunitario e inmunodepresidon que facilitan la
infeccidn posterior al ictus. La infeccién es una complicacion frecuente que puede
aumentar el riesgo de muerte de los pacientes con ictus. Varias lineas de evidencia
sugieren que la infeccidn posterior al ictus esta causada por bacterias comensales tras
la translocacion desde el intestino hasta las vias respiratorias o urinarias. El intestino y
el cerebro estan interconectados a través del eje intestino-cerebro, que comprende
sefales cruzadas derivadas de la microbiota intestinal que afectan a la funcién
cerebral, y a través del control neural de la funcién intestinal por el sistema nervioso
auténomo. El objetivo de este proyecto es subrayar los mecanismos que subyacen a la
infeccién tras un ictus, centrandose en el intestino como fuente putativa de bacterias
oportunistas que infectan a los pacientes con ictus graves. El estudio de la infeccién
postictus genero resultados recogidos en un manuscrito que esta actualmente en
preparacion, como se describe a continuacion. Junto con este estudio, investigamos las
alteraciones inmunoldgicas inducidas por el ictus que implican el trafico de células
inmunitarias desde la periferia hasta el tejido cerebral dafiado, y el nexo de estas
células con las respuestas inmunitarias en el intestino. Para ello, nos centramos en las
células dendriticas (DCs) por su capacidad de percibir las senales de peligro generadas
por el dafio tisular y los agentes infecciosos, y su capacidad de migrar desde los
organos periféricos hasta la lesién cerebral del ictus. En conjunto, estos estudios han
contribuido a tres manuscritos en los que se agradece el apoyo de la Fundacio La
Maraté de TV3 (Del Fresno et al., 2018; Martinez-Lépez et al., 2019; Gallizioli et al.,
2020).

La lesién cerebral aguda provoca la infiltracién de leucocitos y varias lineas de
evidencia apoyan que algunas de estas células migran al cerebro desde el intestino,
gue es un reservorio para ciertos linfocitos y células dendriticas (DCs). Las DCs pueden
detectar la presencia de bacterias intestinales a través de receptores de reconocimiento
de patrones. Hallamos que las DCs migran al tejido cerebral dafiado y ejercen
funciones diferentes a las de la microglia residente. De hecho, en comparacién con la
microglia, las DCs infiltrantes estan enriquecidas en receptores de reconocimiento de

patrones de la familia de lectinas de tipo C, como la lectina de tipo C inducible en



macrofagos (Mincle; Clec4e) y el receptor-1 del grupo de lectinas de las células
dendriticas y NKs (DNGR-1; Clec9a). Identificamos diferentes subtipos de DCs que se
infiltran en el cerebro después del ictus, las sefales implicadas en la quimioatraccion, y
encontramos que el subtipo convencional cDC1 era beneficioso en el ictus (Gallizioli et
al., 2020). Las células cDC1 estan equipadas con DNGR y nuestros estudios mostraron
gue este receptor de deteccion de dafos es capaz de limitar la lesién tisular, ya sea
causada por la infeccién o en condiciones estériles, al amortiguar el reclutamiento de
neutrofilos (Del Fresno et al., 2018). En cambio, en un estudio anterior encontramos
qgue el subtipo cDC2 era perjudicial al desencadenar la produccién de IL-17 en el
cerebro. De forma independiente, identificamos el eje Mincle-cadena FcRg-Syk como
impulsor de la diferenciacién Th17 en respuesta a las bacterias intestinales. Las
bacterias que se unen a Mincle estaban enriquecidas en la mucosa del intestino
delgado del ratén. Ademas, Mincle desempefid un papel fundamental en la expresidon
de moléculas antimicrobianas como RegllIIg y la secrecién de IgA. De acuerdo con
estos hallazgos, los ratones deficientes en Mincle mostraron translocacion microbiana al
higado (Martinez-Lépez et al., 2019). La translocacién microbiana desde el intestino
podria ser causante de la infeccion posterior al ictus. En nuestro estudio (manuscrito en
preparacion), el ictus experimental provoco la colonizacién de érganos por microbios
comensales tipicos del intestino en lugar de patdégenos externos, lo que sugiere la
translocacion de bacterias desde el intestino. Encontramos alteraciones metabdlicas
inducidas por el ictus en el higado y el intestino que pueden debilitar la funcién de la
barrera intestinal y detectamos signos de alteraciones de la barrera intestinal.
Descubrimos que el ictus inducia disbiosis en ratones y pacientes con ictus, e
investigamos los mecanismos subyacentes y la relacidn entre la disbiosis intestinal y la

infeccién posterior al ictus.

