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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ABREVIATURAS Y

ADN: 4cido desoxirribonucléico
ADNc: ADN complementario

ACRONIMOS

AMPA: receptor del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico

ANOVA: analisis de la varianza

ARG-1: Arginasa-1

ARN: acido ribonucléico

ASC: proteina tipo punto asociada a apoptosis
BHE: barrera hematoencefalica

CAMKII: calcio calmodulina quinasa II

CAT: catalasa

CCL: ligando de quimioquina

CD-86, 80, 206: cluster de diferenciaciéon

CFA: adyuvante completo de Freund

CMN: células mononucleares

CPA: célula presentadora de antigenos

CXCL: C-X-C motivo

D-PBS: tampo6n fosfato salino de Dulbecco
DAMPS: patrones moleculares asociados a dafio
DO: densidad 6ptica

Dpi: dias post inmunizacion

EAE: encefalomielitis autoinmune experimental
ELISA: ensayo por inmunoabsorcidn ligado a enzimas
EO: estrés oxidativo

EPR: resonancia espectroscépica electronica
FIZZ1: proteina tipo resistina 1
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GFAP: proteina fibrilar 4cida de la glia

Gpx: gluation peroxidasa

Iba-1: molécula adaptadora de unidn a calcio ionizada
IFM: intensidad de fluorescencia media

[FNy: interferén gamma

IgG, [gM: inmunoglulina Gy M

IL: interleuquina

iNOS: 6xido nitrico sintetasa inducible

JAK: quinasa Janus
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MDMO: macréfagos diferenciados de médula 6sea
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miR24, miR-181: micro RNA 24 y 181
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Treg: célula T regulatoria

UA: unidad arbitraria



RESUMEN

El Sindrome de Rett es un desorden severo y progresivo ligado al sexo, ya que se
manifiesta como una enfermedad neurolégica vinculada a mutaciones en el gen MeCP2 que
selocaliza en el cromosoma X. MeCP2 se expresa en todos los tejidos, en especial en neuronas
y, por ende, mayormente se han descripto y estudiado mecanismos de la falta de MeCP2 en
estas células. Sin embargo, en los dltimos afios se ha podido establecer que MeCP2 se expresa
en células inmunes.

Hasta el momento no se ha establecido c6mo la presencia de la proteina MeCP2
truncada o mutante (MUT) puede mantener ciertas funciones esenciales para las respuestas
inmunes tanto a nivel del sistema nervioso como en el resto de la fisiologia del organismo.
Dado que en humanos con RTT MeCP2 se expresa como una proteina “parcialmente
funcional”, el objetivo de esta tesis fue el de evaluar sila mutacién en MeCP2 altera o interfiere
en respuestas inmunes in-vitro e in-vivo. Con el fin de caracterizar la respuesta inmune in-
vitro, macréfagos diferenciados de médula 6sea (MDMO) fueron estimulados con LPS+IFNy o
IL-4 para caracterizar las respuestas M1 y M2 respectivamente. Para el analisis in-vivo,
ratones MUT fueron expuestos a un desafio autoinmune, la EAE -encefalomielitis autoinmune

experimental-y se estudié la respuesta inmune en SNC y bazo.

El analisis in-vitro de MDMO mostré que la mutacién en MeCP2 interfiere con la
respuesta inmune. MDMO estimulados con LPS+IFNy respondieron expresando mayores
niveles de TNFq, una citoquina prototipica del perfil M1. Ademas, se observé que en MDMO-
MUT estimulados con IL-4, el nivel de expresién de IL-10 y FIZZ1 fue menor respecto al
expresado por MDMO-WT. Ademas, MDMO-MUT no pudieron aumentar la expresion del
receptor de manosa y marcador prototipico de macréfagos M2, CD206, al ser expuestos a IL-
4. Esto indicaria que mutaciones en MeCP2 en macro6fagos lleva a una desregulacion de la
respuesta inmune al mostrar un perfil exacerbado pro-inflamatorio y al interferir con

producir respuestas inmunoregulatorias frente a estimulos polarizantes.

Para el estudio in-vivo, ratones WT y MUT se inmunizaron con MOG (glicoproteina de
mielina de oligodendrocito) en emulsion con el adyuvante completo de Freund.
Posteriormente se analizaron los signos clinicos diariamente identificando la flacidez en cola

y patas traseras. Se sacrificaron en etapa aguda (12 dias post induccién -dpi-) y crénica de la
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RESUMEN

EAE (30 dpi). Al estudiar la respuesta de ratones MUT-EAE, se pudo establecer que MeCP2 es
un factor necesario para el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica. Ratones MUT-EAE
mostraron un inicio de la enfermedad precoz y signos clinicos mas severos que animales WT
inmunizados con MOG. Ademas, los signos clinicos en la etapa aguda, fue acompafiada por un
aumento de infiltrados celulares en médula espinal (sitio blanco de la EAE) sin afectar la
expresiéon de Iba-1 ni el nivel de microgliosis. A nivel periférico se pudo determinar que,
durante la etapa aguda de la EAE, células mononucleares (CMN) aisladas de bazo de animales
MUT-EAE y re-estimuladas in-vitro, liberaron mayores cantidades de IL-2 e IL-4 al medio y
menores de IL-10. Durante la EAE en etapa crénica se pudo evidenciar que animales MUT

tardaron mas tiempo en la recuperacién que animales WT.

En el SNC, a los 30 dpi, no se encontraron diferencias significativas en el nivel de
infiltracion entre animales MUT y WT, al igual que en el nivel de microgliosis. Sin embargo, al
analizar el nivel de expresion de genes de citoquinas pro-inflamatorias como TNFa e IFNy, se
pudo determinar que animales MUT mantenian niveles mas elevados que los WT. Esto
indicaria que existe una alteracion en la respuesta inmune a largo plazo, luego de un desafio
autoinmune. Al evaluar el perfil inmunolégico periférico al aislar CMN de bazo y re-
estimulandolas in-vitro con MOG, se pudo determinar que estas poblaciones celulares
mantienen una reactividad exacerbada frente a MOG ya que, en su presencia, se liberaron
mayores cantidades de IFNy. Finalmente, el andlisis de expresiéon génica en médulas
obtenidas durante la etapa crénica, determindé que el desbalance de la produccién de
citoquinas como IFNy y TNFa también esta representado a nivel del SNC. Ademas, se pudo
determinar que ratones MUT-EAE, expresaron mayores niveles de IL-13, y menores de IL-10,

FoxP3 y CX3CR1.

En conclusién, mutaciones en MeCP2 generan mayor susceptibilidad al desarrollo de
estados inflamatorios. Los principales cambios en respuestas inmunes mediados por MeCP2
mutada dependen de su activacion ya que induce un balance pro/anti inflamatorio alterado
en condiciones polarizantes. Este trabajo es el primero en demostrar que mutaciones en
MeCP2 llevan a deficiencias en la funcién de macréfagos para responder en condiciones
polarizantes anti-inflamatorias. Resulta importante en el futuro poder evaluar posibles genes
blanco susceptibles a una regulacién epigénetica. Estos estudios podran sentar las bases para
comprender la patogénesis molecular y celular subyacente de RTT, y disefar estrategias

terapéuticas efectivas.



CION




CAPITULO

Aspectos Generales del

Sindrome de Rett

SINDROME DE RETT

El Sindrome de Rett (RTT, OMIM #312750) es un desorden severo y progresivo ligado

al sexo, que se manifiesta como una enfermedad neurolégica vinculada a mutaciones en el
cromosoma X. Afecta principalmente a nifias de todas las razas y grupos étnicos con una
incidencia de 1/10000-15000 nacimientos, y representa la segunda causa de retraso mental
en nifiasl. Esta patologia fue descripta por primera vez por el Dr. Andreas Rett en el afio
19662. Sin embargo, casi veinte afios después, y gracias a los aportes realizados por Bengt

Hagberg y colegas, se volvié ampliamente conocida.

Progresion clinica de RTT

Desde la caracterizacion del Sindrome de RTT, el mismo se ha definido como un
desorden en el cual las nifias afectadas muestran un desarrollo post natal aparentemente
normal durante los primeros 6 a 18 meses de edad. Durante ese tiempo logran desarrollar
habilidades lingiiisticas/comunicativas y caminar, sin embargo, luego acontece un periodo de
regresion de habilidades cognitivas y motoras lo cual es caracteristico de este desordens.
Recientemente, bajo revision de casos de nifias con RTT, se ha propuesto que existirian
anormalidades previas a la etapa de regresion#. Los primeros indicios de que el desarrollo en

RTT no es completamente normal proviene de investigaciones retrospectivas que evidencian
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INTRODUCCION: ASPECTOS GENERALES DE RETT

deficiencias tempranas en el rendimiento motor grueso avanzado de nifias en RTT, como la
falta o retraso en la adquisicion de la capacidad de sentarse y caminar solos o de gatear, en
ausencia de alteraciones en la capacidad de rodar y sentarse con apoyoS. El estudio de
material videografico mostré que nifias diagnosticadas con RTT clasicaopresentan un pobre
repertorio de patrones motores espontdneos, que generalmente involucran secuencias
monotonas, y movimientos espasmodicos?. También se han observado conductas de
interaccion social reducidas y caracteristicas similares a las del autismo durante los primeros
meses de vida, incluyendo un pobre repertorio de gestos comunicativos, baja capacidad de
respuesta cuando se le llama por su nombre, expresiones faciales anormales y deficiencias
linguisticass.

Se han diferenciado cuatro etapas en el periodo de regresion y desarrollo del fenotipo
patolégico. En una primera etapa (pre-regresion), las nifias presentan microcefalia y un
retraso generalizado del crecimiento caracterizado por pérdida de peso e hipotonia
muscular’. Posteriormente, en la etapa I, se produce una regresion rapida en la cual se
desarrollan las tipicas condiciones autistas: pérdida del lenguaje, evitacidn social y afecciones
comunicativas8. Asimismo, las habilidades motoras desarrolladas comienzan a perderse de
manera parcial o total. Otro rasgo caracteristico es la presencia de comportamientos
estereotipados de las manos llamado “lavado de manos o aplausos” (hand washing o clapping)

y, en casos severos, se desarrolla ataxia® y apraxia®. Ademas, en esta etapa se manifiestan

convulsiones epilépticas, apneas, aerofagia e hiperventilacién®. Seguido de este periodo de
regresion rapida, sigue una etapa pseudoestacionaria, momento en el cual pueden
reaparecer aquellas habilidades que anteriormente se habian perdido, sin embargo,
muchas disfunciones persisten3. En una ultima etapa, se evidencia el deterioro motriz y
en algunos casos desarrollan caracteristicas Parkinsonianas'®.

Independientemente del tipo de mutacién, la severidad de los signos clinicos

empeora con la edad'*'? y la vida media de pacientes con RTT es de unos 40-50 afios'3.

8 Ataxia: compromiso en el control muscular y coordinacién de los movimientos voluntarios y provocar
dificultades para hablar, mover los ojos y tragar.

b Apraxia: incapacidad de llevar a cabo tareas y movimientos voluntarios. Se trata de un trastorno del Sistema
nervioso en el que una persona eniende la orden pero no puede ejecutarla.
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Patofisiologia en RTT

RTT es un desorden multisistémico (Figura 1). Estudios en pacientes con RTT han
demostrado que alteraciones tanto a nivel del sistema nervioso central (SNC) como del
sistema nervioso periférico contribuyen a la patofisiologia de la enfermedad®. A nivel del
SNC, el 30% de los pacientes con RTT presentan microcefalia acompafiado con una
disminuciéon de un 12-34% del volumen del cerebro, siendo las regiones de la corteza
prefrontal, posterior frontal y temporal las mas afectadas?®. A su vez, estudios post-mortem
han mostrado una disminuciéon de la materia gris, mayor densidad y empaquetamiento
de neuronas, reduccién de la arborizaciéon dendritica, sin evidencia de neurodegeneracidn,
gliosis o desmielinizacién'®'’, indicando que no se trataria de una patologia
neurodegenerativa. A nivel del sistema auditivo y visual periférico, pacientes con RTT no
muestran anormalidades®, pero recientemente se determind que la atencion selectiva, que es
la capacidad de enfocar o seleccionar un elemento u objeto particular en el ambiente, esta
comprometidal8. Problemas comunes a los pacientes con RTT consisten en respiracion
irregular, hiperventilacién, apneas que aparecen alrededor de los 3 a 5 afios y empeoran
entre los 5 y 15 afios, cuando los nifios empiezan a realizar actividades que aumentan la
agitacion y la ansiedad®. El mayor problema en pacientes con RTT son las fallas de
crecimiento somatico y las disfunciones gastrointestinales, las cuales constituyen las bases
parala desaceleracion del crecimiento8. Las disfunciones motoras constituyen el rasgo mas
importante en RTT. Entre 1 a 4 afios de edad, la capacidad de caminar se ve afecta por la

ataxia y apraxia y se estima que sélo el 50% de las nifias con RTT podra caminar®.
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Rasgos autistas

RESPIRATORIAS

Irritabilidad
Hiperventilacion Ansiedad
Apneas Sociabilidad disminuida
Aerofagia
Respiracion irregular

Microcefalia

Pérdida del habla y
de habilidades comunica-

Deformidades tivas
Escoliosis
| 1
[ . Bradicardia
_ Taquicardia
Pérdida del uso volunta- Arritmias

rio de las manos
Movimientos
estereotipados

Constipacion
Reflujo gastro-esofagico
. . Disfunciones de vesicula
Hipotonia i
. biliar
Ataxia
Apraxia
Pies frios
Deformidades

Figura 1. Manifestaciones clinicas en Sindrome de Rett. RTT es un desorden multisistémico que
se caracteriza por presentar distintos grados severidad en nifias. En la ilustracién se resumen

algunas de las manifestaciones clinicas a nivel de distintos érganos y sistemas.

Etiologia

Por muchos afios RTT fue considerado un enigma ya que los estudios genéticos
realizados en pacientes eran limitados al tratarse de casos esporadicos. Actualmente se
sabe que el 95% de los casos de RTT clasico se debe a mutaciones en el gen que codifica
a la proteina MeCP2 (proteina de unién a metil-citosina-guanosina 2 o methyl-CpG-
binding protein 2)2021, La mayoria de las mutaciones estudiadas surgen de novo en la linea
germinal paterna??. A lo largo de los afios, mas de 250 mutaciones se han reportado en
nifias con RTT, siendo 8 de ellas las mas comunes. También se han observado deleciones
grandes en uno o mas exones y supresiones 3° en menor cantidad de casos23. En general, las
mutaciones se caracterizan porque aparecen en regiones enriquecidas en CpG en el gen de
MeCP2 y como consecuencia, se produce la pérdida de funcién resultado de la proteina
MeCP2 truncada, anormalmente plegada o inestable. La teoria indica que la mayoria de

las mutaciones que se generan de novo en células germinales masculinas se deben a la
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hipermutabilidad de algunos sitios CpG de MeCP2. Aunque aln no esta claro por qué ocurre
esta hipermutabilidad, se cree que estos sitios CpG estarian metilados en la linea germinal
masculina y, como consecuencia, serfan mas propensos a la desaminacién resultando en
la conversién de dinucledtidos CpG en dinucleétidos TpG y CpA”.

Se considera que multiples factores, genéticos, ambientales y epigenéticos,
interactiian con la mutaciéon en MeCP2 para dar el fenotipo patolégico final y que no
siempre existe una correlacion directa entre mutaciones especificas y la severidad de los
trastornos observados!®. Asimismo, dado que el gen MeCP2 se encuentra en el cromosoma X,
las representaciones fenotipicas de RTT no s6lo podrian estar basadas en la mutacién en si
misma, sino también en el grado de inactivacion de los alelos mutante o salvaje (wild type).
Aunque la inactivacién del cromosoma X suele ser un proceso azaroso, pueden ocurrir grados
extremos de inclinaciéon hacia la inactivacion preferencial del cromosoma X paterno o
materno. Por ejemplo, en ratones hembras se ha observado que existe una ventaja selectiva
de células que expresan el alelo MeCP2 salvaje24. Un trabajo reciente demostré que el
mosaicismo somatico para MeCP2 contribuye directamente a la patogenicidad del RTT,
especialmente en varones. Este es un mecanismo que ha sido subestimado pero que subyace
al sesgo de origen paterno de las variantes de la MeCP2 por lo que existiria una alta
proporcion de mosaicismo de la linea germinal paterna de MeCP225.26,

Cientos de mutaciones en el gen MeCP2 se han asociado a RTT pero también, con
menor frecuencia, a otras formas de afecciones intelectuales como autismo, esquizofrenia,
retraso mental, sindrome de Angelman y sindrome de duplicacién de MeCP2 en varones?’.
Esto sugiere que MeCP2 es una proteina esencial en el desarrollo del cerebro y que tanto

sus niveles como su funcionamiento deben mantenerse estrictamente regulados.

Sindrome de Rett en varones

Inicialmente se crefa que RTT sélo ocurria en mujeres. Sin embargo, con la
identificacion de hombres con RTT clasico y con el descubrimiento del gen causante de la
enfermedad, esta idea fue dejada de lado. De esta manera, se pudo determinar que
mutaciones en el gen de MeCP2 en varones causan una serie de trastornos que van desde
retraso mental hasta encefalopatias graves3. Varones con mutaciones en MeCP2 pueden
sobrevivir inclusive después de su nacimiento, pero dado que poseen una sola copia del
gen, desarrollan fenotipos patolégicos mas severos que los observados en mujeres con el
mismo defecto genético’. Asi, mutaciones que en mujeres causan RTT clasico, en varones
con cariotipo normal, llevan a encefalopatias neonatales y muerte dentro del primer afio

de vida. Lo mismo, mutaciones en MeCP2 que no causan RTT en mujeres pueden generar
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retraso mental moderado o severo, o trastornos psiquiatricos en varones, pudiendo estar

acompafiados por déficits de lenguaje y motrices, rasgos autistas y epilepsia3.

MeCP2: METHYL-CpG BINDING PROTEIN

MeCP2 es una proteina nuclear basica que forma parte de una familia de proteinas

que se unen al ADN de manera selectiva en residuos metil-citosina en dinucleétidos CpG
simétricamente posicionados®. Todas las proteinas de esta familia poseen el dominio MBD
(dominio de unién a regiones metiladas) altamente conservado lo cual, para MeCP2, es
suficiente para unirse al ADN’. MeCP2 se expresa en todos los vertebrados y esta
altamente conservada en los mamiferos?8. Esta proteina se expresa en una gran variedad
de tejidos siendo en el cerebro donde mas abunda. MeCP2 tiene un peso molecular
aproximado de 53 kDa pudiéndose identificar también por Western Blot a 75 kDa debido a

las varias modificaciones post-traduccionales que puede sufrir2°.

Estructura de MeCP2

En humanos, el gen de MeCP2 se localiza en el brazo largo del cromosoma X (Xq28)

y se extiende por aproximadamente 10 kilobases®?. En humanos y ratones MECP2/MeCP2
consiste en cuatro exones (exén 1-4) y tres intrones (intréon 1-3)3° (Figura 2.A). Debido
al splicing alternativo, MeCP2 se presenta en dos isoformas MeCP2-el y MeCP2-e2, ambas
nuclearess. La diferencia entre ellas es que MeCP2-el usa ATG en el exdén 1 como sitio de
inicio de traduccion, estando compuesto por los exones 1,3 y 4. Por otro lado, la isoforma
MeCP2-e2, usa ATG en el ex6n 2 y comprende los exones 2, 3 y 43! (Figura 2.B). A pesar
de no presentar diferencias funcionales entre ambas isoformas, la isoforma MeCP2-e1 es la
dominante en el tejido cerebral representando un 90% del total de MeCP2 en el sistema
nervioso y posee una vida media de 4 horas, mientras que para la isoforma e2 es de 100
horas2932,

Desde el punto de vista de la estructura primaria, es idéntica en ambas isoformas y en
general, es altamente conservada entre los vertebrados?’. En cuanto a su estructura
secundaria y terciaria, MeCP2 se organiza en 5 dominios principales: el dominio N-terminal
(NTD), el sitio de unién a regiones metiladas (MBD), un interdominio (ID), el dominio de
represion de la transcripcion (TRD) y el dominio C-terminal (CTD). Los dominios NTD, ID
y TRD facilitan la unién de MBD al ADN. Hasta el momento, se sabe que casi mas de la mitad
de las mutaciones sin sentido que se conocen en desérdenes asociados a MeCP2, afectan el

dominio MBD, denotando asi la importancia funcional del mismo?’. Las dos isoformas de
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MeCP2 comparten los dominios MBD, TRD y CTD, pero difieren en su N-terminal (Figura
2.0).

MeCP2 se reconoce como una proteina desestructurada o desordenada, ya que el MBD
es el Unico dominio con una estructura terciaria bien caracterizada??33. Se cree que tal
estructura desordenada y la variedad de modificaciones post-traduccionales que sufre, son la

base de la versatilidad en sus funciones.

Intrén 1 Intrén 2 Intrén 3
t — {1 -——
5°UTR  Exén1 Exén 2 Exén 3 Exén 4 3°UTR
0.062kb  ~5.3kb 0.123 kb ~42.5kb 0.351 kb 0.757 kb ~ 9.6 kb MECP2 Humano
0.077kb  ~5.4kb 0.123kb ~59.6 kb 0.351kb 0.487 kb ~9.6kb MECP2 Ratén
MeCP2-e1
y \ V Exén1  Exén3 Ex6n 4
ATG / ATG
- ; -\\ : _ N\ ' /— MeCP2-e2
BODT Roms ed GRORE S EXY N

. Secuencia no codificante Exén2  Exén3 Ex6n 4

. Secuencia codificante

(D)

1 106 180 224 328 496
CTD

MeCP2-e1

CTD
1 78 162 206 310 486

MeCP2-e2

Figura 2. Estructura del gen y proteina MeCP2. (4) El gen que codifica a MeCPZ2 se encuentra en el
cromosoma X (Xq28), flanqueado por los genes RCP e IRAK. (B) El gen se compone de cuatro exones y tres
intrones. Los tamarios de cada region correspondiente a los exones e intrones en humanos y raton estdn
indicados en la figura. (C) Existen dos isoformas de MeCP2: MeCP2-e1 y MeCP2-e2. Se puede identificar el
comienzo de la traduccién para cada isoforma indicado por las flechas, ya sea en el exén 1 o 2 en el sitio
ATG. (D) Estructura de la proteina MeCP2-el y -e2 en humano. El dominio N-terminal (NTD), el sitio de
union a regiones metiladas (MBD), un interdominio (ID), el dominio de represién de la transcripcion

(TRD) y el dominio C-terminal (CTD)3..
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Expresion y localizacién de MeCP2

Estudios en ratones y humanos han mostrado que la expresiéon de MeCP2 es alta en
cerebro, pulmdén y bazo, mas baja en corazén y rifién, y casi indetectable en higado, estébmago
e intestino delgado34.

Existe una sincronizacién de la expresion de MeCP2 con la ontogenia del SNC. La
expresion de MeCP2 sigue temporalmente un patrén similar tanto en ratén como humano,
mostrando una expresion temprana en médula espinal y tronco encefalico, y tardia en areas
como el hipocampo y la corteza cerebral34. Durante el desarrollo, la expresion de MeCP2 es
baja o ausente en neuronas inmaduras, astrocitos y oligodendrocitos3> y la falta de expresion
no afecta la proliferacion o diferenciacion de las células precursoras3t. A medida que
contintia la maduracién neuronal, su expresion aumenta hasta alcanzar un maximo que se
mantiene durante toda la vida3’. MeCP2 aparece por primera vez entre las semanas 10 y 14
de gestacidn en el tallo cerebral y en neuronas de la corteza cerebral en humanos. A partir de
la semana 35 de gestacién la expresién de MeCP2 se expande hacia el cerebro anterior, lo que
explica potencialmente porque MeCP2 no estaria interviniendo en la proliferacién y
migracién neuronal a nivel cortical. Luego del nacimiento, MeCP2 aumenta significativamente
en el prosencéfalo y hacia los 10 afios de edads.

De acuerdo alaregién del cerebro, los niveles de expresion y la distribuciéon de MeCP2
puede variar. Por ejemplo, la corteza y el cerebelo son los sitios donde los niveles de MeCP2
son los mas altos38. La expresion diferencial y especifica que MeCP2 tiene en el cerebro, define
las implicancias en el fenotipo de RTT; asi diversos deterioros en la conducta observada en
modelo de ratones se correlacionan con los niveles de expresion de MeCP2 en diferentes
regiones en el cerebro39. MeCP2 se expresa principalmente en neuronas post-migratorias
maduras?® pero también se ha visto que se expresa en otros tipos celulares tales como

astrocitos, oligodendrocitos y microglia41-43.

Modificaciones post traduccionales de MeCP2

La proteina MeCP2 se caracteriza por sufrir modificaciones post-traduccionales
(MPT), las cuales son importantes para su funcién y estabilidad3!. El estudio de las MPT
adquirieron relevancia con el tiempo ya que MeCP2 cumple su funcién como regulador génico
global de manera dependiente de actividad en neuronas, cambiando tanto su asociacién a co-
reguladores como su mecanismo de accién4t. Entre las distintas MPT se encuentran la
fosforilacion, SUMOilacion, acetilacién y ubiquitinacion.

Dentro de las MPT, la mas estudiadas son las fosforilaciones. Al respecto, Chen y

colaboradores (2003) demostraron que la actividad neuronal dispara la fosforilacién
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dependiente de calcio de MeCP2, con la consecuente liberacién de MeCP2 del promotor del
gen bdnf, que codifica para el factor de crecimiento neural BDNF, facilitando su transcripcion.
El residuo involucrado en este mecanismo es el de Serina 421, cuya fosforilaciéon ocurre
especificamente en neuronas4s. Se pudo demostrar en cultivos de neuronas primarias que
cuando MeCP2 expresa un sitio S421 que no puede ser fosforilado, el crecimiento dendritico
se ve afectado?s. Este sitio de fosforilacidn ademas esta involucrado en la sensibilidad a
drogas, modulacién del humor y algunas funciones cognitivas44. Recientemente un nuevo
modelo knock-in que imita la fosforilacion S421 de MeCP2 fue generado y se han encontrado
diferencias con respecto al modelo antes descripto a nivel sinaptico (scaling sinaptico® y
sinaptogénesis) y comportamental’. Estos antecedentes remarcan la importancia funcional
de la fosforilacion especifica de MeCP2 y sugiere que los fenotipos comportamentales y
sindpticos son modulados por la presencia o ausencia de eventos de fosforilacion. Al analizar
la fosforilacion de MeCP2 en cerebros de ratas, ratones y humanos, se encontré que la
fosforilacion del sitio S80 (ubicado en el MBD) aparece como el mas conservado y abundante
en condiciones de reposo, mientras que la activacién neuronal induce la defosforilacién, sin
afectar la localizacion subcelular de MeCP248. Por su parte, ratones knock-in MeCP2580/y
muestran hipoactividad y sobrepeso#8. Otro sitio de fosforilacién estudiado es el sitio T308,
ubicado en el CTD. Se ha visto que la fosforilaciéon en este sitio suprime la interaccién de
MeCP2 con el complejo co-represor NCoR#9. Esta mutacién ha tomado por su cercania al
residuo R306, siendo la mutacion R306C/H una de las mas frecuentes en pacientes con RTT.
Esta mutacion evita que MeCP2 pueda interactuar con el complejo co-represor NCoR, tal
como lo hace la fosforilacion en el residuo T308%. En total se conocen hasta el momento 25
sitios de fosforilacién, siendo las descriptas anteriormente las mas estudiadas.

La acetilacion es otra MPT que, en MeCP2, permite modular su unién a promotores de
genes blancos. En la proteina de humanos, MeCP2 esta acetilada en la lisina 46150. En cuanto
la SUMOilacién, es una modificacién que regula el transporte nuclear de proteinas y para
MeCP2 también se reporté la SUMOilacién en citoplasma5!. Se especula que esta MPT podria
estar involucrada en la estabilidad de MeCP2 y su interaccién con proteinas como las histonas
deacetilasas (HDAC). Por ultimo, la ubiquitinacién de proteinas participa en el control de la
sefializacion intracelular y la degradacion proteolitica. Se conocen aproximadamente 10
sitios de ubiquitinaciéon en MeCP2, aunque se desconocen sus roles funcionales. Se cree que

estarian involucrados en regular la estabilidad o la degradacién de la proteina3®.

¢ Scaling sindptico: forma de homeostasis sindptica que implica un proceso de retroalimentacién negativa
mediante el cual las neuronas se ajustan o escalan su fuerza post-sindptica en toda su poblacion de sinapsis
para compensar el aumento o la disminucién de “entrada” o input, evitando asi la hiper o hipo actividad
neuronal®®,
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Figura 3. Sitios de Fosforilacion en MeCP2. Los dominios de la proteina se observan en distintos

colores y se muestran los diferentes sitios de fosforilacién descriptos hasta el momento52 .

Funcién de MeCP2

¢ A nivel molecular

Antes de conocer que mutaciones en MeCP2 eran la base genética de RTT, ya se habia
caracterizado como una proteina capaz de interactuar con citosinas metiladas seguidas de
una guanina a través de su MBD. Una vez que MeCP2 se une al ADN, podria cambiar la
estructura de la cromatina. Como se dijo anteriormente, MeCP2 se reconoce como una
proteina intrinsecamente desordenada, mas del 60% de su estructura no ha sido
caracterizada. Como consecuencia, MeCP2 podria adquirir estructuras secundarias al unirse
a otras macromoléculas, siendo capaz de interacciones proteina-proteina y de entrar en una
asociacidn estable con sus cofactores cuando se halla unida al ADN#4,

MBD puede unirse a citosinas metiladas (5mC) pero, estudiando la estructura de MBD
a través de rayos X, se ha visto que también se une a la 5-hidroximetil citosina (5hmC)
reconociendo asi la hidroxilacién en lugar de la metilacién en la citosina53. Esta propiedad es
Unica en MeCP2 ya que no se ha observado en otros miembros de la familia MBD.

