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RESUMEN

REGULACION DE LA RESPUESTA
NEUROINFLAMATORIA POR CITOCINAS TIPO |

Las células microgliales (CM) desempefan un rol inmune clave en el sistema
nervioso central (SNC). Estas se encuentran en estado de reposo y se activan
rapidamente cuando contactan con sefiales endégenas y exdgenas (patdégenos).
Una vez activas, dirigen la respuesta inflamatoria con fines de reparacion y
restauracion del parénquima cerebral. Sin embargo, si esta activacion es
persistente puede ser perjudicial para el tejido.

Numerosos reportes asocian actualmente el desarrollo de inflamacion
sisttmica con neuroinflamacién y con la progresion de enfermedades
neurodegenerativas.

Alo largo de este trabajo de tesis, utilizando estrategias experimentales tanto
in vitro como in vivo, se plante6 como objetivo general desarrollar un modelo
experimental de neuroinflamacién sin la utilizacién de endotoxina para evaluar
como las citocinas tipo |, reconocidas por sus caracteristicas pro-inflamatorias,
influian sobre la respuesta neuroinflamatoria.

Los resultados obtenidos a partir de la utilizacion de una linea celular de
microglia, demostraron que las CM al activarse con IFNy, presentaron un tipo de
activacion similar a M1 también conocida como activacion clasica, aumentando la
secrecidn de citocinas pro-inflamatorias y disminuyendo la produccion de factores
neurotroficos como IGF-1.

Se desarrollé un nuevo modelo experimental de neuroinflamacién utilizando
la inyeccion hidrodinamica de vectores de expresion que codifican para las citocinas
IL-12 e IL-18 en ratones C57BL/6 y se evalu6é como el aumento de las citocinas tipo
| sistémicas, en ausencia de endotoxina, podrian inducir una respuesta
neuroinflamatoria. Este tratamiento indujo niveles sistémicos y persistentes de
citocinas pro-inflamatorias como TNFa e IFNy y esplenomegalia. En cerebro, los
distintos experimentos realizados permitieron identificar un aumento en la expresién
génica de citocinas pro-inflamatorias, sumado a la activacion de las CM residentes
del tejido y el reclutamiento de distintas poblaciones de leucocitos hacia el cerebro,
principalmente de monocitos y linfocitos T y la identificacién de muerte de neuronas

con caracteristicas de apoptosis. A su vez, los datos demostraron que la citocina
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IFNy seria importante en la respuesta neuroinflamatoria ya que su ausencia
sistémica afectd el reclutamiento leucocitario al SNC y la activacion de las CM
residentes.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral permiten aportar nuevos
elementos que enfatizan la importancia de estudiar las interacciones entre el
sistema inmune periférico y el SNC, demostrando que las citocinas inflamatorias
sistémicas se comunican con el SNC generando un impacto en el mismo, detectado
a partir de la induccién de neuroinflamacion. Este vinculo entre el sistema inmune
y el SNC podria contribuir, junto con las predisposiciones genéticas, al desarrollo
de patologias cerebrales, ya que la inflamacion sistémica podria pre- activar a las
CM, aumentando su reactividad ante la exposicidon a nuevos estimulos nocivos,

tornandose perjudiciales para el individuo.

Palabras claves:

Inflamacion sistémica, Citocinas tipo |, Neuroinflamacion, Células microgliales,

Reclutamiento leucocitario.
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REGULATION OF THE NEUROINFLAMMATORY RESPONSE BY TYPE |
CYTOKINES

Microglial cells (MC) play an important immune role in the central nervous
system (SNC). They typically stay in a resting state but become quickly activated in
response to endogenous and exogenous signals (pathogens). These activated MC
direct the inflammatory response for repair purposes and restoration of brain
parenchyma. However, if this activation is persistent can be harmful to the tissue.

Currently, an increasing number of reports link the systemic inflammation
development with neuroinflammation and progression of neurodegenerative
diseases.

Throughout this thesis work, using both in vitro and in vivo experimental
strategies, our main goal was to develop an experimental model of
neuroinflammation, under endotoxin free conditions, to assess how the type |
cytokines, known for their pro-inflammatory properties, can influence the
neuroinflammatory response.

Results obtained from the use of a cell line of microglia showed that MC,
when were stimulated with IFNy, presented a M1 like activation (also known as
classical activation), increased secretion of pro-inflammatory cytokines and
decreased production neurotrophic factors such as IGF-1.

A new experimental model of neuroinflammation was developed using
hydrodynamic injection of expression vectors encoding IL-12 and IL-18 cytokines in
C57BL/6 mice. We evaluated if increased systemic type | cytokines, in the absence
of endotoxin, could induce a neuroinflammatory response. This treatment generated
systemic and persistent levels of pro-inflammatory cytokines such as TNFa and
IFNy and splenomegaly. In the brain, we identified an increased gene expression of
proinflammatory cytokines, in addition to the activation of MC and the recruitment of
different populations of leukocytes to this tissue, primarily monocytes and T cells,
and neuronal death with morphological signs of apoptosis. In turn, the data
demonstrated that IFNy could be important in neuroinflammatory response because
systemic absence of this cytokine affected the CNS leukocyte recruitment and MC
activation.

The results obtained in this thesis provide new elements that allow

emphasizing the importance of studying the interactions between the peripheral
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immune system and the CNS, demonstrating that systemic inflammatory cytokines
communicate with the CNS making an impact on it. This link between the immune
system and CNS could contribute along with genetic predisposition to the
development of brain pathologies, because the systemic inflammation could drive
priming of microglia. Priming makes the microglia susceptible to a secondary
stimulus, which can then trigger an exaggerated inflammatory response harmful to

the patient.

Keywords:
Systemic inflammation, Type | cytokines, Neuroinflammation, Microglial cells,

Leukocyte recruitment.
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AB42: Péptido amiloide beta de 42 aminoacidos
Ac(s) Anticuerpo(s)

A-Cu-Ag: Amino- Cupro- Argéntica

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario
ANOVA: Analisis de la varianza

APC: Aloficocianina

APC-Cy7: Aloficocianina -cianina 7

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

BHE: Barrera hematoencefalica

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro (del inglés:

neurotrophic factor)

BV2: Linea celular de microglia inmortalizada de ratén.
CDs: Células dendriticas

CE(s): Célula(s) endotelial(es)

CM: Células microgliales

CMH II: Complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il
col. : Colaboradores

CPA: Célula presentadora de antigeno

CVOs: Organos circumventriculares

CX3CLA1: Fractalquina

CX3CR1: Receptor de fractalquina

brain derived

DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafo (del inglés: damage-associated

molecular pattern molecules)
EA: Enfermedad de Alzheimer
EAE: Encefalitis autoinmune experimental

EDTA: Acido etieldiaminotetraacético

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (del inglés: enzyme- linked

immunosorbent assay)

EM: Esclerosis multiple

EN: Enfermedad neurodegenerativa
EP: Enfermedad de Parkinson
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NK: Células asesinas naturales (del inglés: natural killers)

NT-3: Neurotrofina 3 (del inglés: neurotrophin 3)

ON: Oxido nitrico

ORF: Marco de lectura abierto (del inglés: open reading frame)
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PerCP-Cy5: Proteina peridinina clorofila-cianina 5
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EL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune protege al organismo por medio de la identificacion y
eliminacion de agentes patdégenos, incluyendo microorganismos y macromoléculas
tales como proteinas y polisacaridos. También, participa en la inmunidad
antitumoral.

El sistema inmune esta constituido por diferentes poblaciones celulares,
tales como linfocitos asesinos naturales o Natural killers (NK), linfocitos T y B,
células fagociticas, células presentadoras de antigenos (CPA) entre otras y
moléculas, dentro de ellas anticuerpos, citocinas y complemento. Tanto el
componente celular como el soluble, participan en conjunto para llevar a cabo la
respuesta inmunitaria.

Esta respuesta integra mecanismos involucrados tanto en la inmunidad
innata como en la adaptativa, los cuales difieren en varios aspectos. La inmunidad
innata es una respuesta rapida que actua desde la llegada del microorganismo al
hospedador, mientras que la inmunidad adaptativa requiere de aproximadamente
una semana, luego de una infeccién primaria, para generar sus mecanismos
efectores. La inmunidad innata y adaptativa no son considerados mecanismos
secuenciales y complementarios de resistencia a patdégenos, sino que se regulan
entre si, a través de contactos celulares y la secrecion de mediadores solubles.

La primera respuesta de un organismo a los agentes patdégenos o a danos
tisulares es una reaccion inflamatoria, que se caracteriza por la migracion de células
con funciones defensivas, alteraciones en la permeabilidad vascular y la secrecién
de mediadores solubles, tales como citocinas, quimiocinas e interferones (IFNs).
Las células inflamatorias y los mediadores solubles tienen una potente actividad y
juntos representan a la fase efectora de la resistencia innata.

Las células de la inmunidad innata (neutréfilos, macréfagos/monocitos,
eosindfilos, basdfilos, mastocitos, células dendriticas (CDs) y NK), reconocen
especificamente estructuras que son comunes entre grupos de microorganismos
relacionados, pero no pueden distinguir diferencias sutiles entre sustancias
extrafas. Por lo tanto, la activacién de la respuesta no es especifica del patdégeno,
pero es dependiente de la union del ligando a receptores de reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdégenos (patterns recognition receptors,

PRRs) que reconocen patrones moleculares que son compartidos y conservados
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entre diferentes clases de microbios (PAMPs). También son capaces de reconocer
patrones moleculares asociados a dafo (DAMPS) tisular. Los DAMPs son
secretados activamente por las células inmunes innatas y / o liberados en forma
pasiva por las células lesionadas o dafiadas en respuesta a una infeccién o lesion,
incluyen a moléculas derivadas de células tales como proteinas de choque térmico
(heat sock protein - HSP), proteinas del grupo de alta movilidad Box1 (high mobility
group box - HMGB), moléculas de la matriz extracelular como la fibronectina y otras
sustancias como lipoproteinas oxidadas de baja densidad, acidos grasos libres,
ATP, entre otras .

Entre los receptores de la inmunidad innata se encuentran, la familia de
receptores semejantes a Toll (TLRs), la familia de receptores Nod (NLR), los
receptores acido retinoico inducibles (RIG-1), entre otros, que se distribuyen
diferencialmente entre las células inflamatorias. Estos receptores reconocen
diferentes clases de patégenos e inducen la produccién de patrones de mediadores
pro-inflamatorios similares, pero no idénticos. La distribucién de los receptores
sobre los tipos de células inflamatorias determina, en parte, los patrones de
citocinas, quimiocinas e IFNs que son inducidos por diferentes agentes patégenos
y que son en gran medida responsables de las reacciones inflamatorias celulares y
vasculares, asi como la activacion de la resistencia innata.

Aunque la resistencia innata es eficiente, ya sea en la prevenciéon de una
infeccion o en reducir en gran medida la carga de patdgenos, el control de una
infeccion se logra cuando se induce la inmunidad adaptativa.