2. Resultados

El sistema inmunitario se encuentra en la encrucijada de la relacion entre el intestino y
el cerebro, y tiene un papel destacado después de la lesidon cerebral. Las células
inmunitarias se infiltran en el cerebro desde la periferia y varias lineas de evidencia
apoyan el trafico de linfocitos y células dendriticas (DCs) desde el intestino hasta el
cerebro después del ictus. Estudiamos la dindmica y las funciones de las DCs que se

infiltran en el cerebro tras el ictus y su participacién en la regulacion de la inflamacion



y las respuestas inmunitarias. Reportamos que, tras la isquemia cerebral, la microglia
atrae a las DCs al cerebro inflamado, y la astroglia produce el ligando FIt3, que apoya
el desarrollo y la expansién de las células CD11c+. Las células CD11c+ en el cerebro
inflamado son una poblacidn compleja derivada de la microglia en proliferacién y de las
DCs infiltradas, incluido un subtipo importante de cDC2 convencionales OX40L+, y
también cDC1, plasmacitoides y DCs derivadas de monocitos. A pesar de compartir
ciertas caracteristicas y marcadores morfoldgicos, la microglia CD11c+ y las DCs
muestran una expresion diferencial de receptores de reconocimiento de patrones y
receptores de quimioquinas. En particular, las DCs infiltrantes estan enriquecidas en
receptores de reconocimiento de patrones de la familia de las lectinas de tipo C, como
Mincle (Clec4e) y DNGR-1 (Clec9a), y las DCs superan a la microglia en la capacidad de
presentar antigenos a través de MHCI y MHCII. Cabe destacar que las cDC1 protegen

de las lesiones cerebrales tras la isquemia cerebral (Gallizioli et al., 2020).

Las cDC1 expresan DNGR-1, codificado por el gen Clec9a, que detecta el dafo tisular y
favorece la presentacion cruzada de material de células muertas a las células T CD8+.
Descubrimos que el DNGR-1 media la reduccion de las respuestas inflamatorias
dafiinas inducidas por lesiones tisulares estériles e infecciosas en ratones. La
deficiencia de DNGR-1 deriva en un dafio tisular inflamatorio exacerbado en diferentes
organos y condiciones perjudiciales. Este efecto es independiente de las células By Ty

es atribuible al aumento de la neutrofilia en los ratones deficientes en DNGR-1.

Mecdnicamente, la accion de DNGR-1 activa el SHP-1 e inhibe la producciéon de MIP-2
(codificado por Cxcl2) por parte de las cDC1. Este efecto limita la quimioatraccion vy el
reclutamiento de neutrofilos en el lugar de la lesiéon y promueve la tolerancia a la

enfermedad. Por lo tanto, la deteccidén de lesiones mediada por DNGR-1 por parte de
las cDC1 sirve como redstato para el control del dafio tisular, la inmunidad innata y la

inmunopatologia (Del Fresno et al., 2018).

Por el contrario, en un estudio anterior demostramos que las cDC2 desempefiaban
efectos perjudiciales en la isquemia cerebral al promover la generacion de interleucina-
17 (IL-17) en el cerebro (Gelderblom et al., 2018, doi:
10.1161/STROKEAHA.117.019101). En estudios independientes encontramos que la
produccidn de IL-17 en el intestino en respuesta a la microbiota intestinal asegura el

mantenimiento de la funcidn de barrera intestinal y evita la translocacién bacteriana.