Una de las primeras funciones que se le atribuyeron a MeCP2 es la de reprimir la
transcripcion a través su dominio TRD. Frecuentemente su actividad represora se asocia a la
compactacion de la cromatina ya que el dominio TRD puede unirse a complejos de co-
represores como Sin3A y NCoR que contienen la histona deacetilasa 1 (HDAC1) y HDAC230.
Estas enzimas remodelan la cromatina y evitan que la maquinaria transcripcional pueda
acceder>54.

Se ha reportado que MeCP2 también podria actuar como un activador de la
transcripcion, ya que la ausencia de MeCP2 se ha correlacionado con una disminucién en la
expresion de varios genesSS. Segun este modelo, MeCP2 activaria la transcripcién al reclutar
a CREB1 para dirigirse a promotores de genes blancos. Ademas, se ha visto que la via de
sefializacion AKT/mTOR se reduce cuando MeCP2 no se expresa, siendo una via de gran

relevancia como moduladora de la sintesis de proteinas??.
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Nuevos modelos funcionales de MeCP2 establecen que regula la estructura de la
cromatina, al actuar como un potente factor de condensacién de la misma, de manera directa,
sin co-represores o enzimas23. Tal funciéon se lograria a través de interacciones reguladoras
de gran alcance, formacién de bucles de cromatina y puentes de ADN3L. También puede
modificar la estructura de la cromatina al interactuar con complejos remodeladores como
ATRX y Brahma. Asimismo, se ha demostrado que MeCP2 participa en el proceso de splicing
alternativo a través de interacciones con la proteina Y-box binding protein (YB1) y en el

procesamiento de micro-RNA5657 (Figura 4).

Sin3A HDAC - CREB1
:. :’::. :t :0 :0 :. .: :0 :I :Q
Represion transcripcional Activacion transcripcional

\ @ Q’ ® ® /
Mecpz-nun_LL l \

Sintesis de proteinas '
viamTOR 6 Q. /\\ /\: /\:. Q"

Condensacion de la cromatina
YB1

NN

B
Ry intrén
intron

INZIIN S 1IN

exon 1 exon 2 exon 1-exén 2

Splicing alternativo

Figura 4. Modelos funcionales de MeCP2. MeCP2 es una proteina multifuncional que
participa en distintos procesos como la represion de la transcripcién al interactuar con co-
represores como Sin3A y HDAC, activacién de la transcripcion al asociarse a la proteina CREB1.
También participa en modificaciones en la estructura de la cromatina, el splicing alternativo
interaccionando con la proteina YB1 y en modular la via AKT mTOR en la sintesis de

proteinas?7.58,
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En resumen, MeCP2 es una proteina multifuncional que participa principalmente
regulando la expresién de diversos genes blancos dependiendo del contexto génico, ya sea
activando o reprimiendo la transcripcidén, inclusive de un mismo gen. Su estructura
desorganizada constituye la base por la que cumple diversas funciones. Por su parte, la
estructura de MBD le otorga a MeCP2 la capacidad unica de interactuar con ADN metilado e
hidroximetilado. Ademas, la versatilidad de la funcionalidad de la proteina también es
explicada por las posibles modificaciones post-traduccionales que sufre, afectando asi su
unién al ADN y proteinas asociadas.

Recientemente se ha visto que ratones que expresan una forma de MeCP2 truncada,
que carece tanto de las regiones N-terminal y C-terminal (casi la mitad de la proteina nativa),
presentan un fenotipo cercano al normal; asimismo, ratones que expresan una proteina
MeCP2 truncada mas corta, que ademas carece de un dominio central, sobreviven méas de un
afio y muestran sintomas leves>9. Estos datos sugieren que a pesar de la conservacion
evolutiva de la secuencia completa que codifica a MeCP2, s6lo los dominios de unién al ADN

y su co-represor serian suficientes para evitar defectos tipo RTT.

¢ A nivel neuronal

Dada la presencia prevalente de MeCP2 en sistema nervioso, la mayoria de los
estudios han sido dirigidos a entender la funcién de esta proteina en neuronas y en el SNC. Se
ha demostrado que la isoforma MeCP2-el regularia la complejidad de las ramificaciones
dendriticas neuronalesé® mientras que MeCP2-e2 participaria en los primeros eventos de la
formacién de neuritasé! . En cuanto a la isoforma MeCP2-e1, se sugiere que es la isoforma
relevante para RTT ya que es la principal en el cerebro. De hecho, estudios recientes muestran
que animales knock-out para MeCP2-e1 muestran defectos fenotipicos similares a los ratones
MeCP2-nullé2, que carecen de ambas isoformas.

MeCP2 cumple un rol esencial en regular la transcripcién génica dependiente de
actividad, lo cual es importante para la funcién neuronal, la maduraciéon y mantenimiento de
espinas dendriticas, el guiado axonal y el mantenimiento de conexiones neuronales, y
afectando de este modo también el comportamientoé364. Asimismo, MeCP2 participa en
diversas formas de plasticidad sinaptica, por ejemplo en el scaling sinaptico, la plasticidad
Hebbiana y la potenciacién a largo plazo (LTP) en hipocampo65-72. La neurotransmisién
excitatoria e inhibitoria también se ven alteradas cuando MeCP2 estid mutada, lo cual es
esencial para la regulacién de proteinas sinapticas claves en el mantenimiento de las redes
neuronales ya maduras durante el desarrollo postnatal. Por ejemplo, cuando falta MeCP2 los
niveles de proteinas sinapticas como CAMKI]I, receptores AMPA y NMDA?73 también se ven

afectados.
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Es importante destacar que la re-activacion de la expresién de MeCP2 en neuronas
post-mitodticas de ratones MeCP2-null, revierte varios de los fenotipos patolégicos’+7>. De
tal manera, esta habilidad de revertir el fenotipo patoldgico posterior a la restauraciéon de
la expresion de MeCP2 sélo en neuronas, y las severas consecuencias que genera la
pérdida total de MeCP2 en el raton adulto, demuestra que MeCP2 no seria estrictamente
un regulador del neurodesarrollo sino mas bien, seria esencial para el mantenimiento del

funcionamiento neuronal a lo largo de la vida”e.

Modelos animales usados para estudiar MeCP2

El desarrollo de modelos animales para estudiar la funcién de MeCP2, ha
constituido una herramienta primordial para el entendimiento de la patologia del sindrome
de RTT y para desenmascarar el papel de MeCP2 en distintos escenarios. Los modelos
animales desarrollados hasta el momento portan deleciones de MeCP2 en todas las células
(modelos MeCPZ-null tales como: Mecp2tm1.1Bird, Mecp2tm1.1]Jaenisch, Mecp2Stop),
mutaciones truncadas (Mecp2-308), o puntuales (Mecp2tm1l.1Coyle, MecpZ2tm1.1Vnar,
Mecp2tm1.1Hup, Mecp2tm1.1joez, Mecp2tm1.1IRSF). Todos estos modelos recapitulan
varias de las caracteristicas fenotipicas distintivas de pacientes que sufren esta patologia:
como la disminucién de la vida media, las disfunciones motoras y sensoriales, las
anormalidades respiratorias, cognitivas y comportamentales, asi como los defectos a nivel
sinaptico.

Inicialmente, el primer problema a la hora de generar un modelo MeCP2-null fue
la letalidad embrionaria. Esto se superé al reemplazarse los exones 3 y 4 de MeCP2 en
células embrionarias con el mismo exén flanqueado por sitios loxP. Ratones homocigotas
y heterocigotas resultaron ser fértiles y viables. Durante el desarrollo temprano, la
delecion de MeCP2 se logré a través del sistema Cre-loxP, bloqueando la expresiéon de
MeCP2 en todo el organismo en el que se cruzaron hembras MeCP2 lox/lox con ratones
que expresen Cre’’.

Asimismo, utilizando gene targeting, se introdujo una mutacion en el gen de MeCP2
de ratén que origina una proteina truncada. En este modelo se incorporé un codén de
terminacién temprano posterior al codén 308, el cual mantiene las porciones MBD, TRD
y la sefial de localizacién nuclear, pero elimina la regiéon C-terminal de la secuencia
codificante. Este tipo de mutacién genera un fenotipo patolégico menos severo que el
observado en los modelos null, dando lugar a caracteristicas fenotipicas similares a las que
se presentan en pacientes de RTT¢’. Ratones MeCP2-308 machos muestran un fenotipo

neuropatologico progresivo, con un desarrollo normal aparente hasta aproximadamente
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las 6 semanas de edad. Presentan un peso corporal normal y son fértiles. Posteriormente
desarrollan temblores que empeoran con la edad, llegando a ser evidentes a simple vista
luego de los 4 meses de edad. Ademas, los ratones mutantes llegan a mostrar cifosis a partir
de los 5 meses de edad, acompafiado de disfuncién motora. Pasados los 8 meses de edad
también pueden presentar convulsiones, espasmos mioclonicos, ataxia y anomalias
respiratorias. Otra caracteristica es la presencia de comportamientos estereotipados,
handwashing y handclasping, los cuales corresponden a rasgos tipicos de pacientes con RTT.
La mayoria de los ratones MeCP2-308 pueden sobrevivir al menos 1 afio. En caso de los
ratones hembras heterocigotas, muestran un fenotipo mas leve y variable incluso hasta el
afio de edad®’.

Ademas de los modelos descriptos anteriormente, se han generado modelos en ratéon
con alelos condicionales con el fin de silenciar la expresion de MeCP2 en poblaciones celulares
particulares, por ejemplo, en neuronas dopaminérgicas o noradrenérgicas (Mecp22loxB; TH-
Cre mice), GABAérgicas (Mecp22loxB; Viaat-cre mice) y serotonérgicas (Mecp22loxB; PET1-
Cre mice). Aunque estos modelos resultan importantes a la hora de esclarecer la influencia
de MeCP2 en el funcionamiento de neuronas con un determinado fenotipo, no resultan ttiles
en estudios traslacionales ya que no modelan los perfiles de expresiéon que muestran los
pacientes.

El uso de modelos animales resulta una herramienta clave para comprender el rol de
MeCP2 en la patogénesis de RTT; sin embargo, deben considerarse ciertas limitaciones ala
hora de interpretar la funciéon de MeCP2, asi como su implicancia en RTT. En primer lugar, el
uso de ratones machos MeCPZ2-null no representa de manera directa lo observado en
pacientes con sindrome de RTT que son, en su gran mayoria, nifias heterocigotas para las
mutaciones en MeCP2. A pesar de que RTT afecta principalmente a mujeres, en la mayoria
de los estudios animales se utilizan ratones machos a fin de evitar la gran variabilidad
fenotipica observada en hembras heterocigotas debido a la inactivacién del cromosoma X al
azar. Sin embargo, el uso de ratones hembras heterocigotas seria fundamental en estudios
traslacionales, focalizados en encontrar posibles terapias para este sindrome ya que la
variabilidad en los déficits tipo RTT observados en los ratones hembras reflejarian mejor la

heterogeneidad en pacientes.
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CAPITULO

Sistema Inmunologico e

Interacciones Neuroinmunes

EL SISTEMA INMUNE: COMPONENTES Y FUNCIONES

La funcion fisiolégica del sistema inmune es la de actuar como defensa contra
distintas injurias y estimulos que alteran la homeostasis del organismo. En términos
generales, la inmunidad es un proceso fisiolégico complejo que incluye la percepcién de
cambios en el ambiente y la presencia de sustancias extrafias (llamadas antigenos), con el fin
de responder mediante una serie de mecanismos defensivos, permitiendo restituir la
homeostasis del individuo. Los mecanismos que conforman las respuestas de defensa,
incluyen reacciones tempranas no especificas del sistema inmune innato, y respuestas
especificas mas tardias del sistema inmune adaptativo. Los principales componentes del
sistema inmune innato incluyen a barreras fisicas y quimicas (como la piel), células
fagociticas (neutréfilos y macréfagos), células natural killers (NK), proteinas sanguineas
(miembros del Complemento junto con otros mediadores inmunes) y citoquinas? que regulan
y coordinan actividades de células inmunes.

Las células del sistema inmune innato son capaces de reconocer estructuras

conservadas de patégenos, como los patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) y

dCitoquinas o citocinas hace referencia a un grupo proteinas de bajo peso molecular que actian
principalmente como mediadores entre células del sistema inmune.
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moléculas en superficie de patégenos (PAMPs) a través de diversos receptores como los
receptores tipo Toll (TLR), NOD (NLR), RIG-1 (RLR) y de lecitinas tipo C (CLR)78 Los
principales PAMPs son acidos nucleicos microbianos, incluyendo ADN (Motivos CpG no
metilados), ARN de doble cadena y monocatenario, asi como lipoproteinas, glucoproteinas de
superficie y componentes de membrana como por ejemplo, lipopolisacarido (LPS) presentes
en la membrana externa de bacterias Gram negativas”’.

Cuando la respuesta inmune innata generada no es suficiente para combatir al
antigeno o estimulo que gatilld6 tal respuesta, se desencadena la respuesta inmune
adaptativa que se caracteriza por su especificidad, ya que muestra un amplio repertorio de
receptores capaces de reconocer regiones moleculares de estructuras propias y ajenas®’.
Los componentes de la inmunidad adaptativa incluyen a linfocitos y sus productos, células
presentadoras de antigenos (células dendriticas o CDs, macroéfagos, linfocitos B y microglia
en SNC). Ademads, al responder a una injuria, las llamadas “células de memoria”,
desencadenan una respuesta especifica rapida con el fin de eliminar un agente extrafio. Con
las exposiciones sucesivas al mismo agente, las células de memoria aumentan la magnitud de
su respuesta con mayor capacidad defensiva, efecto denominado memoria inmunolégica’s.

En resumen, la respuesta inmune innata y adaptativa son parte de un sistema de
defensa integrado en el cual numerosas células y moléculas funcionan de manera cooperativa.
Hay dos puntos de encuentro entre ambos sistemassl. Primero, la respuesta innata a un
antigeno estimula la respuesta adaptativa e influencia la naturaleza de ésta. Segundo, las
respuestas adaptativas usan muchos de los mecanismos de la inmunidad innata para

mantener la homeostasis y responder adecuadamente a injuriassz.

Inflamacion: componentes celulares y moléculas efectoras

La inflamacién es una secuencia compleja de eventos altamente regulados que
puede ser provocada por una variedad de estimulos que incluyen patégenos, agentes
mecanicos y quimicos nocivos, y respuestas autoinmuness3. La respuesta inflamatoria se
produce en el tejido conectivo vascularizado, incluyendo el plasma, las células circulantes,
vasos sanguineos y componentes celulares y extracelularess4. Esto se corresponde con un
aumento del calibre microvascular, una mayor permeabilidad vascular, el reclutamiento de
leucocitos y la liberacién de mediadores inflamatorios83. En condiciones fisioldgicas, cuando
la respuesta inflamatoria es correctamente regulada, protege contra mas lesiones y elimina
el tejido dafiado. Sin embargo, en condiciones patoldgicas, la inflamacién puede resultar en la

destruccidn del tejido y conducir a la disfunciéon de los 6rganos.
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La inflamacién puede ser aguda o crénica. En el primer caso, se trata de un proceso
de duracidn relativamente corta, de minutos, varias horas, o unos pocos dias, y sus principales
caracteristicas son la exudacion de proteinas liquidas y plasmaticas (edema) y la emigracion
de leucocitos, predominantemente neutréfilos. Por su parte, la inflamacién crénica, es de
mayor duracién y se asocia histolégicamente con la presencia de linfocitos y macroéfagos, la
proliferacion de vasos sanguineos, la fibrosis y la necrosis del tejido. Porlo tanto, la respuesta
inflamatoria se caracteriza por la movilizacion e interaccién de distintos tipos celulares y
moléculas de sefalizacion con el fin de desencadenar una respuesta local y sistémica®®.

La inflamacién incluye distintas etapas desde el inicio, inflamacién, resoluciéon y
establecimiento de la integridad del tejido83. La fase inflamatoria tiene como objetivo eliminar
el o los factores que gatillaron la respuesta inmune, ya sea un patégeno, una toxina o un dafio
propio al tejido®3. Posteriormente, en una segunda etapa, sigue la eliminaciéon de células
moribundas, matriz extracelular dafiada y restos celularess8s. Por su parte, los procesos que
modulan e inhiben a la inflamacién tienen como objetivo la eliminacién o la desactivacion de
mediadores y células efectoras inflamatorias lo cual permite al huésped reparar los tejidos
dafiados®’. Los componentes que participan en la resolucion de la inflamacién, incluyen una
respuesta celular (apoptosis), la formacién de mediadores solubles (tales como citoquinas
anti-inflamatorias y anti-oxidantes), y la produccion de efectores (entre ellos se encuentran
los inhibidores de proteasas)ss.

En la actualidad se considera a la inflamacién como un factor clave en la patogénesis
y/o mantenimiento de diversas enfermedades y desérdenes. Por ende, se han clasificado en:
patologias en los que la inflamacién cumple un rol central en su patogénesis (por ejemplo, en
Alzheimer, psoriasis, Lupus, Asma, Esclerosis multiple, tiroiditis de Hashimoto, entre otras).
En segundo lugar, enfermedades de origen infeccioso en las que la inflamacién puede
contribuir en gran medida a la patologia junto con la toxicidad microbiana (por ejemplo,
enfermedad de Chagas, Hepatitis C, Tuberculosis y Neumonitis quistica fibrosa). Y por tltimo,
aquellas enfermedades de origen diverso en las que la fibrosis post-inflamatoria es una causa

principal de la patologia (como la Cirrosis hepatica o el rechazo alografico a injertos)®’.
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Macrofagos

Los macréfagos se encuentran virtualmente en todos los tejidos de los mamiferos
adultos, donde pueden representar hasta el 10-15% del numero total de células en
condiciones de reposo y aumentan en respuesta a los estimulos inflamatoriossé. La gran
especializacion de los macréfagos en microambientes particulares explica su extensa
heterogeneidad y versatilidadss. Los macréfagos cumplen importantes funciones en el
desarrollo tisular, la respuesta a patdgenos, y en el mantenimiento de la homeostasis tisular
al fagocitar células apoptoticas, remodelar y reparar los tejidos.

Los macréfagos se originan a partir de reservorios de monocitos en sangre, bazo,
medula 6sea, el saco vitelino y en higado fetal8688. La poblacion de macréfagos se puede
dividir de acuerdo con la localizacién anatémica y se pueden diferenciar, por ejemplo, los
osteoclastos (hueso), los macréfagos alveolares (pulmon), los histiocitos (tejido conectivo
intersticial) y las células de Kupffer (higado), entre otros®® (Figura 5). Ademas, otras
poblaciones de macro6fagos se encargan de custodiar sitios inmunoprivilegiados como el SNC,
el ojo y los testiculos. Existen diversos fenotipos de macro6fagos, lo cual es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis y los mecanismos de defensa del organismo. Estas
funciones homeostaticas pueden ser alteradas por una amplificacién o respuesta inmune
anémala por parte de los macréfagos y, en consecuencia, pueden derivar en condiciones

patologicas.
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Figura 5. Heterogeneidad de macréfagos. Los macréfagos son parte de una poblacién altamente

heterogénea y los mismos se pueden identificar de acuerdo con la combinacién de marcadores de
superficie que incluyen CD45, un marcador de linaje hematopoyético, CD11b, la cual es una integrina,
MHC II, entre otros. Ademds, los macrdfagos en diferentes érganos tienen diferentes composiciones

y niveles de expresion de estas proteinas de superficie, lo cual refleja su diversidad8®.

Vias de activacion de macréfagos

La acciéon coordinada de varios estimulos inflamatorios, moléculas de sefializacion
y factores de transcripcion, estd involucrada en la polarizacién de los macréfagos. En
respuesta a tales estimulos, como productos microbianos, linfocitos activados o bajo
condiciones patoldgicas, los macréfagos adquieren distintivos fenotipos al polarizarse®. La
clasificacion de macro6fagos toma en cuenta tres funciones basicas de estas células para
mantener la homeostasis: defensa del hospedador, la reparacion de tejidos dafiados y la
regulacion inmune. Clasificando a los macréfagos de acuerdo con estas funciones, se pueden
definir tres poblaciones basicas de macroéfagos: los activados clasicamente (M1) , los de
reparacion (M2) y los regulatorios! (Figura 6).

Las sefiales innatas y adaptativas pueden influir en el fenotipo funcional de los

macrdéfagos, lo cual puede tener consecuencias potencialmente peligrosas si no estan
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reguladas adecuadamente®2. Por ejemplo, los macréfagos M1 activados de forma clasica
pueden causar dafio a los tejidos del huésped, predisponer al tejido circundante a la
transformaciéon neoplasica e influir en el metabolismo de la glucosa promoviendo la
resistencia a la insulina. Los macréfagos M2, que normalmente estan involucrados en la
curacion de heridas, pueden promover la fibrosis, exacerbar respuestas alérgicas y ser

explotados por patégenos para la supervivencia intracelular?s.
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Figura 6. Fenotipos M1 y M2 de macroéfagos. De acuerdo el estimulo con el que se encuentra un
macréfago, estos podrdn diferenciarse en M1, M2 (M2a, M2b, M2c). Cada fenotipo se caracteriza por
el tipo de marcador de superficie que posea y de los mediadores inmunes que liberan. La respuesta
inicial se lleva a cabo por macréfagos activados en modalidad cldsica o alternativa (dependiendo de
los eventos desencadenantes), con el objetivo de promover la respuesta inflamatoria. Luego, la fase
de resolucién es llevada a cabo por macréfagos anti-inflamatorios e inmunoreguladores, que no
responden a estimulos inflamatorios y activan la eliminacién de las células y componentes tisulares
dafiados, la promocidn de la angiogénesis, proliferacion celular, deposicién de matrizy en general la
remodelacion tisular. Los mecanismos que explican la desactivacidn de los macréfagos desemperian
un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis y el mantenimiento de la respuesta inmune

bajo control®
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Macroéfagos M1 o activados clasicamente

Existen diversos estimulos destinados a polarizar hacia un fenotipo M1 o M2. Los
estimulos M1 se agrupan de acuerdo con su habilidad para inducir una tipica respuesta
inflamatoria. La activacion clasica depende de dos sefales, la primera es [FNy y la segunda es
generada por PAMPs que actiian a través de los receptores TLR (por ejemplo, LPS)%4. El IFNy
puede ser producido por células de la inmunidad innata, como las NK al responder a estrés o
infecciones. Sin embargo, la produccion de IFNy por NK es una respuesta temprana y requiere,
para mantener la poblacién de macroéfagos activados, una respuesta del sistema inmune
adaptativo para generar una respuesta de defensa estable%4. La provisién continua de IFNy
estd dada por células T con perfil inflamatorio.

El LPS es otra sefial bien estudiada en macréfagos M1. El mismo es reconocido por
TLR4 o por mecanismos independientes de TLR4 que conducen a la activaciéon de
inflamasomas?. Este se trata de un complejo proteico de activacién de caspasa-1u 11, tipico
de la inmunidad innata, el cual estd conformado por un receptor con dominio de
oligomerizacién y unién a nucleétido (NLR), 1a proteina ASC y la caspasa-1 u 11. Al activarse,
se generan caspasas inflamatorias y se procesan formas inmaduras de [L-1f3 e IL-18 (pro-IL1f3
y pro-IL18) a una forma activa. Ademas, se promueve la producciéon de moléculas efectoras
como oxido nitrico (ON), ROS citoplasmatico y mitocondrial (Figura 7).

Los cambios fisioldgicos en macréfagos M1 conducen a la secrecién de grandes
cantidades de citoquinas proinflamatorias (por ejemplo, IFN-B, I[L-12, TNFa, IL-6 , e IL-18),
quimioquinas (por ejemplo, CCL2, CXCL10 y CXCL11), moléculas presentadoras de antigeno
(como MHCII), moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86) y peptidasas®. Un mecanismo
efector clave es la produccién de 6xido nitrico (ON), el cual tiene una actividad antimicrobiana
directa. Los macréfagos M1 expresan la enzima oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) que
metaboliza la Arginina en ON y citrulina. EI ON se puede metabolizar a especies reactivas de
nitrégeno, y la citrulina se puede reutilizar para la sintesis eficiente de ON a través del ciclo
de citrulina?’. Los inductores transcripcionales prototipicos de iNOS incluye a los TLR (a
través del reconocimiento de patégenos microbianos y sus productos) e IFNy o IFN tipo I,
jugando un papel esencial en respuestas M1 mediante la activacién de la via NF-kB y
JAK/STAT respectivamente®. La produccién del anién superdxido (O2-) conforma también
parte de la respuesta M1 y es generado por el complejo enzimatico nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NAPDH) oxidasa. Una produccién continua del Oz ocurre en la
mitocondria debido a la fuga de electrones desde la cadena de transporte de electrones.
También depende de varias enzimas para su producciéon, como NAPDH y NOX, las cuales estan

presentes en todos los tipos celulares. El O2- puede ser removido gracias a accién de la enzima
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mitocondrial manganeso superéxido dismutasa®® y participa activamente en la eliminacion
de patégenos1oo.

Cuando la polarizacién M1 no es correctamente modulada puede dafiar tejidos y
alterar la homeostasis inmunoldgica. De esta manera, especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno, y citoquinas inflamatorias pueden afectar a otras células y tejidos del organismo.
Por ejemplo, se han encontrado en enfermedades autoinmunes, como en esclerosis multiple,
artritis reumatoidea y orquitis autoinmune, un perfil M1 alterado 101-103, También se ha

relacionado a procesos asociados a inflamacién crénica como obesidad y aterosclerosis104105,
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Figura 7. El inflamasoma y sus vias de activacién en macrofagos M1. Tras la exposicién a
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) o patrones moleculares asociados a
peligros (DAMP), los receptores Toll-like (TLR) se fosforilan y posteriormente activan NF-kB. En
el niucleo, NF-kB promueve la transcripciéon de prolL-1f y prolL-18, que, después de la
traduccién, permanecen en el citoplasma en formas inactivas (Senal tipo 1, de priming). Un
estimulo posterior, sefial tipo 2, activa el inflamasoma NLRP3 al facilitar la oligomerizacién de
NLRP3 inactiva, la proteina tipo speck asociada a apoptosis (ASC) y procaspasa-1. Este
complejo, a su vez, cataliza la conversién de procaspasa-1 en caspasa-1, que contribuye a la

produccion y secrecién de IL-1( e IL-18 maduras9e.
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Macréfagos M2 o activados alternativamente

La clasificacion de macréfagos como M2, surge a partir de las observaciones
iniciales del efecto de IL-4, debido a su capacidad para antagonizar respuestas inflamatorias
y marcadores prototipicos M1, por eso se los llaman activados “alternativamente”9!. Los
macrofagos con perfil M2 participan en procesos alérgicos, eliminacion de parasitos,
modulacién de la inflamacién, remodelacién de tejidos, angiogénesis, inmunoregulaciéon y
promocién de tumores?!. La modulacién de la inflamacidn se logra a través de la liberacion
de factores antiinflamatorios como, IL-10, IL-13, TGF-B, VEGF, EGF, Arginasa-1, para
desactivar fenotipos de células pro-inflamatorias y restablecer la homeostasis 107 (Figura 7).

= Macréfagos M2a

Macroéfagos tratados in-vitro con IL-4 y o IL-13 se diferencian a macréfagos M2a, los
cuales no presentan antigenos a células T, producen cantidades minimas de citoquinas pro-
inflamatorias y son menos eficientes que los macréfagos M1 para producir radicales téxicos
de oxigeno y nitrégeno, y por ende, para matar a patogenos intracelulares!. Se trata de una
poblacién programada para promover la curacion de heridas, la angiogénesis y la reparacion
de dafio tisular en etapas de sanacién de enfermedades cronicas y agudas. Por su parte, IL-4
e IL-13, estimulan la expresion de la enzima Arginasa-1 (ARG-1), un marcador tipico de la
activacion alternativa de macréfagos murinos. Esta enzima genera una ruta de utilizacion de
L-arginina a L-ornitina, un precursor de poliaminas y colageno que contribuye ala produccién
de matriz extracelularl%s, Durante mucho tiempo se ha tratado de encontrar marcadores
especificos de macrofagos activados alternativamente, por ejemplo, la proteina FIZZ1
(“encontrada en zonas inflamatorias”) un miembro de la familia de moléculas tipo resistina,
que es secretada cuando macrofagos son estimulados con IL-4 y/o IL-13 y se asocia al
metabolismo lipidico y la fibrogénesis 109.

La activacion via M2 parece tener un origen tanto innato como adaptativo ya que
varios tipos celulares producen IL-4 e IL-13, como linfocitos CD4+ Th2, NK, basofilos,
mastocitos, eosino6filos!10. Los macréfagos M2a se caracterizan por su perfil anti-inflamatorio
e inmunosupresor ya que se estimula la produccién de citoquinas anti-inflamatorias como IL-
10 e IL-1RA, e inhiben la expresion de IL-1, TNFa, IL-6 e IL-1292 (Figura 7).

= Macréfagos M2c

El mantenimiento de la homeostasis tisular luego de un proceso inflamatorio es
ordenado. Cuando la inflamacién llega a su fin, las células que participan son reemplazadas
por una poblacién que forma parte activa de la fase de resolucién de la inflamacion. De esta
manera, monocitos migrantes se encuentran con sefiales que inducen a producir macroéfagos
con una fisiologia diferente a aquellos que poblaron originalmente el foco inflamatorio, los

cuales son llamados macréfagos M2clil. Algunos componentes del microambiente que
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pueden inducir este tipo de fenotipo son los glucocorticoides, citoquinas anti-inflamatorias
(IL-10), derivados de prostaglandinas y factores de crecimiento (TGF-3)11.