La induccidén de la respuesta inmune adaptativa se inicia con la captura de
los antigenos microbianos por CPA, como las CDs, en los tejidos periféricos, en la
piel y en las superficies mucosas. Las CPA capturan, procesan el antigeno y luego
migran hacia los nédulos linfaticos secundarios. Alli, estas células exponen el
antigeno a los linfocitos T CD4+ y T CD8+, induciendo una respuesta inmune
adaptativa especifica para patégenos, ya que epitopes antigénicos son reconocidos
mediante receptores especificos distribuidos clonalmente en células T y B. La
activacion de la inmunidad adaptativa conduce a la expansion de los clones
reactivos y al desarrollo de la memoria inmunitaria, procesos que no se observan

en la inmunidad innata.
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Segun las sefiales que reciben las CDs en la periferia, pueden activar a los
linfocitos generando perfiles funcionales diferentes, que serian aptos para combatir
patdbgenos de caracteristicas diversas, como por ejemplo, extracelulares o
intracelulares. Las citocinas que se producen durante la respuesta innata dirigen la
polarizacion de las células T CD4+ colaboradoras (Th) hacia uno u otro tipo de
respuesta efectora adaptativa 2. La interleucina-4 (IL-4) se identifico por primera vez
como una citocina clave en la generacion de una respuesta Th2, y mas tarde, la
interleucina-12 (IL-12) fue descubierta y reconocida por tener un papel central en
la polarizacion hacia una respuesta Th13. Se ha clasificado en la literatura a las
citocinas como tipo | o Il dependiendo de la subpoblacion de linfocitos T que las

producen mayoritariamente.
SISTEMA INMUNE EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La piel y los epitelios de los aparatos respiratorio, digestivo y genitourinario
presentan elementos propios de la inmunidad innata que impiden la penetracién de
los patégenos en el organismo, mientras que, la barrera hematoencefalica (BHE)
impide la llegada de dichos agentes patdgenos al sistema nervioso central (SNC).
Clasicamente, en la periferia la respuesta inmune contra microorganismos se inicia
luego de la disrupcion del epitelio, con la consecuente entrada del patégeno,
inmediatamente se desencadena la activacion de células del sistema inmune innato
y la induccion de una respuesta inflamatoria con el objetivo de erradicar al
microorganismo. Si la respuesta inmune innata local no es capaz de eliminar el
agente infeccioso, se induciria la activacion de una respuesta inmune adaptativa
que favoreceria la eliminacion del mismo.

El SNC, al igual que otros sitios del organismo como las génadas y la
interfase materno-fetal, exhibe una respuesta inmunoldgica limitada con el fin de
proteger sus funciones vitales. Para cumplir dicho objetivo este sistema ha

evolucionado anatémica y funcionalmente.
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Anatomia del SNC

El SNC esta organizado en diferentes compartimentos: cerebro, médula
espinal, nervios opticos y retina.

El cerebro esta formado por el parénquima y los ventriculos que contienen a
los plexos coroideos. Este 6rgano vital esta ubicado en el interior del craneo y se
encuentra cubierto por las meninges ricas en vascularizacion que presentan tres
capas membranosas, siendo la mas externa la Duramadre, seguida de la
Aracnoides y de la Piamadre que es la capa mas interna en contacto con el
parénquima. Se reconoce como parénquima al tejido cerebral propiamente dicho,
excluyendo espacios con vasos sanguineos o liquido cefalorraquideo (LCR) como
ventriculos y meninges 4.

EILCR se produce en los plexos coroideos dentro de los ventriculos y desde
alli circula hacia el espacio subaracnoideo localizado entre la Aracnoides y la
Piamadre. El LCR provee de nutrientes, remueve metabolitos téxicos y actia como
una barrera mecanica que previene de traumas o dafios al cerebro y a la médula
espinal. Ademas funciona de manera semejante a una via de drenaje linfatico en el
SNC.

El plexo coroideo, se compone de redes de capilares fenestrados que estan
situados dentro de un estroma. El estroma del plexo coroideo esta, a su vez,
cubierto por una monocapa de ceélulas epiteliales que presentan uniones estrechas
formando la barrera sangre-LCR. Estas células epiteliales generan el LCR a través
de difusién y transporte activo desde la sangre arterial. Ademas, una pequefa
porcién del LCR se forma por difusion desde el fluido intersticial del SNC. EI LCR
circula desde los ventriculos, impulsado por pulsaciones del plexo coroideo y por la
accion de los cilios de las células ependimales que recubren estos espacios, a
través de los puertos de salida del tronco cerebral para cubrir las superficies
exteriores de la médula espinal, tronco cerebral, cerebelo y la corteza cerebral °.

Se creia que el SNC carecia de vias linfaticas, por lo que la reabsorcion de
LCR se realizaba exclusivamente en las vellosidades aracnoideas, que son
evaginaciones de la membrana aracnoides a través de la duramadre en los senos
venosos, donde el LCR era drenado hacia la sangre venosa. Ademas de ser
reabsorbido en sangre, se ha propuesto que los constituyentes del LCR drenan a

los ganglios linfaticos cervicales a través de los vasos linfaticos de la mucosa nasal
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llevando de ese modo antigenos solubles a los ganglios linfaticos de drenaje (Figura

1),
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Figura 1. Anatomia del SNC.

Representacion esquematica de los componentes del SNC. (A) Seccién sagital de una cabeza
humana, que muestra las estructuras anatémicas relevantes (es decir, el ventriculo, plexo coroideo,
el sistema nervioso (SNC) parénquima central, vasos linfaticos y ganglios linfaticos cervicales
profundos) en forma esquematica. (B) Vasculatura subpial en relacion con el espacio subaracnoideo

y parénquima cerebral. (Adaptado del Ransohoff RM, Nature reviews immunology, 2012)

Sin embargo, recientemente Louveau y col. describieron la existencia de
vasos linfaticos funcionales en el SNC, que corren paralelos a los senos durales de
las meninges. Estas vias linfaticas, en lugar de los vasos linfaticos nasales, serian
la via principal a través de la cual el LCR drena hacia los ganglios linfaticos
cervicales profundos, y ademas representan un camino mas convencional para la
salida de células del SNC © 7 (Figura 2).
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Figura 2. Conexion entre el sistema glinfatico y el sistema linfatico meningeo.
Representacion esquematica de una conexion entre el sistema glinfatico, responsable de recoger
los fluidos intersticiales del parénquima hacia el LCR, y posteriormente hacia los vasos linfaticos

meningeos identificados recientemente. (Adaptado de Louveau A y col, Nature, 2015)

Barreras del SNC

El privilegio inmune en el SNC es mantenido por dos tipos de barreras: la
BHE que separa la sangre del cerebro y la barrera presente en los plexos coroideos
que separa la sangre del LCR 8. Estas barreras tienen la funcién de controlar el flujo
de iones y moléculas, nutrientes y oxigeno que son entregados segun las
necesidades neuronales, protegen al cerebro de toxinas, agentes patogenos y
limitan el ingreso de componentes del sistema inmune periférico y otras sustancias
hacia el SNC. Esto garantiza la presencia de un ambiente que permite que las
neuronas funcionen correctamente ° 10 11,

La BHE es una estructura vascular multicelular que separa al SNC de la
circulacion de sangre periférica, que fue originalmente definida alrededor de los
afios 1900 en distintos trabajos de Ehrlich '2, Lewandowski '® y Goldmann . El
elemento central de la BHE es el vaso sanguineo cerebral formado por las células
endoteliales (CEs). A diferencia de las CEs de diferentes tejidos, las de la BHE
tienen uniones continuas intercelulares muy estrechas (TJ, del inglés tight
junctions), carecen de fenestraciones y llevan a cabo muy bajos niveles de
transcitosis, lo que limita en gran medida tanto el movimiento paracelular como
transcelular de moléculas '°. Esto significa que el paso de moléculas esta regulado
por una serie de transportadores especificos. Ademas, las CEs tienen una
expresion baja de moléculas de adhesién celular, impidiendo la infiltracion de

células inmunes al SNC sano.

Emilia Gaviglio | 27



INTRODUCCION

Anatémicamente, la BHE incluye elementos celulares (pericitos y astrocitos)
y no celulares (matriz extracelular) que interactuan con las CEs ofreciendo un
soporte estructural y funcional a la BHE. Los pericitos, son células contractiles que
rodean la superficie abluminal de las CEs. Los procesos astrociticos rodean a los
capilares cerebrales y forman el complejo gliovascular interaccionando con los
pericitos y el endotelio. Estos procesos astrociticos también rodean a las vasos pre-
y post-capilares y junto con algunos procesos microgliales separan al parénquima
del espacio perivascular. La matriz extracelular esta constituida por las membranas
basales y la matriz intersticial que se forma principalmente por proteinas
estructurales secretadas por las CEs, pericitos y astrocitos.

La BHE existe en todos los niveles del arbol vascular del SNC, incluyendo
arterias y arteriolas penetrantes, el lecho capilar denso, vénulas post-capilares y
vénulas y venas drenantes '6. La superficie abluminal de los capilares cerebrales
esta cubierta por una membrana basal que separa CEs a partir de los pericitos y a
los pericitos de astrocitos. En cambio, en la vénula post-capilar, las dos membranas
basales son distintas (endotelial y parenquimal) y definen las fronteras interiores y
exteriores de un espacio perivascular, denominado espacio de Virchow-Robin,
donde se encuentra el fluido intersticial proveniente de la materia gris en equilibrio
con el LCR vy las células perivasculares derivadas de médula 6sea que tienen
funciones inmunorreguladoras. En condiciones inflamatorias, otras poblaciones
leucocitarias pueden ingresar a este espacio °. (Figura 3 ay b)

La barrera presente en los plexos coroideos separa a la sangre del LCR y
esta formada por células epiteliales que presentan TJ limitando el movimiento
paracelular de moléculas. Como se describié anteriormente, el plexo coroideo se
compone de redes de capilares fenestrados que estan situados dentro de un
estroma. Las CEs carecen de TJ, permitiendo una comunicacién libre entre la
sangre y el estroma. El estroma del plexo coroideo esta, a su vez, cubierto por una
monocapa de células epiteliales que presentan TJ y forman la barrera sangre-LCR
7 (Figura 3 c).

Se considera que esta barrera es mas permisiva que la BHE, ya que permite
en condiciones fisiologicas el trafico selectivo de células hacia el LCR y proporciona
mecanismos de regulacion inmune para sesgar a las células inmunes hacia

respuestas efectoras especificas 7.
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Figura 3. Barreras del SNC.

Representacion esquematica de la BHE en (A) Capilar (Adaptado de Abbot NJ, Nat rev
Neuroscience, 2006) (B) Vénula post capilar (Adaptado de Ransohoff RM, Nat rev immunology,
2012) (C) Representacion esquematica de la barrera presente en plexos coroideos (Adaptado de
Abbot NJ, Nat rev Neuroscience, 2006)

Privilegio inmune

El “privilegio immune” del SNC hace mencién a la ausencia de una respuesta
inmune intensa en este sitio, y es indispensable para controlar el dafio generado
frente a un estado inflamatorio en el cerebro, debido a que este 6rgano presenta
una baja capacidad regenerativa. De esta forma, se logra mantener la homeostasis
requerida para la funcion neuronal y la defensa del huésped.

El concepto de privilegio inmune puede reducirse a dos observaciones: (a)

inmunoégenos tales como xenoinjertos, virus o lisados bacterianos no provocan una
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respuestas inmunitarias adaptativas luego de micro-inyectarse de una forma no
traumatica en el parénquima del SNC y (b) la inmunizacion periférica con el mismo
inmunégeno conduce a una respuesta inmune enérgica hacia el antigeno
depédsitado en el SNC '8 5. Debido a que este privilegio es relativo y solo se
encuentra confinado al parénquima, seria mas apropiado utilizar el término de sitio
‘inmunolégicamente especializado”, ya que el resto de los compartimentos
(ventriculos, meninges, plexos coroideos y érganos circumventriculares (CVOs))
son capaces de llevar a cabo una respuesta inmune similar a la observada en la
periferia 1°.

