184

Rev Esp Méd Quir 2015;20:184-192.

Accion neuroinflamatoria y
neurotrofica de las quimiocinas
durante un proceso isquémico
cerebral

RESUMEN

El cerebro es muy vulnerable ante la hipoxia y la isquemia y los
mecanismos de dafo han sido estudiados; sin embargo, la respuesta
neuroinmunolégica ha mostrado tener una funcién dual, donde puede
causar tanto inflamacién como neurogénesis. El proceso inflamatorio
durante la isquemia cerebral implica la participacion de la glia y de la
microglia, mediando la migracién, la infiltracién y la acumulacién de
leucocitos al parénquima cerebral durante la isquemia. En la enferme-
dad cerebrovascular se ha demostrado la expresién de citocinas (IL-18,
TNFao, IFNy) y de quimiocinas como CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES) y
CXCL1 (GRO-a) que precede a la infiltracidn de los leucocitos hacia la
lesién isquémica, actuando a través de sus receptores CCR2, CCR5 y de
CXCR2, respectivamente. La inflamacién contribuye a la lesién tisular
durante la fase temprana de la respuesta hipdxica-isquémica y durante
el proceso de cicatrizacion en la fase tardia de la isquemia cerebral. Se
ha buscado utilizar nuevos medicamentos que puedan bloquear la res-
puesta neuroinmunoldgica, en especial la transcripcion de quimiocinas
y por ende la activacién de glia y microglia que podria ser importante
para la recuperacion del paciente con ictus isquémico y restaurar la fun-
cionalidad del tejido cerebral; sin embargo, la neurogénesis puede ser
afectada. Hemos centrado esta revisién en la accién neuroinflamatoria
y neurogénica, incluyendo la accién sobre la proliferacion, migracién
y diferenciacion de las células progenitoras neuronales inducidas por
quimiocinas CCL2, CCL5 y CXCL1 en la respuesta neuroinflamatoria
durante un proceso de isquemia cerebral.

Palabras clave: CCL2, CCL5, CXCL1, receptores, neuroinmunologia,
isquemia cerebral.

Neuroinflammation and neurotrophic
actions of chemokines during a cerebral
ischemic process

ABSTRACT

The brain is highly vulnerable to hypoxia and ischemia, damage
mechanisms have been studied, but the neuroimmunology response
was shown to have a dual function, which can cause inflammation and
neurogenesis. The inflammatory process involves the participation of glia
and microglia as the principal effectors of immunity within the central
nervous system, mediating migration, infiltration and accumulation
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of leukocytes such as macrophages, neutrophils and lymphocytes to
brain parenchyma during ischemia. Cerebrovascular disease has been
shown that increases the expression of cytokines (IL-18, TNFa., IFNy)
and chemokines such as CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES) and CXCL1
(GRO-0) preceding the leukocyte infiltration into the ischemic lesion,
acting through its receptor CCR2, CCR5 and CXCR2, respectively. The
inflammation contributes to tissue damage during the early phase of the
hypoxic-ischemic response and healing during the late phase of cerebral
ischemia. In therapeutic strategies has been sought to use new drugs that
can block the neuroimmunologic response particularly transcription of
chemokines and therefore activation of glia and microglial cells, which
could be important for the recovery of patients with ischemic stroke and
restore functionality of the brain tissue. However, the neurogenesis can
be affected. We have focused this review on the neuroinflammatory,
neurotrophic, neurogenic action, including action on proliferation,
migration and differentiation of neural progenitor cells by chemokines
CCL2, CCL5 and CXCL1 induced neuroinflammatory response during

the process of cerebral ischemia.

Key words: CCL2, CCL5, CXCLT, receptors, neuroimmunology.

Etiologia de la enfermedad cerebrovascular

La enfermedad cerebrovascular comprende
un conjunto de signos y sintomas debidos a la
disminucion del flujo sanguineo y es la tercera
causa de muerte a escala mundial. Se debe a la
oclusién de un vaso sanguineo por un trombo
o ateroma, lo que resulta en una pérdida casi
inmediata de oxigeno y glucosa en el tejido cere-
bral, produciendo isquemia cerebral que puede
ser clasificada como focal o global. La isquemia
focal se limita a una zona especifica mientras
que la isquemia global abarca una amplia zona
del cerebro." Las causas mas frecuentes de la
enfermedad cerebrovascular son: trombosis ate-
roesclerética, hemorragia cerebral hipertensiva,
crisis isquémica transitoria, embolia, rotura de
aneurismas o malformaciones arteriovenosas,
vasculitis, tromboflebitis, alteraciones hemato-
[6gicas (policitemia, plrpura trombocitopénica),
traumatismos de la arteria carétida, aneurisma
adrtico disecante, hipotension sistémica, cefalal-
gia con déficit neurolégico, etcétera.’