Entre sus funciones, se encargan de disminuir la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias, activar la eliminacién de restos celulares y el programa pro-sanacién. La
citoquina IL-10 es producida por macroéfagos, células T y B, mastocitos, queratinocitos, como
parte de una respuesta homeostatica. Esta citoquina limita la duracién e intensidad de
reacciones inmunes e inflamatorias. Por su parte, TGF-3 es una citoquina pleiotrépica y en
macro6fagos inhibe la produccién de citoquinas pro-inflamatorias inducidos por LPS92. Por
ultimo, los glucocorticoides, se liberan en respuesta a una variedad de estresores, lo cual hace
que sean esenciales para el mantenimiento de las funciones homeostaticas ya que, al igual
que IL-10 y TGF-, regula la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias y la produccién de
mediadores inflamatorios como el ON. Ademas, los glucocorticoides regulan negativamente
una gran variedad de genes que activan el aumento de [FNy, quimioquinas como CXCL10 y el
receptor de quimioquinas CX3CR193 (Figura 7).

= Macréfagos M2b

Una tercera poblaciéon de macréfagos fue descripta por primera vez por Mosser, la
cual surge al estimular macréfagos con LPS o IL-1f3, a través de TLR4 o IL-1R y complejos
inmunes reconocidos por los receptores para el Fc de la Inmunoglubina G, IgG. Estos
macrofagos se caracterizan por producir bajas cantidades de IL-12 y altas de IL-10, lo cual
favorece a respuestas inmunes tipo 2 y adaptativas!!2. Los macréfagos M2b son claramente
distintos a los M2a ya que producen niveles de IL-10 mucho mas altos y cantidades
significativamente mayores de TNFa, [L-1$3, e IL-6, lo que indica que estas células no serian
anti-inflamatorias per se?. En este sentido, se ha demostrado que hay una mayor similitud
entre la activaciéon M2b y M1 que entre M2a y M2b. Aunque el perfil de citoquinas que liberan
difiere entre los macroéfagos M2b y M1, ambos producen altos niveles de ON y expresan baja
actividad de la ARG-1. En macré6fagos M2b se ha identificado un patrén tinico de quimioquinas
caracterizada por la expresion de CCL1, que cuando es liberada, atrae células CD4+ Th2, T
regulatorias (Ver siguiente seccion: diversidad células T) y eosindfilos108. Se ha considerado
el uso potencial de macréfagos M2b en terapias para enfermedades en las cuales la supresion
de citoquinas inflamatorias por citoquinas inmunoreguladoras como IL-10 podrian atenuar

la patologial13 (Figura 7).
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Componentes de la inmunidad adaptativa

Los linfocitos son las principales células en la respuesta inmune adaptativa y se
agrupan en dos poblaciones, los By los T. Los linfocitos B participan de la inmunidad humoral.
Estos reconocen antigenos directamente a través de sus receptores en la membrana celular.
Una vez que las células B se activan, proliferan y se diferencian en células plasmaticas que
secretan anticuerpos que median respuestas destinadas a neutralizar antigenos.

En la inmunidad mediada por células, los principales protagonistas son las células
T, que se pueden dividir en dos subpoblaciones: las células T CD8+ (citot6xicas) y las T CD4+
(T helper). Por su parte, células T CD4+ activan macréfagos para que destruyan microbios
fagocitados y las células T CD8+ se encargan de matar células infectadas con microbios
intracelulares, activando la apoptosis?9. Frente a los multiples patoégenos y estimulos
inmunes, las células no diferenciadas llamadas células T CD4+ naive o virgenes, organizan
distintas respuestas inmunes al diferenciarse en células T helper o colaboradoras (Th). Estas
secretan citoquinas y adaptan sus respuestas de acuerdo con al estimulo o patoégeno a
enfrentar. Se encargan de la activaciéon y direccionamiento de otras células ya que
proporcionan ayuda a los linfocitos B para la posterior produccién y liberacién de
anticuerpos, activan y favorecen a expandir la poblaciéon de células T citotoxicas CD8+, y
activan células del sistema inmune innato con actividad fagocitica, como los macréfagos9°. El
receptor de células T (TCR por T cell receptor) reconoce s6lo péptidos cortos. Estos se
forman por protedlisis de proteinas extrafias y se presentan a las células T en asociacion
con moléculas MHC de clase I o clase II, que estdn presentes en la membrana celular de
células presentadoras de antigeno (CPA)'4115 C(Casi todas las células somaticas tienen
moléculas MHC clase I. Estas permiten que las células infectadas o transformadas sean
reconocidas y destruidas por las células T citotdxicas. Sin embargo, las moléculas MHC clase
II, se encuentran solo en las CPA profesionales!16117. Entre las CPA profesionales se
encuentran las células dendriticas, macréfagos y células B. Las células CD4 se asocian a
antigenos presentados en el contexto de MHC II, mientras que las CD8 reconocen antigenos
asociados a MHC 1. Este reconocimiento restringe el rango de antigenos presentados a las
células CD4 o CD8118,

Estimular una célula T con un determinado antigeno no necesariamente lleva a
la activacion de ésta, sino que en ciertas condiciones puede producir una célula T
refractaria a un estimulo adicional, estado conocido como anergialtd. Esto es relevante ya
que las interacciones de las células T con un antigeno especifico en CPA en reposo dan
como resultado anergia e inmunotolerancia, un proceso que parece ser responsable de
eliminar las células T autorreactivas a antigenos expresados so6lo en la periferia y de ese

modo prevenir la autoinmunidad. Asi, durante la activacién de células T se requiere de
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sefiales co-estimulatorias!!®. Primero, las CPA captan y procesan antigenos del medio y
migran hacia los 6rganos linfaticos secundarios mas cercanos, como bazo y noédulos
linfaticos. En ellos maduran, es decir, aumentan la expresiéon de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC), asociadas a pequefos péptidos del patdégeno, y
moléculas co-estimulatorias (CD80, CD86, CD40), junto con la secreciéon de mediadores
pro- y anti-inflamatorios'’”. En este sentido, cuando una CPA se activa al detectar
patégenos o inflamacién a través de uno o mas receptores de reconocimiento de patrones
innatos o citoquinas, los diversos ligandos co-estimuladores también se expresan,
induciendo la activacién, proliferacion y diferenciaciéon de las células T. Por lo tanto, la
produccién de sefiales inflamatorias innatas y mediadores es un preludio necesario para

la transicion efectiva de una respuesta innata a una adaptatival2o,

Diversidad fenotipica de linfocitos T CD4+

En respuesta al ambiente especifico dado por las citoquinas, los niveles de
expresiéon de MHCII y moléculas co-estimulatorias presentes en la superficie celular de las
CPA, las células T estimuladas con antigenos se programardn genéticamente en una
variedad de subconjuntos que poseen mecanismos efectivos apropiados para eliminar el
patégeno.

Se han identificado diversos tipos de células T colaboradoras de acuerdo con sus
respuestas y se han caracterizado, ademas, los factores de transcripciéon o reguladores
maestros de cada linaje. Se han clasificado de acuerdo al orden histérico en que fueron
descubiertas (Th1, Th2), tipo de citoquina que secretan (como el grupo Th17, Th9), su
importancia biolégica (Tfh ayudante folicular), o su importancia funcional (Treg, células T
regulatorias)!19. El repertorio de la diferenciacidn de células T se ilustra en la Figura 8.

La produccion de IFNy e IL-12 en respuesta a un patoégeno intracelular, induce la
expresion del factor de transcripcion T-bet y promueve la diferenciacion a células Th1. Esta
subpoblacion se caracteriza por la produccion de IFNy y TNFa, las cuales se retroalimentan
activando células vecinas, como macroéfagos, con el fin de potenciar su capacidad de
presentadora de antigenos y fagocitical2!l. Cuando las células T virgenes o naive se activan en
presencia de IL-4, éstas se diferencian en células Th2, las cuales son importantes para
eliminar microorganismos extracelulares y parasitosi2l. Esta subpoblacién genera grandes
cantidades de IL-4, IL-5 e IL-13. Estas citoquinas propagan y activan eosinéfilos, mastocitos y
baséfilos especializados para eliminar parasitos y promueven que las células B produzcan
isotipos de anticuerpos especificos de antigenos, que circulan a las superficies de las mucosas

y neutralizan las futuras amenazas de encuentros parasitarios. Interacciones con otros
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parasitos que generan ambientes ricos en IL-4 y TGF-B, generan un subconjunto similar pero
que liberan IL-9, de alli que se llamen Th9118. Ambos subconjuntos Th2 y Th9 logran sus
caracteristicas Unicas a través de la regulacion de genes activados por el factor de
transcripcion GATA-3121. Sin embargo, una respuesta Th2 o Th9 robusta o desmedida, puede
desencadenar patologias como alergias y asmat18.

En respuesta a bacterias y hongos extracelulares, las células inmunes innatas
generan grandes cantidades de TGF-p e IL-6. Cuando las células T naive reciben estas sefiales
con estimulacidén adicional y sostenida de IL-21 e IL-23, se convierten en células Th17 bajo el
control diferencial de un factor de transcripcién llamado ROR-y119. Se han dilucidado distintas
funciones para Th1 y Th17 en multiples afecciones autoinmunes en humanos como diabetes
tipo 1 y esclerosis multiple!22.123 (Ver capitulo 3 de la introduccién). Con el fin de evitar
respuestas inmunes persistentes y exacerbadas con potencial inmunopatolégico, el sistema
inmune produce un subconjunto de células T, las T regulatorias o Treg, que frenan procesos
inflamatorios. La actividad supresora de las Treg esta mediada por el factor de transcripcion
FoxP3. Esta subpoblacion de células T colaboradoras evitan la proliferacion de células T y la
produccién de citoquinas pro-inflamatorias al producir citoquinas supresoras como IL-10,
TGF-f o IL-35. Aunque estas citoquinas son esenciales para mantener la tolerancia inmune,
muchos estudios muestran que Tregs pueden adquirir la capacidad de producir citoquinas
pro-inflamatorias, y tal circunstancia puede exacerbarse durante procesos autoinmunes. De
hecho, existe una cierta flexibilidad en la expresion de reguladores maestros de cada linaje
asf como de las citoquinas que liberan2.

Por ultimo, las células Tfh, colaboradora folicular, ayudan a las células B a producir
anticuerpos en respuesta a los antigenos dependientes de células T. Aunque todavia no queda
claro si la las Tth son verdaderamente una subpoblaciéon de las T colaboradoras o un estado
particular de las otras subpoblaciones, éstas ayudan en el desarrollo de centros germinales y
la recombinacién del cambio de clase de inmunoglobulinas. Su factor regulador de la

transcripcion es Bcl6, un represor transcripcional!2l,
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Figura 8. Diferenciacion de células T CD4+. Células presentadoras de antigenos reconocen a un

amplio rango de patdégenos lo que da como resultado la liberacién de citoquinas. Junto con los TCR,

las citoquinas modulan la diferenciacién de las células T virgenes programadas por factores de

transcripcién para responder de manera especifica al tipo de patdgeno. Células activadas responden

produciendo citoquinas que retroalimentan el medio celular, amplifican la sefial y ayudan a

promover la eliminacidn de patdgenos. Sin embargo, cuando respuestas T resultan exacerbadas o

sostenidas, pueden desencadenarse diversas inmunopatologias que van desde la autoinmunidad,

alergia, asma, tormenta de citoquinas y cdncer. Los colores de cada grupo de patdgenos se

corresponden con los colores de los tipos de células T que responden especificamente a cada uno de

ellos 90.119,
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EL EJE NEUROINMUNE

El sistema nervioso y el inmune son los principales sistemas sensores del organismo
ya que perciben, integran y responden a distintos estimulos. Tienen la capacidad de recordar
eventos pasados y adaptarse eficientemente a condiciones cambiantes. Las funciones de
ambos sistemas dependen de contactos célula- célula y moléculas solubles que actiian como
mensajeros a cortas o largas distancias. Entre tales moléculas se incluyen las citoquinas,
quimioquinas, neuropéptidos y neurotrofinas. Las similitudes entre ambos sistemas han dado
lugar a la idea que los sistemas nervioso e inmune estarian relacionados evolutivamente a
través de un precursor ancestral comun. Desde una interpretacién evolutiva, es probable que
la accién concertada entre ambos sistemas, significé una mejoria en la integridad de tejidos,
o6rganos y organismosss.

Durante mucho tiempo, el cerebro ha sido considerado como un 6rgano inmuno-
privilegiado, debido a la falta de drenaje linfatico, la poca permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE) y la aparente ausencia de respuestas inmunitarias. Sin embargo, este
concepto se ha redefinido considerando que una respuesta inflamatoria robusta puede ser
provocada en el cerebro en el contexto de enfermedades neurodegenerativas, invasion de
patégenos o lesiones, y que infecciones sistémicas activan células inmunes residentes en

cerebro sin afectar la BHE124,

Células y mediadores inmunes en Sistema Nervioso

En el parénquima cerebral los macr6fagos residentes son las células microgliales. Se
trata de una poblacién autorrenovable derivada de células precursoras mieloides del saco
vitelino que invaden el SNC entre los dias embrionarios 8.5-9.5125. Las células microgliales
estdn constantemente censando el parénquima cerebral y son las células mas plasticas desde
el punto de vista morfolégico. Se ha determinado que existen distintos niveles de activacion
microglial en respuesta a diversos estimulos, lo cual, morfolégicamente se caracteriza por
pasar de un estado de vigilancia (de patdgenos e injurias) con somas pequefios y
ramificaciones o procesos prolongados y delgados, a estadios activados donde el soma
aumenta su tamafio, las ramificaciones se van acortando y engrosando. Finalmente, cuando
cumple su funcién fagocitica, toma la tipica forma ameboide!2¢. En el cerebro en desarrollo y
en dreas de remodelacion, 1a microglia es responsable de la fagocitosis de desechos celulares
resultante de la apoptosis y muerte celular normal!??. Varios estimulos pueden causar la
activacion microglial, lo cual ademas de los cambios en la morfologia, implica también la

liberacién de factores citotéxicos o neuroprotectores, como citoquinas y factores de
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crecimiento, alteraciones en la expresiéon de marcadores de superficie (MHCII, CD45, CD11b,
CD163, CD204) y fagocitosis de restos de tejidos y patégenos!2s.

Los astrocitos son la principal poblacién de células gliales en el SNC y la segunda
fuente principal de citoquinas cerebrales. Después de una injuria en cerebro, los astrocitos se
activan y forman astrogliosis reactiva, lo cual es importante para aislar el area lesionada y
proteger a regiones adyacentes, sin embargo, puede resultar perjudicial para la regeneracion
axonall29. Ademas, los astrocitos forman la glia limitans, que rodea la vasculatura del SNC y
controla la entrada de células infiltrantes periféricas!30. La BHE incluye a capilares y vénulas
en el cerebro y medula espinal, compuesta por células endoteliales especializadas, la cual
limita el transporte de factores especificos y solutos al parénquima, incluyendo mas del 98%
de anticuerpos y moléculas pequeias, pero asegurando la salida de otros!3l. Laintegridad de
la BHE puede afectarse ante injurias o condiciones patoldgicas, cuando las células
endoteliales se activan junto con astrocitos de la glia limitans, y como consecuencia se forman
canales transendoteliales, facilitando la migracién de leucocitos al parénquima cerebrall31.

Durante condiciones patolégicas, las neuronas lesionadas liberan citoquinas y
neurotransmisores que activan células involucradas en el proceso de la neuroinflamacion. La
microglia activada libera a su vez mediadores inflamatorios que conducen también al
reclutamiento de macréfagos periféricos, células dendriticas y linfocitos T desde los vasos
linfaticos meningeos o vasos sanguineos!32133, Astrocitos y neuronas adyacentes se activan
en paralelo, lo cual conduce a una mayor liberacién de factores inmunes?25.

Estd ampliamente aceptado que células gliales y sus mediadores, no s6lo cumplen
funciones estrictamente inmunoldégicas, sino también ayudan a mantener la homeostasis en
el sistema nervioso en desarrollo y maduro, ya que participan en la modulaciéon de la
conectividad neural, afectando procesos como el crecimiento y guiado de neuritas, la
formacion de sinapsis, el refinamiento o pruning sinaptico, scaling sinaptico, que constituyen
las bases biolégicas del comportamiento, del aprendizaje y la memoria!25. De hecho, se ha
demostrado que varias proteinas inmunes cumplen funciones no inmunes en el cerebro:
incluyendo citoquinas pro inflamatorias (TNFa, IL-6), proteinas del sistema inmune innato
(Complemento C1q y C3), proteinas del sistema inmune adaptativo (Miembros de la familia
del complejo mayor de histocompatibilidad clase I [MHCI] e inmunorreceptores de unién a
MHCI y sus componentes [PIRB, Ly49, DAP12, CD3z])134135 (Figura 9). No sélo células
residentes de parénquima cumplen roles en el mantenimiento de la homeostasis neuronal.
También las células T en meninges, a través de la citoquina IL-4, cumplen un rol esencial en
la memoria y el rendimiento cognitivo; ademas, IL-4 ayuda a antagonizar los efectos nocivos
de citoquinas pro-inflamatorias generadas por astrocitos y neuronas, por ejemplo,

aumentando la producciéon de BDNF por parte de astrocitos?3e.

-35-



INTRODUCCION: SISTEMA INMUNOLOGICO E INTERACCIONES NEUROINMUNES

CEREBRO EN DESARROLLO CEREBRO ADULTO

PRUNING SINAPTICO 4 PLASTICIDAD SINAPTICA
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TNFa TNFa
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Figura 9. Interacciones neuroimunes. En el SNC, las células gliales y sus mediadores inmunes
participan activamente en el mantenimiento de la homeostasis en el cerebro tanto en etapas
tempranas del desarrollo y en el cerebro adulto. Aunque el SNC es considerado un érgano
inmunoprivilegiado, las interacciones entre el sistema inmune y el sistema nervioso son esenciales

para el normal funcionamiento neuronal y sus conexiones.

En resumen, desde el punto de vista inmunolégico, en el cerebro, astrocitos y
microglia actdan como sensores del dafio y responden a una gran variedad de estimulos
mediante la activacion de vias de transcripcién de genes con el fin de producir mediadores
inflamatorios, como las citoquinas. Las citoquinas median interacciones complejas con otras
células neuronales y no neuronales. La activacién glial esta dirigida a eliminar patégenos,
pero en ultima instancia, puede resultar en la amplificacion del dafo y lesion tisular

consecuente.
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CAPITULO

MeCP2.

Inmunidad y Estres Oxidativo

INFLUENCIA DE MeCP2 EN EL SISTEMA INMUNE

Dado que MeCP2 se expresa en todos los tejidos y cumple diversas funciones, la
mayoria aun desconocidas, RTT en consecuencia es un desorden multisistémico ya que afecta
tanto al sistema nervioso, al sistema microvascular y endotelial, huesos, corazén, pulmones,
fibroblastos de la piel, glébulos rojos y células del sistema inmunoldgico34137. Los modelos
murinos de pérdida y sobreexpresiéon de MeCP2 que evaluan el papel potencial de las células
no neuronales han confirmado que poseen un rol relevante en la patologia de RTT. Sin
embargo, alin no queda claro como MeCP2 modifica respuestas inmunes en el contexto de
desordenes asociados a alteraciones de la expresion de esta proteina. A continuacion, se
describen antecedentes reportados hasta el momento en RTT relacionados a alteraciones

inmunoldgicas.
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Antecedentes de alteraciones inmunes en RTT

Con respecto a la relacién entre MeCP2 y una disfuncién inmune, se ha reportado
un vinculo entre ciertos polimorfismos del gen MECP2 y enfermedades autoinmunes, tales
como el sindrome de Sjogren primariol38, lupus eritematoso sistémicol39, artritis

reumatoidel40 y esclerosis sistémical4l.

En los pacientes con RTT se ha visto un incremento de citoquinas tipo Th2, como
IL-9 e IL-13, que podrian ser indicativas de una respuesta Th2 prevalente, con la aparicion de
inmunidad mediada por anticuerpos y eosinéfilos/mastocitos42. Por otro lado, una posible
prevalencia de la respuesta Th2 podria estar en linea con indicios de activaciéon de la
inmunidad humoral en RTT, como el aumento de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos
de cerebro, NGF y altos niveles de autoanticuerpos séricos anti-N-glucosilaciéon (N-Glc)143.
También se ha identificado en un alto ndmero de casos autoanticuerpos contra el receptor de
folato en liquido cefalorraquideol44. Sin embargo, otros autores no han podido detectar
anticuerpos antineuronales o antigangliésidos, antinuclear o antimusculo estriado o liso145.

Se ha descripto en pacientes con RTT un estado inflamatorio subclinico persistente.
En este aspecto, mediante hematologia de rutina, quimica clinica y andlisis de prote6mica 2-
DE MALDI-TOF se determiné un total de 17 proteinas APR (proteinas inflamatorias de fase
aguda) en suero de pacientes como SAA1 (proteina sérica amiloide A-1), A1AT (alfa-1
antitripsina) y CFAB (factor B de Complemento)143146147, Tales cambios fueron
proporcionales a la gravedad de la mutacién de cada paciente. También se reportaron
alteraciones en niveles de citoquinas en RTT, como TNFq, IL-6, IL-12p70, IL-10, IL-17A, TGFj,
IL-8 y RANTES42,148149, Recientemente se evidencié que pacientes con RTT muestran niveles
diferenciales de citoquinas en saliva, ya que se hallaron niveles elevados de IL-13, IL-6, IL-8,
IL-10, GM-CSF, TNF-qa, y VEGF en RTT en comparacién con los controles!5?. A su vez, las
mismas citoquinas mostraron correlaciones positivas significativas con los puntajes de
severidad clinica. Por otro lado, no se hallaron diferencias en las concentraciones de IL-2, IL-
4, 1L-5, IL-12p70, y IFN-y150,

Se ha puesto en evidencia que MeCP2 también es importante para la fisiologia de
células T. En pacientes con RTT se observa un porcentaje reducido de células CD8+
resultando en un balance CD4+/CD8+ aumentado. Sumado a pacientes con RTT, nifios con
duplicacién de MeCP2, también muestran anomalias inmunolégicas variables que incluyen
reducciones en la memoria de las células T y B y en las NK!51. También se ha reportado un
aumento del receptor solubre de la citoquina IL-2 en suero de pacientes jovenes!45. Por otro
lado, se determiné que en linfocitos clonados de pacientes con RTT, MeCP2 es necesaria para

el crecimiento linfocitario, ya que mutaciones en esta proteina causa desventajas en células T
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al reducir la respuesta a la estimulacién mitogénical52. Aunque en este trabajo se hallaron
niveles de células T expresando IFNy, otros autores han reportado niveles alterados de esta

citoquina en pacientes con sindrome de duplicacion de MeCP2153,

MECP2 Y ESTRES OXIDATIVO

El balance redox es un equilibrio controlado de distintos compuestos endégenos
celulares, en particular H,0>, glutatiéon reducido/oxidado (GSH/GSSG), NAD(P)H/NAD(P) y
cisteina/cistina. Se mantiene mediante enzimas de equilibrio redox que desintoxican de
oxidantes. Entre estas enzimas se incluyen la catalasa y la superéxido dismutasa (SOD). La
produccién excesiva de ROS o su detoxificacién insuficiente por enzimas antioxidantes,
rompe el delicado balance de las ROS, llevando a aumentos elevados y por consecuente a
estrés oxidativo!54. El estrés oxidativo (EO) denota altos niveles de ROS y resulta en dafio en
ADN, lipidos y proteinas. El radical superéxido (02-) se convierte principalmente en H;0: o
interactiia con el 6xido nitrico (ON), formando especies reactivas del nitrégeno (RNS) que
podran peroxidar lipidos o nitrosilar proteinas!ss. El H,0; es menos reactivo y actia como
mensajero intracelular. La baja produccién de ROS/RNS es fundamental para mantener
procesos fisioldgicos ya que actian como moléculas de sefializacidn e interfieren en distintas
vias incluyendo aquellas que regulan la funcién inmunel!5¢. La primera evidencia que
relacion6 el EO con RTT lleg6 a finales de los afios 80’s cuando se encontrd una severa
reduccion de vitamina C y Glutatién en muestras de cerebros post-mortem de pacientes!57.

En pacientes con RTT, la generacién anormal de ROS mitocondrial, la pérdida del
equilibrio redox y el dafio oxidativo potencial se manifiestan a una edad temprana y, como
consecuencia, pueden facilitar la progresion de la enfermedad al intensificar la oxidacién de
lipidos y proteinas!58159 En este sentido, en muestras de sangre de pacientes RTT se han
detectado niveles elevados de marcadores de estrés oxidativo, como Hierro no unido a
proteinas intra-eritrocitarias (NPBI; es decir, hierro libre), NPBI plasmatica, productos de la
lipoperoxidaciéon (como F;-isoprostanos, neuroisoprostanos, 4-HNE, y MDA) y proteinas
carboniladas (producto de la oxidacion de proteinas)60. Este mecanismo de avance puede
prevenirse con antioxidantes o eliminadores de radicales libres6! ya que ademas, el dafio
oxidativo se ha asociado con hipoxia intermitente por el déficit en el intercambio gaseoso que
ocurre en estos pacientes!60. La disminucién de anti-oxidantes se ha evidenciado en
suero/plasma, en eritrocitos y fibroblastos de la piell60.162, Para enfrentar el desbalance
redox, un mecanismo compensatorio en RTT involucraria un aumento en la expresiéon de
genes como SOD1, CAT y Gpx; sin embargo, la actividad de estas enzimas se vio reducida en

cultivo primario de fibroblastos de pacientes!63. A su vez, se ha demostrado una persistente
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disfuncion mitocondrial asociada con cambios ultraestructurales en mitocondrias,
desregulacion génica, degradacion de proteinas y plegamiento de cromatina y el deterioro en
la captacién de ROS48. A través de analisis ultraestructural de las células mononucleares de
sangre periférica de pacientes de RTT, se han evidenciado marcadas alteraciones
subcelulares. Entre esas alteraciones se observaron nucleos retraidos con forma irregular y
una relacién nucleo/citoplasma marcadamente disminuida y mayor cantidad de citoplasma
con numerosas mitocondrias. En particular, estas células muestran mitocondrias con
morfologia anormal, con ruptura y pérdida de crestas!él. En conjunto, estos hallazgos
sugieren que alteraciones mitocondriales y el estado crénico de estrés oxidativo constituyen

en la actualidad un componente preponderante en la patogénesis de RTT.

ESTUDIO DE RESPUESTAS NEUROINFLAMATORIAS: ESTRATEGIA PARA EVALUAR EL ROL DE MeCP2 EN
RESPUESTAS INMUNES

Numerosos estudios en el area de la inmunologia hacen uso de distintos modelos de
enfermedades humanas64 asi como estimulos sistémicos!6> para comprender coémo
determinadas proteinas y células orquestan respuestas inmunes y neuroinflamatorias. La
gran recopilacion de datos, asi como la caracterizaciéon de cambios bioquimicos y patolégicos
en tales modelos, facilita su uso para identificar posibles alteraciones en respuestas inmunes
mediadas por factores como receptores de citoquinas, expresién de citoquinas y/o
quemoquinas, mutaciones genéticas, etc. Entre los modelos y métodos mas utilizados se
encuentran la colitis autoinmune, inyecciones de LPS que imitan a una infecciéon y la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE)153164165 Este ultimo modela a la
enfermedad humana esclerosis multiple y en esta tesis se aplicard como un estimulo inmune
que promueve la neuroinflamacidn, con el fin de dilucidar el rol de MeCP2 en este contexto.

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad desmielinizante crénica, progresiva y
neuroinflamatoria que afecta al cerebro y a la médula espinallé6. Se caracteriza por la
presencia en pacientes de infiltrados inflamatorios, placas desmielinizantes y dafio axonal267.
De acuerdo con la hip6tesis autoinmune del desarrollo de la EM, factores genéticos (MHC) y
ambientales como una infeccién viral, o la presencia de ciertos antigenos o superantigenos
que presentan similitudes moleculares (mimetismo) con antigenos de SNC promueven la

activacion de células T CD4+168,169,
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Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE)

La EAE es un modelo que reproduce muchas de las caracteristicas clinicas,
bioquimicas, inmunolégicas y patolégicas de la EM. Este modelo fue inicialmente desarrollado
en la decada de 19305170 y descripta como una enfermedad mediada por células T en los 80s.
Este modelo se puede aplicar en distintas especies animales como ratas, ratones, conejos,
cobayos y monos166. De acuerdo con el protocolo de inmunizaciéon empleado, la especie o cepa
del animal seleccionado para el estudio y el modelo de induccién (activa o pasiva), el
desarrollo de la EAE puede tener diferentes cursos clinicos: patologia aguda, crénica o
progresiva con recaidas y remisionesi7L.