El privilegio inmune es mantenido activamente como resultado de
caracteristicas inmunoregulatorias de las células residentes y su microambiente,
controlando la respuesta inmune innata e impidiendo que ésta pueda iniciar la
inmunidad adaptativa, ya que el parénquima cerebral carece de CD u otra célula
que realice las funciones operativas de una CD (captacién de antigenos, la
migracién a ganglios linfaticos de drenaje y la presentacion a células T virgenes) '8
20_

Sin embargo, en condiciones inflamatorias el privilegio inmune no es
preservado, ya sea por efectos inmunoestimulatorios locales de citocinas y
quimiocinas, presencia de CDs en el parénquima, desarrollo de tejido linfoide

terciario en las meninges o por ruptura de la BHE °.
Mecanismos aferentes y eferentes de vigilancia inmune en el SNC

Dentro de los mecanismos de vigilancia presentes en el SNC, la rama
aferente de la respuesta inmune se caracteriza por el transito de material antigénico
desde el parénquima cerebral hacia el LCR y posteriormente a los ganglios
linfaticos cervicales profundos para realizar la presentacion antigénica a células T
virgenes o de memoria. En condiciones de ausencia de inflamacion no se
encuentran CDs en el parénquima cerebral, por lo tanto, en este caso, la rama
aferente carece de una via de transporte celular para llevar a cabo la presentacion
antigénica a células T. Sin embargo, en condiciones patolégicas CDs pueden llegar
al parénquima 10 19,

Por otro lado, la rama eferente, esta definida por la respuesta inmune

efectora de leucocitos y/o anticuerpos contra antigenos del SNC. Esta fase se inicia
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en organos linfaticos secundarios y se promueve localmente por re-estimulacion a
través de la interaccion entre células T de memoria y CPA. En este sentido, se ha
propuesto que células T de memoria podrian migrar desde la sangre hacia el
espacio subaracnoideo y alli encontrarse con células mieloides capaces de realizar
la presentacion antigénica en ciertos sitios del SNC, tales como los plexos
coroideos, el estroma asociado al epéndimo (membrana epitelial fina que recubre
los ventriculos del cerebro y la médula espinal), las meninges y el espacio
perivascular. Esta teoria se sostiene en base a estudios realizados en el LCR de
individuos saludables, en los cuales se observd la presencia de leucocitos con un
fenotipo principalmente de células T de memoria '°. Sin embargo, esta fase
presenta numerosas adaptaciones en el parénquima cerebral para evitar el dano
inmunoldgico en este sitio. Se ha descripto que neuronas, astrocitos y células
microgliales, producen una serie de factores que controlarian la respuesta inmune
mediada por células T.

En base a lo desarrollado, se puede mencionar que la respuesta inmune en
el SNC difiere de la de la periferia en parte por la anatomia de este sistema. En este
aspecto, presenta tres caracteristicas anatémicas particulares tales como la
carencia relativa de drenaje linfatico del parénquima cerebral, la ausencia de CPA
en el parénquima y la presencia de barreras, que limitan el intercambio de células

inmunes y mediadores con el sistema periférico.
Rutas de migracion leucocitaria hacia el SNC

Como se mencion6 anteriormente, en condiciones de ausencia de
inflamacion en el SNC, no se encuentra un gran numero de leucocitos, por lo tanto
para poder investigar las posibles rutas de llegada de leucocitos infiltrantes, se han
realizado estudios utilizando modelos experimentales de dafio o enfermedad. A
partir de los resultados obtenidos se han definido tres rutas de migracion
leucocitaria hacia el SNC.

La primera via ocurre durante la formacion del LCR, donde los leucocitos se
extravasan a través de las fenestraciones del endotelio de los plexos coroideos,
migran a través del estroma e interactuan con las células epiteliales de dichos
plexos para finalmente ingresar en el LCR. Esta ruta es un mecanismo de ingreso

en condiciones fisiologicas, ya que el LCR de individuos saludables contiene
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aproximadamente tres mil leucocitos por mililitro. Sin embargo, las poblaciones
leucocitarias presentes en el LCR, se encuentran en proporciones diferentes a las
observadas en la circulacion sistémica, siendo el 80% células T, con una relacion
incrementada de linfocitos TCD4+ respecto a TCD8+, con un perfil de expresion
principalmente de células T de memoria central (CD27 y CD45R0O). Ademas los
monocitos constituyen aproximadamente un 5%, los linfocitos B menos del 1% y
los neutréfilos raramente son encontrados ® 7. Sin embargo, estos leucocitos
presentes en el LCR en condiciones fisioldgicas no invaden el parénquima 2.

La segunda via de migracién leucocitaria, es a través de la arteria carétida
interna a partir de la cual, los leucocitos se extravasan hacia las vénulas
postcapilares en la superficie de la Piamadre y llegan al espacio subaracnoideo y
al espacio perivascular. En estos sitios podrian encontrarse con células de linaje
mieloide capaces de realizar la presentacion antigénica. En ensayos realizados en
ratones, se demostrdé que ambas vias mencionadas requieren de P-selectina para
la migracion leucocitaria al SNC 0.

En la tercera via de migracién, los leucocitos ingresan al parénquima
cerebral, pasando desde las carétidas internas, a través del arbol vascular de
arteriolas y capilares, para finalmente extravasarse hacia las vénulas post-
capilares. Esta ruta de ingreso requiere que los leucocitos atraviesen la BHE y la
lamina basal endotelial. Para poder dilucidar la eficiencia de esta via, se realizé un
estudio de microscopia intravital en un modelo experimental murino de encefalitis
autoinmune experimental (EAE), y los resultados obtenidos contribuyeron a la
teoria de que la migracion de linfocitos activados a través de una BHE integra, es

un evento de muy baja eficiencia 1° 21,
CELULAS DEL SNC

En el parénquima existen diversas poblaciones celulares, tales como las
neuronas y células gliales o glia. La glia es el componente mayoritario en el cerebro
de individuos adultos sanos y esta conformada por: astrocitos, oligodendrocitos y
células microgliales (CM). Todas estas poblaciones celulares llevan a cabo un
rango dinamico de funciones esenciales que permiten el desarrollo y el
funcionamiento normal del SNC. Los astrocitos y los oligodendrocitos son de origen

neuroectodermal, mientras que la microglia es de origen mesodermal/ mieloide.
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Los astrocitos constituyen la poblacibn mas abundante del cerebro y
cumplen diferentes funciones: actian como soporte metabdlico de neuronas,
participan en etapas claves de la formacién de sinapsis y de plasticidad neuronal.
También contribuyen al mantenimiento de la BHE y se los ha vinculado en los
mecanismos de induccién de la respuesta inmune innata en el SNC 22 23,

Por otro lado, los oligodendrocitos son los responsables de la formacién de
la capa de mielina que cubre las fibras nerviosas y axones, y que incrementa la
velocidad de conduccion de los potenciales de accion 2.

Las CM, fueron descriptas por primera vez por Del Rio-Hortega en 1932 25
Son las unicas células residentes de origen mieloide presentes en el parénquima
cerebral. Estas células median la respuesta inmune local, desde el desarrollo y
durante toda la vida de individuos saludables, como asi también en procesos
neurodegenerativos. Por lo tanto, son consideradas efectores criticos y reguladores
de la inflamacién y de la respuesta inmune innata en el SNC.

En regiones discretas del SNC (incluyendo el cerebro y la médula espinal,
asi como las meninges, espacios subaracnoideos y perivasculares y el plexo
coroideo) pueden hallarse otras células mononucleares de origen mieloide. Se
localizan distintas poblaciones de macréfagos, que se denominan en funcion del
sitio donde se encuentran: macréfagos perivasculares; meningeales o de los plexos
coroideos 2° 26, Estos macrofagos tienen diferentes fenotipos cuando se comparan
con la microglia 2. También se ha demostrado la presencia de CD en las meninges
y en el estroma de plexos coroideos. Ademas, en ciertas condiciones inflamatorias
del SNC, se produce un rapido reclutamiento de leucocitos hacia los sitios de

inflamacion.

CELULAS MICROGLIALES

En el cerebro de individuos sanos, las CM se encuentran distribuidas a lo
largo de todo el parénquima. Estas células tienen la caracteristica especial de ser
tanto células gliales del SNC como un unico tipo de fagocito mononuclear.
Constituyen mas del 10% de todas las células en el SNC adulto, varian
aproximadamente de 5% a casi el 20%, dependiendo del sitio, siendo localizadas
en mayor medida en la materia gris con respecto a la materia blanca 8. En el SNC

sano, las CM tienen una distribucién distintiva, con los procesos radiales que no se
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superponen, un pequeio soma celular y cada una parece ocupar su propio territorio
20

Origen de las CM

La controversia sobre los posibles origenes de la microglia persistié hasta
finales de 1990. Tal vez los datos mas convincentes que favorecen el origen
mieloide de la microglia llegaron con la demostracion de que ratones que carecen
del factor de transcripcion PU.1 (ratones PU.1-/-) fallan en la diferenciacion de
células de linaje mieloide, incluyendo macréfagos y neutrofilos y que en estos
ratones no se detectan CM 29,

Un informe utilizando rastreo del linaje demuestra de manera concluyente
que la microglia de un ratén adulto deriva de precursores mieloides primitivos que
surgen en el saco vitelino extraembrionario en un marco de tiempo muy restringido,
justo antes del dia embrionario 8.0 (E8.0), e invaden el embrién acercandose al
neuroepitelio en un momento antes de la aparicion de la vascularizacién del SNC
en desarrollo E9.0, después de que se forman los vasos sanguineos, las células se
identifican dentro del parénquima E10.5 3. Por otro lado, se observa que no parece
haber ninguna contribucion de los precursores mieloides derivados de sangre al
pool de microglia en el embridn o el adulto. En contraste, el resto de las células de
origen mieloide presentes en el SNC, pueden migrar y ser renovadas
constantemente desde la médula sea ' 32,

Los progenitores eritro-mieloides que dan lugar a las células que migran
desde el saco vitelino se han identificado como células con baja expresion de CD45
y alta expresion de c-kit 33, Durante el trayecto al SNC las células progenitoras
adquieren la expresion de genes especificos de linaje y, finalmente, se diferencian
en CM maduras. Sin embargo, conservan la expresion baja de CD45. Las CM
derivadas del saco vitelino permanecen durante toda la vida, la poblacién se
mantiene por auto-renovacién. Debido a estas diferencias en la ontogenia, la
microglia se distingue de otros macréfagos por sus propiedades de auto-
renovacion, la resistencia local a la radiacion ionizante 2 y la expresién menor de
CD45.
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Fisiologia y activacion de las CM

Las CM son altamente especializadas y desempefian funciones inmunes en
el SNC, participando activamente en los procesos neuroinflamatorios.

Estudios experimentales apoyan la idea de que la microglia puede
desarrollar otras funciones ademas de inmunoldgicas. Se cree que las CM tienen
un papel en el mantenimiento de la integridad sinaptica tanto en en desarrollo como
en la adultez, siendo capaces de eliminar terminales no funcionales de los axones,
ayudando asi a que las conexiones neuronales permanezcan intactas 34 3 36,

También se las ha asociado con funciones neuroprotectivas, asociadas con
la produccion de factores anti-inflamatorios y de crecimiento, incluyendo en factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y diversos factores neurotréficos tales como
el factor de crecimiento nervioso (NGF), Neurotrofina 3 (NT-3), factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
entre otros 37 3. Ademas se cree que la produccion de estos factores podria
afectarse dependiendo del tipo de polarizacion que reciban las CM en distintas
patologias o dafios que se desarrollan en el SNC.

En condiciones fisioldgicas, las CM presentan una morfologia ramificada,
conocido como estado de “reposo”. A pesar de la apariencia de estar en estado de
reposo, las CM se encuentran permanentemente sensando el microambiente a
través de la proyeccion de procesos finos celulares (ramificaciones), que estan en
continuo movimiento contactando con neuronas y células gliales, mientras que el
soma celular permanece inmovil. Esta morfologia caracteristica es desarrollada
debido a la fuerte influencia del ambiente nervioso sobre la maduracion de los
precursores microgliales, de manera de generar una red de procesos celulares finos
y largos que vigilan todo el parénquima cerebral 3°. Las CM generalmente no
presentan motilidad en el tejido del SNC saludable. La literatura sugiere que cuando
estas células se tornan moviles se ha producido un dafio considerable al tejido, lo
que requiere reparacion estructural y funcional 34.