Respuesta inmunolégica durante la isquemia

La respuesta inmunolégica participa a través
de la liberaciéon de mediadores (citocinas y
quimiocinas) para activar y atraer a las células
inmunoldgicas al sitio de dafio. Las quimiocinas
son proteinas de bajo peso molecular que parti-
cipan en los procesos inflamatorios pero también
regulan funciones de comunicacion celular y
reclutamiento de células no solo leucocitarias
sino también precursoras.

Las quimiocinas se subdividen en cuatro familias
de acuerdo con la nomenclatura sistematica,
considerando el nimero y el espaciamiento de
los 4 residuos de cisteina altamente conservados
en el extremo N-terminal de la proteina: 1) la
familia CXC o alfa para proteinas quimiotacticas
que tienen los residuos de cisteina separados
por un aminodcido; 2) la familia CC o beta para
proteinas quimioticticas donde las cisteinas
son adyacentes; 3) la familia CX3C o delta para
proteinas quimiotacticas que contienen 3 ami-
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nodcidos entre las cisteinas y 4) la familia C o
gamma para la protefna quimiotactica que sélo
tiene 2 de los 4 residuos de cisteina.?

Las principales quimiocinas expresadas durante
el infarto cerebral son: CXCL1 que interviene
en la quimiotaxis de neutréfilos hacia las zo-
nas dafadas del cerebro y se expresa durante
la disrupcién de la barrera hematoencefalica;
CCL2 que altera la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica, implicada en la migracion de
la microglia y de células madre derivadas de la
médula 6sea hacia areas isquémicas cerebrales
con el objetivo de colaborar en la regeneracion
de la zona afectada**y CCL5 que participa en
la amplificacion del proceso inflamatorio. En
la Figura 1 se muestra el proceso de migracién
donde participan las quimiocinas a través de
su receptor, los pasos son: rodamiento de los
leucocitos a través de la expresion de selectinas
por la estimulacion de citocinas (IL-16, IFNy y
TNFa), la activacion de los leucocitos y la ex-
presion de integrinas en el endotelio para que
se lleve a cabo la adhesién y la transmigracion
de los leucocitos al parénquima del cerebro.
La expresion de las quimiocinas promueve la
quimiotaxis de los leucocitos; CXCL1 de neu-
tréfilos, CCL2 de monocitos/macréfagos y CCL5
de linfocitos.>#

A continuacion se describen las funciones de
cada una de estas quimiocinas y sus receptores
en la enfermedad cerebrovascular.

La CXCL1 participa en la inflamacion

CXCL1 ha sido considerada como una proteina
especifica para el accidente cerebrovascular
debido a que, en pacientes con infarto, se en-
cuentran elevadas concentraciones séricas de
IL-9 y CXCL1? produciendo infiltracién de neu-
trofilos que contribuyen a la lesion tisular. CXCL1
se mantiene aumentada durante la reaccién in-
flamatoria desde las 6 horas y hasta las 24 horas

Volumen 20, Ndm. 2, abril-junio 2015

tras el inicio de la enfermedad cerebrovascular
isquémica.** Ademas, las células residentes del
cerebro (células gliales y neuronas) también
son fuentes locales de CXCL1 durante la en-
fermedad cerebrovascular, su receptor CXCR2
es expresado predominantemente en neuronas
y oligodendrocitos,® asi como en neutrdfilos,
mastocitos, algunos linfocitos T° y en las células
microgliales activadas. CXCLT y CXCL2 son
producidas por células periféricas como las en-
doteliales, fibroblastos, monocitos y macréfagos,
asi como por los neutréfilos, lo que sugiere que
los neutréfilos regulan su propia migracién a
partir de la expresion tanto del receptor como del
ligando.” La expresién de CXCR2 se incrementa
en el cerebro después de la isquemia cerebral
y esta expresion sigue aumentada por lo menos
durante 72 horas después del dafo.®

La infiltracion de neutrdfilos es significativa en el
cerebro después de la enfermedad cerebrovas-
cular con una duracién hasta de 3 dias después
del dafo, incrementando el nimero de células
sanguineas infiltradas y por lo tanto el edemay
la inflamacion.?

