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1. Resumen

La contaminacion del aire en las ciudades estd formada por particulas (PM), gases,
compuestos organicos y metales. Sin embargo, se considera que la fraccion de
particulas de la combustién artificial de combustibles fosiles, es decir, las particulas de
escape diésel (DEP), es la mas dafina para la salud humana. A medida que la particula
se hace menor, mas puede penetrar en los érganos y mas acciones perjudiciales puede
infligir. Ademas, la contaminacion del aire se clasifica como un importante factor de
riesgo para la mortalidad y los datos recientes indican que la mortalidad global y la
morbilidad de las enfermedades cardiovasculares estan fuertemente influenciadas por
las acciones perjudiciales por PM. Entre las enfermedades cardiovasculares, el ictus es
la segunda causa de muerte a escala mundial y el 85% de los ictus estan causados por
la oclusién de los vasos sanguineos que irrigan el cerebro. En este contexto, se cree
gue la PM contribuye a la patologia del ictus isquémico mediante mecanismos de

inflamacion, protrombosis y/o recuperacion deteriorada.

Este proyecto pretende investigar la posible interaccién de la DEP en el cerebro con los
mecanismos fisiopatoldgicos de la isquemia cerebral antes y durante la fase aguda de
la enfermedad, mediante modelos experimentales que incluyen un modelo de ratén de
isquemia cerebral in vivo, mediante células madre neurales (NSC) in vitro y mediante
un ensayo turbidimétrico ex vivo de formacién de coagulos vy lisis inducida por tPA con
muestras de plasma de humanos y ratones. Las metaloproteinasas de matriz (MMP)
son enzimas clave relacionadas con lesiones e inflamaciones en el ictus agudo, pero
también son esenciales en la remodelacidon del tejido postictus. En los pulmones de
ratones sanos expuestos a DEP durante 3 dias (agudo) o 3 semanas (crénico), los
niveles de MMP no se alteraron. Sin embargo, en el cerebro disminuyeron después de
la exposicidn aguda a DEP, pero aumentaron después de la exposicidn cronica. La
exposicion crdénica redujo las cantidades de neuronas corticales, mientras que ambas
exposiciones mostraron menos NSC en el flujo migratorio rostral que coinciden con los
datos in vitro en los que la viabilidad de las NSC estaba en peligro. Tras una exposicion
aguda o crénica a DEP, los ratones sufrieron una oclusién permanente de la arteria
cerebral media (MCAo, isquemia). En los pulmones del grupo expuesto crénicamente,
se observé una respuesta MMP alterada junto con macréfagos alveolares reducidos y
aumento de los macréfagos y monocitos intersticiales. Sin embargo, la lesién cerebral

producida por la isquemia cerebral no se agravé por la preexposicion a DEP, y no se



observaron cambios en los niveles de MMP cerebrales ni en el recuento de células de
distintas células del SNC. Se estudiaron los posibles efectos sistémicos de la exposicion
a DEP relacionados con el ictus analizando las caracteristicas plasmaticas
trombogénicas/tromboliticas mediante turbidimetria. Tras la isquemia, el plasma de
ratdon y humano presenté caracteristicas protrombogénicas en presencia de DEP,
mientras que la trombdlisis se ralentizé en el grupo crénico isquémico y volvié a los
niveles basales después de la exposicion a DEP. Ademas, el plasma de personas que
vivian en zonas altamente contaminadas presentaba una trombdlisis acelerada frente a

los individuos que vivian en zonas menos contaminadas.

En conclusién, hemos descubierto que las particulas de escape del diésel pueden
regular la expresién de proteasas cerebrales en animales sanos, a la vez que reducen
los grupos de células neurales progenitoras y neuronas maduras, lo cual pone en
peligro el equilibrio fisioldgico del SNC. El papel perjudicial esperado de la exposicién a
DEP en el contexto de la isquemia cerebral mediante la exacerbacion de la lesidén de
infarto no se ha observado en las condiciones probadas, aunque es necesario dilucidar
la influencia en la reparacién postictus. Sistémicamente, la exposicion a DEP influyd en
el reclutamiento de poblaciones de leucocitos inflamatorios en los pulmones después de
la isquemia e indujo caracteristicas protrombéticas en el plasma que podrian influir en
los coagulos cerebrales en la enfermedad de ictus y el resultado de las terapias
tromboliticas, que hoy en dia son el Unico tratamiento para el ictus isquémico en la

fase aguda de la enfermedad.