Las CM pueden activarse frente a diferentes estimulos, produciendo un
cambio en su morfologia y fenotipo que les permite adquirir capacidad fagocitica y
liberar mediadores inflamatorios tales como citocinas y quimiocinas 28. Los cambios
morfolégicos que acompanan generalmente a la activacidon microglial se

caracterizan por hipertrofia del cuerpo celular y acortamiento y engrosamiento de
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sus procesos. La microglia también puede ser identificada como activada por el
aumento en la expresion o la sintesis de novo de una variedad de moléculas de

superficie y citoplasmaticas 3°.
Influencia del microambiente nervioso sobre la activacion microglial

En términos generales, las CM en reposo, poseen un fenotipo caracterizado
por expresar bajos niveles del antigeno leucocitario comun (CD45), y de moléculas
de superficie que son esenciales para inducir o mediar las funciones tipicas de los
macrofagos, tales como, el complejo mayor de histocompatibilidad clase 1l (CMH
II), CD80, CD86 y CD40. El microambiente local desempena un papel critico en la
regulacion del fenotipo microglial. Este fenotipo, es inducido a través de la
interaccion con mediadores solubles o unidos a membrana de neuronas, CEs,
astrocitos y ademas es mantenido por las barreras, que restringen el ingreso de
componentes del plasma 20 40 27,

Las neuronas liberan neurotrofinas tales como NGF, BDNF y NT-3 que
inhiben la expresiéon de CMH Il y de moléculas co-estimulatorias CD86 y CD40. Por
otro lado, liberan neuropéptidos tales como, el péptido intestinal vasoactivo, la
hormona estimulante de a-melanocitos, el péptido relacionado al gen de calcitonina
y la norepinefrina que inhiben la produccion de moléculas pro-inflamatorias en CM
activadas con LPS (Lipopolisacarido). De manera similar, los astrocitos regulan la
activaciéon microglial mediante la liberacion de mediadores solubles y de
Prostaglandina E2 *°.

Algunos reguladores neuroinmunes proteicos que controlan la activacion de
las células gliales a través de contacto celular son: CD200, CD47, CD22, CX3CLA1
(Fractalquina) y FasL 4! 42,

En estudios realizados en ratones deficientes en CD200, molécula
expresada en neuronas y CE, se observd que la microglia, la cual expresa el
receptor de CD200, presentd un perfil de activacion caracterizado por el cambio en
su morfologia y el incremento de la expresion de CMH Il en su superficie.

Otra molécula expresada por neuronas es CD47, la cual interacciona con
CD127/SIRP 1-a expresado en CM y suprime la fagocitosis y produccion de TNFa
inducida por LPS. Un efecto similar es inducido por la interaccion de la molécula

CD22 secretada por neuronas, con CD45 expresado en la microglia '°.
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La relevancia de la regulacién mediante CX3CR1 se demostrdé in vivo
mediante el estudio de la lesion de neuronas inducida por LPS y modelos genéticos
de neurodegeneracion. En estos modelos, ratones CX3CR1-/- mostraron una
pérdida de neuronas exacerbada en comparacion con los CX3CR1* '/ *. Este
resultado podria atribuirse a la activacién desmedida de CM, porque son las unicas
células del SNC que lo expresan “. Por otro lado, dependiendo del dafio al SNC la
falta de CX3CR1 podria prevenir la muerte neuronal *3, como en el modelo
experimental de enfermedad de Alzheimer, o bien no presentar un rol asociado 4+ .

Una hipotesis interesante que surge a partir del conocimiento del efecto
inhibitorio que ejerce el microambiente del SNC sobre las CM, es que la activacion
de estas células, podria deberse en parte a la pérdida de regulacién del
microambiente local sobre la Microglia. Esto explicaria la respuesta abrupta de la
microglia frente a una lesion neuronal ?°. Por lo que el estudio y profundizacién de

estos mecanismos resultarian relevantes para alterar la activaciéon de las CM.

receptor

Dopamina
receptor y
Dopamina ‘ Adrenoceptor

Moradrenalina

Célula Microglial

Figura 4. Regulaciéon neuroinmune.
Representacion esquematica de los factores inhibitorios solubles y dependientes de contacto que

controlan la activaciéon microglial (Adaptado de Ransohoff R M, 2010, nature).
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Activacién microglial: Induccién de una respuesta especializada

Las citocinas producidas por las células inmunes en respuesta a un estimulo,
pueden dar lugar a un espectro de perfiles de activacion en macréfagos. La
activacion en macrofagos ha sido descripta y se sabe que dependiendo del estimulo
que las active, estas células pueden llevar a cabo funciones diversas. Los distintos
estados de activacion de macrofagos han sido clasificados como M1 y M2.

En esta clasificacion, la designacion M1 esta reservada para la activacion
clasica de macrofagos que surge en respuesta a LPS, al factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) que es producido por CPA o a interferon-y (IFNy). IFNy y TNFa son
consideradas citocinas tipo |, pro-inflamatorias que se pueden producir durante una
respuesta inmune adaptativa por células T CD4+ activadas y polarizadas hacia una
respuesta colaboradora tipo 1 (Th1) o células T CD8 + o citotdxicas (Tc) o durante
la respuesta inmune innata por células NK. Estos macréfagos M1 desempefian
actividades microbicidas con produccion de mediadores proinflamatorios tales
como TNFa, IL-1B, IL-6 y especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrdgeno (ON).

La clasificacion M2 se ha expandido rapidamente para incluir a otros estados
de activacion (M2a, M2b y M2c). El término activacion alternativa o M2a se reserva
a la activacion de macréfagos luego de la estimulacion con IL-4 o IL-13 45 46
consideradas citocinas anti-inflamatorias tipo Il, éstas puede producirse durante
una respuesta inmune adaptativa por las células Th2 o durante una respuesta
inmune innata por granulocitos. La activacién alternativa se caracteriza por la
induccion de genes y proteinas involucrados en tareas de reparacion tisular y
reconstruccion 4° 47, Los macrofagos regulatorios (M2b) y deactivados (M2c)
responden a estimulos como IL-10, glucocorticoides, prostaglandinas, células
apoptéticas o complejos inmunes.

Varios estudios in vivo sugieren que el estado de activacion de una poblacion
de macréfagos puede cambiar con el tiempo. No es claro si esta alteracion
fenotipica es el resultado de la desdiferenciacion de los macréfagos originales hacia
al estado de reposo o de la migracién de una nueva poblacién de macréfagos en el
sitio del tejido, donde reemplazan a las células originales. Independientemente del
mecanismo, hay casos en que los macrofagos cambian de un fenotipo funcional a

otro en respuesta a las sefales ambientales. Este cambio fenotipico se asocia con
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diversas patologias, tal es el caso de obesidad, aterosclerosis y cancer, entre otras
47 48_

Si bien la microglia es un macroéfago residente de tejido en el SNC, presenta
funciones adicionales y algunas caracteristicas que la distinguen de los macréfagos
periféricos, influenciadas principalmente por el microambiente tisular, por lo cual
probablemente los mecanismos y perfiles de activacién en esta poblacion puedan
diferir de los identificados para los macréfagos periféricos. Existen publicaciones
relacionadas a estos perfiles de activacién en CM, la mayoria de los trabajos son in
vitro y los autores concuerdan en que la activacién de la microglia es un proceso
especifico dado por la amplia gama de patrones de respuesta y la gran maleabilidad
de su fenotipo, que dan como resultado una gran capacidad de estas células para
responder de una manera muy gradual a los cambios en su entorno 4 4° . Por esta
razon se prefiriere la denominacién de CM activadas de forma similar a M1 o similar
a M2.

Debido a la gran plasticidad de la microglia para activarse ante estimulos
distintos, como patdégenos, sefales de dafio o citocinas, resultaria importante
profundizar el conocimiento sobre como la activacion por estos estimulos afecta
sus funciones inmunes, neuroprotectivas y de mantenimiento de integridad
sinaptica.

Ademas, un numero creciente de estudios confirman las contribuciones
diferenciales de macrofagos y CM a la reparacion del SNC %0 51, Por lo que la
profundizacion del estudio y la identificacion de las sefiales extracelulares que
disparan cambios fenotipicos y los interruptores moleculares que controlan los
cambios en la polarizacion de activacion de ambos linajes seria muy importante y

podria dar lugar a nuevas estrategias terapéuticas.
RESPUESTA NEUROINFLAMATORIA

Se considera que la neuroinflamacién es un mecanismo homeostatico
temprano y generalmente ventajoso ante cambios ocurridos en el SNC. Esta
respuesta aisla el tejido cerebral dafado del area libre de injuria, en este sitio las
células que fueron afectadas son destruidas y se repara la matriz extracelular. Sin
embargo, si la respuesta neuroinflamatoria es persistente en el tiempo o0 es

desmedida puede tornarse perjudicial para el tejido °2.
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Todas las células del SNC pueden estar involucradas en este proceso, sin
embargo, es ampliamente reconocido que las CM cumplen un rol clave en el
desarrollo de inflamacién. La microglia es capaz de activarse frente a diversos
estimulos que pueden ser reconocidos por una variedad amplia de receptores
presentes en su membrana celular que participan en la respuesta inmune innata.
De este modo, cuando las CM contactan con estimulos presentes en su entorno,
tales como PAMPs, DAMPs o citocinas, se activan e inducen un fendmeno
denominado microgliosis reactiva que genera una respuesta inflamatoria
caracterizada por la adquisicion de una morfologia ameboide con capacidad
fagocitica y un aumento en la expresion de citocinas pro-inflamatorias tales como
IL-18, TNFa e IL-6, asi como ON y aniones superdxido, o la activacién de
mecanismos de reparacion tisular %3. Esta respuesta es frecuentemente auto-
limitada, ya que cuando se resuelve la infeccion o se repara el tejido danado, las
CM pueden revertir su estado activado. Sin embargo, si el estimulo que genero la
respuesta inflamatoria persiste, ya sea por la presencia de factores endégenos o
exogenos, o por una falla en los mecanismos normales de resoluciéon causada por
la inflamacion sostenida, esta respuesta puede ser neurotdxica y resultar en la
amplificacion del estado patolégico subyacente. Generalmente, durante esta
activacion las CM adoptan una morfologia ameboide similar a la de los macréfagos
periféricos y no son capaces de revertir su estado activado % 7.

A su vez, en ciertos tipos de dafios del SNC se observan disturbios a nivel
de las barreras, con la pérdida de sus funciones restrictivas, facilitando el
reclutamiento leucocitario a través del aumento en la expresion de selectinas e
integrinas, junto con quimiocinas y aumento en la liberacion de mediadores pro-
inflamatorios por parte de las CEs. Las células inmunes reclutadas pueden tener
diferentes roles en condiciones patoldgicas, contribuyendo al desarrollo de la
respuesta neuroinflamatoria o promoviendo la reparacion del tejido 2'.

Junto con los leucocitos reclutados, las CM participan en respuestas del SNC

contra infecciones, dafos isquémicos, injuria y neurodegeneracion.
INFLAMACION SISTEMICA

La inflamacién es una respuesta rapida generada por el organismo

hospedador frente a reacciones autoinmunes, dafo tisular y a diversos
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microorganismos patégenos. En el tejido periférico, los signos clasicos de
inflamacion son: enrojecimiento, hinchazon, calor, dolor y pérdida de las funciones.
Los eventos claves que generan inflamacién incluyen migraciéon e invasion de
leucocitos (neutrofilos, linfocitos y macrofagos) y liberacién de mediadores solubles,
tales como, quininas, prostaglandinas, citocinas y quimiocinas. Varios de estos
mediadores producidos en el sitio de inflamacién generan efectos locales y
sistémicos, por lo tanto son claves para la intervencion terapéutica en muchas
enfermedades % 7.

Una respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) es una respuesta inmune
periférica generalizada que conduce a la disfuncién de 6rganos y puede, en algunos
casos ocasionar la muerte. SIRS es un concepto amplio, debido a que esta
implicado en numerosas enfermedades ya sean infecciones inducidas por

microorganismos o inflamaciones asépticas 7.
Comunicacion entre el sistema inmune y el SNC

Aunque los estudios de fenotipo y funcion de CM se han centrado
principalmente en el rol que desempefian estas células en el SNC y sus
interacciones locales, se cree que las CM juegan un papel muy importante en la
comunicacion entre el sistema inmune periférico y el cerebro. Existen numerosos
mediadores inflamatorios sistémicos que podrian repercutir en las células inmunes
innatas del SNC. A su vez, la regulacion del fenotipo microglial dado por el
microambiente parece ser muy importante para mantener la fisiologia inmune 6.