En el modelo mas frecuentemente utilizado, la EAE es inducida en ratones mediante
inmunizacién con una emulsién agua-aceite en el cual el antigeno de mielina, en el cual el
adyuvante de Freund completo (CFA) se mezcla con un antigeno de mielina; los antigenos
mas utilizados son la glicoproteina de mielina de oligodendrocito (MOG), la proteina basica
de mielina (MBP) o la proteina protelipidica (PLP). El adyuvante completo de Freund contiene
altos niveles de Mycobacterium tuberculosis inactivado por calor, con el fin de activar el
sistema inmune innato a través de los TLR172. Esta emulsién es inyectada subcutdneamente
en el lomo o flanco interno posterior del animal. Ademas, se deben aplicar inyecciones de la
toxina Pertussis que participa modulando la permeabilidad de la BHE lo cual permitira el
ingreso de células inmunes al parénquima del SNC166173, En general, los signos clinicos
presentados por los animales durante el curso de la patologia son la pérdida de peso, paralisis
ascendente que puede iniciarse con flacidez en la cola, paralisis de las extremidades
posteriores, y pocas veces puede llevar a un estado de muertel’4. Si bien las lesiones
presentadas en EAE y en la EM se caracterizan por inflamacién y frecuente desmielinizacién,
existen algunas diferencias entre la patologia humana y los modelos experimentales; por
ejemplo, en modelos animales, las lesiones se presentan predominantemente en la médula

espinal, mientras que en la EM son mas comunes en cerebrol75176,

Mecanismo patogénico de la EAE

En la EAE, la patologia se desarrolla cuando las CPA, principalmente CDs, captan y
procesan los péptidos de mielina inyectados y migran a los 6rganos linfaticos secundarios
(como los ganglios linfaticos y bazo)17¢. Las CPA son activadas por los componentes presentes
en Mycobacterium tuberculosis a través de los TLR y presentan péptidos derivados de
antigenos de mielina a las células T naive o virgenes!?7.178, Los linfocitos T se activan y
diferencian, principalmente en células Th1 y Th17 las cuales van a proliferar y seran capaces

de producir citoquinas pro-inflamatorias, como IFNy e IL-17, respectivamentel7°. Las células
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T efectoras entran al SNC a través de vénulas postcapilares y se acumulan en el espacio
perivascular presente en la BHE. La penetracién de la membrana parenquimal de 1a BHE es
facilitada por las metaloproteasas de matriz (MMP2 y MMP9) secretadas por células T,
macro6fagos, y neutroéfilosso. Al mismo tiempo, los linfocitos van a aumentar la expresién de
moléculas de adhesidn que interaccionan con otras presentes en el endoteliol7s.

Unavez en el SNC, las células T son reactivadas por macroéfagos, CDs y células B ya que
actian como presentadoras de autoantigenos de mielina y secretan citoquinas como IL-17,
IFNy, TNFa, entre otras!7¢é. La citoquina IL-17, quemoquinas y MMPs atraen a monocitos y
neutrofilos para ser reclutadost’é. S6lo aquellos linfocitos que posean en su superficie un
receptor TCR capaces de generar una reacciéon cruzada con los péptidos derivados de
antigenos de mielina presentados por las CPA locales (microglia y astrocitos) e infiltrantes
(macroéfagos y células dendriticas), van a ser retenidas en el parénquima?80. Una vez en SNC,
estos leucocitos infiltrantes (neutréfilos, monocitos/macréfagos, CDs, linfocitos T CD8+,
linfocitos B, etc.) y células residentes, como microglia activada, liberan mediadores
inflamatorios, como enzimas proteoliticas, citoquinas y radicales libres18l. De esta manera se
produce el dafio directo a la mielina de axones, generando posteriormente el deterioro

neurologico.
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PERIFERIA BH NC
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Figura 10. Mecanismo de patogenicidad en la EAE. Los linfocitos T se activan en érganos
linfdticos periféricos, alli se diferencian y proliferan. Posteriormente pasan a la circulacién y migran
a través de la BHE hacia el SNC, donde las células son reactivadas por componentes de mielina y se
produce la expansién clonal. Finalmente se induce la inflamacidn y el dafio neuronal. CD: célula

dendritica. BHE: barrera hematoencefdlica. Cél. T: células T. Cél. Inmune: células inmunes8?.

-43 -



HIPOTESIS

En los ultimos afios se ha podido establecer que MeCP2 se expresa en células
inmunes y no s6lo en neuronas y, en consecuencia, se plantea una nueva vision de la
patogénesis en RTT en la cual el sistema inmunolégico cumpliria un rol activo en el
mantenimiento de la patogénesis en humanos. Sin embargo, dada la gran complejidad de la
presentacidn clinica en RTT, ain no queda claro cémo participaria el sistema inmune en la
patogénesis y el mantenimiento de alteraciones en RTT.

Se evidencié que en células T CD4+ naive, MeCP2 es indispensable para la
diferenciacion a células Th1 y Th17153. También se reportd que la sobreexpresion de MeCP2
en células T CD4+ fallan en comprometerse y diferenciarse en células Th1, demostrado por
niveles bajos de produccion de [FNy que conducen a un fenotipo inmunosupresor. Asimismo,
la sobreexpresion de MeCP2 en ratén también suprime de forma aberrante la secrecién de
IFNy de células Th1151. Ademas se reporto la expresion de MeCP2 en células T regulatorias y
se ha demostrado que MeCP2 es requerida para mantener la expresién de FoxP3 en
condiciones de activacion inmune164,

Se ha propuesto que disfunciones en células mieloides como macréfagos y
microglia, contribuirian activamente a la patogénesis de RTT. En pacientes con RTT se
identificaron niveles anormales de citoquinas relacionadas a macréfagos, como TNFg, IL-6,
IL-12p70, IL-10 y TGF-B114. Ademas, se determind que en ratones MeCP2-null, estas
poblaciones celulares muestran una disminucién en su tamafio a lo largo del curso patolégico
y alteraciones en respuestas a estrés y activacion inmune 165. Por otro lado, se observé que el
trasplante de médula 6sea de animales WT en ratones MeCP2-null irradiados, y posterior
repoblacion de macréfagos/microglia WT, aumento6 la longevidad y recuperd varios fenotipos
patolégicos#2. Sin embargo, tales resultados no han podido ser reproducidos82. En general,
estudios en poblaciones mieloides se han concentrado principalmente en células microgliales
debido a su estrecha interaccién con neuronas. Si bien las células microgliales y los
macrofagos residentes de tejidos comparten un origen embrionario en comin183, se evidencio
que MeCP2 actia de manera célula-dependientel65.

Teniendo en cuenta tales antecedentes, cabe aclarar que la mayoria de los estudios
realizados para determinar el rol de MeCP2 en la interaccién neuroinmune y su participacion
en la homeostasis inmunoldgica, se han realizado en condiciones de ausencia total de esta
proteina. Por lo tanto, desde un punto de vista potencialmente traslacional, la interpretacion

de tales resultados resulta compleja a la hora de esclarecer su funcién en el contexto de RTT
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y desordenes asociados, en donde se encuentra expresada MeCP2 en forma parcialmente
funcional. Por lo tanto, no existe un claro consenso sobre cuales vias o genes estaria regulando
o modulando MeCP2 en condiciones de activacién inmune in-vivo.

Nuestra hipétesis de trabajo es que MeCP2 es critica para el correcto
funcionamiento tanto del sistema nervioso como del sistema inmunoldgico y, por lo tanto, es
esencial para el mantenimiento de la homeostasis neuroinmune. Ambos son fundamentales
para la supervivencia de un organismo, y son altamente sensibles al estimulo contextual y al
estrés que el organismo afronta. Proponemos que MeCP2 es primordial para esta
coordinaciéon delicada de respuestas altamente dindmicas a estimulos inmunes por lo que
consideramos que es clave evaluar su rol en condiciones de activacion crénica y aguda in-vivo

e in-vitro respectivamente.
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0BJETIVO GENERAL

Evaluar el rol de MeCP2 en respuestas neuroinflamatorias en un modelo animal del
Sindrome de Rett, cuyo fenotipo clinico-patolégico es altamente reproducible y bien
definido.

0BJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fenotipica y funcionalmente poblaciones de macroéfagos

provenientes de ratones mutantes para MeCP2.

A. Determinar la capacidad de diferenciacion de precursores de médula 6sea a macréfagos.

B. Caracterizar la respuesta de macréfagos diferenciados de médula 6sea de animales en
respuesta a un estimulo pro-inflamatorio y anti-inflamatorio:
= Analizar el nivel de expresion de citoquinas y marcadores fenotipicos.

» Estudiar los niveles de 6xido nitrico y superéxido producidos.

Evaluar el desarrollo de respuestas neuroinflamatorias en ratones
mutantes para MeCP2 frente a un desafio autoinmune (Encefalomielitis

Autoinmune Experimental).

A. Evaluar el nivel de neuroinflamaci6n. Para ello, en médula espinal lumbar se va a:
= Examinar la presencia de células inmunes infiltrantes en médula.
= Establecer el nivel de microgliosis en médula.

= Determinar niveles de expresién de citoquinas y mediadores inmunes.

B. Caracterizar el perfil inmunolégico de células mononucleares aisladas de bazos de
animales para:

= Establecer el nivel de proliferacién antigeno-especifica.

= Analizar el nivel de autorreactividad antigeno-especifica al evaluar la produccién de

citoquinas pro y anti-inflamatoria
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MODELOS /N-VIVO E IN-VITRO

Modelo animal: ratones MeCP2 308/y

Parala realizacion de esta tesis se utilizaron ratones mutantes MeCP23%/Y, Este modelo
presenta un coddén de terminaciéon temprano que genera una proteina truncada en el
aminoacido 308, provocando la pérdida de la region C-terminal de la proteina. Esta forma
truncada de MeCP2, pierde varios posibles sitios de fosforilaciéon alojados en esa region
(Figura 3) que son claves para su union a co-represores. Asimismo, la ausencia del dominio
C-terminal conlleva a una menor estabilidad y menor vida media de la proteina truncada que
la forma WT. Como consecuencia este modelo representa una condicion de “deficiencia de la
funcién de MeCP2”, en contraposicién al modelo MeCP2-null que carece totalmente de la
misma¢’. De aqui en adelante para facilitar la redacciéon de esta tesis, se lo llamara ratén
MeCP2-MUT o MUT para diferenciarlos de los salvajes o wild type, WT. El modelo mutante
muestra un fenotipo neurolégico progresivo, similar a lo que se presenta en humanos. En
estos ratones se puede diferenciar una etapa pre-sintomatica (hasta la sexta semana de vida
post-natal) y post-sintomatica. Dado que este modelo tienen una sobrevida mucho mayor al
modelo null (9-11 semanas), fue posible realizar los estudios inmunolégicos aqui propuestos,

en especial la induccion del modelo de EAE.

Estos animales se obtuvieron de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Los
ratones se mantuvieron alojados en el Bioterio del Departamento de Quimica Biolégica -
CIQUIBIC de la Facultad de Ciencias Quimicas, en una sala con aire filtrado y condiciones
controladas de luz/oscuridad (12 hs/12hs) y temperatura entre 22-24°C, con provision de
agua y alimento estéril ad libitum (alimento balanceado “Cooperacién” irradiado). La colonia
se mantuvo en un background C57BL/6], para lo cual hembras heterocigotas portadoras de
la mutaciéon en MeCP2 fueron apareadas con machos WT de la cepa C57BL/6] (obtenidos del
Instituto de Investigaciones Médicas M. Ferreyra- INIMEC, Cérdoba, Argentina). Las crias se
genotipificaron y en todos los experimentos desarrollados en esta tesis se trabajé con
animales WT y mutantes (MUT) de la misma camada. Para todos los experimentos se
utilizaron ratones macho para evitar las variaciones fenotipicas generadas en el proceso de
inactivacion aleatoria del cromosoma X. Dado que el gen que codifica a MeCP2 se encuentra
en el cromosoma X, las hembras presentan un espectro de manifestaciones y de porcentajes
de expresion de los alelos wildt type y mutante en distintos tejidos, lo cual dificulta la
interpretacion de resultados. Sélo se utilizaron hembras heterocigotas para la obtencién de
sueros y posterior analisis de autoanticuerpos a través de la técnica de Wester Blotting (ver

Anexo).
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Tabla 1. Fenotipos caracteristicos del modelo MUT (MeCPZ2 3%8/y). Resumen de las caracteristicas

tipicas del modelo utilizado en esta tesis y de importancia clinica en RTT3.

CARACTERISTICAS

MODELO MUT

MeCP2

Fenotipo neurolégico
Potenciacidn a largo plazo (LTP)
Hipoactividad
Estereotipias

Cifosis

Espasticidad
Temblores
Convulsiones
Disfunciones motoras
Ansiedad

Déficits de aprendizaje y

memoria

Anormalidades de

comportamiento social

Edad de muerte

Truncada en el aa 308
Progresivo
Reducido

v

Frotamiento de patas delanteras

v

Extremidades posteriores juntas
v
v
v

Aumentada

v

15 meses

Ratones WT y MUT para MeCP2 de entre 6-8 semanas de edad se sacrificaron por

dislocaciéon cervical y rapidamente se prosiguié a obtener los huesos de ambas piernas

traseras con el fin de aislar la médula ésea del fémur y tibia. En placas de 10cm se sembraron

2x105 células en 10 mL de medio RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino libre de

endotoxinas, 50 pug/mL de Gentamicina, 2ZmM de L-Glutamina y 20ng/mL del factor de

estimulacidn de colonias de macréfagos (M-CSF). Las células se incubaron a 37°C con 5% de

CO3. Alos 3 dias de incubacién se adicionaron 10 ml de medio conteniendo M-CSF. Al dia 6 de

diferenciacion in-vitro, las células se cosecharon y marcaron con el anticuerpo especifico para
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macrofagos (anti-CD11b en una dilucién 1/400) y se realiz6é una citometria de flujo para
determinar el porcentaje de células CD11b+. El nimero y viabilidad de células se estimaron

por recuento en solucion 0.2% de Azul de Trypan en camara de Neubauer.

REACTIVOS

Suero fetal bovino (SFB) de Natocor (Cérdoba, Argentina), Gentamicina de Schering-Plough
(México D.F., México). Adyuvante de Freund completo (CFA), medio RPMI 1640, L-Glutamina,
tripsina, Azul de tripan, dimetilsulf6xido (DMSO0), lipopolisacarido (LPS, Escherichia coli, cepa
0111:B4), IFNy, M-CSF e IL-4 recombinantes fueron obtenidos de Biolegend (San Diego, CA,
USA). Sulfanilamida, N-(1-naftil)-etilendiamina, nitrito de sodio, 2-Mercaptoetanol,
acrilamida y bis-acrilamida de Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, MO, USA). Ketamina (Ketonal, 50
mg/mL) anestésico general disociativo, Xilacina (Xiliacina 20 Richmond, 20 mg/mL)
analgésico sedante. Solucidn fisiologica esterilizada (Laborit). TRIzol Reagent, DNAsa [ y
SYBR green PCR master mix se adquirieron en Invitrogen (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Inhibidor de RNAsas recombinante (RNasin) y enzima
transcriptasa reversa M-MLV se compraron en Promega (Madison, WI, USA). Cuando fue
necesario, la concentracién de proteinas de las muestras fue determinada mediante el

método de Bradford utilizando un reactivo comercial (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Buffers
Buffer fosfato salino (PBS) 1X

Buffer FACS: 1 mL de EDTA 0,5 M, 1 mL de solucion 10 % de azida de sodio, 1mL de

solucion de BSA 1%, llevar a volumen final de 100 mL con PBS.
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METODOLOGIA

GENOTIPIFICACION DE LOS ANIMALES

Alos 10-15 DPN (dias post-natal) todas las crias de las cruzas realizadas entre madres
heterocigotas para la mutacion en MeCP2 con machos WT de la cepa C57BL/6], fueron
genotipicados para la posterior utilizacion de los machos para proseguir con los
experimentos; y las hembras se mantuvieron como stock para futuras cruzas y

mantenimiento de la colonia.
Aislamiento del ADN genémico

Se obtuvieron 2 mm de la cola del animal y se colocé en un eppendorf identificado
para cada animal. Para la degradacion del tejido, se le agreg6 a cada tubo 500 pL de 50 mM
NaOH 0,05M y se lo incub6 a 95°C a bafio maria por 1 h. Luego se colocaron en hielo por 5
min, posteriormente se neutralizaron con 50 pL TrisHCI 1M pH 8.0 y se centrifugaron 5
minutos a 12,000 rpm con el fin de precipitar y descartar los restos del homogenato. El
sobrenadante conteniendo el ADN se pasé a un nuevo tubo. El ADN genédmico en suspension

fue almacenado a -20°C hasta ser analizado.
Reaccidon en cadena de la ADN polimerasa

A cada tubo de PCR se le agregaron 2 pL de la muestra de ADN gendmico
correctamente resuspendido, 0,6 pL de cada solucién madre de 20uM de primer y 3.5 ul de
mezcla de PCR constituida por los siguientes reactivos 1.2 pL. Mg Free Buffer 10X Promega,
1.2 pL. MgCl, 25Mm., 0.6 pL Primer 1 (MeCP2 T1F, 20uM), 0.6 uL Primer 2 (MeCP2 T1BR,
20uM), 0.6 pL Primer 3 (MeCP2 T1AR, 20uM), 1 pL ANTP 2.5mM, 0.1 Ml Taq Polimerasa
Promega (5U/ul). Todas las muestras se llevaron a volumen final de 12 pL con agua milliQ

estéril. Ver Tabla 2 las secuencias de los primers utilizados.

Las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf,

Hamburgo, Alemania), utilizando el siguiente esquema estandar de ciclos de temperatura:

Desnaturalizacién inicial del DNA a 94°C por 3 minutos.

Desnaturalizaciéon del DNA a 94°C por 30 segundos.

Unidn de los primers al ADN molde a 62°C por 30 segundos.

Polimerizacién y extension de los fragmentos a amplificar por la polimerasa a 72°C
por 1 minuto.

Repeticion de la curva de temperatura desde el paso 2 al 4 durante 35 ciclos.

W N e

o

6. Finalmente, al programa se da término con una extensién de la polimerasa de 2
minutos a 72°C, para asegurar la completa polimerizacion de los productos
amplificados.
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Tabla 2. Secuencia de cebadores o primers para las PCR destinadas a la genotipificacién de

ratones.
SECUENCIAS DE LOS CEBADORES O PRIMERS PARA PCR DE MeCP2-308
ARN mensajero Secuencia 5°->3° Tamaiio del amplicén (pb)
MeCP2 T1F AACGGGGTAGAAAGCCTG WT=396
MeCP2 T1BR ATGCTCCAGACTGCCTTG MUT= 318
MeCP2 T1AR TGATGGGGTCCTCAGAGC HET= 396y 318

Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los productos de la PCR se corrieron en una electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Para la preparacion del gel se pes6 1 gr de agarosa y se lo disolvié en 50 mL de la solucién
tampén TAE 1X (10mM Tris-HCl pH 8,0 1M EDTA pH=8) calentandolo en microondas
evitando la ebullicién de la mezcla. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se le agreg6
2,5uL, de bromuro de etidio a partir de una solucién stock de 10 mg/ml. Posteriormente se
vacio la mezcla en un molde acrilico de la caAmara electroforética (Bio Rad, California, USA) y
se colocd el respectivo peine dependiendo de la cantidad de muestras a sembrar, para formar

los pocillos en el gel a polimerizar.

Posteriormente se procedi6é a la migracion electroforética sometiendo el gel
conteniendo las muestras con 2 pl de loading buffer a una corriente a voltaje constante
(100mV) para la separacién por tamafio molecular de los fragmentos de ADN. El tamafio de
los fragmentos separados se estim6 comparando las bandas obtenidas con un marcador de
peso molecular (100 pb ADN ladder), los cuales se cargaron en el gel junto a las muestras y
controles. Para identificar los fragmentos de ADN luego de la corrida electroforética, se
visualiz6 bajo luz UV resultado de la incorporacién del bromuro de etidio a la doble hebra del
ADN. Todos los resultados obtenidos se registraron utilizando el transiluminador UV
(Ultravioet Trasnilluminator Biolmaging System) acoplado a un sistema de documentacién

fotografica (Gel Doc-it, Imaging System).

Para los ratones MeCP2-308, los resultados posibles de la genotipificacién pueden ser los

siguientes patrones de banda:

e Unabanda de 396 pares de base (pb) para ratones WT
e Unabanda de 318 pb para ratones MUT

e Dos bandas (una de 318 pb y otra de 396 pb) para ratones hembra heterocigotas.
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DISENO EXPERIMENTAL PARTE I: ESTUDIOS EN MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE
MEDULA OSEA DE ANIMALES MUT

|
| Obtencion de macroéfagos diferenciados de médula 6sea

Cultivo en RPMI-1640 + 10% SFB

20 mM de penicilina/streptamicina
20 ng/mL de M-CSF

A 37°C en atmosfera himeda con 5%
_ de CO,

o sy e
- |

DA 6
Dfa final
de diferenciacién
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Figura 11. Disefio experimental para la obtencion de MDMO. Posterior a la genotipificacion de
los ratones, animales WT y MUT 12 semanas de edad fueron antestesiados y se aislaron las
extremidades posteriores. Se obtuvieron los precursores de médula ésea y se incubaron por 6 dias en
presencia de M-CSF. Posteriormente se cosecharon, contaron, y se estimularon con LPS+IFNy (M1) o

IL-4 (M2) durante periodos de tiempo (4 0 22 horas) de acuerdo al experimento a realizar.
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METODOS PARTE I: ESTUDIOS EN MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE MEDULA
OSEA Y EN ANIMALES MUT

CARACTERIZACION DE LA POBLACIGN CD11B-+ POR CITOMETRIA DE FLUJO

Para la marcacién de las poblaciones de macréfagos al dia 6 de diferenciacion de los
precursores con el factor M-CSF, se procedi6 a cosechar las células y llevar a 1 millén de
células a un volumen final de 500 pl con FACS. Posteriormente se incubaron en hielo por 30
min con el anticuerpo anti-CD11b conjugado a APC (hecho en rata. Fabricado por Biolegend.
Cat. 101211). Pasado el tiempo de incubacién, se lavaron las células con PBS y se
resuspendieron en 100 pl de PBS. Se adquirieron al menos 50.000 eventos de cada muestra
utilizando un citometro FACS Canto II (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) y se analizaron

con el software Flow]o version 5.7.2.

ENSAYO DE PRODUCCION DE GXIDO NITRICO (ON)

Se cuantificaron los nitritos presentes en los sobrenadantes de 22 h de cultivos de
macrofagos diferenciados de médula 6sea para determinar de manera indirecta el nivel de
ON, mediante la reaccién de Griess!84. Para ello, primero 1x106 MDMO fueron cultivadas en
una placa de 48 pocillos por 22 horas en presencia de LPS+IFNy 6 IL-4 a 37°C con 5% CO..
Posteriormente, se colocaron 100 uL de sobrenadante en una microplaca de 96 pocillos de
fondo plano y 100 pL de una mezcla de sulfanilamida 10 mg/ml y N-(1-naftil)-etilendiamina
1mg/mL disuelta en 2,5% de H3PO., y se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Luego, se midid la densidad éptica en la longitud de onda de 550 nm. Los valores
obtenidos se expresaron como concentracion de nitritos (uM) y se extrapolé utilizando una

curva estandar de nitrito de sodio.

PRODUCCION DEL RADICAL SUPEROXIDO (0;)

La produccién de O, por macréfagos derivados de médula 6sea se evalué mediante la
exposicidn de las células a Cloruro de Nitroblue Tetrazolium (NBT), la solubilizacion del
formazan azul y cuantificacién de su absorbancia. Se cultivaron macréfagos con diferentes
estimulos en microplacas de 96 pocillos por 22 h. Posteriormente, se descartaron los
sobrenadantes por inversién y se incubaron las células con una soluciéon de NBT 1mg/mL
diluido en PBS y filtrado. Seguido de 30 min de incubacién en estufa a 37°C, las células se

fijaron con 100 uL de etanol 70% por 5 min. Por ultimo, se disolvié el precipitado azul con
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100 pL de KOH 2M y 100 pL de dimetil sulféxido y se determiné la DO a 655 nm. A mayor

densidad éptica medida, mayor produccion de O-185.

RT-PCR EN TIEMPO REAL

Purificacién de ARN y sintesis de cDNA.

Un millon de MDMO se cultivaron en una placa de 24 pocillos con RPMI completo. Se
dejaron adherir al fondo de la placa toda la noche y al dia siguiente se agreg6é nuevo medio
conteniendo LPS+IFNy o IL-4 por 4 h. Para realizar la extraccion de ARN de MDMO, se
desecharon los sobrenadantes de cada pocillo, y se agregd 1 mL de Trizol (para una placa de
35 mm) para lisar las células que quedaron en el fondo de la placa, pipeteando repetidas
veces. Luego se pasaron a tubos libres de RNAsa y se dejaron a temperatura ambiente por 10

minutos. Finalmente, se mantuvieron a -80°C hasta su uso.

Posteriormente se afiadieron 0.2 ml de cloroformo y se centrifugaron a 13,000 rpm a
4°C por 15 min. A la fase acuosa se le agregd 1 mL de Isopropanol y se incub6 toda la noche a
-20°C con el fin de permitir la precipitacion del ARN. El precipitado se lavd dos veces con
etanol frio al 70% y resuspendido con agua milliQ Estéril RNAsa-free. El contenido de ARN y
la pureza se cuantific6 midiendo la absorbancia a 260 nm con un espectrofotémetro para
microplacas EPOCH con Take3 ™ Micro-volume Plate (BioTek - California, USA), teniendo en
cuenta que una unidad de A260 equivale a 40 pg/mL de ARN. Ademas se estimé la pureza
haciendo lecturas a 280 nm y se obtuvo el cociente A260/A280. Valores cercanos a 1.8-2

indican una baja contaminacién de la muestra.
Trascripcion reversa.

Se incubaron 2 pg de ARN con la DNasa I por 15 min a temperatura ambiente con el
fin de eliminar alguna posible contaminacién con ADN gendémico. Luego se afiadieron los
primers random hexamers, deoxinucleétidos y la transcriptasa reversa M-MLV (volumen final
25 pl). Se utilizo6 el termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) en
un solo ciclo: 6 min a 25°C, 60 min a 37 °C, 18 min a 70°C y 10 min a 4°C. El ADNc (ADN

complementario) se diluyé con agua milliQ estéril y se mantuvo a -20°C hasta su uso.
PCR en Tiempo Real.

En cada tubo de reaccion se agregaron 6 pL. de ADNc con 0.375 pL de cada primer
100uM (ver tabla de genes analizados) y 7.5 pL de SYBR Green PCR Master Mix, y se llevd
avolumen final de 15 pL con agua milliQ estéril. En la Tabla 5 se especifican los genes blancos

y las secuencias de cada par de cebadores utilizados. Para cada muestra se realizaron
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duplicados. La Real-Time PCR se corri6 en el termociclador Rotor-Gene Q siguiendo este

protocolo:

Desnaturalizacion inicial: 10 min a 95°C,

Amplificacién (45 ciclos) con desnaturalizacidn 15 segundos a 95°C
Annealing: 30 seg a 60°C

Extensién: 30 seg a 70°C.

Para confirmar la presencia de un inico producto, la curva de melting del ADN fue analizada
en el rango de los 50-95°C.

Semi-cuantificacion de ARNm

Para la semi-cuantificacion se utilizé el método comparativo de CT (AACT)186.187, Para
ello se utiliza un gen de referencia con expresién constitutiva, o sea, genes que se expresan
en todas las células y que codifican a proteinas esenciales. Para todos los genes analizados en
esta tesis, se utiliz6 como gen de expresion constitutiva a GAPDH. Primero se calcul6 la
diferencia entre el valor de CT del ARNm de interés y el valor de CT del gen constitutivo. El
valor de CT es definido como el ciclo de la reacciéon de PCR en el cual la sefial fluorescente
supera un umbral arbitrario, determinado en la zona de fase exponencial de la amplificacién.
El valor numérico, es inversamente relacionado a la cantidad de amplicones de la reacciéon (o

sea, menos CT, significa mayor cantidad de amplicones).

Para cada gen analizado, los valores de CT se normalizan con los valores de CT del gen
de referencia, definiéndose el ACT. calculado para cada muestra y la muestra de referencia

fue luego calculado para obtener el fold change o expresién relativa de ARNm.
Expresion relativa de ARNm o Fold change= 2 -24cT=

:[(CT del gen de interés — CT del gen control) muestra A - (CT del gen de interés — CT del gen control] muestra B]

-56 -



MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL PARTE Il: EVALUACION DE RESPUESTAS NEUROINMUNES EN
MUTANTES MECP2 INMUNIZADOS CON MOG

‘ Induccion de la EAE |
DIAS 1 &2
Ratones de In)./ecclcm de.
9 semanas Toxina Pertussis
de Edad (PTX) /&i
w 4 E— |
DIA 12 dpi DIA 30 dpi
ocion ETAPA ETAPA
Inyecm(?n del o TARA
péptido \ |
MOG (

35-55 Obtencién de Médula Espinal y Bazo

’

v

Analisis de microgliosis e infiltrados
celulares Cultivo de células mononucleares vy re—
Expresion de mediadores inmunes y estimulacion /in-vitro con MOG:
citoquinas Evaluacion del perfil Th1/Th17/Th12

Figura 12. Disefio experimental para la induccién de la EAE. Posterior a la genotipificacién de
los ratones, animales WT y MUT de 9 semanas de edad se inmunizaron con el péptido de MOG en
adjuvante de Freund, o sélo con adjuvante de Freund (controles). En el dia de la induccién y 48 h
posteriores, se inyectaron con la toxina de Pertussis. Los signos clinicos se analizaron diariamente y
se sacrificaron a los 12 y 30 dias post-induccion (etapa aguda y crénica respectivamente). Se

obtuvieron las médulas espinales lumbares y bazo con el fin de realizar distintos ensayos.
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METODOS PARTE II: EVALUACION DE RESPUESTAS NEUROINMUNES EN MUTANTES MECP2
INMUNIZADOS CON MOG

INDUCCIGN DE LA EA (ENCEFALOMIELITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL)

Ratones macho WT y MUT para MeCP2 de 9 semanas de edad, se inmunizaron
subcutaneamente en ambos flancos internos con 200 pl del péptido MOG3s-55 en emulsion con
adyuvante completo de Freund (CFA). El péptido se disolvié en agua estéril a 2Zmg/mLy se
emulsiond en una proporcién 1:1 con el adyuvante suplementado con Mycobacterium
tuberculosis (4mg/mL). Dado que el potencial inmunogénico del péptido de MOG no es
suficiente para inducir la enfermedad, se usa el adyuvante completo de Freund. Sus
componentes activan fagocitos mononucleares que inducen la fagocitosis de estas moléculas
seguido de la producciéon de citoquinas. Como consecuencia, se prolonga la presencia del
antigeno y se produce un transporte efectivo del mismo al sistema linfatico. A los ratones
control, se inyectaron con una emulsion conteniendo el adyuvante completo de Freund y agua
milliQ. A su vez, la induccién de la EAE es facilitada por el uso de la Toxina Pertussis que
modula la integridad de la barrera hematoencefalica y la respuesta inmune. Por ello,
adicionalmente, se inyectaron intraperitonealmente a todos los ratones con la toxina
Pertussis (100 pl/ratén) en una diluciéon de 10 pg/ml, el dia de la inmunizacién y 48 h
posteriores. De esta manera, los grupos experimentales quedaron designados como WT-CFA,

MUT-CFA, WT-EAE, MUT-EAE.