La CCL5 ampilifica la respuesta inflamatoria

CCL5 media la inflamacién sistémica crénica
que exacerba el accidente cerebrovascular.™ El
incremento de CCL5 ha sido eficaz en predecir
el riesgo de la enfermedad cerebrovascular is-
quémica' durante la inflamacion debido a que
esta relacionada con la liberacién de histamina
de los basdfilos y media la activacion de los eosi-
nofilos. CCL5 es capaz de unirse a los receptores
CCRT1, CCR3, CCR4 y CCR5 siendo este Gltimo
el principal receptor en el SNC."

La CCL5 actda de varias formas: media la
quimiotaxis o la migracién celular a través de
receptores acoplados a proteina Gq (GPCR) en
concentraciones nanomolares y, en su forma
agregada, induce la activacién celular (proli-
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Figura 1. Accidn de las quimiocinas durante la isquemia cerebral; inflamacion: en la fase temprana se produce
la infiltracién de leucocitos. Esto consiste en varios procesos: 1) rodamiento donde las citocinas (IL-1( e IFNy)
inducen la expresion de selectinas en los leucocitos: NE, neutréfilos, linfocitos y macréfagos; 2) activacion
de las células; 3) adhesion de las células al endotelio a través de la unién a integrinas/inmunoglobulinas y 4)
transmigracién de las células al parénquima cerebral donde se lleva a cabo la liberacién de las quimiocinas por
los astrocitos y la microglia. Se produce un proceso inflamatorio que causa desmielinizacién y muerte celular.

feracion, apoptosis y liberacién de citocinas) CCL5 se libera a partir de los granulos-a. de
en concentraciones micromolares a través de las plaquetas activadas o microparticulas de
una trayectoria independiente de GPCR." La plaquetas que se unen a los glicosaminoglica-
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nos en la superficie celular endotelial, donde
favorecen la adhesion de leucocitos.™ Estudios
en pulmén demuestran que la CCL5 es capaz
de aumentar la permeabilidad vascular después
de la isquemia-reperfusién,’ ademas la CCL5
participa como quimiocina aterogénica en la
enfermedad vascular y en las morbilidades aso-
ciadas con el infarto."

La infeccion crénica periférica exacerba el dano
cerebral isquémico por regulacion positiva sisté-
mica de CCL5' debido a que es una mediadora
de la disrupcion de la barrera hematoencefa-
lica en la isquemia-reperfusion, en la lesion
de los tejidos, en el proceso inflamatorio y la
protrombogenia resultado de la microvascula-
tura cerebral focal después del dano. El efecto
protector de la deficiencia de CCL5 ha sido vin-
culado con los cambios en las concentraciones
plasmaticas de ciertas citocinas como son IL-6,
IL-10 e IL-12.75

La CCR5 se ha detectado como una expresion
constitutiva en astrocitos, microglia y neuro-
nas.'>'” La deficiencia de CCR5 se ha visto que
aumenta la lesién posisquémica, sugiriendo un
papel neuroprotector.'® El mecanismo subyacen-
te del efecto protector de la CCR5 después de
la enfermedad cerebrovascular es debido a su
capacidad de regular la respuesta inflamatoria; '
ademds de que la actividad de la CCR5 modi-
fica la supervivencia de neuronas y astrocitos
después de la isquemia.'®

La CCL2 participa en la inflamacién y la
neurogénesis

La CCL2 es miembro de la familia de las CC (B)
quimiocinas, un potente quimiotactico tanto
para células precursoras como para monocitos y
macréfagos. La CCL2 es producida por una gran
variedad de células tanto de forma constitutiva
o inducida por estrés oxidativo, citocinas o fac-
tores de crecimiento. La CCL2 cuenta con dos
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regiones criticas para su actividad biolégica:?°
la primera regién consiste en la secuencia de
Thr-10 a Tyr-13, mientras que la segunda region,
funcionalmente importante, se encuentra entre
los residuos Ser-34 y Lys-35.2' En el cerebro la
sintesis de CCL2 es inducida rapidamente duran-
te la inflamacion.?2% La produccién de citocinas
en el cerebro coincide con la regulacion positiva
de CCL2 y precede de la activacion microglial
o infiltracion de macréfagos de la periferia y la
microglia residente, es poco probable que la
influencia de CCL2 en la produccién de forma
aguda de citocinas dependa de la quimiotaxis
de los leucocitos y la posterior secrecién a partir
de estas células.?*