Se ha propuesto que la respuesta sistémica que surge como consecuencia
de una lesion o enfermedad conduciria a la activacion de las CM, que a su vez,
darian sefales a las neuronas para inducir cambios metabdlicos, de adaptacion y
de comportamiento. Estos cambios tienen el objetivo de conservar la energia,
proteger al organismo para superar la infeccién y promover su recuperacion °’.

Durante una infeccion sistémica se generan respuestas fisiopatoldgicas y
estados en el paciente que incluyen fiebre, malestar, letargo, anorexia y en casos
severos depresion y ansiedad %8. En consecuencia, se manifiestan cambios en su
comportamiento que comunmente se denominan “conductas asociadas a la
enfermedad”. Estos cambios se desarrollan con el objetivo de protegernos de la

infeccion, mantener la homeostasis y no causa ningun dafo a las neuronas.
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Sin embargo, en los animales y en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas cronicas, esclerosis multiple (EM), apoplejia e incluso durante
el envejecimiento normal, la inflamacion sistémica en vez de generar una respuesta
homeostatica protectiva, conduce a respuestas inflamatorias en el cerebro y una
exageracion de los sintomas clinicos %" %°. En estos casos se propone que las CM
se hallan “pre activadas” y cambian su fenotipo para producir moléculas
neurotdxicas cuando responden a sefales inflamatorias sistémicas. Por estas
razones, ademas de la viculacion de la inflamacién sistémica con el desarrollo de
una respuesta neuroinflamatoria, esta empezando a ser reconocida su contribucién
en la progresion de las enfermedades neurodegenerativas cronicas 7 49,

Las rutas a través de las cuales la inflamacion sistémica se comunica con el
cerebro no han sido definidas detalladamente, pero se considera que incluyen la
respuesta hacia mediadores inflamatorios de las fibras aferentes del nervio vago o
de los macrofagos presentes en areas CVOs (regiones del SNC que carecen de
una BHE tipica). Otra ruta posible de comunicacién implica la sefializacion de
mediadores presentes en la sangre a las CE cerebrales, que activan a los
macrofagos perivasculares y que a su vez se comunican con la microglia 6.

Una gran variedad de modelos experimentales se han desarrollado para
investigar la comunicacion entre el sistema inmune periférico y el SNC. Sin
embargo, LPS es el estimulo mas utilizado para imitar la inflamacién sistémica
debido a su respuesta robusta. Se ha demostrado que una unica inyeccion i.p de
LPS induce activacion microglial, pérdida de barrera y reclutamiento leucocitario.
También se utilizaron inyecciones con enterotoxina B de staphylococus aureus o
con la bacteria Escherichia coli y ademas se investigd como inflamaciones
periféricas cronicas pueden afectar al SNC a través de inyecciones multiples con
LPS 69,

Si bien la mayoria de los modelos experimentales estan asociados a
infecciones bacterianas o virales agudas o estimulos periféricos con LPS, estudios
recientes muestran evidencias indirectas de que la inflamacion sistémica podria
afectar al SNC durante las enfermedades inflamatorias asépticas, como artritis
reumatoidea, enfermedad inflamatoria del intestino, psoriasis y trastornos
metabdlicos como diabetes, obesidad, etc 8. A nuestro entender, no se han

realizado hasta el momento estudios que evaluen directamente el impacto de la
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tormenta sistémica de citocinas tipo | generada en condiciones libres de

microorganismo, sobre la respuesta neuroinflamatoria en el SNC.

Rol de la inflamacién sistémica sobre la neurodegeneraciéon

Se denomina neurodegeneracion a la pérdida de estructura, funciéon o
muerte neuronal y es la principal causa de disfuncion motora y cognitiva.

Se consideran enfermedades neurodegenerativas (EN) a aquellas
patologias que afectan primariamente a neuronas y que cursan con pérdida
progresiva de éstas. La etiologia de las EN incluyen eventos genéticos,
epigenéticos y ambientales. Algunos de los mecanismos patogénicos reconocidos
en las EN son: estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, acumulacion y agregacion
de proteinas, alteracién en la homeostasis de metales e inflamacion, entre otras.

Algunas de las EN que afectan a la sociedad dada a su alta y creciente
prevalencia son: la enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP),
la demencia frontotemporal, la esclerosis lateral amiotréfica y las enfermedades por
priones, entre otras 56,

A pesar de no considerarse EN, eventos de degeneracion neuronal también
se observan en infecciones neurotropicas, traumas cerebrales y lesiones de la
médula espinal, apoplejias, trastornos neoplasicos, EM, asi como los trastornos
neuropsiquiatricos y genéticos. Un enlace comun entre estas enfermedades es la
activacion cronica de la respuesta inmune innata incluyendo aquellas mediadas por
las CM y los macrofagos residentes del SNC. Tal activacion puede desencadenar
vias neurotoxicas que conducen a la degeneracion progresiva. Sin embargo, las
CM también son cruciales para el control de procesos inflamatorios, la reparacién
y regeneracion. La respuesta inmune adaptativa que esta implicada en
enfermedades neurodegenerativas no solo contribuyen a dafios en los tejidos, sino
que también desempefa un papel importante en la resolucion de la inflamacién y
la mediacién de la neuroproteccion y reparacién. La conciencia creciente de que el
sistema inmune esta implicado tanto en la mediacién de dafos, asi como en la
regeneracion y reparacion en los trastornos neurodegenerativos, ha llevado al
desarrollo de nuevos enfoques para modular el sistema inmune 6.

Recientemente se sumaron dos factores predisponentes de

neurodegeneracion. Estos son el envejecimiento y la exposicion a factores
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ambientales externos e internos, tales como infecciones sistémicas o
enfermedades inflamatorias sistémicas respectivamente.

El envejeciemiento es el factor de riesgo mas importante para las formas
esporadicas de estas enfermedades, y la prolongacion en la expectativa de vida de
la poblacién deja claro que la prevalencia de estas enfermedades aumenta cada
vez mas %°. El envejecimiento se caracteriza por una disminucion en la funcién del
sistema inmunitario adaptativo, dando como resultado un estado pro-inflamatorio
cronico de bajo grado. Este aumento del medio ambiente pro-inflamatorio en los
tejidos periférico puede repercutir en el cerebro por la activacion de las CEs, asi
como en las células inmunes innatas en el SNC. En el cerebro envejecido, las CM
presentan un cambio en el repertorio antigénico de su superficie celular, asociado
con un fenotipo de microglia pre-activada %. Luego de una inyeccion sistémica con
LPS, los ratones adultos presentan conductas asociadas a la enfermedad, sintesis
de citocinas IL-1 e IL-10 y expresiéon de TLR2, CMH Il exagerados comparados con
ratones mas jovenes %2. Sumado a esto, la acumulacion de mutaciones y dafios en
el ADN se evidencian con el envejecimiento.

A lo largo de la vida, los episodios de inflamacidon sistémica pueden
precipitar asi como exacerbar la neurodegeneracion en curso, influir sobre la
microglia y aumentar su reactividad. Este mecanismo de exposicion a multiples
estimulos nocivos haria mas susceptible a las CM a la activacion #° tornandose
perjudiciales para el individuo ®. La evidencia de esto proviene de estudios en
modelos experimentales en los que principalmente infecciones periféricas se
asocian con la exacerbacion de la EA experimental, EM, EP, enfermedad pridnica
y accidente cerebrovascular ¢'. Las infecciones sistémica de bajo nivel se asocian
también con una presentacion anticipada de los sintomas clinicos, por ejemplo
estan asociados con un deterioro cognitivo mas rapido en pacientes con EA 4.

Estas observaciones implicarian que, con el envejecimiento de la poblacion
el numero de personas con trastornos del SNC aumenta, entonces las infecciones
sistémicas y la inflamacién se convertiran en factores de riesgo significativos para

el inicio de EN o su progresion 7.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Debido a que el cerebro es un érgano vital y presenta una baja capacidad
regenerativa, el rol del sistema inmune es considerado critico para controlar el dafio
tisular generado por infecciones, injurias e inflamacién cronica. En este contexto,
las CM tienen una funcion de suma importancia en la respuesta inmune innata y en
la iniciacion de una respuesta inmune adaptativa.

Las citocinas contribuyen a la activacion de dichas células. En este sentido,
en trabajos previos de nuestro grupo de investigacién se demostré que CM murinas
activadas por TNFa, incrementan los niveles del receptor quimiotactico mFPR2 5
66 Este receptor reconoce AR42 (agente patogénico clave en la EA). Este aumento
de expresion de mMFPR2 podria amplificar la respuesta inflamatoria, con
consecuencias negativas en la EA. En nuestro laboratorio se demostré que IL-4 fue
capaz de inhibir la expresion de mFPR2 inducida por LPS o TNFa y por lo tanto la
respuesta microglial hacia AB42 67 %8, Por otro lado, existen numerosos reportes
que asocian el desarrollo de inflamacion sistémica con neuroinflamacion y con la
progresion de enfermedades neurodegenerativas 6% 6% 70 Recientemente, hemos
demostrado que la administracion intraperitoneal (i.p) de LPS induce
neuroinflamacién con reclutamiento de leucocitos de origen mieloide al cerebro,
ademas, IL-4 participa en el control de la neuroinflamacién inducida por este
ligando.

Debido a la fuerte vinculacion del sistema inmune periférico con el SNC y a
la gran plasticidad de las CM para activarse ante diversos estimulos, resulta
interesante profundizar el conocimiento sobre los efectos de las citocinas sobre la
activacion de CM. En este contexto y basandonos en resultados de nuestro grupo
de trabajo surgieron distintas incégnitas. ;Puede el ambiente de citocinas pro-
inflamatorio influir en la capacidad de la microglia de secretar citocinas y factores
neurotroficos y/o neuroprotectivos? ;Puede el ambiente de citocinas regular la
migracion de leucocitos en el SNC y la respuesta neuroinflamatoria?

En ese sentido los cambios en la activacion de las CM afectarian la secrecion
de citocinas, la liberacién de factores neurotroéficos y la capacidad endocitica, lo que
repercutiria en la degradacion de las moléculas endocitadas tales como proteinas
agregadas. Ademas, se especula que estos cambios inducidos por citocinas
podrian modular el reclutamiento leucocitario al SNC, lo que a su vez impactaria en

la regulacion de la respuesta inflamatoria. Obtener esta informacién ayudaria en la
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selecciéon de las condiciones Optimas de inmunizacién que no generen efectos
adversos, y a su vez favorezcan una accién terapéutica eficiente modulando la
respuesta neuroinflamatoria.

En base a los antecedentes descriptos y a las incognitas planteadas, se
desarroll6 la siguiente hipotesis: El perfil pro-inflamatorio sistémico inducido por la
respuesta inmune modula la activacién de las CM, la capacidad migratoria de
leucocitos al SNC y en consecuencia la respuesta neuroinflamatoria.

Si bien la mayoria de los modelos experimentales que estudiaron el efecto
de la inflamacion sistémica sobre el SNC utilizan moléculas derivadas de
microorganismos asociados a infecciones, estudios recientes sugieren que este tipo
de comunicacién también se observaria durante las enfermedades inflamatorias
asépticas. Por lo tanto, surge la necesidad de utilizar un modelo experimental que
se caracterice por generar un aumento sistémico y sostenido de citocinas pro-
inflamatorias, en ausencia de endotoxina. En este contexto se plantearon los

siguientes objetivos.

Objetivo general: Desarrollar un modelo experimental que permita estudiar los
efectos que ejercen las citocinas pro-inflamatorias sobre la activacion de
CM/fagocitos y la capacidad migratoria de leucocitos en el SNC, en ausencia de

endotoxina.

Para alcanzar el objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

l. Evaluar in vitro el efecto de las citocinas pro-inflamatorias sobre la produccién

de citocinas y de factores neurotroficos en CM.