Se analizaron los signos clinicos de cada ratén EAE y CFA diariamente a partir del 4
dpi. Se sacrificaron a los 12 dpi (durante la etapa aguda) o 30 dpi (etapa crénica). Los signos
clinicos se evaluaron teniendo en cuenta la escala especificada en la Tabla 3. Un score de 0
significa ausencia total de signos clinicos y un score de 8 corresponde al de maxima gravedad,
caracterizado por la pérdida de movimiento y tono muscular en cola y ambas patas traseras.
Se realiz6 la asignacién de puntaje sumando por separado los signos clinicos para cola (de 0

a 2) y cada pata trasera por separado (de 0 a 3 para cada pata).
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Tabla 3. Especificacién de scores clinicos para la cola y patas traseras en ratones inmunizados con
MOG. Signos clinicos tienen un minimo de 0 (cuando no hay signos clinicos visibles) y mdximo de 8

(cuando hay pardlisis total desde la region medial del cuerpo hasta la cola).

0 | Sin signos

Cola 1 | Pardlisis parcial o espasticidad
2 | Pardlisis total
0 | Sin signos

s 1 | Debilidad al caminar o anormal

traseras

x2) 2 | Arrastra piernas pero con movimiento residual

3 | Pardlisis total

Se realizaron distintas curvas de signos clinicos en relacién a los dias post-induccion
en ratones inmunizados en las semanas 8, 9 y 10 de edad (datos no mostrados). Al realizarse
distintas curvas de respuesta en cada caso, observamos que animales inmunizados a las 9
semanas de edad mostraron mayor incidencia de la enfermedad y signos clinicos mas
homogéneos entre animales. Teniendo en cuenta tales observaciones, se prosiguié a la
inmunizacién en la semana 9 de edad para todos los grupos experimentales. Con el fin de
determinar el periodo agudo y periodo crénico a partir de pruebas piloto, se realizé la
observacidn de los signos clinicos durante 56 dias. Se determiné que el sacrificio de ratones
durante la etapa aguda sea a los 12 dias post-induccién (12 dpi) y la etapa crénica a los 30
dpi ya que a partir de este dia los signos clinicos practicamente no se modificaron durante los
26 dias posteriores de analisis. Cabe aclarar que, dado que los ratones del modelo MeCP2-
MUT suelen mostrar alteraciones motoras generalizadas en etapas post-sintomaticas
(posteriores a la semana 10 de edad), el analisis y graduacién de los sintomas clinicos se
realizéd de manera minuciosa determinandose asi la capacidad de caminar, el grado apertura
de patas traseras, la capacidad de agarre, etc. Este andlisis se realiz6 antes de comenzar con
la observacion de signos clinicos tipicos de 1a EAE y durante el desarrollo de los experimentos,
siempre observados y comparados con los animales MUT controles que no desarrollan la EAE

(MUT-CFA).

Para caracterizar el desarrollo y la severidad de la EAE, se calcularon distintos indices.
Entre ellos, el maximo score clinico promedio (MSCP) que es la suma del score clinico mas
alto alcanzado por cada ratén durante la etapa aguda de la enfermedad, dividido por el
numero total de ratones que se enfermaron en ese grupo. El dia de inicio, es el dia post

induccién en el que se observaron los primeros signos clinicos. El indice de enfermedad
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acumulado, es la sumatoria de todos los scores clinicos de cada animal dividido por el

numero total de animales en ese grupo experimental.

PREPARACION DE TEJIDOS PARA INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOLOGIA

Perfusion

Ratones fueron anestesiados con una mezcla de ketamina:xilacina 2:1 (65mg/kg y
10mg/kg, respectivamente). Con el fin de fijar el tejido se realiz6 una perfusidén utilizando una
bomba peristaltica P-3 (c6digo 19-0626-01, Pharmacia, Estocolmo, Suecia), con mangueras
de goma de 1 mm de didmetro interno (1 mm de espesor) y agujas de puntas romas de 21 G.
La misma se realiz6 a través del ventriculo cardiaco izquierdo. Se lavé la sangre con 20 ml de
PBS a 4°C. A continuacidn, se fijo el tejido con 20 mL de paraformaldehido (PFA) 4 % en PBS
a 4°C. Se realiz6 una separacion de la seccién toracica y lumbar con un bisturi teniendo en
cuenta los segmentos vertebrales T11-T12 que corresponde alos segmentos L1-L2 de médula
lumbar188, Posteriormente, la médula espinal toracica y lumbar fueron extraidos de la cavidad
vertebral e incubados en PFA 4 % en PB a 4°C por 24 h. Para su crioproteccion, los tejidos
fueron pasados a soluciones de sacarosa de concentracion creciente (15% y 30% en PBS)
hasta que decantaran al fondo del recipiente. Finalmente, fueron embebidos en medio de

montaje Cryoplast (Biopack, Buenos Aires, Argentina) y conservados a -80°C.

La perfusion de los distintos grupos experimentales de animales se realiz6 a distintas
edades post-natales de acuerdo al experimento realizado. Para los experimentos utilizando
el modelo de la EAE se sacrificaron y perfundieron a los 12 dias post induccién (etapa aguda)

y alos 30 dias post induccién (etapa crénica).
Preparacion de las criosecciones

Secciones coronales de médula espinal en la regiéon lumbar de 20 pm de espesor
fueron cortadas con criostato (Modelo HM525 NX, Thermo Scientific. Massachusetts, USA) y
adheridas a portaobjetos de vidrio previamente silanizados. Para cada médula se utilizaron
12 portaobjetos conteniendo cada uno 6 secciones seriadas. De esta manera, en el mismo
portaobjeto se represent6 un segmento de la médula espinal lumbar que abarca 1440 um del
eje rostro-caudal (o septo-temporal) del mismo. Una vez listos los cortes, y posterior a

dejarlos por 18 h a temperatura ambiente, se almacenaron a -80°C hasta su uso.
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Inmunohistoquimica para Iba-1

Previo a la marcacion, los cortes se dejaron secar toda la noche a 37°C y se comenzé
lavando los tejidos tres veces en PBS por 10 min cada vez. Los tejidos se permeabilizaron
durante 15 min a temperatura ambiente con Tritén X-100 0.2% en PBS, y se bloquearon con
4% de SFB, 0.3% de Triton en PBS por 1h a temperatura ambiente. El anticuerpo primario
contra la proteina de unién a calcio (Iba-1) se preparé en una diluciéon 1:500 en buffer de
bloqueo (anti-Iba-1: hecho en cabra. Fabricado por Abcam. Cat. Ab107159) y se incubd
durante toda la noche a 4°C. Todas las incubaciones se efectuaron en una cdmara hiimeda. Al
dia siguiente, se realizaron 2 lavados de 10 min en PBS y se prosiguié a incubarlos con el
anticuerpo secundario (Alexa 488 anti-goat, 1:1000. Hecho en burro. Fabricado por
Thermofisher. Cat. A-11055) diluido en PBS por 1h a temperatura ambiente, pasado ese
tiempo se incubaron 5 min con DAPI 3 uM diluido en PBS. Antes de su montaje, usando

Mowiol, se realizaron dos lavados en PBS por 10 min.

Las imagenes se adquirieron usando un microscopio confocal (Olympus FV1000)
usando un objetivo 40X (de inmersidn). Para cada corte se tomaron 4 a 5 campos al azar con
proyeccion en Z abarcando 15 pum de grosor a una distancia de 1um entre cada imagen.

Posteriormente, se analizaron utilizando el programa Image] (NIH Java).
Analisis de microgliosis

A todas las imagenes obtenidas se modificaron substrayendo el fondo y se les aplico
un threshold o umbral con el fin de individualizar los somas y proyecciones de las células
microgliales. Posteriormente se automatizo el analisis de exclusion de particulas cuyo tamafio
sean entre 7-90 pmz2. Finalmente se obtuvieron los parametros de area total ocupada por Iba-

1 (Figura 14).

Figura. 13. Analisis de microgliosis en criosecciones de médula. Para el andlisis de la

microgliosis, medida como drea Iba-1+, se tomaron fotografias en proyeccién Z en distintos campos
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al azar en médula espinal en regién lumbar. Posteriormente se analizaron a través del software
Image] en el cudl a todas las imdgenes fueorn modificadas de manera idéntica. Se sustrajo el fondo,
se aplicé un threshold o umbral para luego realizar un andlisis de exclusion de particulasy se obtuvo

el drea total ocupada por Iba-1.
Tinciéon con Azul de Toluidina

Con el fin de determinar el nivel de infiltracion de células inmunes en médula espinal
en animales EAE, se realizé la tincién con Azul de Toluidina. Las secciones de médula espinal
se incubaron en Azul de Toluidina al 0.25% diluido en un buffer acido (acido acético 0.88M y
acetato de sodio 0.012M) durante 30 seg y posteriormente se lavaron en agua destilada. Los
tejidos se dejaron secar y se montaron con DPX. Las imagenes digitales se colectaron bajo un
objetivo 20X de un microscopio 6ptico (Leica DMI8). Los tejidos se evaluaron por infiltrados
en diferentes compartimentos anatdémicos (meninges y parénquima) y se utilizé una escala
de puntajes para evaluar la infiltracién basada en el nimero de focos de infiltrados y la

extension de los mismos (Tabla 4).

Se definid de esta manera el Nivel de Infiltracién para cada animal evaluado:

Nivel de Infiltracién (indice) = Niimero de cortes x Puntaje de Infiltracion

Figura 14. Andlisis de los infiltrados celular en médula
lumbar. Esquema de corte coronal de médula espinal en regién

lumbar. Los puntos sefialados en rojo fueron los focos principales que

se hallaron que se tuvieron en cuenta para determinar el nivel de
infiltracion, igualmente que la profundidad y/o extensién de los

mismos (marcado como un tridngulo).

Tabla 4. Escala de puntuacion utilizada para obtener el nivel de infiltrados en médula en los

compartimientos de meningesy parénquima se describe en la tabla.

Sin infiltrados

Pocas células aisladas (sin formar focos)

Meninges
Dos a 4 focos de células

Abundantes células organizadas en focos

Sin signos

Uno o dos focos pequefios

Parénquima
Mas de dos focos pequeiios o uno extenso

w (N (PO (W N (- O

Mas de dos focos extensos y/o profundos
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RT-PCR EN TIEMPO REAL

Ratones WT y MUT inmunizados con MOG o tratados con CFA, fueron sacrificados por
decapitacion y se disectaron las médulas espinales en la regién lumbar. Inmediatamente se
colocaron en nitrégeno liquido y las muestras se mantuvieron a -80°C hasta su uso. El dia de
la extraccion de ARN, las muestras se homogenizaron utilizando 1 ml de TRIzol y
posteriormente se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos. Luego se llevé a cabo el

mismo protocolo especificado en la seccién Métodos Parte 1.

Los genes analizados fueron: TNFa, IFNy, IL-10, IL-6, IL-1p, TSPO, CX5CR1, CX3CL1,
FoxP3, e Iba-1. La secuencia de los cebadores o primers para cada gen se hallan especificados

en la tabla 5.

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE BAZ0 Y ANALISIS DE CITOQUINAS Y PROLIFERACION

Aislamiento de células mononucleares de bazo

Bajo condiciones de esterilidad se extrajo el bazo de cada animal y se mantuvo a 4°C
en D-PBS estéril con 2% de suero fetal bovino (SFB) y Gentamicina (40 pg/mL) hasta el
momento de ser procesados. En campana, cada bazo se disgregd utilizando una malla
metalica. Posteriormente se incubaron con 6 mL de Buffer de Lisis para glébulos rojos
[Cloruro de Amonio (NH4Cl) 0.15M, Carbonato de Potasio (KCO3) 10mM, EDTANa; 0.1 mM a
pH 7,4] durante 6 minutos y se prosiguié a centrifugar por 10 min a 1,600 rpm a 4°C. El
sobrenadante se descartd y el pellet se resuspendié con D-PBS suplementado son 10% SFB y
Gentamicina, y se centrifugaron por un lapso de 10 min a 1600 rpm a 4°C. Este ultimo paso
se repiti6 dos veces. El precipitado de células se resuspendié en RPMI completo [Gentamicina
40 pg/mlL, SFB 10%, L-Glutamina 2mM], las células se contaron en camara de Neubauer y se

llev6 a una concentracion final de 2x106 células/ml.

Determinacion de citoquinas en sobrenadantes de cultivos

Para el medir la concentracion de citoquinas (TNFaq, IL-2, IL-4, [L-10, IL-17, IL-6, IFNY)
se utilizo el Kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17. Paraello, 1x106 CMN
aisladas de bazo se cultivaron en una placa de 24 pocillos en presencia o ausencia de MOG
(1pg/mL) por 72h. Posteriormente, se aislaron los sobrenadantes de cada pocillo y se

mantuvieron a -80°C hasta su procesamiento.

El dia del andlisis se descongelaron los sobrenadantes en hielo y se prosigui6 a

centrifugar por 10 min a 4°C a 2000 rpm. Luego, se tomaron 20 pL de cada muestra y se
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colocaron en tubos nuevos. Luego de agitar bien los beads de captura (para cada una de las
citoquinas) se realizé una mezcla con cada una de ellas. Se agregaron 25 pL a cada muestra
de la mezcla de beads de todas las citoquinas y 25 pL del reactivo de deteccién marcado con
PE. Se dej6 incubando por 2h a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente, se
agregaron 500 uL del buffer de lavado y se centrifugaron a 200 x g por 5 min. Luego, se
descarté el sobrenadante y se resuspendieron con 150 uplL del buffer de lavado.
Inmediatamente se adquirieron las intensidades de fluorescencia media de las muestras
utilizando el citometro FACS Canto II. Para la determinacién de la concentracion de cada
citoquina, se realiz6 una curva estandar y se extrapolaron los valores de IFM (Intensidad de

fluorescencia media) con las concentraciones conocidas de cada tubo de la curva.
Ensayo de proliferacion celular

Las células aisladas fueron cultivadas por triplicado en placas de 96 pocillos de fondo
plano y se estimularon con 1 pg/mL de MOGss.ss. Se incubaron por 24 horas a 37°C con 5 %
de CO,. 18 hs previas a la finalizacion del cultivo, los pocillos fueron pulsados con 20 uL de
medio conteniendo 1 pCi de [3H] TdR. Las células fueron cosechadas en papel de fibra de
vidrio y se midi6 la radiactividad incorporada por las mismas usando un contador de
centelleo liquido. Los resultados fueron expresados como indice de estimulacién (LE),
definido como la relaciéon entre las cuentas por minuto (CPM) promedio de las células

estimuladas, respecto de las CPM promedio de las células no estimuladas con MOG.
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METODOS ANEX0: ANALISIS EN CONDICIONES BASALES (sin estimulo inmune)

DETERMINACION DE NIVELES DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO EN SANGRE TOTAL

Se analiz6é el nivel de ROS en sangre total de ratones a través de Resonancia
Paramagnética Electrénica (EPR) y para ello se utiliz6 la sonda 1-hidroxi-3-carboxi-
pirrolidina (CPH). La hidroxilamina ciclica es oxidada a un radical nitroxidado, el cual es un
reactivo EPR-detectable cuyo nivel de intensidad es indicativo de formacién de ROS. CPH es
parcialmente permeable en células, por lo tanto, provee informacion sobre la formacién de
ROS intra- y extracelular. A través de este método, se detecta la totalidad de ROS en una

muestra bioldgica sin identificar un oxidante especifico.

Animales fueron sacrificados por decapitacién y la sangre fue recolectada en tubos
heparinizados. Rapidamente 100 pL de sangre se incubaron con CPH (1mM) por 20 min a
37°C. Luego las muestras se dejaron secar en un tubo de teflon permeable a gas, doblado dos
veces, y se inserté en un tubo de cuarzo que se incorpor6 en la cavidad del EPR. El nivel de

intensidad se detect6 23 minutos posteriores a la adicién de la sonda.

WESTERN BLOTTING

Obtencion de suero de animales MUT y WT

Los animales fueron anestesiados con una inyeccién intraperitoneal (ip) de una
mezcla ketamina:xilacina (65 y 10 mg/kg respectivamente) en solucion salina y se les extrajo
sangre directo del corazdn, luego de lo cual fueron sacrificados. La misma se centrifug6 a
2,000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Luego se colect6 el suero y se lo almacené

a -20°C hasta su uso.
Extraccion de proteinas totales de cerebro y cerebelo

Inmediatamente luego de la diseccion del cerebro y cerebelo de ratones WT, los
tejidos fueron homogenizados en buffer de lisis (HEPES 20mM, sucrosa 0,25M, EDTA 2mM,
Pestatina A 1ug/mL, Pefablock 1mM, Leupeptin 5ug/mL) con homogeneizador de vidrio, en
una relacién peso/volumen 1:4. Se centrifugaron a 800 x g por 10 min a 4°C y se recupero el
sobrenadante correspondiente al homogenato de cerebro y cerebelo. La cantidad de
proteinas de las muestras obtenidas fueron cuantificadas con reactivo de Bradford (curva de

calibracion realizada con soluciones de concentracién conocida de BSA).
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Realizacion de Geles de Acrilamida

Se sembraron 200 pL de muestra por cada gel (300 pg de mielina bovina liofilizada,
600 pg de proteinas de homogenato cerebral o cerebelar) y fueron separadas por SDS-PAGE.
Se utilizaron geles de poliacrilamidaal 12% y de 1.5 mm de espesor. La corrida electroforética
se realiz6 a voltaje creciente, desde 120 V a 180 V. Luego, las proteinas fueron
electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (poro de 0.45 pm) durante 60 min a 350
mA. Posteriormente, las membranas fueron tefiidas con Ponceau-S 0.29% y cortadas en tiras

de 0.4 cm de ancho.

Para realizar el Western Blot, las tiritas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con BSA
al 4% en solucién tampdn de PBS con Tween20 (PBS con Tween20 0.1%, pH=7,6). Se realiz6
la incubacién de sueros obtenidos de ratones WT y MUT en agitacion toda la noche a 4°C.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min en agitacién a temperatura ambiente para
luego incubar las membranas con un anticuerpo anti-IgG o anti-IgM ambos conjugados a
peroxidasa en buffer (dilucion 1:500 en BSA 1% en PBS) por 2h a temperatura ambiente en
agitaciéon; y como control se las membranas se incubaron con un anticuerpo anti-
Sinaptofisina (1:500), la cual es una glicoproteina neuronal de vesiculas sinapticas que se
expresa en las células neuroendocrinas. Finalmente, el revelado se llevé a cabo por medio de
una reaccion de color desarrollada con 4-Cl-naftol 0,05% y peréxido de hidrogeno 0,01% en
buffer PBS y con agitaciéon constante. La misma fue detenida con el agregado de agua
destilada. Luego de varios lavados, las membranas fueron escaneadas con el equipo Odyssey

Infrared Imager (LI-COR Inc., Lin-coln, NE, USA).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se presentan como promedio + SEM. Para todos los analisis
paramétricos se realizaron previamente las pruebas de homogeneidad de varianza y de
distribuciéon normal de datos. Para la determinacion de distribucién normal de los datos se
utiliz6 el test de Shapiro-Wilks y para la validacién de la homogeneidad de varianza se aplico
el test de Levene (en ambos casos se utilizé un =0.05). En aquellos experimentos donde s6lo
hay una variable entre grupos, se aplic6 el test t-Student y ANOVA de uno o dos factores, seglin
corresponda, seguidos por el test post hoc de Tukey en experimentos con mas de un factor de
analisis, cuando la interaccion estadistica entre los dos niveles de factores resulto
significativa (a=0.05). Valores de p menores a 0.05 fueron considerados como significativos.

El andlisis estadistico y los graficos se realizaron en el programa GraphPad Prism 7.
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Tabla 5. Secuencia de los cebadores o primers utilizados para analizar la expresion relativa de los

genes blancos de interés en macréfagos derivados de médula ésea (MDMO) expuestos a distintos

estimulos (Parte I) y en médulas de animales MUT y WT expuestos a MOG o sélo a CFA (Parte I).

SECUENCIA DE LOS CEBADORES O PRIMERS Tamaiio del
Gen blanco amplicén

pFoward pReverse (kb)
IL-1B CAGGCAGGCAGTATCACTCA TGTCCTCATCCTGGAAGGTC 86
TNFa AGCCCCCAGTCTGTATCCTT GGTCACTGTCCCAGCATCTT 113
IL-6 CCGGAGAGGAGACTTCACAG TCCACGATTTCCCAGAGAAC 102
IFNy GCGTCATTGAATCACACCTG TGAGCTCATTGAATGCTTGG 129
IL-10 CATGGGTCTTGGGAAGAGAA AACTGGCCACAGTTTTCAGG 117
TSPO ACTGTATTCAGCCATGGGGTA  ACCATAGCGTCCTCTGTGAAA 75
Iba-1 GAAGCGAATGCTGGAGAAAC GATCTCTTGCCCAGCATCAT 135
CX3CL1 CGGTGCTATCTGCCCTATGT CGGAGAGCTCCAGAAAACAC 121
CX3CR1 CAGCATCGACCGGTACCTT GCTGCACTGTCCGGTTGT 65
CD206 CAAAAACTGACTGGGCTTCC GCCCTTGATTCCAAAGAGTG 101
iNOS GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA GTGGACGGGTCGATGTCAC 127
ARG-1 TGGCTTGCGAGACGTAGAC GCTCAGGTGAATCGGCCTTTT 160
FIZZ1 TGGCTTGCGAGACGTAGAC ACCCAGTAGCAGTCATCCCA 108
FoxP3 GCTGATCATGGCTGGGTTGT GGCCCTTCTCCAGGACAGA 112
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CARACTERIZACION FENOTIPICA Y FUNCIONAL DE MACROFAGOS PROVENIENTES
DE RATONES MUTANTES EN MeCP2

Los macréfagos son células claves para las funciones de la inmunidad innata y
adaptatival®?. Son responsables de procesar antigenos, presentar péptidos a linfocitos T, y
reparar tejidos. Pueden actuar de manera directa, ya que destruyen bacterias, parasitos y
células tumorales; o de manera indirecta, liberando mediadores que regulan otras células?3.

Se ha evidenciado que en la patologia de RTT distintas poblaciones de macréfagos
deficientes en MeCP2 podrian cumplir un rol en el mantenimiento de la patogénesis42165.190,

Con el fin de evaluar como MeCP2 influencia la funcién de macréfagos activados de
manera clasica o de manera alternativa, usamos macroéfagos diferenciados de médula 6sea
(MDMO) provenientes de un modelo animal de RTT deficiente en MeCP2, que porta una
proteina MeCP2 truncada (MeCP23%7), El modelo MDMO constituye un cultivo primario
homogéneo que es capaz de responder de manera fisiolégica a diversos estimulos, por lo que
es posible evaluar procesos de diferenciacidn, proliferacion y activacion in-vitro. Ademas el
procedimiento de aislamiento de precursores es simple, y permite obtener una gran cantidad

de macro6fagos diferenciados?89.
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MDMO provenientes de ratones WT y MUT muestran niveles similares de

diferenciacion.

Con el fin de determinar si la presencia de MeCP2 mutante afecta el proceso de
diferenciacion a macréfagos, precursores de medula 6sea provenientes de animales MeCP2
WT y MUT se incubaron por 6 dias en presencia de M-CFS; posteriormente, se analiz6 el
porcentaje de células CD11b*, marcador de células mieloides, mediante citometria de flujo.
En general, se considera que una diferenciacién a macré6fagos exitosa y un buen nivel de

pureza del cultivo se alcanza cuando el porcentaje de células CD11b+ es superior al 90%191.192,

Al analizar el nivel de pureza, se pudo observar que células obtenidas a partir de la
médula 6sea de animales MeCP2- MUT no mostraron diferencias significativas respecto a
células provenientes de animales WT (Figura 15). Esto indica que la mutacién en MeCP2 no
afectaria el proceso de diferenciacién de precursores a macroéfagos. El porcentaje de células
CD11b+ obtenido fue entre el 96-98%, indicando un alto nivel de pureza de macréfagos en

cultivo para ambos genotipos.

Este resultado sugiere que la diferenciacién de precursores de médula 6sea a

macro6fagos en presencia de M-CSF no es afectada por la mutaciéon en MeCP2.
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Figura 15. Nivel de expresion del marcador CD11b en células aisladas de médula ésea y
diferenciadas en presencia de M-CSF por 6 dias. Porcentaje (%) de células positivas para CD11b
como medida de diferenciacién de precursores de macréfagos de médula ésea y nivel de pureza del
cultivo en presencia del factor M-CSF. Tanto para precursores aislados de animales WT como MUT,
el nivel de diferenciacidn y pureza final fue similar. Los datos se presentan promedio + SEM. Test t-

Student. p>0.05. N: 4 ratones por grupo experimental.
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MDMO-MUT muestran un perfil M1 exacerbado y un déficit de respuestas M2 cuando

son expuestos a estimulos polarizantes.

La activacion en macro6fagos se evidenci6 por primera vez al tratarlos con
constituyentes bacterianos, como LPS o flagelina e IFNy9%2. Bajo estas condiciones se
desarrolla la capacidad de destruir patégenos. Los macréfagos activados de manera clasica
(M1) tienen una habilidad incrementada de presentar antigenos ya que aumenta la expresiéon
de MHCII y CD80/CD86. Ademas, median respuestas inflamatorias al liberar citoquinas y
destruir patogenos intracelulares a través de la producciéon de ON y de otras moléculas
efectoras!93. Por el contrario, macroéfagos activados de manera alternativa (M2) al ser
estimulados con IL-4 o IL-13, no muestran una respuesta oxidativa y son ineficientes en matar
patégenos intracelulares®. Sin embargo, aumentan la expresidon del receptor de manosa,
CD206, el factor de transcripcién especifico FIZZ1112194 y ]a actividad catalitica de Arginasa-
1. Hasta el momento nada se conoce sobre la influencia de MeCP2 en presencia de un estimulo

anti-inflamatorio como IL-4.

Dada la gran importancia y amplia variedad de las funciones de macréfagos, su
presencia en todos los tejidos y en sangre, y sus diversos perfiles de polarizacion, quisimos
evaluar la respuesta de macro6fagos al ser polarizados bajo distintos estimulos, LPS-IFNy (M1)
0 IL-4 (M2). Para ello, se procedi6 a incubar MDMO en presencia de tales estimulos por 4
horas, para luego se analizar la expresién relativa de ciertos genes mediante RT-PCR en

Tiempo Real.

Se determin6 que en MDMO-WT y MDMO-MUT activados con LPS+IFNy por 4 horas, los
niveles de expresion relativa para los genes analizados (IL-6, TNFa, IL-1B e iNOS)
aumentaron significativamente con respecto al control, MDMO sin estimulo (Figura 16). Es
importante mencionar que en tales condiciones basales (sin estimulo) no se observaron

diferencias en la expresion de los genes testeados entre los MDMO-WT y los MDMO-MT.

Al analizar el nivel de expresion de TNFa (Figura 16.A), se evidenci6 que MDMO-MUT
expresaron mayores niveles respecto a los MDMO-WT cuando estos fueron estimulados con
LPS+IFNy, indicando una respuesta pro-inflamatoria incrementada. Por tltimo, el analisis de
los niveles de expresion génica para iNOS, IL-6 e IL-13, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre MDMO-WT vs MDMO-MUT cuando se estimulan con
LPS+IFNy. En conjunto estos resultados indican que la mutaciéon en MeCP2 estaria alterando

el perfil de expresiéon de la citoquina TNFo en respuesta a un estimulo pro-inflamatorio.
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Figura 16. Expresion relativa de genes prototipicos en respuestas M1. MDMO fueron
estimulados in-vitro por 4 horas con LPS+IFN-yy se analizaron los niveles de expresién relativa para
(A) TNFq, (B) IL-15/(C) IL-6 e (D) iNOS. En los grdficos se representa el nivel de expresién de ARNm
de los mismos calculado como 2-44CT, Se utilizé como gen de referencia a GAPDH en todos los casos.
Para todos los genes analizados, su expresion aumentd en presencia del estimulo (MDMO-MUT y
MDMO-WT) respecto a los controles. Se determiné que MDMO-MUT expresaron mayores niveles de
TNFaen comparacién con los MDMO-WT. Los datos se presentan como el promedio + SEM. Se realizo
un ANOVA de dos factores y Tukey post hoc test cuando correspondiera. **p<0.01 ***p<0.001. N: 3-

4 ratones por grupo experimental.