La CCL2 es una de las quimiocinas mas estudia-
das en la migracion de las células inflamatorias
en la patogénesis de la enfermedad cerebrovas-
cular. Su accién biolégica la realiza a través de
la activacién del receptor CCR2, que juega un
papel critico en el desarrollo de la enfermedad
cardiovascular. El incremento en los niveles de
CCL2 en la circulacién de los pacientes con
complicaciones asociadas con los procesos infla-
matorios contribuye a la patogénesis del infarto
de miocardio y de la enfermedad cerebrovas-
cular isquémica; la sobreexpresién de CCL2 en
el cerebro agrava la lesién isquémica® mientras
que su deficiencia confiere neuroproteccién ante
la obliteracién permanente de la arteria carétida
primitiva.2® Sin embargo, los mecanismos mole-
culares que subyacen a la funcion de CCL2 en el
desarrollo y la progresion de la enfermedad no
han sido completamente dilucidados,?” se sabe
que CCL2 cuenta con un papel dual ya que se
encuentra involucrada tanto en procesos fisiol6-
gicos como patolégicos en el sistema nervioso
central, su expresion de manera normal comien-
za en una etapa temprana del desarrollo.”® La
CCL2 es producida por muchos tipos celulares
incluyendo fibroblastos endoteliales, epiteliales
y musculares; células mesangiales, astrocitos,
monocitos y microglia.?
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Figura 2. Via de sefializacion de quimiocinas y factores de crecimiento. Los factores de crecimiento activan la
via de Raf o Rac para activar MEK1/2 y se lleve a cabo la expresién de genes a través de factores de transcripcion
como son NFkB, CREB o por la via de JNK para activar cFos. Por otro lado, las citocinas se unen a sus receptores
acopladas a proteina G que activan la via de MEKK4, JNK. TNF se une a su receptor acoplados a TRAD, RIP y
TRAF2 que activan ASK y la via de MEKK. La IL-1f a través de su receptor activa la via de IRAK, TRAF6, PLC
donde DAG activa PKC y active la via de MEKK. La expresion de genes puede estar asociada con inflamacion,
apoptosis o tumorogénesis, dependiendo del proceso de activacion de la via de sefializacion.

En la Figura 2 se muestra la via de sefalizacion
de citocinas, factores de crecimiento y hor-
monas, donde se entrelazan las cascadas de
sefalizacién y depende de la via que se active
para llevar a cabo ya sea la inflamacién o la
neurogénesis.

En la isquemia cerebral, la falta del receptor
de CCL2, CCR2, reduce en gran medida la
formacién de edema cerebral y la disrupcion
de la barrera hematoencefalica, asi como la

disminucién de la infiltracion de leucocitos y
la disminucién en la expresién de una amplia
variedad de citocinas proinflamatorias (IL-1p,
TNFa, IFNy) durante la reperfusion. La ausencia
de CCR2 reduce la infiltracion de neutrofilos y
monocitos, disminuye la expresién de moléculas
de adhesion en las células endoteliales y, en este
caso, impide la interaccién leucocito-célula en-
dotelial; también puede modular directamente
citocinas y quimiocinas CXC que alteran la
respuesta inflamatoria.3%3!
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Sin embargo, se ha demostrado que la CCR2 es
necesaria para la migracion de células madre
neurales para promover la regeneracién del
sistema nervioso central a través del efecto qui-
miotdctico de CCL2.%

En cultivos de neuronas de hipocampo de rata
CCL2 y MIP-2 inducen la expresién del factor
de crecimiento de fibroblastos tipo 2 (FGF2),
el medio condicionado derivado de astroci-
tos estimulados con CCL2 también facilité la
supervivencia y la diferenciacién neuronal
dependiente de FGF2, sugiriendo un papel del
astrocito como una fuente de soporte tréfico. Es-
tos datos apoyan la funcién autocrina de CCL2 y
MIP-2 para inducir la supervivencia de neuronas
del hipocampo ante un dafo téxico.*

Sin embargo, se ha mostrado la accién neu-
rotréfica/neurogénesis de las quimiocinas,
promoviendo la neuritogénesis para que cuando

Remiclinizacion

Sobrevivencia
¥ Neurogénesis

Factores de
crecimiento

Astrocito

Plasticidad Sinaptica

Volumen 20, Ndm. 2, abril-junio 2015

se pierdan neuronas, se lleve a cabo la plasti-
cidad sindptica, la remielinizacién de aquellas
neuronas que realizan nuevos contactos y la
supervivencia neuronal (Figura 3).