Il. Determinar in vivo el impacto de la liberacion sistémica de citocinas pro-
inflamatorias sobre la migracion de leucocitos al SNC y la respuesta

neuroinflamatoria.

II. Evaluar la participacion de TNFa o IFNy en la induccion de la respuesta
neuroinflamatoria luego de la liberacion sistémica de citocinas pro-

inflamatorias.
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EL EFECTO DE LAS CITOCINAS SOBRE LA ACTIVACION MICROGLIAL

Las CM representan aproximadamente 10 a 15% del numero total de células
del SNC y desempeian un rol inmune clave. Esta poblacion se encuentra en estado
de reposo cumpliendo funciones de vigilancia y es capaz de activarse rapidamente
cuando contacta con senales enddégenas o exogenas (patdogenos). Una vez
activadas, las CM dirigen la respuesta inflamatoria con fines de reparacion y
restauracion del parénquima cerebral. Sin embargo, si esta activacion es
persistente puede ser perjudicial para el tejido.

El Lipopolisacarido bacteriano (LPS), o las citocinas inflamatorias TNFa e
IFNy inducen “activacion clasica” de macrofagos periféricos, asociada a defensa
tisular. Por otro lado, las citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-13 son capaces de
inducir “activacion alternativa” de macrofagos, caracterizada por la induccion de
genes y proteinas involucrados en tareas de reparacion tisular y reconstruccion. A
pesar de que las CM tienen un origen mieloide, esto no garantiza que cumplan las
funciones tipicas de los fagocitos del resto del organismo, ya que su capacidad de
respuesta esta controlada en el SNC por las caracteristicas y funciones del érgano.

En trabajos previos de nuestro grupo colaborador se habia demostrado que
CM murinas activadas por LPS o TNFa, incrementan los niveles del receptor
quimiotactico mFPR2 %5 66 En nuestro laboratorio se demostré que IL-4 fue capaz
de inhibir la expresiéon de mFPR2 inducida por LPS o TNFa y por lo tanto la
respuesta Microglial 67> 68, Debido a la gran plasticidad de las CM para activarse
ante diversos estimulos, consideramos relevante profundizar el conocimiento sobre
los efectos de las citocinas inflamatorias sobre la secrecidon de citocinas, la
liberacion de factores neurotréficos y la expresion del receptor de fractalquina
(CX3CR1).

Para llevar a cabo los experimentos de esta seccién, se utilizd6 una linea
celular de microglia murina inmortalizada denominada BV2 7. Las células fueron
estimuladas con las citocinas tipo | TNFa e IFNy y con la citocina tipo Il IL-4 como

control de activacion alternativa.
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Evaluacion in vitro de la modulacién de la produccion de citocinas

En una primera etapa, se determind la presencia de alteraciones
morfolégicas en CM luego de la estimulacién con IFNy o con IL-4. Cuando las CM
fueron observadas mediante microscopia O6ptica, se detectd que aquellas
estimuladas con IFNy presentaron un tamafo mayor y un aspecto elongado
comparadas con las células control cuyo aspecto era mas pequefo y redondeado.
En cambio, no se registraron diferencias morfoldgicas entre las CM control y las
estimuladas con IL-4 (Figura 5A). Se obtuvieron resultados similares cuando las
células fueron analizadas teniendo en cuenta su tamafo y complejidad
citoplasmatica mediante citometria de flujo a distintos tiempos luego de la
estimulacion (Figura 5B).
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Figura 5. IFNy induce cambios morfolégicos en las CM

Células BV2 fueron estimuladas con IL-4 (20ng/ml), IFNy (20ng/ml) o no estimuladas (Basal) (A)
Fotografias representativas de cultivos estimulados durante 24 horas (B) Dot plots representativos
que muestran a las CM distribuidas segun tamafio y complejidad citoplasmatica, luego de 24, 48 y
72 horas de estimulacion (izquierda) cuantificacion del tamafio celular (derecha). ***
estadisticamente significativo (p<0,001).
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En los sobrenadantes obtenidos de estos cultivos, se determino la cinética
de produccion de TNFa e IL-10 por ELISA luego de determinados tiempos de
estimulacion. Se observo que las células tratadas con IFNy aumentaron los niveles
de TNFa e IL-10, mientras que IL-4 no alteré la secrecion de TNFa. Sin embargo IL-
4, a las 12 y 24hs de estimulacién, indujo un leve aumento en la secrecién de la
citocina anti-inflamatoria IL-10, molécula importante en la resolucién de la
inflamacion. La estimulacién con LPS fue utilizada como control positivo de
produccion de ambas citocinas (Figura 6 A).

Por otro lado, se evalud si los estimulos con IL-4 o IL-13, citocinas anti-
inflamatorias con funciones similares, eran capaces de modular el aumento en la
produccion de citocinas inducido por moléculas pro-inflamatorias. Encontramos que
tanto IL-4 como IL-13 fueron capaces de atenuar el aumento en la producciéon de
TNFa, cuando las CM estaban estimuladas con IFNy. Sin embargo, las citocinas no

fueron capaces de modificar los niveles de IL-10 (Figura 6 B).
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Figura 6. IFNy e IL-4 afectan de manera diferencial la produccién de citocinas en CM

(A) Células BV2 fueron estimuladas con IL-4 (20ng/ml), IFNy (20ng/ml) o LPS (500ng/ml) durante
12, 24 y 48 horas. (B) CM fueron incubadas con IL-4 (20ng/ml) o IL-13 (20ng/ml) por 30 minutos
previos a la estimulacion con IFNy (20ng/ml) durante 48hs. Luego de la incubacién, se recogieron
los sobrenadantes y se determinaron los niveles de TNFa e IL-10 por ELISA. Los resultados son
expresados en pg/ml basados en una curva estandar. *** estadisticamente significativo (p<0,001),

** (p<0,01), * (p<0,05), ns: no significativo. Basal: células sin estimulo.
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Modulacién de la produccion de factores neurotréficos

El Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) es considerado un factor
neurotroéfico, ya que participa en la regulacion del crecimiento y en la diferenciacion
tisular en varios érganos, incluyendo el cerebro. Es sintetizado por células
hepaticas y liberado al torrente sanguineo o en es producido localmente en el
cerebro por todas las células. En el SNC, IGF-1 es asociado a funciones
neuroprotectivas y es uno de los factores neurotréficos mas importantes
involucrados en la sobrevida, proliferacién y diferenciacion de neuronas 72.

Con objeto de estudiar la capacidad de las citocinas pro-inflamatorias para
regular la produccion de factores neurotréficos en CM, se evalué mediante PCR en
tiempo real la cinética de expresion génica de IGF-1 en cultivos celulares de BV2
estimulados con IL-4, IFNy o TNFa. Luego de la extraccion de ARN y del
procesamiento de las muestras, se observé que la estimulacién con IL-4 provoca
un incremento en la expresion génica de IGF-1 desde las 6hs manteniéndose hasta
las 48hs (Figura 7A). Este efecto fue dosis dependiente, observandose un aumento
en la expresion del ARNm de IGF-1 a partir de 10 ng/ml (Figura 7B). Por otro lado,
la estimulacién con IFNy disminuyé la expresion génica de IGF-1 de manera
dependiente del tiempo y de su concentracion (Figura 7A y C). No se observaron

alteraciones en la expresion del ARNm de IGF-1 en las CM estimuladas con TNFa.
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Figura 7. IFNy e IL-4 regulan de manera diferencial la expresion génica de IGF-1.

(A) Expresion relativa del ARNm de IGF-1, determinado mediante PCR en tiempo real en células
BV2 estimuladas con IL-4 (20ng/ml), IFNy (50ng/ml), TNFa (100ng/ml) durante 6,12, 24 y 48 horas.
(B) Curva de dosis respuesta de niveles de expresion relativa del ARNm de IGF-1 en células BV2
estimuladas con diversas concentraciones de IL-4 durante 24 horas. (C) Curva de dosis respuesta
de niveles de expresion relativa de IGF-1 en células BV2 estimuladas con diversas concentraciones
IFNy durante 24 horas. *** (p<0,001), ** (p<0,01), * (p<0,05), ns: no significativo. Basal: células sin

estimulo.

También, se evaluaron los niveles proteicos de IGF-1 mediante ELISA. Para
ello, se recogieron los sobrenadantes de cultivo de las células BV2 estimuladas
con IL-4 o IFNy durante 6 a 72 hs. Se detectd el aumento de la concentracion de
IGF-1 a las 24 y 48 hs cuando las CM fueron activadas con IL-4 y una disminucién

a partir de las 48 hs cuando fueron estimuladas con IFNy (Figura 8).
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Figura 8. IFNy e IL-4 regulan de manera diferencial los niveles secretados de IGF-1.

Niveles proteicos de IGF-1 fueron cuantificados por ELISA en sobrenadantes de células BV2
estimuladas durante 6, 12, 24, 48 y 72 horas con IL-4 (20ng/ml), IFNy (50ng/ml). Los resultados se
expresan en pg/ml. *** (p<0,001), ** (p<0,01), * (p<0,05), Basal: células sin estimulo.
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Ademas, evaluamos si IFNy era capaz de modular el aumento en la
expresion del ARNm de IGF-1 inducido por IL-4. Cuando las células fueron
estimuladas simultdneamente, se observd que IFNy fue capaz de atenuar el
aumento del ARNm de IGF-1. Mas aun, la estimulacién con IFNy 24 hs previas al

tratamiento con IL-4 redujo la expresion del ARNm de IGF-1 (Figura 9).
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Figura 9. IFNy atenta el aumento de ARNm de IGF-1 en CM estimuladas con IL-4.
Niveles de transcripto IGF-1 fueron determinados mediante PCR en tiempo real en células BV2
estimuladas con IL-4 (20ng/ml), IFNy (50ng/ml), o ambas citocinas. *** (p<0,001), ** (p<0,01), ns: no

significativo. Basal: células sin estimulo.

Regulacion de la expresion del receptor quimiotactico CX3CR1

El receptor quimiotactico CX3CR1 es importante en la regulacién de la
activacion de las CM y la neuroinflamacion. Este tiene afinidad por un unico ligando
endogeno especifico llamado CX3CL1 o fractalquina. Esta quimiocina se expresa
como una proteina transmembrana, que puede ser secretada luego del clivaje por
proteasas. Cuando esto ocurre adquiere propiedades quimiotacticas, mientras que
en su forma transmembrana interviene mediando la adhesién celular.

En cerebro, CX3CL1 se expresa solamente en neuronas, y su receptor
CX3CR1 en la superficie microglial. En casos de ausencia de la interaccién ligando-
receptor, que ocurre cuando hay dafio o muerte neuronal, la microglia se transforma
en hiperactiva empeorando la neurodegeneracion y falla neuroldgica 4. Ademas, la
acumulacion en los sitios de lesion cerebral de otros tipos de células que expresan
CX3CR1, como cél NK, monocitos, CD vy linfocitos T 73, indicaria que CX3CL1
también podria desempefar un papel importante en controlar la invasién de

leucocitos periféricos en el cerebro.
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Mediante PCR en tiempo real se evalud si la expresion del transcripto de
CX3CR1 variaba en las CM activadas por citocinas pro o anti-inflamatorias.
Interesantemente se observé que ambos estimulos disminuyen la expresion del
receptor. IFNy provocd una disminucion sostenida desde las 6 hasta las 48hs de
estimulo, mientras que IL-4 indujo la disminuciéon de la expresion del gen de
CX3CR1 a partir de las 12hs. Finalmente, ni TNFa ni CX3CL1 modifican los niveles
ARNm de CX3CR1 hasta las 24 horas post-estimulacion, observandose una

atenuacion parcial de los niveles recién a las 48hs (Figura 10).
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Figura 10. IFNy e IL-4 disminuyen los niveles del transcripto CX3CR1.