2. Resultados

1-La exposicion aguda a SRM1650b DEP disminuye los niveles de MMP en el
cerebro de ratones naifs. A: Disefio experimental: después de 3 dias de exposicién,
se obtuvieron cerebros y pulmones para el analisis de MMP. B: Niveles de MMP-3, -8 y
-9 en los pulmones. C: Las MMP se analizaron en distintas regiones del cerebro y se
observaron niveles de MMP disminuidos en varias de estas areas. Los datos se
representan como mediana (IQR). * p<0,05, ** p<0,01, PBS(n=6), SRM2975(n=6) o
SRM1650b(n=6).
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2-Los marcadores de neurogénesis cerebral se redujeron después de la
exposicion a SRM1650b en ratones naifs. A: Disefio experimental: exposicion a
DEP de 3 dias y 3 semanas antes del estudio de inmunofluorescencia en el cerebro. B:
Graficos de barras e imagenes representativas que muestran la reduccién de Ki-67+ en
ratones expuestos de forma aguda. C: Graficos de barras e imagenes representativas
de inmunofluorescencia del estudio Nestin+ y NeuN+ que muestran un area positiva
reducida en ratones expuestos crénicamente. Los datos se representan como mediana
(IQR). Escala: 200 um. Se realizan comparaciones entre DEP y PBS. * p<0,05. PBS
agudo(n=5), SRM1650b(n=5) y PBS crénico(n=4), SRM1650b(n=5).
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3-Medidas de lesiones de infarto después de una exposicion cronica a DEP a
las 24 horas de isquemia permanente. A: Vision general del disefio experimental.
B: Graficos de barras que muestran las cuantificaciones de infarto y edema e imagenes
representativas del TTC. Los datos se representan como promedio £ SD. ns: no
significativo. PBS(n=9), SRM2975(n=10).
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4-Alteraciones de MMP en los pulmones después de la isquemia en ratones
expuestos cronicamente. Existe una respuesta de MMP inflamatoria después de la
isquemia en los pulmones de ratones isquémicos PBS, que no se observa después de la
exposicion crénica a SRM1650b. Datos representados como mediana (IQR). * p<0,05.
naive: PBS(n=6), SRM1650b(n=4) y MCAo-PBS(n=5), SRM1650b(n=5).
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5-Estudio de turbidimetria de formacion y lisis de coagulos en ratones naifs e
isquémicos expuestos de forma aguda. A: Vision general del disefio experimental
con curvas turbidimétricas representativas. B: Después de la isquemia, el tiempo de
retraso se acorta, la formacidn de la pendiente se acelera (CRc) y la densidad del
trombo (MaxAbs) aumenta. Datos representados como mediana (IQR). * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001. naive-PBS (n= 9), SRM1650b (n= 8) y MCA0-PBS (h= 6),
SRM1650b (n = 5).
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6-Formacion y lisis de trombos en animales naifs y MCAo expuestos
créonicamente. A: Vision general del disefio experimental. B: CRc y MaxAbs,
parametros de formacion, se modifican en el grupo isquémico y se incrementan
después de la exposicidon a DEP, mientras que los parametros de lisis solo mostraron
diferencias después de la isquemia en los ratones expuestos a DEP. Datos
representados como media = SD o media (IQR). * p<0,05, ** p<0,01. *** p<0,001.
naive-PBS (n= 7), SRM1650b (n= 9) y MCA0-PBS (n= 5), SRM1650b (n= 6).
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7-Ensayo turbidimétrico en plasmas de pacientes de control e ictus isquémico.
A: Vision general del disefio experimental y curvas turbidimétricas representativas. B:
Se observaron tiempos de latencia reducidos (/ag time), aumento de las tasas de
formacion de coagulos (CRc) y absorbancias maximas en coagulos de pacientes con IS
cuyo plasma estuvo expuesto a DEP durante el ensayo. Esta diferencia se convirtié en
significativa en la tasa de formacion de coagulos al comparar el plasma no expuesto de
los controles. Datos representados como mediana (IQR). * p<0,05. Co: Control, IS:

ictus isquémico.
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8-La lisis del coagulo es mas rapida en el grupo muy expuesto a PM2,5. A:
Vision general del disefio experimental y curvas turbidimétricas representativas. B:
Barras graficas que muestran un tiempo de coagulacién reducido, un tiempo de lisis y
una lisis 50 Tmax en el grupo altamente expuesto en comparacion con el menos

expuesto. Datos representados como mediana (IQR). *p<0,05.

A Turbidimetry
0.5+
0.4
0.34 b 1Y
3 o - 5 ""I\-‘—
X 0.2
0.1
0.0
0 20 40 60
mins
B Clot time Lysis time Lys 50tmax
50 2 40~ . 20- .
L]
] 30 15+ .
oo -
L)

2 301 iy o

mins
-
o
L

mins
N
(=]
1

20

104

mi
ee
2
l.]’.ﬂl'l . ‘
° @

LOW HIGH LOW HIGH LOW HIGH



3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Los resultados demuestran los riesgos para la salud de la exposicién a contaminantes
del aire como las particulas de escape diésel en entornos urbanos o industriales, que
podrian disminuir el potencial neurogénico fisioldgico del cerebro en individuos sanos y
en enfermedades especificas como el ictus, en el que la exposicion a niveles elevados
de particulas diésel podria influir en la coagulacion de la sangre y la respuesta a los
farmacos tromboliticos. En general, este estudio experimental posiciona a los
contaminantes atmosféricos como las particulas de escape diésel como factores de
riesgo ambiental para la salud humana que afectan directamente al cerebro con un

impacto potencial en pacientes con ictus.
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