Estos resultados destacan el equilibrio critico entre el efecto perjudicial de las
respuestas inflamatorias/inmunes excesivas para la lesidon cerebral y el importante
papel de estas respuestas en el intestino para prevenir la translocacion bacteriana y
reducir el riesgo de infeccion. En consecuencia, aunque las intervenciones
antiinflamatorias pueden ser protectoras para la lesion cerebral del ictus, pueden
aumentar el riesgo de que los pacientes con ictus desarrollen infecciones
potencialmente mortales. En el intestino, descubrimos que el mecanismo que subyace
a la produccion de IL-17 y otras citocinas dependientes de la microbiota comensal por
parte de las células T CD4+ implicaba una via de sefalizacién reguladora acoplada a la
Syk-cinasa en las DCs. En las placas de Peyer (PP), el receptor de lectina de tipo C
acoplado a Syk, Mincle, detectd los microbios comensales residentes en la mucosa,
desencadend la expresién de IL-6 e IL-23p19 vy, por lo tanto, reguld la funcién de los
linfocitos innatos intestinales secretores de IL-17 y las células Th17. Los ratones con
deficiencia de Mincle o con deplecidn selectiva de Syk en las células CD11c+
presentaban una produccién deteriorada de ReglIIg e IgA intestinales y una mayor
translocacion sistémica de la microbiota intestinal. En consecuencia, la deficiencia de
Mincle derivd en la inflamacién del higado y la desregulacién del metabolismo de los
lipidos. Por tanto, la deteccion de la microbiota comensal por parte de Mincle y la
sefalizacién de Syk en las células CD11c+ refuerza la barrera inmunitaria intestinal y
promueve el mutualismo huésped-microbiota, de modo que evita la inflamacion
sistémica (Martinez-Lopez et al, 2019). La reaccion inflamatoria mediada por DCs y
necesaria para combatir la translocacion de las bacterias a través del epitelio intestinal
podria, a su vez, ser localmente perjudicial en el cerebro al aumentar la inflamacién y
exacerbar la lesién del ictus. Aunque se espera que la deficiencia de Mincle aumente el
riesgo de infeccidn tras el ictus y fue un objetivo inicial en nuestros estudios, una
publicacién mostré que la deficiencia de Mincle era protectora en la isquemia cerebral,
posiblemente debido a la reduccion de la produccién de IL-17 en el cerebro, asi como a
la expresién de Mincle en células cerebrales distintas de las DCs (Arumugam et al.,
2017; doi: 10.1177/0271678X16661201).

Es probable que las bacterias oportunistas de la microbiota comensal estén implicadas
en la infeccion posterior al ictus. Ademas, varias lineas de evidencia sugieren que la
infeccidn postictus se produce tras la disbiosis intestinal y la translocacién bacteriana
desde el intestino hasta los pulmones u otros érganos. La infeccion posterior al ictus

esta asociada con la inmunodepresién, como lo demuestra la linfopenia, entre otras



manifestaciones. El objetivo de este estudio es identificar los mecanismos subyacentes
a la infeccidn tras el ictus y su relacion con los cambios en la microbiota intestinal,
estudiando las alteraciones inmunoldgicas, moleculares, fisioldgicas, metabdlicas y
microbioldgicas inducidas por el ictus, y combinando estudios en animales con estudios
en pacientes con ictus. La oclusion transitoria de la arteria cerebral media en ratones
facilitd el sobrecrecimiento bacteriano en varios érganos, como los pulmones, el
higado, el bazo y los ganglios linfaticos mesentéricos (mLN). Para investigar si las
bacterias intestinales se translocan desde el intestino hasta diferentes érganos,
generamos ratones con Escherichia coli quimioluminiscente en el intestino que podia
visualizarse con imagenes de bioluminiscencia. Investigamos las posibles alteraciones
de la permeabilidad de la barrera intestinal estudiando la permeabilidad a los
trazadores fluorescentes administrados por sonda, las propiedades de la capa epitelial
intestinal en preparaciones aisladas ex vivo y los niveles de IgA en el lavado intestinal
de los ratones isquémicos frente a los operados de forma simulada o a los de control.
Estudiamos las reacciones inflamatorias en el intestino investigando las poblaciones de
linfocitos en diferentes partes del intestino, como las PP, los linfocitos intraepiteliales,
la ldmina propia y el mLN, asi como la expresion de ARNm de moléculas inflamatorias
en el intestino delgado. Dado que el estado inflamatorio del intestino esta regulado por
productos metabdlicos generados tanto por la microbiota como por el huésped,
estudiamos las principales vias metabdlicas en ratones isquémicos frente a ratones
operados de forma simulada y de control. Las alteraciones metabdlicas que
encontramos apuntaban a cambios inducidos por el ictus en la composicion de la
microbiota intestinal. Para evaluar la presencia bacteriana en las heces y el ciego,
primero investigamos los cambios en grupos bacterianos bien caracterizados mediante
el estudio del gen que codifica el ARN ribosomal 16S por RT-PCR cuantitativa. Estos
grupos incluian lactobacilo, Akkermansia, Bacteroidetes, Cluster IV, Cluster XIVa,
bifidobacterias y enterobacterias. Aunque los niveles de algunas de estas bacterias
cambiaron ligeramente de un experimento a otro, encontramos cambios robustos
inducidos por la isquemia que detectamos de forma consistente en cinco experimentos
independientes. Validamos los resultados en ratones obtenidos de diferentes
proveedores comerciales para asegurarnos de que este efecto no dependia de las
condiciones especificas de cria de los ratones. La metataxonomia mediante la
secuenciacion del gen 16S rRNA en las heces obtenidas antes y después de la
isquemia, o antes y después de la operacion simulada, confirmo los resultados.