Los niveles de expresion relativa de CX3CR1 fueron determinados mediante PCR en tiempo real en
células BV2 estimuladas con IL-4 (20ng/ml), IFNy (50ng/ml), TNFa (100ng/ml) o CX3CL1 (100ng/ml)
durante 6, 12, 24 y 48 horas. Los niveles de CX3CR1 fueron normalizados con HPRT-1y expresados
de acuerdo con el método 2-24CT ytilizando como calibrador el nivel de expresion basal a cada tiempo
de estimulacion. *** (p<0,001), ** (p<0,01), * (p<0,05), ns: no significativo. Basal: células sin

estimulo.
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CONCLUSIONES |

En esta seccion de resultados, mediante el empleo de la linea celular

microglial BV2, se determiné que:

- La estimulacién con IFNy, pero no la estimulacién con IL-4, inducen cambios
morfolégicos asociados con activacion celular.

- IL-4 e IFNy modulan de manera diferencial la produccion de IL-10 y TNFa en las
células microgliales.

- IL-4 aumenta los niveles del factor neurotréfico IGF-1 en CM, en cambio, IFNy
los disminuye.

- Tanto IL-4 como IFNy disminuyen la expresién del receptor quimiotactico
CX3CRH1.

En conjunto los datos sugieren que el perfil de citocinas, determinado por el
tipo de respuesta inmune, modularia a las CM de manera diferencial en la
produccion de citocinas y de factores neuroprotectivos, como el factor neurotréfico
IGF-1.
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RESULTADOS I

EL ROL DE LA INFLAMACION SISTEMICA EN LA RESPUESTA
NEUROINFLAMATORIA

Tal como fue mencionado en la introduccion de esta tesis, existen
numerosos reportes que asocian el desarrollo de inflamacién sistémica con
neuroinflamacién y con la progresion de enfermedades neurodegenerativas.

Una gran variedad de modelos experimentales principalmente asociados a
infecciones bacterianas o virales se han desarrollado para investigar la
comunicacion entre el sistema inmune periférico y el SNC. Sin embargo, LPS es el
estimulo mas utilizado para imitar la inflamacién sistémica dado a su respuesta
robusta.

En trabajos previos de nuestro laboratorio, se utilizé el modelo experimental
adaptado de Cardona y col # para evaluar la respuesta neuroinmune in vivo. Este
modelo se caracteriza por inyecciones periféricas seriadas de LPS. En este trabajo
se concluyé que la administracion i.p de LPS generd una tormenta sistémica de
citocinas pro-inflamatorias, ademas, indujo neuroinflamacién y el reclutamiento de
leucocitos de origen mieloide al cerebro 4.

Teniendo en cuenta estos resultados y que estudios recientes sugieren que
este tipo de comunicacion también se observa durante inflamaciones asépticas, se
considerd relevante en este trabajo, evaluar si la liberacion sistémica de las
citocinas pro-inflamatorias, en ausencia de LPS, era capaz de generar también una

respuesta neuroinflamatoria.
Modelo experimental de inflamacion sistémica libre de endotoxina

La inyeccién hidrodinamica utiliza la fuerza hidrostatica generada por la
inyeccion endovenosa rapida, de un gran volumen en un corto periodo de tiempo.
De este modo, se logra superar la barrera fisica del endotelio y la membrana celular,
que previenen que compuestos grandes e impermeables entren a la célula
parenquimal. La inyeccion hidrodinamica puede facilitar la entrada de multiples
compuestos como polimeros, proteinas, ADN y ARN, entre otros 7°.

El modelo de inyeccidn hidrodinamica para la entrega de ADN, se establecio

cuando Liu y col. (1999) 7® y Zhang y col (1999) 77 demostraron la transfeccion de
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genes altamente eficiente en ratones mediante una inyeccion rapida, a través de la
vena de la cola, de soluciones de ADN en voliumenes equivalentes a 8-10% del
peso corporal del animal. Se ha demostrado que, entre los érganos internos
(corazon, pulmén, higado, rifones, bazo) que exhibieron niveles significativos de
expresion del transgén, el higado es el mas sensible a este procedimiento.
Aproximadamente el 40% de los hepatocitos se transfectan en la administracion de

dosis tan bajas como 10 pg de plasmido por ratén 7°.
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Anatémicamente, la inyeccion de solucién de ADN en la vena de la cola
induce una congestion cardiaca inmediata, provocando la acumulacién de la
solucion inyectada en la vena cava inferior y la elevacion de la presioén intravascular
en esta seccidn venosa. En consecuencia, la solucion de ADN es dirigida hacia el
higado a través de la vena hepatica, empujando la sangre existente en el higado,
hacia la vena porta, evitando asi la mezcla inmediata del ADN con las nucleasas
presentes en la sangre. La presion hidrodindmica generada expande los
sinusoides, principalmente los capilares hepaticos ya que son fenestrados, y
permeabiliza la membrana plasmatica de los hepatocitos generando poros
transitorios para permitir que el ADN entre en las células. En un corto periodo estos
poros se cierran, reteniendo el ADN dentro de la célula (Figura 11). Cuando se
normaliza la actividad cardiaca el cuerpo se adapta a la carga de volumen y con el

tiempo, se restablece la homeostasis 7881,
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Es importante destacar que este procedimiento es tolerado por los animales.
Tanto el analisis histolégico como el estudio bioquimico a través de analisis séricos,
no revelan dafio tisular. Sélo se observa un aumento transitorio de las enzimas
hepaticas que retorna al intervalo normal en 3 dias 76 0.

Previamente Rodriguez-Galan y col. habian reportado que la inyeccion
hidrodinamica de vectores de expresion (ADNc desnudo) que codifican para las
citocinas IL-12 e IL-18 inducia niveles sistémicos altos y persistentes de IL-12, IL-
18, TNFa e IFNy 82, Por lo tanto, se decidio utilizar este modelo in vivo para evaluar
si un aumento sostenido en los niveles sistémicos de citocinas tipo | es suficiente
para inducir la activacion de CM y el reclutamiento leucocitario a nivel central. Para
ello, en este trabajo ratones WT fueron inyectados hidrodinamicamente con
plasmidos que codifican para las citocinas IL-12 e IL-18 (12 + 18) o con plasmido
control (Control). Siete dias posteriores a la inyeccion endovenosa, los ratones de
ambos grupos se anestesiaron y perfundieron intracardiacamente con PBS. Los
bazos se extrajeron para su evaluacion macroscopica y los cerebros para realizar
citometria de flujo, microscopia confocal o para extraer ARN. Previamente, se
obtuvieron muestras de sangre en los distintos dias post-inyeccion para evaluar los
niveles de citocinas por ELISA (Figura 12).
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Figura 12: Modelo experimental de inflamacién sistémica.

Ratones WT fueron inyectados hidrodindmicamente con plasmidos que codifican para las citocinas
IL-12 e IL-18 (12 + 18) o plasmido control (Control). Luego de 7 dias, cada animal fue anestesiado
con ketamina/xilacina y se perfundieron intracardiacamente con 60 ml de PBS frio. Finalmente, los

cerebros se colectaron y procesaron para evaluar neuroinflamacion.
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IL-12 e IL-18 aumentan los niveles de citocinas circulantes

IL-12 es una citocina heterodimérica pro-inflamatoria que induce a las células
NK'y a las células T (tanto CD8 como NKT) a producir varias citocinas, como el
factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), TNFa. y es
particularmente eficaz en la induccién de la produccién de IFN-y. Ademas aumenta
la capacidad citotoxica de cél NK y Linfocitos T citotoxicos y favorece la
diferenciacion de linfocitos T colaboradores tipo 1 (Th1), vinculando la respuesta
inmune innata con la adaptativa. La importancia de IL-12 no sdlo radica en su alta
eficiencia para producir IFNy a bajas concentraciones, sino también en su sinergia
con otros estimulos de activacion, en este caso, con IL-18.

IL-18 es una citocina pro-inflamatoria, miembro de la familia de IL-1, es
producida por las mismas poblaciones de células y en condiciones de activacion
que se solapan con las de IL-12. En 1989, se describe por primera vez, como otro
factor que induce IFN-y (IGIF o IL-18), y que tal como IL-12 se requiere durante el
shock endotoxico para la produccion de IFNy 83,

IL-18, por si sola es incapaz de inducir IFNy y su actividad pro-inflamatoria
se relaciona con las de las citocinas que forman parte de la familia de IL-1, tales
como sintesis de 6xido nitrico (ON), la produccion de quimiocinas y el incremento
en la expresion de moléculas de adhesion. IL-18 sélo puede inducir IFNy si actua
sinérgicamente con IL-12 influyendo principalmente sobre la produccion de INFy en
las células NK. Un componente que explica la sinergia entre IL-12 e IL-18 es la
capacidad de IL-12 para regular positivamente la expresion de las dos cadenas del
receptor de IL-18. Y de la misma forma, la capacidad de IL-18 de aumentar la
expresion de una de las cadenas del receptor de IL-12 (IL-12R B2) en células T *
83_

Para comenzar esta seccion de resultados, con el objetivo de corroborar que
el modelo experimental induce sistémicamente un aumento de citocinas, se
tomaron muestras de sangre de los ratones de ambos grupos, tanto control como
12 + 18, a los distintos dias post-tratamiento. Las concentraciones de citocinas pro-
inflamatorias (TNFa, IFNy, IL-1B) y anti-inflamatorias (IL-10) se determinaron en los
plasmas por ELISA.

Observamos que la inyeccion de 12 + 18 aumenté la producciéon de TNFa a

partir del dia 2 y los niveles se mantuvieron elevados hasta el dia del sacrificio. La
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produccion de IFNy se elevé a partir del primer dia manteniéndose hasta el dia 3 y
posteriormente comenz6 a disminuir, sin embargo, los niveles se mantuvieron
elevados hasta el dia 6 comparado con los ratones del grupo control. No se observo
produccion de IL-1p luego del tratamiento (dato no incluido). Con respecto a la
citocina anti-inflamatoria IL-10, se detectdé un incremento en la concentracion a
partir del dia 2 y luego los niveles comenzaron a disminuir (Figura 13). Estos

resultados concuerdan con los obtenidos por Rodriguez-Galan y col. y Barrios y col
82, 84
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Figura 13: El tratamiento con 12 + 18 aumenta los niveles de citocinas circulantes.

En los distintos dias post-inyeccion hidrodinamica se extrajeron muestras de sangre de ambos
grupos de animales. Los niveles plasmaticos de TNFa, IFN-y e IL-10 fueron determinaron por ELISA.
Los resultados se expresaron en pg/ml basados en una curva estandar. Los asteriscos (*) indican el
aumento estadisticamente significativo de la concentracion plasmatica de animales tratados con 12

+ 18 comparado con la concentracién plasmatica de animales controles * (p<0,05), ** (p<0,01),
(p<0,001).

Luego de 7 dias de la inyeccién hidrodinamica, la inspeccién macroscopica
de los érganos de estos animales reveld que los ratones C57BL/6 del grupo 12 +
18 presentaban esplenomegalia, este efecto no ocurrié en los ratones control. Por
lo que se adjudicé el aumento de tamarfo del érgano al aumento de la produccién

de IL-12 e IL-18 (Figura 14 A). La presencia de esplenomegalia en los ratones
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tratados fue utilizada en los sucesivos experimentos realizados en este trabajo de
tesis como un control de éxito de produccién de citocinas. Por otra parte, los ratones
no presentaron variaciones de peso comparados con el control en los distintos dias

post-inyeccion (Figura 14 B).
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Figura 14. El tratamiento con 12 + 18 induce esplenomegalia.