Con el fin de caracterizar el perfil M2 de los MDMO-WT y MDMO-MUT, se analizaron
los niveles de expresion génica de la citoquina IL-10, el factor FIZZ1, la enzima Arginasa-1
(ARG-1) y el marcador de superficie CD206 (Figura 17). Para los genes FIZZ1, IL-10 y ARG-1
la expresion relativa en presencia de IL-4 fue mayor con respecto a los MDMO-WT y MDMO-
MUT no estimulados (Figuras 17.A, B, y C). El analisis de los niveles de expresion de FIZZ1,
mostro que la interaccidn estadistica entre el genotipo y el estimulo resulto ser significativa,

ya que MDMO-MUT mostraron menores niveles de expresion en presencia de IL-4 respecto a
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los MDMO-WT estimulados (Figura 17.A). Al analizar los niveles del transcripto de IL-10, se
hallaron diferencias significativas entre genotipos, ya que la expresién fue menor en MDMO-
MUT comparado con MDMO-WT (Figura 17.B). Por su parte, la expresion de ARG-1 no
resulté diferente entre MDMO-WT y MDMO-MUT cuando fueron estimulados in-vitro (Figura
17.C). Para el caso del marcador de superficie CD206, no se observaron diferencias
significativas en MDMO-MUT entre el control no estimulado y los estimulados con IL-4
(Figura 17.D). Mas aun, la expresiéon de CD206 en estos cultivos, fue significativamente

menor en comparacién con MDMO-WT al ser estimulados con IL-4.

Cabe destacar que tres de los cuatro genes analizados en MDMO-MUT al ser
estimulados con IL-4, mostraron menor expresion con respecto a los MDMO-WT y que para
ningin gen se determinaron diferencias significativas en la expresién entre MUT y WT en
condiciones control (sin estimular). Estos resultados sugieren que la mutacién en MeCP2
afecta la respuesta anti-inflamatorio/modulatoria en macroéfagos al alterar el perfil de

expresién de genes prototipicos M2.

En conjunto estos resultados evidencian que existe una desregulaciéon en la
expresion de citoquinas y marcadores inmunes en respuesta a distintos estimulos
cuando MeCP2 es deficiente, mostrando un perfil pro-inflamatorio exacerbado y una

respuesta defectuosa en condiciones polarizantes anti-inflamatorias.
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Figura. 17. Expresion relativa de genes prototipicos en respuestas M2. MDMO fueron
estimulados in-vitro por 4 horas con IL-4 y se analizaron los niveles de expresién para FIZZ1, IL-10,
ARG-1y CD206. En los grdficos se representa el nivel de expresién de ARNm de los mismos calculado
como 2-44CT, Se utilizé6 como gen de referencia a GAPDH en todos los casos. (A) MDMO-MUT
expresaron menores niveles de FIZZ1 con respecto a los MDMO-WT al ser estimulados con IL-4 (B)
MDMO-MUT expresaron menores niveles de IL-10 en comparacion con los MDMO-WT (C) No se
hallaron diferencias significativas entre los genotipos en condiciones control o al ser estimulados con
IL-4 en el nivel de expresion de ARG-1. (D) MDMO-MUT no respondieron al estimulo de la IL-4
aumentando la expresién de CD-206 a diferencia de MDMO-WT que aumentaron significativamente
su expresion al ser estimulados. Los datos se presentan como el promedio + SEM. *p<0.05 ***p<0.001.
Se realizé6 ANOVA de dos factores para todos los genes y Tukey post hoc test cuando correspondiera.

N: 4 ratones por grupo experimental.
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MDMO-MUT produjeron mayores niveles de 02 pero no de ON.

La produccion de especies reactivas del oxigeno -como el Oz- y del nitrégeno
participan activamente en respuestas M1 actuando como molécula efectora para combatir
patdgenos19s. Si la produccion de ROS, en particular de Oz, es excesiva, puede conducir a la
oxidacién de proteinas, peroxidacion lipidica, produccién de peréxido de hidrégeno (H202) y

del radical hidroxilo (OH-) que también pueden dafar biomoléculas.

Para determinar si MeCP2 mutada afecta la producciéon del O, se cultivaron MDMO
aislados de animales WT y MUT en presencia de LPS+IFNy 6 de IL-4 por 22 h, tiempo
suficiente para generar la respuesta dependiente de ROS y subsecuente produccién de Oa".
Posteriormente, las células se incubaron con 1 mg/mL de nitroblue tetrazolio (NBT) y los
niveles de anién superéxido se midieron de manera indirecta usando un método

colorimétrico18s,

Es importante destacar que los estimulos utilizados (LPS+IFNy e IL-4) no son
inductores de la produccién de O-. Sin embargo, el andlisis de los datos por ANOVA de dos
factores revel6 una diferencia estadisticamente significativa en el nivel de O, entre animales
MUT y WT ya que MDMO-MUT mostraron mayores niveles de super6xido en comparacién

con MDMO-WT en todas las condiciones analizadas (Figura 18).
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Figura 18. Niveles del radical superéxido en MDMO estimulados. Se obtuvieron los valores
de DO a 655 nm como medida indirecta del nivel del anién superdxido en macréfagos estimulados
con LPS+IFNy 6 IL4. Se observaron diferencias significativas en el factor principal -genotipo- ya que
macréfagos diferenciados a partir de precursores aislados de animales MUT mostraron mayores
niveles de radical superéxido en comparacién con animales WT. Los datos se presentan como el

promedio + SEM. ANOVA de dos factores. * p<0.05. N por grupo experimental: 4.
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Por su parte, el ON es una molécula potente que tiene efectos citotéxicos durante
respuestas inflamatorias. Dada la importancia del ON como indicativo de activaciéon inmune,
se quiso evaluar si MeCP2 podria estar influenciando la produccién de este mediador en
presencia de diferentes estimulos. Para ello, MDMO fueron incubados en presencia de
LPS+IFNy 6 de IL4 durante 22 h. Posteriormente, se determinaron los niveles de nitritos en

sobrenadantes de cultivos como medida indirecta de la produccién de ON.

Se determin6 que los grupos controles y estimulados con IL-4 mostraron niveles
detectables minimos de nitritos. Ambos grupos fueron significativamente diferentes al
compararlos con los MDMO estimulados con LPS+IFNy. Se determin6 que bajo la estimulaciéon
con LPS+IFNy se acumularon hasta 12 veces mas nitritos en sobrenadantes tanto en MDMO-
WT como en MDMO-MUT. En cuanto a la interaccidn estadistica entre los genotipos y el
estimulo, no se observaron diferencias significativas, aunque MDMO-MUT en comparacion
con MDMO-WT incubados con LPS+IFNy, mostraron una tendencia a mayor produccion de
ON (Figura 19). A pesar de tal tendencia en MDMO-MUT, anteriormente se demostro6 que los
niveles de ARNm de la enzima iNOS 4 horas posteriores a la activacién de los macroéfagos con
estimulo inflamatorio, no fue estadisticamente diferente entre MDMO-WT con respecto a los

MDMO-MUT (Figura 16.D).

En conjunto, estos resultados sugieren que macroéfagos deficientes en MeCP2,
poseen mayor capacidad de inducir dafio oxidativo y que la respuesta inmune mediada
por iNOS y consecuente producciéon de ON en presencia de un estimulo pro-

inflamatorio, no estaria siendo regulada por MeCP2 en estas condiciones.
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Figura 19. Niveles de éxido nitrico en sobrenadantes de cultivo de MDMO. Se analizé la
acumulacién de nitritos (uM) como medida indirecta de niveles de éxido nitrico producido por
MDMO en presencia de LPS+IFNy e IL-4 por 22 horas. MDMO estimuladas con LPS+IFNy mostraron
niveles significativamente mayores con respecto a los controles y estimulados con IL-4
independientemente del genotipo. Los datos se presentan como promedio + SEM. Se realizé un

ANOVA de dos factores. ****p<0.0001. N: 4 ratones por grupo experimental.
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CONCLUSIONES PARTE I

En esta primera parte propusimos evaluar si la mutacién en MeCP2 afecta la respuesta
inmune en macroéfagos. Para ello usamos el modelo in-vitro de macroéfagos diferenciados de
médula 6sea y los expusimos a un estimulo pro-inflamatorio y anti-inflamatorio para
polarizarlos a un perfil M1 (activados clasicamente) y M2 (activados alternativamente)

respectivamente.

Nuestros resultados mostraron que la deficiencia de MeCP2 interfiere con la inducciéon
de respuestas inmunes en estas células, ya que MDMO estimulados con LPS+IFNy
respondieron expresando mayores niveles de TNFa, una citoquina prototipica del perfil M1.
Por otro lado, cuando MDMO-MUT se estimularon con IL-4, el nivel de expresion de IL-10 fue
menor respecto a lo expresado por MDMO-WT. Ademas, la estimulacién con IL-4 en
macro6fagos MUT no indujo un aumento de expresion del marcador de superficie CD206 o de
la citoquina IL-10. Al evaluar niveles del factor FIZZ1, observamos que respondi6 al estimulo

de IL-4 pero su nivel de expresion fue menor en MDMO-MUT.

En conjunto estos resultados indicarian que mutaciones en MeCP2 en macro6fagos lleva
a una desregulacion de la respuesta inmune al mostrar un perfil exacerbado pro-inflamatorio

y al interferir con montar respuestas inmunoregulatorias frente a estimulos polarizantes.

También se pudo establecer que en condiciones basales -es decir, independientemente
de la estimulaciéon inmune- MDMO-MUT produjeron mayores niveles del O, indicando que
existiria un estado oxidativo exacerbado, al menos provisto por este radical. Por otro lado, se
evalud el nivel de expresién de enzimas asociadas a cada perfil iNOS y ARG-1, para el perfil
M1 y M2 respectivamente. Se determind que en condiciones de deficiencia de MeCP2 no se
afectaron los niveles de expresion ninguna de ellas y, en particular para iNOS, tampoco estaria
afectando su efecto catalitico, ya que no encontramos diferencias en el nivel de producciéon

de ON en sobrenadantes de estos mismos cultivos de macréfagos MUT.

En conjunto, estos resultados indican que la deficiencia de MeCP2 de macro6fagos, altera
la respuesta inmune M1 y M2 pero no en condiciones basales, a excepcion del Oz". Sugiriendo
que MeCP2 actuaria de manera directa o indirecta regulando la expresiéon de marcadores
prototipicos para cada perfil, como asi también, modulando vias de activacién durante el

proceso de induccién de una respuesta inmune.
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EVALUACION DEL DESARROLLO DE RESPUESTAS INFLAMATORIAS EN RATONES
MUTANTES EN MeCP2 FRENTE A UN DESAFI0 AUTOINMUNE

Se demostré que pacientes con RTT muestran alergias persistentes a alimentos,
problemas respiratorios y la presencia de alteraciones en la regulacién de la tolerancia
autoinmunel. Como parte de esta tesis, realizamos estudios orientados a evaluar la presencia
de autoanticuerpos séricos en ratones MeCP2 WT y MUT en distintas etapas de desarrollo.
Asi, en ratones MeCP2 MUT en condiciones basales (es decir sin mediar un estimulo inmune)
no fue posible determinar la presencia de autorreactividad diferencial contra componentes
del SNC (Ver Anexo). Dado que en estudios de funcién de MeCP2 a nivel del sistema nervioso
se demostré que ésta es una proteina dependiente de actividad neuronal, se quiso determinar
si MeCP2 participa en la regulacién de la respuesta inmune en el contexto de un desafio
autoinmune. Con este fin se propuso inducir la enfermedad Encefalomielitis Autoinmune
Experimental (EAE) en animales WT y MUT. Como se dijo anteriormente, la EAE es un modelo
animal de Esclerosis Multiple, en el que se generan respuestas neuroinflamatorias y es un
modelo que ha sido muy bien caracterizado, por lo que lo consideramos apropiado para

evaluar la participaciéon de MeCP2 en la induccion de ese tipo respuestas inmunes.
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Ratones MeCP2 MUT muestran mayor vulnerabilidad al desarrollo de la EAE

Con el fin de realizar el seguimiento clinico de la EAE, ratones inmunizados con MOG se
analizaron diariamente teniendo en cuenta la escala de scores clinicos detallados en la
seccion de materiales y métodos correspondiente. Es importante destacar que ningin raton
muri6é como consecuencia de la EAE durante la etapa aguda ni cuando se sacrificaron a los 30
0 56 dpi. Ademas, ningdn animal tratado con CFA desarroll6 la enfermedad o mostraron
cambios en su capacidad motora posterior a la induccién. En ambos grupos, MUT-EAE y WT-
EAE, el inicio de los signos clinicos de EAE se caracterizd por la pérdida del tono muscular de
la cola (de manera parcial o total) o en una o ambas patas traseras, sin seguir un orden
definido en la aparicién de tales alteraciones. Durante la etapa aguda de la EAE, animales
inmunizados mostraron signos clinicos variables desde paralisis total a formas mas leves, por
ejemplo, mostrando pérdida de capacidad motora en una pata o ambas, o en la tonicidad de
la cola. Si bien, luego de este periodo todos los animales inmunizados mejoraron su movilidad,
no llegaron a una recuperacidn total ya que mantuvieron un caminar irregular o la cola con

espasticidad hasta el momento del sacrificio (30 dpi) (Figura 20).
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Figura 20. Evaluacion clinica de 1a EAE. Ratones WTy mutantes para MeCP2 se inmunizaron con
MOG y los signos clinicos se evaluaron diariamente durante 30 dias. Ratones MUT-EAE desarrollaron
los primeros signos clinicos de la EAE entre el dia 6 y 8 dpi, es decir, mostraron un inicio precoz con
respecto a los WT. Ademds, mostraron signos clinicos mds severos a lo largo de las etapas aguda y
cronica. Los datos se presentan como promedio + SEM. Se realizé un ANOVA de dos factores con

medidas repetidas. * p<0.05.
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Con el fin de cuantificar el desarrollo y la severidad de la EAE, se calcularon distintos
indices (Figura 21). El maximo score clinico promedio (MSCP) es la suma del score clinico
mas alto alcanzado por cada ratén durante la etapa aguda de la enfermedad, dividido por el
numero total de ratones que se enfermaron en ese grupo (Figura 21.A). El dia de inicio, es el
dia post induccién en el que se observaron los primeros signos clinicos (Figura 21.B). Por
tltimo, el indice de enfermedad acumulado, es la sumatoria de todos los scores clinicos de
cada animal dividido por el nimero total de animales en ese grupo experimental (Figura

21.C).

El analisis de signos clinicos diarios mostré que el inicio de la enfermedad en ratones
MUT-EAE es previo alos animales WT-EAE. Ratones WT inmunizados con MOG desarrollaron
los primeros signos clinicos alrededor del 10.64 * 0.67 dpi, mientras que en ratones MUT-
EAE el inicio fue significativamente precoz, comenzando en promedio en el dpi 8.13 * 0.69
(Figura 21.A). Ademas, durante la etapa croénica, ratones MUT-EAE tuvieron una
recuperacion mas lenta ya que se observa que la curva de los scores clinicos entre los dias 21
al 30 dpi se mantuvo por encima de la curva correspondiente a los WT-EAE (Figura 20). El
maximo score clinico promedio no resultd ser significativamente diferente entre animales
WT-EAE y MUT-EAE, siendo de 5.93 * 0.53 y 4.83 *+ 0.64 respectivamente (Figura 21.B). Sin
embargo, el indice de enfermedad acumulado fue mayor paralos ratones MUT-EAE (para WT-
EAE de 26.52 + 3.14 y para MUT-EAE de 49.53 * 6.88) (Figura 21.C). Cabe destacar que la
incidencia de la enfermedad fue total para el grupo de ratones MUT, mientras que para los
WT-EAE fue del 84% ya que 11 de 13 ratones desarrollaron la EAE. Por esta razon, los dos
ratones WT inmunizados con MOG que no desarrollaron la EAE se descartaron de los andlisis

posteriores.
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Figura 21. Caracterizacion de la severidad de la EAE. Grdficos resumiendo los indices
calculados a partir de la informacién clinica. Datos se presentan como promedio * SEM. Para
todos los indices, el andlisis estadistico se realizé utilizando el test t-Student. (A) Mdximo score
clinico promedio. Se determiné que fue similar en los ratones WT-EAE y MUT-EAE (B) Dia de inicio
de la EAE. Ratones MUT-EAE mostraron un inicio mds temprano de la EAE con respecto a los WT (C)
Indice de enfermedad acumulado. Ratones MUT-EAE también mostraron un mayor indice de

enfermedad con respecto a los WT-EAE. N: 13-15 ratones por grupo experimental.

Estos resultados sugieren que animales mutantes para MeCP2 muestran una
mayor predisposicién o vulnerabilidad a desarrollar la EAE al evidenciarse un inicio
precoz de la enfermedad, mayor severidad en los signos clinicos y requirieron mas

tiempo para la remision parcial en fase crénica.

Ratones MUT muestran un mayor perfil inflamatorio periférico persistente

La respuesta inmunolégica inicial y el mantenimiento de la EAE se realiza a nivel de los
organos linfaticos. Alli se produce la presentacién de antigenos que desencadena la
diferenciacion y proliferacion de distintas poblaciones celulares las cuales, de acuerdo a las
condiciones polarizantes, podran secretar diversas citoquinas y mediadores inmunes!77. Por
ello se quiso determinar si existen diferencias en el perfil inmune y la respuesta especifica a
MOG en animales deficientes en MeCP2. El conocimiento de este perfil inmune podria
esclarecer las diferencias observadas en el desarrollo de la EAE entre animales WT y MUT.
Para tal fin, se aislaron células de bazo (células mononucleares, CMN) de animales WT y MUT
en etapa aguda y crénica. Posteriormente, se las re-estimulé con MOG in-vitro con el fin de
determinar la respuesta especifica para este antigeno, es decir, la respuesta autorreactiva.
Luego de 72 h de incubacion, se aislaron los sobrenadantes de cada pocillo y se determinaron
las concentraciones de distintas citoquinas (TNFa, [FNy, IL2,4,6,10,17) a través del uso de un

kit especifico para analisis de citoquinas Th1/Th2/Th17 por citometria.
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En general, para todas las citoquinas analizadas en sobrenadantes de CMN aisladas de
animales CFA, no se detectaron niveles significativos de las citoquinas independientemente
de su genotipo y de la re-estimulacion in-vitro con MOG (+MOG) (datos no mostrados en
graficos). Al analizar los niveles de citoquinas en sobrenadantes de CMN aisladas de animales
EAE, se observd una produccién significativamente mayor de las mismas en presencia de
MOG in-vitro en comparacion con los controles (Figura 22), indicando que CMN-WT y CMN-
MUT aisladas de animales que fueron inmunizados para desarrollar la EAE, son capaces de
responder especificamente frente a MOG en cultivo. Sin embargo, para las citoquinas IL-2, IL-
10 e IL-4, se encontraron diferencias significativas en la interaccién estadistica entre el
genotipo y la estimulaciéon con MOG (Figuras 22.A, F. y G, respectivamente). En este sentido
CMN aisladas de animales MUT-EAE +MOG, respondieron aumentando la produccion de IL-2
e IL-4, lo cual fue significativamente diferente a lo observado con el grupo WT-EAE +MOG. En
cambio, para IL-10 se evidencié menor producciéon por CMN-MUT +MOG respecto a las CMN-

WT +MOG.

Este resultado sugiere que CMN aisladas de animales MUT poseen un perfil

inmune especifico para MOG diferencial con respecto a los WT durante la etapa aguda.

-82 -



RESULTADOS PARTE Il: ESTUDIOS /N-VIVO

(A) IL-2 (B) IFNy (C) TNFa
= 200- . = 10000 eeen — 15001
E E E N
g 107 g . g 1000
~ S > .5 6000 2 s
_.I .6 100_ E .6 z .5
=E = £ 4000 g 500
3 s0- 3 g
Q S 20001 Q
o 5] <}
v ' © - o e o
O O O O
N N Y ° & R
(D) IL-6 (E) IL-17 (F) IL-4
— 4000~ = 5007 Sk 500
?E,, ik TE;, 4004 E Fkkk
£ 30001 — 2 > 400
© S ~.5 300 5 3004 *
G 2000 5o I a
=g = © 2004 = © 200
- t= -
& 10004 S S
3] S 1004 8 100
c c c
<] <] °
R - © e o -
O O O O O O
G IL-10
(G) B WT
—~ 150~ I MUT
3
£
<)
=%
= 1001
S
28
=
£ 50
[
o
c
o
O o

Figura 22. Produccién de citoquinas por CMN aisladas de bazo en etapa aguda. La produccion
de citoquinas por CMN aisladas de bazo de animales WT-EAE y MUT-EAE en presencia o ausencia de
MOG en cultivo por 72 horas se determiné en los sobrenadantes mediante el uso de un kit para
citometria. Para todas las citoquinas analizadas (A) IL-2 (B) IFNy (C) TNF« (D) IL-6 (E) IL-17 (F)
IL-4y (G) IL-10, la re-estimulacién con MOG en cultivo de CMN aisladas de animales EAE, mostraron
un aumento significativo en su produccion en comparacién con la ausencia de MOG en cultivo. Se
hallaron diferencias significativas entre MDMO-MUT vs MDMO-WT cuando fueron estimulados con
MOG al analizar la produccién de IL-2, IL-4 e IL-10. Los datos se presentan como promedio + SEM.
Se realizé un ANOVA de dos factores y Tukey post hoc test cuando correspondiera. *p<0,05; **p<0,01;
*#*p<0,001; **** p<0,0001. N: 3-5 ratones por grupo experimental.
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Con el objetivo de dilucidar si existen diferencias en el balance de respuestas de tipo
anti-inflamatorio (Th2) y pro-inflamatorio (Th1) entre WT-EAE y MUT-EAE, se realizd el
calculo de larelaciéon Th2/Th1 teniendo en cuenta la concentracion para las citoquinas IL-4 e
IL-10 (anti-inflamatorias) e IFNy y TNFa (pro-inflamatorias) (Figura 23). Para el analisis de
los datos, se realizé un test t-Student que comprobé que no hay diferencias significativas en
los cocientes calculados. Este resultado indica que, aunque CMN MUT-EAE produjeron
mayores niveles de [L-4 de manera MOG-especifica, su influencia en el balance Th2/Th1 no
varia entre WT y MUT (Figura 23.Ay B.). Ademas, se observo que el cociente calculado entre
IL-10/IFNy e IL-10/TNFa en CMN-MUT no resulté significativo, mostrando s6lo una
tendencia en la relaciéon entre IL-10/IFNy en CMN-MUT menor con respecto a los WT

(p=0.0736, t=3.479) (Figura 23.Cy D).

Este resultado indicaria que MeCP2 influencia el perfil inmune pero no alterando

de manera significativa el balance Th2/Th1, principalmente mediado por IL-4.
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Figura 23. Balance Th2/Th1 en CMN-WT y CMN-MUT reestimuladas con MOG. Se calcularon
cocientes comparativos entre la produccion de citoquinas anti-infllamatorias (IL-4, IL-10) y las
citoquinas pro-inflamatorias (IFNy y TNFa) de CMN-WT y CMN-MUT reestimuladas con MOG in-
vitro. Se visualizan los cocientes entre (A) IL-4/IFNy (B) IL-4/TNFea (C) IL-10/IFNy y (D) IL-
10/TNFa En los grdficos de cajas se representan el mdximo y el minimo para cada genotipo, la linea
de cada caja indica el valor promedio. Se determiné que no existe una diferencia significativa en los
cocientes Th2/Th1 analizados entre WT y MUT durante la etapa aguda. Se realizé un test t-Student

no apareado. N: 3 ratones por grupo experimental.

Durante la etapa crénica, al igual que durante la etapa aguda, para todas las citoquinas
analizadas en sobrenadantes de CMN de animales CFA, no se detectaron citoquinas
independientemente de su genotipo y de la re-estimulacién con MOG (datos no mostrados).
Ademas, no se pudieron observar niveles detectables para las citoquinas IL-2, IL-4 e IL-10 en
ninguna condicién analizada ya que el rango de concentraciéon quedé por debajo del limite de

deteccidn del kit utilizado.
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El analisis de los niveles de TNFa, IFNy, IL-6 e IL-17 en sobrenadantes (Figura 24),
mostro que existen diferencias significativas entre los grupos control y estimulados con MOG,
en este ultimo grupo, mostrando mayores niveles de producciéon pasadas las 72 h de
estimulacién. Ademas, para la citoquina IFNy se encontraron diferencias significativas en la
interaccion entre el genotipo y el estimulo en el grupo EAE, ya que CMN-MUT +MOG al
compararlo con el grupo WT-EAE +MOG (Figura 24.B).

Estos resultados indican que en etapa crénica la respuesta inmune periférica en
animales MUT-EAE es diferencial ya que existiria una respuesta autorreactiva

exacerbada en presencia del antigeno especifico.
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Figura 24. Produccion de citoquinas por CMN aisladas de bazo en etapa crénica. En los
grdficos se representan la concentracién de citoquinas producidas por CMN aisladas de bazo de
animales WT-EAE y MUT-EAE en presencia o ausencia de MOG en cultivo por 72 horas. Para todas
las citoquinas (A) IL-6, (B) IFNy, (C) TNFa y (D) IL-17, la presencia de MOG (+MOG), indujo la
produccion con respecto a la falta de estimulo. Se pudo determinar que la produccién de la citoquina

IFNy por CMN-MUT +MOG fue significativamente mayor con respecto a las CMN-WT +MOG. Los
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resultados se presentan como la promedio + SEM. Se realizé un ANOVA de dos factores y Tukey post

hoc test cuando correspondia. *p<0.05; ***p<0.0001. N: 3 ratones por grupo experimental.

Para la citoquina TNFa, no se observaron diferencias significativas en la interacciéon
estadistica entre los genotipos y la re-estimulaciéon con MOG (Figura 24.C). Sin embargo, esta
descripto para EAE que desde la etapa aguda y hacia la croénica, los niveles de TNFa deben
regularse y disminuir su produccidn a nivel del SNC19. Es decir, la respuesta pro-inflamatoria
de células inmunes frente a péptidos de mielina deberia disminuir para permitir la remision
parcial, lo cual es caracteristico de la etapa cronica de la EAE. En este sentido, se quiso analizar
si a nivel periférico tal regulacién era similar entre animales WT-EAE y MUT-EAE. Al analizar
laregulacion desde la etapa aguda a la crénica, resulté ser menor en CMN aisladas de animales
MUT-EAE +MOG, respecto de las CMN-WT +MOG. La disminucién en los niveles detectados
de TNFa de cultivos de CMN-WT +MOG fue de un 64% desde la etapa aguda hacia la crénica,
mientras que para las CMN-MUT +MOG fue sélo de un 22%. De la misma manera, se analiz6
la regulacién en la produccién de IFNy desde la etapa aguda hacia la crénica. Se determiné
que la producciéon en CMN-WT +MOG la disminucién fue de un 74%, y para los MUT, fue de
un 50% (Figura 25).

En conjunto estos resultados sugieren que MeCP2 estaria regulando la
autorreactividad de células mononucleares de bazo desde la etapa aguda y hasta la
créonica de la EAE, modulando la produccion de citoquinas involucradas en la respuesta

inflamatoria e inmunoreguladora.
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Figura 25. Regulacion en los niveles de TNFa e IFNy desde la etapa aguda a crénica. En los
grdficos se presenta la concentracion de (A) TNFa y (B) IFNy durante las etapas aguda y crénica
para CMN-WTy MUT expuestas a MOG in-vitro. A su vez, se analizé el porcentaje de disminucion en
la produccién de las citoquinas por CMN WT y MUT en presencia de MOG durante la etapa aguda
(considerada como el 100%) y la etapa crénica. La disminucién de la respuesta pro-inflamatoria de
CMN-MUT fue menor respecto a las CMN-WT al ser re estimuladas con MOG. Los datos se presentan

como promedio + SEM.

MeCP2 no influencia el nivel de proliferacion de CMN en etapa crénica

Dado que los niveles de IL-2 fueron indetectables en sobrenadantes de CMN aisladas
en etapa crénica, y que la misma esta relacionada con la capacidad proliferativa de células
mononucleares!?? se procedié a determinar el nivel de proliferacién de CMN aisladas de
animales en etapa crénica a través de la incorporacién de timidina tritiada (3H) en células en
proliferacion. A partir de estos datos se obtuvo el indice de estimulacién (IE) como medida
del nivel de proliferaciéon en cada grupo experimental. Este indice relaciona las cuentas por
minuto incorporadas en células que fueron incubadas en presencia de MOG y en ausencia.
Para realizar tal comparacién, se consider6 como nivel basal al valor de IE del grupo

experimental WT-CFA.

Al realizar un ANOVA de dos factores se encontraron diferencias significativas en el
factor principal, tratamiento, entre CMN-CFA y CMN-EAE. Este dltimo grupo mostré hasta casi
4 veces mas de nivel de proliferacién, independientemente de su genotipo. En el caso de CMN

en ausencia de MOG, no se detectaron niveles significativos de proliferacion entre genotipos

(Figura 26).
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Este resultado indica que, durante la etapa crdénica de la EAE, el nivel de
proliferacion antigeno-especifica de células inmunes es similar entre animales WT y

MUT.