Paralelamente a los estudios sobre los cambios inducidos por la isquemia en la



composicidon de la microbiota intestinal en ratones, llevamos a cabo un estudio en
humanos en el que realizamos un estudio del curso temporal y comprobamos si las
diferentes poblaciones de la microbiota intestinal podian estar relacionadas con el
resultado del ictus. Extrajimos ADN de muestras de heces de pacientes con ictus y
secuenciamos la region V3-V4 del gen 16S rRNA utilizando la plataforma Illumina
MiSeq. El estudio del curso temporal en pacientes con ictus mostré resultados que
concuerdan con los estudios experimentales. Ademas, el andlisis de las variables
clinicas y microbioldgicas independientes mediante la regresion Lasso reveld una
relacion entre la composicion de la microbiota y el resultado del ictus a los 3 meses,
evaluado con la puntuacién Rankin modificada. Por lo tanto, los resultados en pacientes
con ictus apoyan que el ictus induce un desequilibrio en la composicidon de la microbiota

intestinal asociado con el resultado funcional del ictus.

Diseflamos estrategias experimentales para prevenir las alteraciones de la microbiota
inducidas por el ictus, explorando el papel del sistema nervioso simpatico y del eje
hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA), entre otros. Uno de los tratamientos impidio
ciertos cambios en la composicion de la microbiota y permitidé investigar la relacion
entre la desregulacidon de la composicién de la microbiota y la infeccidn posterior al

ictus en ratones.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Las infecciones en los pacientes con ictus son complicaciones frecuentes que ponen en
peligro su vida. La comprensién de la biologia subyacente a la infeccion tras el ictus
ayudara a disefiar estrategias adecuadas de tratamiento y prevencidon. Son necesarios
nuevos tratamientos, ya que la profilaxis con antibidticos es ineficaz en los pacientes
con ictus, probablemente porque las bacterias comensales oportunistas suelen ser
portadoras de resistencias a los antibidticos. Nuestro estudio identificé las bacterias
comunes implicadas en la infeccidn posterior al ictus y la disbiosis intestinal en ratones
y pacientes con ictus, y su relacion con las alteraciones metabdlicas e inmunoldgicas.
Ademas, identificamos mecanismos moleculares e inmunitarios en el intestino que son
cruciales para evitar la translocacién bacteriana intestinal en condiciones fisioldgicas.
Por otra parte, nuestros estudios ilustran el papel opuesto de ciertos receptores de

reconocimiento de patrones en los subtipos de células dendriticas debido a la



generacion de reacciones inflamatorias que son criticas para prevenir la translocacion
bacteriana intestinal, mientras que pueden desencadenar una inflamacion local
excesiva perjudicial para el tejido cerebral isquémico. Esperamos que estos resultados
favorezcan el desarrollo de estrategias novedosas para prevenir la infeccion tras el

ictus y al mismo tiempo evitar un exceso de inflamacién cerebral.
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