(A) Aumento relativo del peso de bazos de ratones C57BL/6 WT inyectados hidrodinamicamente
con plasmidos que codifican para las citocinas IL-12 e IL-18 con respecto al control a los 7 dias post
tratamiento (izquierda). Imagen del tamafio de los bazos (derecha) (B) Porcentaje de peso perdido

en los distintos dias post inyeccion ** (p<0,01).
Estudio de la expresion de ARNm de citocinas en tejido cerebral

Los niveles elevados de citocinas y quimiocinas en el SNC pueden ser
sostenidos mediante una produccion intrinseca o periférica. La activacion del
componente glial contribuye a la produccion intrinseca; sin embargo, también se ha
reportado que mediadores inflamatorios, como LPS, pueden actuar directamente
sobre las CEs cerebrales para inducir la liberacion de citocinas 5. Por otro lado, la
fuente de produccién extrinseca puede deberse a la disrupcion de la BHE que
posibilitaria el ingreso de citocinas desde la periferia o la sintesis por parte de las
células inmunes reclutadas al érgano.

Teniendo en cuenta esta informacion, se planteé como objetivo determinar
la expresion de ARNm de citocinas en muestras de cerebro, con el fin de obtener
un panorama global sobre la respuesta inducida por las citocinas pro-inflamatorias
sistémicas en el cerebro.

Los niveles de ARNm de las citocinas pro-inflamatorias TNFa e IFNy y del
receptor de quimiocinas CCR2 fueron evaluados luego de 7 dias de la inyeccién

hidrodinamica. Como control, también se determiné la expresion génica de estas
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citocinas y del receptor de quimiocina utilizando un modelo experimental de
inflamacion sistémica inducido por inyecciones i.p de LPS durante 4 dias. Mediante
PCR en tiempo real de muestras de cerebro, se observé que los niveles de los
transcriptos se incrementaron luego de la inyeccion hidrodinamica en el grupo 12 +
18. Como era de esperar, la expresion de estas citocinas también esta aumentada
en el modelo de endotoxemia. De manera notable, se observa que 12 + 18 es capaz
de inducir el aumento en la expresion del gen de IFNy de manera mas potente que

LPS (Figura 15).
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Figura 15. Aumento en la expresiéon génica de TNFa, IFNy y CCR2 en cerebro.

Luego de las inyecciones i.p seriadas con LPS, PBS o con la inyeccion endovenosa hidrodinamica
de 12 + 18 o Control, los animales se sacrificaron, se extrajo ARN total de cerebro y se evalud la
expresion de ARNm por PCR en tiempo real. Los graficos de barras indican el promedio de la
expresion relativa del ARNm de TNFa, IFNy y CCR2; calculado a partir del software de analisis
Applied Biosystems. Los * indican el aumento estadisticamente significativo de la expresién génica

en cerebros de animales tratados comparado con animales controles *** (p<0,001).

Identificacion y recuento de CM y de leucocitos reclutados al cerebro

En condiciones fisioldgicas, el recuento de leucocitos es reducido en el tejido
nervioso 0. En regiones especiales del cerebro, se localizan poblaciones de
macréfagos (espacio de Virchow-Robin, meninges y plexos coroideos) y CDs
(meninges y plexos coroideos), pero en el parénquima del SNC las CM se
encuentran como la Unica poblacién de células mieloides residentes 3* 8. Sin
embargo en condiciones inflamatorias, el recuento celular puede variar, ya que el
SNC genera una respuesta inmune mediada principalmente por CM %3, Ademas, en
determinadas condiciones se puede inducir el reclutamiento de otras poblaciones
leucocitarias periféricas, que contribuirian a inducir la activaciéon persistente de las

CM y al dafo tisular.
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Teniendo en cuenta estos datos, se considerd relevante estudiar si las
citocinas pro-inflamatorias sistémicas, ademas de inducir un aumento en la
expresion génica de citocinas inflamatorias en cerebro, podrian modificar el nUmero
de CM presentes en el parénquima o el numero de leucocitos que son reclutados
desde la periferia.

Es importante destacar que en nuestros experimentos los animales fueron
perfundidos intracardiacamente con una solucion salina estéril, a fin de minimizar
el error por exceso en el recuento celular, producto de células inmunes de la
circulacion presentes en los vasos sanguineos cerebrales.

Luego de la disgregacién mecanica y enzimatica del cerebro y de la
purificacion de células totales con percoll, se realizd la tincidbn con anticuerpos
monoclonales que reconocen especificamente antigenos de membrana y la
suspension celular fue analizada a través de citometria de flujo.

La estrategia de marcacion utilizada para lograr identificar a las CM
residentes se basoé en que, tal como se habia mencionado anteriormente, las CM
son las Unicas células que forman parte del parénquima del SNC y tienen un origen
mieloide, por lo tanto esta poblacién es positiva para el marcador CD11b. Ademas,
las CM presentan una expresion baja del antigeno leucocitario comun CD45
(CD45low) 87 8, Por lo tanto, la combinacion de ambos marcadores nos permitié
identificarla. Mientras que las células inmunes reclutadas (leucocitos periféricos) se
caracterizan por presentar una alta expresion de CD45 (CD45high).

En los graficos (dot plots) representativos puede visualizarse la distribucion
celular segun la expresion de CD45 y CD11b luego del tratamiento (Figura 16 A).
Claramente, pudo observarse un aumento en la poblacién CD45high en el grupo
de animales inyectados con 12 + 18.

Posteriormente, se determiné el nimero absoluto y la frecuencia de CM y
leucocitos a los 7 dias post-inyeccién, detectando que la inyeccion del ADNc de IL-
12 + IL-18 no modificé el nimero ni el porcentaje de células microgliales (CD11b+
CD45low). Sin embargo, se observé un incremento marcado en el numero absoluto

y en la frecuencia de células con una expresion alta de CD45 (Figura 16 B).
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Figura 16. Aumento del reclutamiento leucocitario en animales tratados con 12 + 18.

Luego de 7 dias post inyeccion hidrodinamica con 12 + 18 o Control, las células totales de cerebro
se obtuvieron por disgregacion mecanica, digestion enzimatica y posterior purificacion con percoll.
Las células se tifieron con Ac anti-CD11b y anti-CD45 y se analizaron por citometria de flujo. (A)
Gréficos de puntos “Dot Plots” representativos de la tincion con Ac anti-CD11b y anti-CD45,
especificando la estrategia de identificacion de CM y leucocitos periféricos (B) Los graficos
representan el numero absoluto y porcentaje de células microgliales (CD11b* CD45low) y leucocitos
periféricos (CD11b* CD45high). Los resultados se expresan como el valor promedio + SEM, siendo

*%

representativo de tres experimentos independientes. *** (p<0,001), ** (p<0,01), ns: no significativo.
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Dado que se detectdé un aumento de células inmunes reclutadas, el analisis
fue profundizado para conocer que poblaciones llegan al cerebro luego del
tratamiento. Para ello, la suspension celular se analizé por citometria, incorporando
en la marcacibn mAc que caracterizan inmunofenotipicamente a las distintas
poblaciones leucocitarias, entre ellas: monocitos, neutréfilos, CDs, linfocitos B,
Linfocitos T CD4 y CD8.

Se observé que la co-expresion de IL-12 e IL-18 indujo el reclutamiento de
leucocitos periféricos (CD45high) de origen mieloide (CD45high CD11b+) y linfoide
(CD45high CD11b-) al cerebro. Dentro de la poblacion mieloide, la poblacion
mayoritaria detectada fue de monocitos. En la poblacion linfoide se evaluaron las
poblaciones de linfocitos B y linfocitos T, tanto CD4 como CD8. La poblacién
mayoritaria de leucocitos reclutados de origen linfoide correspondié a linfocitos T
CD8 y CD4 (Figura 17 A). En la figura 17 B se puede observar la distribuciéon
porcentual de las poblaciones celulares en el cerebro total. Observandose un
aumento en los porcentajes de células reclutadas, principalmente de monocitos y

linfocitos T CD8 luego del tratamiento 12 + 18.
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Figura 17. Identificacién de poblaciones celulares reclutadas al cerebro luego del aumento
sistémico de citocinas.

Células de cerebro de ratones C57BL/6 WT obtenidas 7 dias posteriores a la inyeccion
hidrodinamica con los diferentes ADNc, fueron tefiidas con anticuerpos especificos para CD11b,
CD45, Ly6C, Ly6G, CD11c, CD3, CD4, CD8, CD19 y se analizaron mediante citometria de flujo. (A)
Los graficos demuestran el numero absoluto de las distintas poblaciones de leucocitos reclutados
(CD45high), tanto linfoides como mieloides. (B) Grafico de distribucidn porcentual de las poblaciones
celulares en el cerebro total, luego del tratamiento control y 12+18. *** (p<0,001), ** (p<0,01), *

(p<0,05), ns: no significativo.

En estos leucocitos reclutados, se evalué mediante citometria de flujo la frecuencia
de células que expresan las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (CMH Il), involucradas en la presentacién antigénica y marcadoras de
diferenciacion y/o activacion celular. Se detectd un aumento en la frecuencia de
células de origen mieloide que expresan CMH II, profundizando el analisis, se
observo que principalmente la poblacion de monocitos aumenta CMH Il luego del
tratamiento con 12 + 18, asociado posiblemente con activacién celular o con la

diferenciacion de esta poblacién a CDs para presentar antigenos (Figura 18).
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Figura 18. Aumento en la frecuencia de células reclutadas que expresan CMH II.

Células de cerebro de ratones C57BL/6 WT obtenidas 7 dias posteriores a la inyeccion

hidrodinamica con los diferentes ADNc, fueron tefiidas con anticuerpos especificos para CD11b,

CD45, Ly6C, Ly6G y CMH II (IA/IE) y se analizaron mediante citometria de flujo para determinar la

expresion de moléculas de CMH Il en las poblaciones de leucocitos reclutados. A la izquierda

pueden observarse histogramas representativos de la expresion de CMH I, el area rellena gris

corresponde al control de isotipo y los numeros indican la frecuencia de células positivas para el

marcador. Los graficos de barras indican la cuantificacion del porcentaje de células positivas para

CMH Il de tres experimentos independientes. * (p<0,05), ** (p<0,01).
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Estudio de la activaciéon de células microgliales

Las CM son capaces de cambiar rapidamente en respuesta a cualquier
perturbacion de la homeostasis del sistema nervioso, lo que se conoce
comunmente como activacion microglial. Las CM se definen como activadas
utilizando criterios basados en cambios de la expresion de antigenos de superficie,
en el numero de células, cambios en su morfologia o alteraciones en la produccién
de mediadores solubles 7. Si uno o mas de estos criterios son positivos, la microglia
es considerada activada ©°.

A fin de evaluar la activacién celular, en primera instancia se determiné la
expresion del antigeno de superficie CMH Il. El aumento en la frecuencia de este
marcador esta relacionado con una mayor capacidad de las CM de adquirir
propiedades de CPA. El andlisis de citometria de flujo reveld que la poblacién de
CM en los ratones tratados con 12 + 18, exhibi6 un aumento muy significativo
(p<0.001) de CMH Il en comparacién con las CM de animales controles inyectados

con el plasmido vacio (Figura 19).
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Figura 19. Aumento en la expresion de CMH Il en CM luego de inflamacion sistémica.

Células de cerebro de ratones C57BL/6 WT obtenidas 7 dias posteriores a la inyeccion
hidrodinamica con los diferentes ADNc, fueron tefiidas con anticuerpos especificos para CD11b,
CD45 y CMH Il (IA/IE) y se analizaron mediante citometria de flujo para determinar la expresién de
moléculas de CMH Il en CM. A la izquierda pueden observarse histogramas representativos de la
expresion de CMH I, el area rellena gris corresponde al control de isotipo y los nimeros indican la
frecuencia de positividad para el marcador. El grafico de barras indica la cuantificacion del porcentaje

de cél positivas para CMH Il de tres experimentos independientes. ** (p<0,01).
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Posteriormente, con el objetivo de tener una visualizacién inmunohistologica
de la activacion microglial, se procesaron cortes cerebrales para ser estudiados
mediante inmunofluorescencia usando el mAc anti-CD45. Tal como en el analisis
por citometria de flujo, las CM presentan una menor expresién de CD45, por lo
tanto, en los cortes se detecta en verde alas CM y en verde intenso a los leucocitos
infiltrantes.

La observacion de las inmunofluorescencias reveld que luego de la
inyeccion hidrodinamica con 12 + 18 