Indice de Estimulacion
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Figura 26. Nivel de proliferacion de CMN aisladas de bazo en presencia de MOG in-vitro. El
nivel de proliferacién de CMN en presencia de MOG in-vitro fue obtenido a partir de las cuentas por
minuto (CPM) tomadas en el lector de centelleo como medida de incorporacién de timidina tritiada
en las células de divisién en presencia de MOG y en ausencia del péptido. No se observaron diferencias
significativas entre los genotipos, pero si en el factor principal Estimulo. En presencia de MOG, como
es de esperarse, aumento significativamente el nivel de proliferacién de CMN. Los datos se presentan
como promedio + SEM. Datos se analizaron con un ANOVA de dos factores. *p<0.05. N: 4 ratones

por grupo experimental.

Ratones MUT evidencian mayor nivel de infiltrados celulares en médula

La correlacién histolégica de una enfermedad autoinmune provee informacién esencial
de la patologia autoinmune subyacente. La infiltraciéon de células T y células mononucleares
en el SNC es una caracteristica clave durante la EAE'®. Por ello se quiso evaluar si la
deficiencia de MeCP2 podria estar influenciando la infiltracién de células inmunes al SNC,

particularmente a nivel de la médula espinal, 6rgano blanco de la EAE.

Las lesiones tipicas en médula se evidencian por un infiltrado inflamatorio tanto en
meninges como en parénquima. El andlisis histolégico se realizé en muestras obtenidas
durante la etapa aguda y crénica de la EAE. Se utilizaron criosecciones de médula espinal
lumbar y se tifieron con Azul de Toluidina (Figura 27). Para obtener el nivel de infiltrados
de células inmunes en el SNC, se tuvo en cuenta el puntaje correspondiente a cada
categoria de infiltracién, desde la menos severa (ausencia de infiltrados) a la mas severa,

cuyo puntaje es 3 (Ver en Materiales y Métodos)
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EAE
Etapa aguda

EAE
Etapa cronica

Figura 27. Marcacidn histoldgica de células infiltrantes en médula. Criosecciones de la médula
espinal lumbar fueron tefiidas con Azul de Toluidina y se analizaron para determinar el nivel de
infiltrados celulares. El nivel de infiltracion se evalué en meningesy parénquima, teniendo en cuenta
la extensién de los infiltrados y el niimero de focos. En el panel superior se observan dos fotos
representativas de médulas obtenidas de animales WT-CFA y MUT-CFA en las que no se identifican
infiltrados celulares. En los paneles inferiores se representan médulas de ratones WT-EAE y MUT-
EAE en etapas aguda y crénica, en las que se sefialan con flechas rojas los tipicos infiltrados celulares.
Se puede observar que en un mismo campo de la médula de animales MUT-EAE se hallan mayor
numero de focos de infiltrados, asi como mayor profundidad de los mismos en el parénquima
medular en la etapa aguda. En la etapa crénica, en ambos grupos, WT-EAE y MUT-EAE, el nivel de

infiltrados disminuye y se concentran principalmente a nivel meningeo. Magnificacién: 20X.
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El andlisis visual de los cortes histoldgicos tefiidos con Azul de Toluidina demostré que,
en ningdn animal tratado sélo con CFA en fase aguda y crénica, se hallaron infiltrados. Por
lo tanto, tal como se puede observar en el panel de fotografias (Figura 22), el tejido de la
médula espinal no evidencia células en sustancia blanca correspondiente al parénquima, asi

como tampoco, en los bordes colindantes, correspondiente a meninges.

En etapa aguda, el andlisis de cortes histologicos de médulas espinales obtenidos de
ratones MUT-EAE, mostré patrones de infiltracion distintos con respecto al grupo WT-EAE;
ya que la médula de ratones MUT-EAE evidenciaron significativamente mayor nivel de
infiltrados celulares en los compartimientos de meninges y parénquima (Figura 28.A y B).
Cabe aclarar que en parénquima se hall6 la mayor diferencia entre MUT y WT inmunizados

con MOG, indicando que la infiltracién en ratones MUT-EAE fue mas severa.

Tanto para animales MUT-EAE como WT-EAE, el nivel de infiltracién de células
inmunes en médula fue menor en etapa crénica respecto a la etapa aguda y, ademas, no se
evidencié un patrén diferencial de infiltrados en MUT-EAE como se determiné durante esta
ultima etapa. Por lo tanto, en la etapa crénica de la EAE, no se hallaron diferencias
significativas en el nivel de la presencia de infiltrados celulares entre MUT-EAE y WT-EAE

(Figura 28.Cy D).

Esto indicaria que MeCP2 modularia la infiltracion de células inmunes en el SNC,

durante la etapa aguda de la EAE.
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Figura 28. Analisis histopatolégico en médula. Criosecciones de médula lumbar se tifieron con
Azul de Toluidina y se determind el nivel de infiltrados celulares en los compartimientos de meninges
y parénquima. Un mayor nivel de infiltrados significa que se hallaron mds niimero de cortes con
infiltracion severa, durante la EAE aguda y EAE crénica. Durante la etapa aguda, médulas obtenidas
de animales MUT-EAE mostraron mayor nivel de infiltrados tanto en (A) meninges como en (B)
parénquima comparado con los WT-EAE. En la etapa crénica, (C) y (D) los niveles de infiltrados
celulares en ambos compartimientos de la médula, fue menor con respecto a la etapa aguda y sin
diferencias significativas entre genotipos. Los datos se presentan como promedio + SEM. Resultados

se analizaron a través de un Test t-Student. *p<0.05. N: 5-7 ratones por grupo experimental.
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Ratones WT y MeCP2 MUT muestran niveles similares de microgliosis durante la EAE

Las células microgliales y los macroéfagos son consideradas poblaciones celulares
claves para el inicio de la EAE y la progresion en la etapa crénical98-200, Estas células adoptan
distintos fenotipos (inflamatorios o anti-inflamatorios) que coexisten en el SNC luego de la
inmunizacién con MOG. El balance entre tales fenotipos y la liberacién de ciertas citoquinas
asociadas podran facilitar la resolucion de la inflamaciéon o mantenerla29. Se ha demostrado
que MeCP2 se expresa en células gliales y que su ausencia puede alterar la sobrevida y el
fenotipo patogénico en ratones mutantes para la proteina*?2°1, En reposo, la microglia
muestra un fenotipo morfolégico con numerosos procesos delgados extendiéndose desde
el soma. Cuando la misma se activa, estos finos procesos se acortan y engrosan resultando
en una célula con apariencia ameboide, y en un aumento en la expresion del marcador Iba-
1292, Por lo tanto, se quiso caracterizar la microgliosis durante la etapa aguda y crénica de
la EAE. Para ello, se obtuvieron criosecciones seriadas de médula espinal lumbar, se analiz6
la expresién de Iba-1 por inmunofluorescencia (Figura 29) y se realizé un analisis de

imagenes calculando el area positiva para Iba 1.
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Figura 29. Marcacién por inmunohistoquimica de células microgliales Iba-1+. Se pueden
visualizar en el panel de fotografias criosecciones de médula espinal lumbar de todos los grupos
experimentales en etapa aguda y crénica. Se puede distinguir como las células microgliales en los
paneles CFA, tienen somas pequeiios y proyecciones delgadas. Durante la EAE aguda los somas
celulares aumentan su tamarno, sus proyecciones se acortan y se ensanchan -lo cual es caracteristico
de la microgliosis y activacién microglial- indicadas con las flechas en rojo. En la etapa crénica, las

células retoman la morfologia en “reposo” y otras atin se mantienen con la morfologia “activada’”.
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Se pudo determinar que, tanto en etapa aguda como croénica, el area Iba-1 positiva
(en um?) fue significativamente mayor en ratones EAE comparado con ratones CFA (Figuras
30.Ay B), indicando que la expresion de Iba-1 en médula espinal lumbar no es alterado por
la mutaciéon en MeCP2. Cabe destacar, que tal como se puede observar en el panel de
fotografias (Figura 29), aunque no se hallaron diferencias en el area Iba-1+, no se descarta
que podrian existir alteraciones morfoldgicas sutiles en células microgliales de médulas de

ratones MUT-EAE, asi como posiblemente alterando su funcion.

Con el objetivo de determinar si la expresion de Iba-1, medida como area Iba-1+, se
relaciona directamente con los scores clinicos en el momento del sacrificio de cada animal
EAE en etapa aguda (12 dpi) y crénica (30 dpi), los datos se analizaron a través de un test de
correlacién de Pearson. Para realizar este test se tuvieron en cuenta los scores clinicos y area
Iba-1+ de todos los animales EAE, es decir, la correlacion se realizé teniendo en cuenta el
conjunto de ratones WT-EAE y MUT-EAE. Se comprobd que existe una correlacion
significativa entre los signos clinicos evidenciados al momento de la eutanasia y el area
total ocupada por Ibal en los grupos EAE en etapa aguda al analizarse a través de una
correlacién de Pearson (Figura 30.C). Tal correlacion no resulté ser significativa entre el area

Iba-1+ observada en médulas de animales y los scores clinicos a los 30 dpi (Figura 30.D).
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Figura 30. Analisis de microgliosis en médula espinal. El drea total ocupada por Iba-1 (en um?)
se midié realizando un andlisis exclusién de particulas por tamano. En etapa aguda (A) y crénica
(B), el drea Iba-1 positiva fue significativamente mayor en los animales EAE en comparacién con los
CFA. Se realizé una correlacién de Pearson entre los scores clinicos de los grupos WT-EAE y MT-EAE
con respecto al drea Iba-1 positiva en etapa aguda y crénica. Tal correlacién resultd ser significativa
entre el score clinicos y el drea Iba-1 positiva en animales sacrificados durante (C) la etapa aguda,
pero no durante (D) la etapa crénica. N: 4-5 ratones por grupo experimental. Los datos se presentan

como promedio + SEM. ** p<0.001, *** p<0.0001.

Con el objetivo de confirmar si existen cambios en la expresion de Iba-1, se procedié a
evaluar los niveles del ARNm en médula espinal de animales en etapa crénica a través de
RT-PCR en Tiempo Real. Como se determiné anteriormente, al analizar los datos mediante
un ANOVA de dos factores, se encontraron diferencias significativas entre animales CFA y
EAE (Figura 31). En este sentido, ratones WT-EAE y MUT-EAE mostraron hasta 5 veces
mas niveles de expresion del transcripto para Iba-1 respecto a los grupos WT-CFA y MUT-

CFA, sin observarse diferencias significativas entre genotipos.
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Estos resultados sugieren que MeCP2 no estaria influenciando la expresion de

Iba-1y la microgliosis durante la EAE.

10+

*%k%

. WT
= MUT

Iba-1/GAPDH
Expresion relativa de ARNm

Figura 31. Expresion génica relativa de Iba-1 en médula. En el grdfico se representa el nivel de
expresion de ARNm calculado como 2-44CT para Iba-1. Se determind que el nivel de expresion relativo
de Ibal en médula durante etapa crénica fue mayor en todos los ratones inmunizados con MOG
respecto a los CFA y similar entre animales WT y MUT. Los datos se presentan como promedio + SEM.

Se realizé un ANOVA de dos factores. ***p<0.001. N: 6-9 ratones por grupo experimental.

Ratones MUT muestran un perfil diferencial de mediadores inmune en médula espinal

durante la EAE croénica

Los efectos de las células infiltrantes en el SNC durante la EAE, dependen de la
liberacion citoquinas y quimioquinas que son las responsables de la neuroinflamacion!®.
Con el fin de determinar el perfil inflamatorio a nivel de médula espinal durante la etapa
crénica de la EAE, se determinaron los niveles relativos de transcriptos de distintos genes,
IFNy, TNFa, IL-6, IL-10, IL-1B, CX3CL1 (fractalquina), CX3CR1 (receptor de fractalquina),
TSPO o PBR (receptor de benzodiacepinas periférico) y FoxP3, que pudieran proveer

informacidn sobre el ambiente inflamatorio y regulatorio en animales EAE (Figura 32).

Al analizar el nivel relativo de expresion del ARNm de las citoquinas TNFa, IL-10 e
IL-1B, se pudo determinar que existen diferencias significativas entre los animales CFA y
EAE (Figuras 32. B, D y E, respectivamente). En todos los casos, los niveles relativos de
expresion fueron significativamente mayores para todos los animales EAE. Para la citoquina
IL-6 no se encontré diferencia significativa entre los ratones CFA y EAE, mostrando una
expresion similar y baja en ambos casos (Figura 32.C). Para las citoquinas TNFa, IFNy e IL-
1pB, se observaron mayores niveles de expresion relativa en animales MUT-EAE comparado

con el grupo WT-EAE. Por otro lado, al analizar los niveles relativos de IL-10, se detect6 una
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tendencia en animales MUT-EAE de expresar menores niveles con respecto a los WT-EAE

(Figura 32.E).
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Figura 32. Nivel de expresion génica de citoquinas y mediadores inflamatorios en médula.
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A los 30 dpi, ratones CFA y EAE, se sacrificaron y se aislaron las médulas espinales lumbares para
llevar a cabo una RT-PCR en Tiempo Real para (A) IFNy (B) TNFe (C) IL-6 (D) IL-14 (E) IL-10 (F)
CX3CL1 (G) CX3CR1 (H) TSPO e (I) FoxP3. En los grdficos se representa el nivel relativo de expresion
de ARNm calculado como 2-44CT, Se utilizé como gen de referencia a GAPDH en todos los casos. Para
todos los genes analizados, excepto IL-6, la expresion relativa es mayor en médula de animales EAE

respecto a los CFA. Se pudo determinar que el nivel de expresion relativa de IFNy, TNFq, IL-153,

-98 -



RESULTADOS PARTE II: ESTUDIOS /N-VIVO

CX3CR1 y FoxP3 fue significativamente diferente entre los grupos WT-EAE y MUT-EAE. Para IL-10
se hallé una tendencia en MUT-EAE a expresar menores niveles. Los datos se presentan como
promedio *+ SEM. Se realizé un ANOVA de dos factores para el andlisis de cada gen y Tukey post hoc

test cuando correspondiera. *p<0.05; **p<0.001 ***p<0.0001. N: 3-6 ratones por grupo experimental.

Posteriormente se evalu6 el nivel de expresidon relativa de CX3CL1 (fractalquina) y su
receptor, CX3CR1. CX3CL1 es un miembro de la familia de quimioquinas CX3C que se expresa
en células epiteliales, neuronas, intestinos y pulmdén. Su receptor se expresa en abundancia
principalmente en monocitos y macréfagos pero también en células T y NK203. Se ha
evidenciado que la interaccion CX3CL1-CX3CR1 media procesos de migracién celular durante
la EAE asi como la severidad de la enfermedad?94. Por lo tanto, resulta de gran relevancia
evaluar si la mutacion en MeCP2 afecta la expresion de la quimioquina y su receptor. En este
trabajo s6lo se hallaron diferencias significativas en la expresion de CX3CL1 entre animales
CFAy EAE (Figura 32.F); sin embargo, si se evidenciaron diferencias significativas en el nivel
de expresion de su receptor (CX3CR1) entre animales WT-EAE y MUT-EAE. Se determiné que
ratones WT-EAE expresaron mayores niveles respecto a los WT-CFA. Sin embargo, entre
MUT-CFA y MUT-EAE, no se hallaron diferencias en la expresién ya que en ambos grupos los
niveles permanecieron bajos. Es decir, que en ratones MUT la inmunizacién con MOG no
indujo un aumento en la expresion del receptor CX3CR1, como se observé en los WT. (Figura

32.G).

También se analizé el nivel de expresidn de TSPO (translocator protein 18 kDa), la cual
es una proteina presente en la membrana mitocondrial de maultiples tejidos, y en sistema
nervioso, abunda en células gliales. Dado que su expresion es incrementada durante procesos
neuroinflamatorios, se quiso determinar si existirian diferencias en su regulacion
dependiendo del genotipo de los animales inmunizados con MOG205. En este trabajo se pudo
determinar que la expresién del transcripto de TSPO fue mayor en animales EAE con respecto

alos CFA, pero no se hallaron diferencias significativas entre genotipos (Figura 32.H).

Por ultimo, se cuantific el nivel de expresién relativa de FoxP3, el gen maestro de las
células T regulatorias con el fin de determinar si existirian alteraciones en la respuesta
inmunomoduladora mediada por células que expresan este gen. Se determind que la
induccion de la EAE en animales WT llevd a un aumento de expresion de este gen, pero no asi
para el caso de animales MUT, en los que no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas entre ratones MUT-CFA y MUT-EAE (Figura 32.I). A su vez, en animales WT-

EAE se hallaron mayores niveles del transcripto de FoxP3 con respecto a lo expresado por
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MUT-EAE. Por lo tanto, en ratones MUT la inmunizacién con MOG no induce un aumento en
la expresion de FoxP3 como se observa en animales WT, sugiriendo que MeCP2 es un

importante regulador de la respuesta inmunomoduladora.

Estos resultados indican que MeCP2 estaria involucrada en la alteracién del
perfil de expresion de mediadores inmunes localmente, es decir, actuando a nivel del

tejido blanco (la médula espinal) durante un desafio autoinmune.
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CONCLUSIONES PARTE I

MeCP2 es un factor de transcripcion versatil cuya funcién en el contexto de un desafio
autoinmune no ha sido relevada. Con ese propoésito, evaluamos los efectos de la deficiencia
de MeCP2 en un modelo animal en el cual la proteina MeCP2 se halla truncada, es decir, que
mantiene soélo ciertas funciones residuales. La importancia de los resultados obtenidos en
esta segunda parte de la tesis reside en la clara descripciéon de una desregulacién en la

respuesta inmune in-vivo en animales mutantes para MeCP2.

De acuerdo a nuestro estudio se pudo establecer que MeCP2 es un factor necesario
para el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica al observarse que ratones mutantes
inmunizados con el péptido MOG, muestran mayor vulnerabilidad y susceptibilidad para
desarrollar la EAE respecto a los WT. No sélo los ratones MUT mostraron un inicio de la
enfermedad precoz, sino que también mostraron signos clinicos mas severos que animales
WT inmunizados. La presentacion clinica en la etapa aguda fue ademas acompafiada por un
aumento de infiltrados celulares en médula espinal (sitio blanco de la EAE). A nivel periférico
se pudo determinar que, durante la etapa aguda de la EAE, CMN aisladas de bazo de animales
MUT-EAE, liberaron mayores cantidades de citoquinas pro-inflamatorias (IFNy y TNFa) y
menores de IL-10 en respuesta al autoantigeno MOG, aunque sin hallarse diferencias en el

balance Th2/Th1 entre animales WT-EAE y MUT-EAE.

Asimismo, nos interesd evaluar si existian diferencias en el nivel de microgliosis en el
sistema nervioso ya que se demostr6 que cuando MeCP2 estd ausente en esta poblacion
celular, se ven afectadas funciones relacionadas a ella. El estudio de la expresién de Iba-1 por
inmunohistoquimica no mostré diferencias significativas entre animales MUT-EAE y WT-EAE
en la etapa aguda y crénica. Si bien al analizar el nivel de microgliosis (area Iba-1 positiva),
no se determinaron diferencias significativas en animales mutantes, es posible que la
deficiencia de MeCP2 lleve a cambios funcionales en células microgliales y macroéfagos
durante el desarrollo de la enfermedad. Los resultados de los experimentos in-vitro
descriptos en la Parte I de esta tesis, apoyan esta idea debido que MDMO-MUT mostraron un
perfil M1 y M2 alterado respecto a los MDMO-WT. Otras poblaciones celulares son
importantes tanto para el inicio como para el mantenimiento de la enfermedad en estado

cronico.

Durante la EAE en etapa croénica se pudo evidenciar que animales MUT tardaron mas
tiempo en alcanzar la recuperacién que animales WT. En la médula se pudo observar que, a

los 30 dpi, el nivel de lesiones inflamatorias disminuyé con respecto a lo observado en la etapa
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aguda, y no se encontraron diferencias significativas en el nivel de infiltracién entre animales
MUT y WT, al igual que en el nivel de microgliosis. Sin embargo, al analizar el nivel de
expresion de genes de citoquinas pro inflamatorias como TNFa e IFNy, se pudo determinar
que animales MUT mantenian niveles mas elevados que los WT. Esto indicaria que existe una
alteraciéon en la respuesta inmune a largo plazo, luego de un desafio autoinmune. Tal
alteraciéon no fue evidenciada en ningin animal MUT-CFA, indicando que el desbalance
inmunolégico seria consecuencia de la inmunizacién con MOG. A su vez, al evaluar el perfil
inmunolégico periférico en CMN de bazo re-estimuladas in-vitro con MOG, se pudo
determinar que estas poblaciones celulares mantienen una reactividad exacerbada frente a

MOG ya que s6lo en su presencia, se liberaron mayores cantidades de IFNy.

Finalmente, el analisis de expresion génica en médulas espinales obtenidas durante la
etapa crénica, determiné que el desbalance de la produccién de citoquinas pro-inflamatorias
como [FNy y TNFa también esta representado a nivel del SNC. Al mismo tiempo se pudo
determinar que ratones MUT-EAE expresaron mayores niveles de IL-13, y menores de
moléculas inmunoregulatorias como IL-10, FoxP3 y CX3CR1. Todo indica que esas diferencias
de expresion explicarian en parte los signos clinicos observados y la mayor vulnerabilidad de

desarrollar enfermedades inmunes y procesos inflamatorios mas severos y presistentes.
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CONDICIONES BASALES

EVALUACION DE LA PRESENCIA DE AUTOANTICUERPOS REACTIVOS Y ROS EN
RATONES MUTANTES Y DEFICIENTES PARA MECP2 EN CONDICIONES BASALES

Mutaciones en MECP2 no influencian la presencia de anticuerpos reactivos contra

proteinas propias del sistema nervioso central (SNC)

En condiciones fisiolégicas, en humanos y otros animales como conejo, ratén o rata,
se hallan autoanticuerpos naturales en cantidades detectables en suero de individuos
normales. Estos autoanticuerpos naturales que conforman la autoinmunidad natural, son
reactivos a moléculas altamente conservadas, como proteinas y acidos nucleicos. En conjunto
conforman una red que sirve para proteger al organismo de dafio interno o externo20. Sin
embargo, un exceso en el desarrollo de una respuesta inmune autorreactiva se relaciona a
trastornos autoinmunes, como lupus, esclerosis multiple, artritis reumatoidea. En particular
en pacientes con RTT se ha reportado evidencia sobre la relacion entre MeCP2 y una
disfuncién inmune al establecer un vinculo entre los polimorfismos del gen MECP2 y
enfermedades autoinmunes!38-141 asf como también a la presencia de autoanticuerpos contra
proteinas de cerebro en suero. De hecho, se ha reportado un caso, en el que el diagnéstico de
una mutacién en MeCP2 en una nifia de 3 afios, fue consecuencia de la presencia de

anticuerpos anti-MOG que inicialmente fue diagnosticado como encefalomielitis207.

Considerando estos antecedentes y la poca informacién al respecto en el modelo
MeCP2-MUT, se evalud si en ratones mutantes para MeCP2, existen autoanticuerpos reactivos

contra antigenos propios de cerebro, cerebelo y mielina como indicador de posibles
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alteraciones en la tolerancia inmunolégical143208, Para tal fin, se extrajo sangre de ratones
machos MUT y WT (4 semanas post-natales) y post-sintomatica (7 semanas post-natales). Se
aislo el suero con el fin de ser incubados con proteinas del SNC que fueron electrotransferidas
a una membrana de nitrocelulosa. Se usaron anticuerpos contra IgG e IgM respectivamente

como anticuerpos secundarios.

Los primeros anticuerpos que se producen en una respuesta mediada por anticuerpos
son siempre IgM, los cuales tienden a ser de baja afinidad. Sin embargo, moléculas IgM forman
pentameros lo que les permite unirse simultdneamente a antigenos multivalentes como
polisacaridos capsulares bacterianos2%. Esto compensa la afinidad relativamente baja de los
monoémeros IgM. Como resultado del gran tamafio de los pentdmeros, IgM se encuentran
principalmente en sangre. Por otro lado, IgG es el principal isotipo en sangre y opera de
manera eficiente principalmente a nivel de tejidos opsonizando patégenos y activando el
sistema del complemento. Se ha evidenciado que respuestas mediadas por anticuerpos es
acelerada en ausencia de IgM secretada, indicando que presencia de autoanticuerpo IgG

pueden potencialmente resultar patogénicos, mientras que IgM resultan protectores20.

Al analizar la presencia de bandas diferenciales entre animales MUT para MeCP2 con
respecto a los WT, no se encontr6 un patrén diferencial y persistente para ninguno de los
animales analizados. S6lo en alguno de ellos se identificaron bandas dnicas que no se
encontraron en otros representantes del grupo MUT ni de los WT. La identificacién de
autoanticuerpos diferenciales en MUT (marcados en rojo en la imagen de los Western Blot)
no exhiben un patrén en comun entre todos los animales analizados, sino mas bien, resultaria
dependiente del individuo mostrando gran variabilidad en la presencia de los mismos
(Figura 33). El mismo procedimiento se realizé utilizando sueros de hembras heterocigotas
y arrojé un resultado similar (Figura 34).

Estos resultados sugieren que la deficiencia de MeCP2 no induciria la presencia
de autoanticuerpos séricos contra componente de SNC, al menos en las condiciones

estudiadas.
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Figura 33. Inmunorreactividad humoral en suero de animales WT y MUT para MeCP2. Las
tiras de nitrocelulosa conteniendo distintas fracciones de SNC fueron incubadas con suero de
animales WT o MUT diluidos 1:50 o con anticuerpos especificos contra Sinaptofisina (1:500) y
revelados con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa.
Inmunoreactividad contra proteinas de (A) cerebro de ratones de 4 semanas de edad (pre-
sintomdticos) y de 7 semanas de edad (A’) y de (B) cerebelo de ratones de 4 semanas de edad y 7

seamanas de edad (B’).
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Figura 34. Inmunorreactividad humoral en suero de hembras heterocigotas para la

HET

mutacion para MeCP2. Las tiras de nitrocelulosa conteniendo distintas fracciones de SNC fueron
incubadas con suero de animales WT o MUT diluidos 1:50, revelados con los correspondientes
anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa. Inmunoreactividad contra proteinas de cerebro
(A) cerebelo (B) y (C) mielina de ratones hembras heterocigotas. Las flechas rojas sefialan la

presencia de bandas presentes en hembras heteroigotas (HET) y que no se reproduce en WT.
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MeCP2 influencia el balance redox en animales MUT.

En animales MeCP2-null y en pacientes con RTT se ha evidenciado la presencia de un
estrés oxidativo cronico. En el modelo MeCP2-MUT se ha visto un aumento de Isoprostanos,
marcadores de estrés oxidativo, desde la etapa pre-sintomatica en plasma210-212, Para
establecer si en ratones MUT, en cuyos MDMO se observaron mayores niveles de Oz, también
presentan mayores niveles de ROS sistémico, se realizé un andlisis de los niveles de ROS en
sangre obtenida de ratones sintomaticos (12 semanas post-natales) a través de espectrocopia

paramagnética electrénica (EPR).

Se realizaron tres experimentos independientes y se analizaron los niveles de ROS
normalizando los distintos valores obtenidos en cada experimento independiente. En todos

los casos, animales MUT mostraron niveles significativamente mayores de ROS respecto a los
WT (Figura 35).

Este resultado sugiere que MeCP2 altera el desbalance redox en condiciones

basales, es decir, en ausencia de un estimulo inflamatorio u oxidativo en animales

MUT.
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Figura 35. Nivel de especies reactivas del oxigeno en sangre total de animales MUT y WT
para MeCP2. Animales de 12 semanas de edad- post sintomdticos- fueron sacrificados y se obtuvo
la sangre total. A través de EPR se determind el nivel de ROS. Valores obtenidos en tres experimentos
independientes se normalizaron para obtener el nivel de ROS. Datos se presentan como media * SEM

en unidad arbitraria. Test t Student. **** p<0.0001. N por grupo experimental: 8-10.
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PARTE I:
ESTUDIOS /N-VITRO

ESTUDIO DE LA MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE EN MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE
MEDULA OSEA DE RATONES DEFICIENTES PARA MECP2

Los macroéfagos son células basicas de la inmunidad innata y adaptativa que se
encuentran virtualmente en todos los tejidos. La fuente principal de los macréfagos son
monocitos de la médula ésea que migran a varios tejidos, se adhieren y maduran a
macrofagos. En varias enfermedades y desordenes humanos, éstas células detectan
infecciones en tejidos, procesos de dafio o condiciones desfavorables como hipoxia o estrés
metabdlico. Al demostrar tener una gran plasticidad en respuesta al ambiente, los macréfagos
son reguladores esenciales en multiples procesos biolégicos como la inmunidad innata,

adaptativa, angiogénesis, reproduccién e inclusive, procesos malignos213.