Perspectivas terapéuticas para inhibir la
inflamacion en el cerebro

En la actualidad se esta investigando la capaci-
dad del farmaco DF2156A para el tratamiento
de la enfermedad cerebrovascular. Es un potente
y selectivo inhibidor alostérico no competitivo
y dual; actla por interacciones polares esta-
bilizadas por un enlace i6nico con Lys99 que
es determinante para la unién con el receptor
CXCRT1 en su dominio transmembranal 2. Por
otro lado, en el receptor CXCR2, DF2156A tiene
su accion sobre Asp293 en el motivo transmem-
branal 7, su principal actividad terapéutica se
enfoca en disminuir la migracién de leucocitos
en modelos experimentales de inflamacién

Oligodendrocito

Neuritogénesis

Astrocito Reactivo

Figura 3. Neuritogénesis y neurogénesis después de un proceso isquémico cerebral. En etapas tardias los astro-
citos liberan quimiocinas (CCL2) a través del receptor (CCR2) que activan y causan la migracién de la microglia,
liberando factores de crecimiento para promover la supervivencia y neuritogénesis promoviendo la plasticidad
sindptica y CXCL1, a través de su receptor CXCR2, produce la remielinizacion.
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tanto agudos como crénicos.>*3* Este farmaco
de segunda generacion es un derivado del re-
parixin (anteriormente repertaxin), antagonista
de CXCL8 con un perfil farmacocinético 6pti-
mo, tiene un tiempo de vida media larga y alta
biodisponibilidad al administrarse por via oral.?*
El DF2156A inhibe eficaz y selectivamente a
CXCR1 y CXCR2, mediadores de la quimiotaxis,
con una Cl, (concentracién inhibitoria 50) en
el intervalo de 1 a 2 nM; en estudios in vitro el
DF2156A impide la proliferacién, migracion y
organizacion de tipo capilar en las células HU-
VEC ante la respuesta de IL-8 humana. In vivo,
en un modelo murino DF2156A reduce la
afluencia de leucocitos, la produccién de TNF-a
y la angiogénesis.>* En un modelo de rata con
lesion hepdtica, isquemia cerebral y reperfusion
el DF2156A bloquea casi completamente la
infiltracién de polimorfonucleares y el dafo
hepatocelular inducido por la reperfusién en
la etapa tardia. Los resultados obtenidos con
una sola dosis de DF2156A concuerdan con la
reduccion de la infiltracién de los polimorfonu-
cleares y la disminucién de dafio hepatocelular.®®
El DF2156A no mostré toxicidad en roedores
ni en especies animales no roedoras después
de administraciones agudas y crénicas por via
oral hasta en dosis de 200 mg/kg; tampoco
mostr6 efecto sobre el sistema inmunolégico.*®
El DF2156A cuenta con un potencial terapéutico
en la prevencion de la lesién isquémica cerebral
y reperfusion y en el rechazo agudo en el tras-
plante de érganos, asi como en las enfermedades
inflamatorias crénicas. Sin embargo, no debemos
olvidar que la interaccién de algunas quimio-
cinas/receptor tiene efecto en supervivencia y
neurogénesis en la enfermedad cerebrovascular.

CONCLUSION

Las quimiocinas ejercen su accién inflamatoria
clasica ante un dafo cerebral; sin embargo,
algunas de ellas han mostrado tener un efecto
neuroprotector induciendo la sintesis de factores

ISSSTE

de crecimiento para llevar a cabo la regeneracion
del cerebro. No obstante, esto debe ser llevado a
cabo en el tiempo preciso, con las condiciones
microambientales adecuadas y con la presencia
de células precursoras. Los pacientes durante un
proceso isquémico normalmente tardan horas
para llegar al hospital y recibir tratamiento, en
este tiempo se produce la muerte neuronal y
después de algunos dias el sistema nervioso res-
ponde incrementando factores de crecimiento,
actuando en aquellas células sobrevivientes y
promoviendo la regeneracion llevandose a cabo
la plasticidad neuronal, donde se presenta el cre-
cimiento de neuritas y la produccién de algunos
contactos sindpticos. Se debe de trabajar para
establecer estrategias terapéuticas que permitan
que se favorezca la supervivencia neuronal y
la neurogénesis desde la fase temprana de la
isquemia.
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