Se ha propuesto que disfunciones en células mieloides como macréfagos y microglia,
contribuirfan activamente a la patogénesis de RTT. En pacientes con RTT, citoquinas
relacionadas a macréfagos se encuentran niveles anormales en circulaciéon, como TNFa, IL-6,
IL-12p70, IL-10 y TGF-f1149. De hecho, la desregulaciéon de citoquinas observada se ha
relacionado directamente con la severidad clinica, el estatus inflamatorio y el estado redox
142, Hasta el momento, todos los estudios realizados con el fin de determinar la funciéon de
MeCP2 en células mieloides han utilizado modelos KO o null de ratén que muestran ausencia
total de proteina, 6 lineas celulares WT en las cuales se silenci6 la expresion de MeCP2.
Ademas, estos trabajos se concentraron principalmente en el estudio de células microgliales
debido a su estrecha interaccién con neuronas. Si bien las células microgliales y los
macrofagos residentes de tejidos comparten un origen embrionario en comuin183, se evidencio
que MeCP2 actia de manera célula-dependiente en poblaciones de células mieloides!65. Por
esta razdn, en esta primera parte de la tesis decidimos evaluar si mutaciones en MeCP2
alteran respuestas inmunes tipicas y, si lo hacen, comparar con lo observado en modelos que
presentan ausencia total de MeCP2. Para ello utilizamos el modelo de macroéfagos

diferenciados a partir de médula 6sea (MDMO).
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El modelo de MDMO es ampliamente utilizado para estudiar los distintos fenotipos de
macrofagos in-vitro. Para la diferenciacién de precursores de médula ésea, éstos se exponen
a M-CSF y/o GM-CSF 189. Se determindé que monocitos MeCP2-null Ly6chish muestran una
cinética de diferenciacién a macréfagos y capacidad proliferativa similar que los WT1¢5. De
manera similar, en esta tesis se pudo determinar que no existen defectos en precursores de
médula 6sea provenientes de ratones MUT para diferenciarse a macréfagos. En este sentido,
la diferenciacion de éstas células inmunes parece similar a lo observado en neuronas, ya que
la ausencia de MeCP2 no altera la diferenciaciéon de precursores neuronales sino mas bien,
afecta procesos en estadios mas tardios como el mantenimiento neuronal, el refinamiento, el
pruning o poda sindptica, el guiado axonal, la plasticidad sinaptica, entre otrosé3 8214215 Es
importante mencionar que tales defectos evidenciados en neuronas son mantenidos por
células mieloides64216. Asi, la primera nocién de que la falta de MeCP2 en microglia mantiene
el fenotipo patolégico en neuronas se demostrd en un estudio en que células microgliales
MeCP2-null producian niveles neurotéxicos de glutamatot4. Por otro lado, un estudio
longitudinal en ratones MeCP2-null, orientado a caracterizar la microglia y poblaciones de
macrofagos periféricos, muestra una disminucién del tamafio de esas poblaciones a lo largo
del curso patolégico, acompafiado de niveles alterados de genes relacionados a respuestas a

hipoxia y glucocorticoides 165217,

La activacion de macrdéfagos con LPS+IFNy conduce a la producciéon de grandes
cantidades de citoquinas pro-inflamatorias, moléculas presentadoras de antigenos y de dxido
nitrico. Para caracterizar el perfil M1, macréfagos activados por via clasica, evaluamos los
niveles de expresién citoquinas prototipicas de este perfil. Pudimos determinar que MDMO-
MUT expresaron mayores niveles del transcripto que codifica a TNFa lo cual se asemeja a lo
encontrado en multiples estudios en modelos MeCP2-null y en pacientes RTT142.165214.218_ Se
demostré que suprimiendo la expresién de MeCP2 en células mononucleares de sangre
periférica en humanos (PBMC) y en la linea celular de monocitos humanos TH1, la expresion
delos ARNm codificantes para IL-6, IL-3 y TNFa es diferencialmente aumentada en respuesta
a LPS218. Asimismo, Derecki y col. analizaron la respuesta de macré6fagos peritoneales de
ratones MeCP2-null inyectados con TNFa o salina. El andlisis mostré que en ratones MeCP2-
null inyectados con salina (es decir, sin estimulo), los niveles de citoquinas y quimioquinas
(como IL-6, IL-3, CXCL3, CXCL1, CXCLZ2, entre otros) que si son inducidas por TNFa, no se
hallaban alterados!65. Tal como se demostré en esta tesis, para ningun gen analizado (TNFa,
iNOS, IL-1B, IL-6. Figura 15) se observaron diferencias de expresiéon entre WT y MUT en
condiciones basales, indicando que la activacién inmune seria necesaria para que MeCP2

module respuestas pro-inflamatorias. En cuanto a la citoquina IL-6, a pesar que en lineas
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celulares de adenocarcinoma pancredtico MecP2-null se demostr6 que MeCP2 esta
involucrado en la represion transcripcional de IL-6219, nuestros resultados no evidenciaron
que la mutaciéon en MeCP2 lleve a cambios en la expresidn de la citoquina IL-6 ni en el modelo
in-vitro utilizado o en condiciones in-vivo (parte II). Esto indicaria que la deficiencia versus la

ausencia total de MeCP2 podrian conducir a una regulacién génica diferencial sobre IL-6.

Ademas de liberar mayores niveles de glutamato, las células microgliales MeCP2-null,
han mostrado niveles de expresion aumentados de NF-kB en respuesta a LPS220. Otros
estudios realizados en el mismo modelo sugieren que MeCP2 actia como un regulador
maestro en la represién transcripcional de las respuestas inflamatorias en macroéfagos y
microglial?0221, Un mecanismo efector clave en los macréfagos M1 es la produccién de ON
mediado por la enzima iNOS, el cual tiene una actividad antimicrobiana directa. Los
inductores transcripcionales prototipicos de iNOS incluyen a los TLR e IFNy mediante la
activacion de la via NF-xB y JAK/STAT respectivamente98. A pesar de que la via NF-«kB parece
estar directamente regulada por MeCP2, y que la activaciéon de macréfagos via citoquinas o
ROS convergen en la misma para producir ON, no encontramos diferencias en la produccién
de ON entre MDMO-WT y MDMO-MUT. Tampoco observamos diferencias en el nivel de
expresion de iNOS 4 horas posteriores a la estimulaciéon con LPS+IFNy. La interpretacién de
este resultado es compleja ya que todo indicaria que la influencia de MeCP2 en la expresion
de enzimas de la via de produccién del 6xido nitrico es altamente dependiente de la
estimulacién y del contexto (in-vivo vs. in-vitro). Por ejemplo, en neuronas del sistema
nervioso entérico de ratones MeCP2-null, se ha visto un aumento en la expresion de nNOS
(6xido nitrico sintetasa neuronal) bajo estimulaciéon constante por hipercalemia (exceso de
KCl)222. Sin embargo, en este mismo trabajo, no se pudo observar esta diferencia en neuronas
in-vitro sino, por lo contrario, determiné una disminucién con respecto a neuronas entéricas
WT, reafirmando que el ambiente en el que se encuentran las células, influencia de manera

activa su funcion intrinseca y respuestas a cambios ambientales.

Multiples vias de sefializacion y estimulos celulares participan en la fisiologia del
macrofago. La producciéon de Oz conforma parte de esta respuesta M1 y es generado por
sistemas biolégicos por la reducciéon univalente del oxigeno molecularl®. Las especies
reactivas del oxigeno (ROS) participan en varios procesos vitales como la traduccién de
proteinas, interacciones proteicas, expresion génica y modificaciones post-traduccionales.
Sin embargo, la produccién excesiva de ROS o la desintoxicacién insuficiente por enzimas
antioxidantes interrumpen el balance redox y generan un estado de estrés oxidativo%?. En
nuestro trabajo pudimos determinar que, independientemente de la estimulacién con LPS y

con IFNy, MDMO-MUT mostraron mayores niveles de superéxido intracelular, indicando un
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desbalance redox, tal como se ha reportado en pacientes y en modelos MeCP2-nul[160.210.211,223
(Figura 18). Sumado a este resultado, pudimos determinar en sangre total de animales
sintomaticos de 12 semanas de edad que los niveles de ROS fueron significativamente
mayores en ratones MUT (Anexo). Por lo tanto, la respuesta de macroéfagos podria contribuir
activamente al desbalance en la produccién y regulacién de ROS sistémico observado. Este
punto es importante a tener en cuenta ya que las ROS, ademas de ser un producto metabdlico,
son inductores de respuestas inflamatorias o M1. En pacientes con RTT, se report6 que la
actividad de enzimas necesarias para mantener el balance redox, como por ejemplo, la
superoxido dismutasa, se halla disminuida y esto se vio acompafiado de mayor peroxidacion
de lipidost9s. Las implicancias de estos antecedentes y de nuestros resultados es que, ante
mutaciones en MeCP2, el perfil inflamatorio exacerbado podria mantenerse por un
mecanismo que se autoalimenta basado en la induccién generada por el desbalance oxidativo
y potencialmente, los macréfagos podrian actuar directamente afectando la homeostasis

tisular in-vivo.

Un estudio del perfil global de expresion génica en macréfagos peritoneales y
microglia aislada de ratones MeCP2-null, mostré un aumento de genes relacionados con la
respuesta a glucocorticoides (GC), indicando que MeCP2 actuaria como un represor de esta
vial65. Los glucocorticoides son esenciales para mediar respuestas al estrés y en este sentido,
macrofagos  estimulados con  corticosterona  in-vitro  muestran  respuestas
inmunoregulatorias. Existen diferencias marcadas en la respuesta de macréfagos M2
estimulados con IL-4 (M-IL4) y con GC (M-GC); por ejemplo, macréfagos M(IL-4) secretan
altas cantidades de componentes de la matriz extracelular, mientras que en macroéfagos
M(GC) no se detectan o se producen bajos niveles. Por lo tanto, la inactivacion de la via de
macrofagos activados por GC, evitaria la formacién normal de cicatriz por colageno, la
neovascularizacion y, en consecuencia, se estimularia la diferenciacién de macréfagos M1224.
Sin embargo, no queda claro como tales genes alterados en respuesta a GC en conjunto
participarian en mediar respuestas inmunoregulatorias, mas aun por la presencia de
respuestas inflamatorias exacerbadas en el contexto MeCP2-null. A pesar de estos
antecedentes, ninglin estudio hasta el momento se ha enfocado en caracterizar respuestas
anti-inflamatorias en poblaciones de células mieloides mutantes para MeCP2. Dada la
importancia de las respuestas tipo M2 en el mantenimiento de la homeostasis inmune,

evaluamos si en presencia de IL-4, MDMO-MUT podian responder adecuadamente.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que MeCP2 es un importante
regulador de respuestas anti-inflamatorias, ya que MDMO-MUT activados con IL-4 mostraron

una respuesta M2 deficiente. Esto fue evidenciado por los menores niveles de expresion de
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FIZZ1 y la falla en aumentar la expresién de genes como IL-10 y CD206 en condiciones
polarizantes.

La estimulacién de IL-4 en macréfagos induce la expresion de miR-124 y media la
expresion de CD206. Los micro-RNA o miR son secuencias cortas de ARN que no codifican a
proteinas y que regulan la transcripcidn, la estabilidad del ARNm y la traducciéon. Ademas
son criticos para la expresién y el control epigenético de al menos la mitad de todos los genes
conocidos225. En macréfagos, miR-124 es esencial para la induccion y el mantenimiento del
fenotipo M2 ya que al inhibir la expresién de miR-124 se suspende el aumento de la expresion
de CD206 y la disminucién de la expresion de marcadores M1 (como CD86 y TNFa) en
condiciones M2-polarizantes226, Sin embargo, el rol de miR-124 es dependiente del tipo
celular2z6, En células T CD4+, miR-124 es regulado in-vitro e in-vivo por MeCP2, la cual es
necesaria para la correcta diferenciacién a células Th1l y Th17153. La pérdida de MeCP2 en
células T CD4+ resulta en una disminucién en la expresion de miR-124 y, en consecuencia, se
inhibe la activaciéon de STAT1 y STAT3 impidiendo la diferenciacién en células Th1l y Th17
respectivamente, es decir conduciendo a un perfil inmunosupresor. Estos datos indican que
la posible regulaciéon dada por MeCP2 sobre vias de sefializacion necesarias para mantener el
perfil M2 en macro6fagos in-vitro es compleja, y se deben conducir experimentos destinado a

entender los posibles actores involucrados en cada tipo celular.

En esta tesis hallamos menor expresion de FIZZ1, también conocido como RELMa
(molécula tipo resistina a), la cual es una proteina secretada rica en cisteinal®4. FIZZ1
aumenta su expresién bajo infeccién por helmintos, IL-4 e [L-13 y es suprimida en presencia
de IFNy227, FIZZ1 es un factor recientemente descripto como marcador M2 y ha sido
principalmente estudiado en pulmén ya que participa en la diferenciaciéon de miofibroblastos
que median la fibrosis pulmonar. FIZZ1 se induce bajo inflamacién alérgica de pulmén donde
estimula la expresion de a-SMA (smooth muscle actin o actina de musculo liso) y de colageno
en fibroblastos de pulmon228, A su vez, a-SMA es regulado de manera indirecta por MeCP2 y
ratones MeCP2-null muestran menor fibrosis pulmonar?29. Al ser un factor que ha sido
descripto recientemente, nada se sabe sobre el rol de FIZZ1 en el contexto de mutaciones o
pérdida total de MeCP2. Por lo tanto, seria interesante y de gran importancia poder
comprender la interaccién con FIZZ-1 en este contexto por las posibles implicancias
terapéuticas en pacientes con RTT, debido a las recurrentes afecciones pulmonares que

presentan23o,

Durante la activacién por via alternativa en macro6fagos peritoneales y de bazo, se
observo que IL-10 aumenta significativamente acompafiado de mayores niveles de ARG-1 y

citoquinas anti-inflamatorias e imunoreguladoras!94. Poco se sabe sobre respuestas mediadas
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por la citoquina IL-10 que involucren la regulacién por MeCP2. En astrocitos, MeCP2
participaria en la regulacién de respuestas anti-inflamatorias al ser blanco de miR-181 cuya
accion es reprimir la expresion de MeCP2; y cuando miR-181 se sobre-expresa, se produce
un aumento en la produccién de IL-10231, Por otro lado, en células musculares esqueléticas
de animales MeCP2-null, se determiné que la expresién de IL-10 no seria directamente
regulada por la falta de MeCP2, sino mas bien, generando alteraciones en la cinética de
respuesta mediada por esta citoquina luego de una injuria muscular?32. De esta manera,
podemos hipotetizar que en macréfagos MeCP2 podria actuar de manera indirecta regulando
la expresiéon de IL-10. Sin embargo, considerando los pocos antecedentes al respecto, se
debera conducir un analisis exhaustivo para identificar cuales vias de sefializacién y factores
de transcripciéon que median la expresion de IL-10, se ven afectadas por mutaciones en
MeCP2. Por tltimo, en este trabajo encontramos que la respuesta M2 mediada por ARG-1 no
es influenciada por MeCP2 ya que no encontramos diferencias significativas en la expresion
de ARG-1 en MDMO-MUT vs WT. Todo indicaria que MeCP2 en macréfagos parece tener poca
influencia en la expresién de enzimas de la via metabdlica de la arginasa al menos en

condiciones in-vitro.

Cabe tener en cuenta que los analisis de expresiéon en macréfagos M1 y M2 son
especificos para cada tejido y a su vez, comparten genes en comun. Cuando macréfagos se
transfieren de un tejido a un ambiente in-vitro sus transcriptomas cambian y por lo tanto, se
sugiere que existe un transcriptoma especifico para macroéfagos in-vitro!89. Sin embargo,
resulta altamente valioso como primer paso para la interpretacion del potencial
comportamiento in-vivo y durante un estimulo inmune. El paradigma M1/M2 representa una
situacion extrema in-vitro del entorno in-vivo, en el cual existe un “continuo” de estados de
activacion. Ademas, tanto macréfagos M1 como M2 pueden sufrir cambios funcionales
reversibles dependiendo del ambiente. Este “continuo” juega un rol dinamico critico durante
la inflamacién y su resolucién. Esta puede tomar desde minutos a dias o, en casos de dafio
severo, meses o afos, llevando a una inflamacién crénica no controlada, que se presenta en

patologias como enfermedades autoinmunes o cancer.

Considerando nuestros resultados y los reportados previamente por otros autores,
podemos reafirmar que MeCP2 es un importante regulador de la funcién de macréfagos al
mediar respuestas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias e inmunoregulatorias, afectando el
balance M1/M?2 in-vitro. Dada algunas discrepancias en niveles de expresion de ciertos genes
analizados en este trabajo con respecto a lo reportado!42218219.233.234 no cabe duda que, por
un lado, la ausencia total de MeCP2 vs. su presencia como proteina truncada, puede generar

alteraciones diferenciales en macréfagos/microglia. Por el otro, podemos reafirmar que
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MeCP2 es dependiente de cada tipo celular, del tipo de estimulo que lleva a su activacion y
del ambiente en el que se encuentre (in-vivo o in-vitro). En conjunto, dado que MeCP2 regula
vias de respuesta en macrofagos, es necesario indagar ain mas para determinar las
consecuencias en el contexto de una enfermedad que afecte todo el organismo, como en RTT.
Aunque esta tarea es extremadamente dificil de predecir, especialmente considerando la gran
variedad de los fenotipos de macréfagos en tejidos y sangre, una mejor interpretacion de la
funcién de MeCP2 es esencial para plantear posibles intervenciones terapéuticas en humanos

en desordenes relacionados con MeCP2.
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PARTE II:
ESTUDIOS /V-VIVD

EVALUACION DEL DESARROLLO DE RESPUESTAS INFLAMATORIAS EN RATONES MUTANTES PARA
MECP2 FRENTE A UN DESAFI0 AUTOINMUNE

Mutaciones en el gen que codifica a MeCP2 son la causa mas frecuente de los casos
clinicos de RTT. Sin embargo, dichas mutaciones o la expresion alterada de este gen estan
asociadas asimismo con un espectro de desérdenes del neurodesarrollo y autismo. Por esta
razon, desde el descubrimiento de la etiologia genética de RTT, numerosos estudios han
concentrado sus esfuerzos en comprender cémo la pérdida de funcion de MeCP2 lleva a
distintas alteraciones a nivel neuronal y de circuitos en el cerebro. En la actualidad esta
ampliamente aceptado que existe una interacciéon continua entre el sistema inmune y el
sistema nervioso, la cual debe estar en homeostasis constante ya que alteraciones en uno u
otro sistema, llevan a patologias asociadas y comorbilidad en desérdenes del
neurodesarrollo. La mayor parte de la informacién disponible sobre alteraciones a nivel del
sistema inmunolégico, se han llevado a cabo en modelos animales que no expresan MeCP2.
Por lo tanto, desde un punto de vista potencialmente traslacional y representativo de la
fisiopatologia en RTT y des6rdenes asociados, ain queda por ser esclarecido. S6lo un trabajo
evalu6 el estado inflamatorio en ratones hembras MeCP2308/y a través del uso de la
protedmica. En el mismo se determiné que proteinas APR (proteinas de respuestas en fase
aguda) y proteinas de unién tipo CD5 y vitamina D (proteinas relacionadas a la inflamacién)
se vieron aumentadas, indicando la presencia de un estado inflamatorio sin resolver en este
modelo!4’. Por lo tanto, dada la poca informacién acerca del potencial efecto de mutaciones
en MeCP2 en la funcién inmune y la importancia en la homeostasis neuroinmune en la
patologia de RTT, nuestro segundo objetivo fue el de evaluar la respuesta inmune en el

contexto de un desafio autoinmune (usamos el modelo de la EAE) en el modelo MeCP2308/y.

Durante la EAE en ratones, posterior a la inmunizacién con antigenos de mielina en
adyuvante completo de Freund y la toxina Pertussis, las células dendriticas captan y procesan
el antigeno de mielina MOG inyectado y viajan a los 6rganos linfaticos secundarios (ganglios
y bazo)76. Las células dendriticas son activadas por componentes de Mycobacterium

tuberculosis que forma parte de adyuvante, a través de receptores tipo Toll (TLR) y presentan
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el antigeno de mielina a células T virgenes!”’. Las células T activadas especificas para MOG se
diferencian a células Th1l y Th17 que proliferan, producen citoquinas como IFNy e IL-17
respectivamente, y expresan moléculas de adhesiéon como la integrina de superficie a41
(VLA-4) y el antigeno funcional de leucocitos (LFA-1)235. Posteriormente pasan al torrente
sanguineo y entran al SNC ya que la barrera hematoencefalica perdié su permeabilidad
selectiva debido a la toxina Pertussis!??. Las células inmunes en el SNC se encuentran con
antigenos de mielina y son reactivadas localmente por células presentadoras de antigenos.
De esta manera, se produce la expansién clonal de células T y la liberaciéon de mediadores
inflamatorios que ayudan a reclutar otras células inmunes al sitio de inflamaci6ént7é. La
activacion de células microgliales y de células infiltrantes resulta en la produccién de
proteasas, glutamato, formas reactivas del oxigeno y otros agentes citotéxicos que
promueven la destruccién de la mielina. El dafio en la vaina de mielina es seguido por dafio
axonal y déficits neuroldgicos. Estudios recientes evidenciaron que durante la progresion de
la EAE, la isoforma MeCP2-e1 aumenta su expresion y participa reprimiendo la expresion de
BDNF en médula espinal236.237. Niveles subdptimos de esta neurotrofina provocan dafios de la
mielina y el retraso de la remielinizacion23¢. En nuestro trabajo pudimos determinar que
MeCP2 seria necesaria durante el inicio y la progresién de la EAE, indicando que es una

proteina con un rol activo en respuestas autoinmunes.

Primero, se evalud el desarrollo clinico en ratones MUT luego de ser inmunizados
con MOG, y se observé un adelanto en la aparicién de los primeros signos clinicos respecto a
los ratones WT. El adelanto en la aparicion de signos clinicos fue acompafiado por un aumento
en la presencia de infiltrados en médula durante la etapa aguda, 12 dias post inducciéon. En
conjunto, estos resultados sugieren que mutaciones en MeCP2 generan en ratones una mayor
susceptibilidad para el desarrollo de la EAE. Como en ningiin ratén MUT-CFA se hallaron
evidencias de infiltrados celulares en médula, la mayor prevalencia de focos de infiltrados en
MUT-EAE probablemente no se debe a alteraciones de permeabilidad de la barrera
hematoencefalica. En este sentido, en pacientes con RTT se observé un aumento de CD6, una
molécula co-estimuladora cuyo ligando es ALCAM (molécula de adhesién activada de
leucocito) y participa en la migracion de leucocitos a través de la BHE. Aunque el desarrollo
precoz de la EAE y el aumento de infiltrados en médula podria guardar alguna relacién con
alteraciones en la integridad de la BHE, este punto aiin queda por dilucidarse. Al evaluar el
perfil autorreactivo de células mononucleares de bazo in-vitro al re-estimularlas con MOG, las
CMN aisladas de ratones MUT-EAE respondieron produciendo mayores niveles de IL-2, la
cual es una citoquina inductora del proceso de expansion clonal de células T durante la

EAE238239, Como resultado de una retroalimentacion positiva autécrina mediada por IL-2, se
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impulsa el crecimiento y la proliferaciéon de células especificas para antigeno240.241, Por lo
tanto, se podria hipotetizar que existiria una posible relacion entre la presencia de mayores
focos de células inmunes infiltrantes en médula con la capacidad proliferativa especifica para

MOG de CMN en 6rganos linfaticos en animales MUT.

Curiosamente, durante la etapa aguda, también se observo que CMN aisladas de
bazos de ratones MUT-EAE y estimuladas con MOG, produjeron mayores niveles de IL-4
respecto alos WT. Esta citoquina actia a través del receptor de IL-4 (IL-4R) el cual se expresa
principalmente en macré6fagos perivasculares y por ende, esta citoquina es potencialmente
un regulador del compartimiento mieloide en animales con EAE242. Se ha visto que la
inactivacion del gen IL-4 en ratones EAE lleva a signos clinicos mas severos, acompafiado de
mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias en médula espinal243. Sin embargo, se ha
demostrado que esta citoquina actia como una importante molécula inmunoreguladora
durante la EAE en el SNC y no a nivel periférico244. Ademas, el andlisis de los radios Th2/Th1
(evaluados entre IL4/IFNy e IL4/TNFa) para MUT no mostraron diferencias significativas con
respecto alos WT. En este aspecto, se pudo determinar que la menor produccién de IL-10 por
CMN-MUT fue la que mas impacté en el balance de citoquinas Th2/Th1; independiente de la

estimulacién con MOG, las CMN-MUT no respondieron aumentando la expresion de IL-10.

La evaluacion de la respuesta especifica para MOG de CMN obtenidas de bazo de
animales EAE durante la etapa aguda, no arroj6é diferencias en la produccién de otras
citoquinas entre WT y MUT. Se ha visto que en la induccién de la EAE las citoquinas IL-6 e IL-
17 son claves ya que ratones deficientes para IL-6, para IL-17 o el bloqueo del receptor de IL-
6, mostraron ser resistentes a desarrollar la EAE 123245246, Por otro lado, poco se ha estudiado
sobre la influencia de MeCP2 en la expresién de IL-6 y de IL-17. Los resultados obtenidos
hasta el momento, indicarian que MeCP2 actdia como un represor transcripcional sobre IL-
6218247, Aunque el mecanismo se desconoce, se sabe esta regulacion no depende de su unién
al promotor. También se evidencié que MeCP2 afecta la correcta diferenciacién de células
Th17 y subsecuente produccién de IL-17 en células CD4+ en condiciones polarizantes, pero
MeCP2 no interviene en cambios en la accesibilidad del gen de IL-17153. Se sugiere que la
deficiencia de MeCP2 no afectaria directamente en el control de la expresion de estas
citoquinas, tal como se observa en ausencia total de MeCP2 y bajo otros sistemas de
estimulacidn in-vivo. Otros mecanismos estarian actuando para el adelanto del inicio de la
EAE y la mayor severidad observada en MUT. Por ejemplo, en este trabajo se evidenci6 que,
la produccion de TNFo en respuestaa MOG en CMN de ratones MUT-EAE, no disminuy¢6 desde
la etapa aguda a la crénica (Figura 29). Este punto es importante de sefialar ya que la

remision parcial hacia la etapa crénica se caracteriza por la disminucién de los niveles de
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produccion de TNFa, es decir, de la autorreactividad especifica para MOG que caracteriza la
etapa agudal%. Tal regulacion en ratones MUT-EAE fue deficiente, ya que CMN re estimuladas
produjeron mayores niveles no sélo de TNFa sino también de IFNy. Sumado a esto, para esta
ultima citoquina, se observd mayor produccidn con respecto alas WT. Esta falta de regulacion
de la autorreactividad se ha visto en ratones deficientes para IL-10248, indicando que MeCP2
podria regular directamente genes como TNFa, IFNy o IL-10, y a su vez, a falta de una

regulacion reciproca entre estos mediadores, podria exacerbar la patogénesis de la EAE.

Antecedentes en la literatura indican que las células gliales, en particular la
microglia, poseen un rol protagénico en el mantenimiento de la homeostasis neuronal. Por
ende, numerosos estudios se han concentrado en estas células con el objetivo de comprender
la funcion de MeCP2 en las interacciones neuroinmunes. En ratones MeCP2-null, se
observaron que las células microgliales son relativamente pequefias, pero al responder a un
estimulo ambiental toman una morfologia mas grande que en los WT. La falta total de MeCP2
se ha relacionado con la regulacion de estados de activacion de la microglia22! al disminuir la
capacidad fagocitica de las mismas42. Teniendo en cuenta la importancia de las células
microgliales en RTT, en esta tesis, se compard el nivel microgliosis entre ratones MUT-EAE y
WT-EAE. Al igual que lo observado al analizar la expresion génica de Iba-1, no se encontraron
diferencias significativas dependientes de los genotipos durante la etapa aguda y crénica en
el area Iba-1+. Este resultado indica que MeCP2 no es necesaria para la normal expresién de

Iba-1, pero como se expuso antes, si seria importante para su normal funcionamiento.

Proseguimos a analizar el nivel de expresién de TSPO o también llamado PBR
(receptor periférico de benzodiacepinas), la cual es una proteina transmembrana localizada
en la membrana externa mitocondrial presente principalmente en células gliales!%s, y
también en linfocitos y monocitos249250. El hecho que la expresiéon de TSPO aumente en
muchas enfermedades del SNC, como Alzheimer, Parkinson, Esclerosis multiple, demencia,
entre otras, se considera un marcador de activacion de células mieloides en el sistema
nervioso?5L. Se cree que el aumento de la expresion de TSPO tiene un efecto protector durante
la EAE, y que podria ser un mecanismo de respuesta adaptativa o de compensacion ante el
dafio198205, En pacientes con RTT se ha encontrado al gen que codifica TSPO up-regulado, lo
cual se asocia a otros genes desbalanceados relacionados a posibles mitocondriopatias!4s. Sin
embargo, en este trabajo no encontramos diferencias significativas en el nivel del transcripto
de TSPO entre genotipos, ya que sus niveles aumentan de manera similar en animales WT y
MUT-EAE, indicando que la posible respuesta adaptativa y protectora se daria en igual

medida en ratones WT y MUT.
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Dado que el perfil inflamatorio proporcionado por las citoquinas determina el
fenotipo resistente o encefalitogénico durante la EAE, quisimos evaluar céomo distintas
citoquinas y marcadores inmunes son influenciados por MeCP2 durante la EAE crénica, etapa
en la cual evidenciamos mayor desregulaciéon periférica y retraso en la recuperacion
motora. Entre las citoquinas que analizamos se halla la IL-1, la cual es producida de manera
dependiente o independiente de la activacién del inflamasoma252. Durante la EAE, la fuente
principal de produccién son neutréfilos y macrofagos derivados de monocitos que liberan IL-
1B como resultado de la transmigracion a través de la BHE253. En particular, IL-13 es un
mediador critico de la EAE ya que ratones deficientes de IL-1p, NLRP3 o caspasa 1, son mas
resistentes a desarrollar EAE254. Ademas, IL-1p activa células microgliales que estimula
células T autorreactivas al actuar como células presentadoras de antigenos255. En este trabajo
observamos que médulas de ratones MUT expresaron mayores niveles del ARNm de IL-1[3
respecto alos WT. Poco se ha investigado sobre el rol de esta citoquina en des6rdenes ligados
a mutaciones en MeCP2 y recientemente mostroé el rol del inflamasoma y de sus productos
(IL-1PB e IL-18) en RTT. Pecorelli y colaboradores, obtuvieron fibroblastos de pacientes con
RTT, los expusieron a LPS + ATP (un activador tipico para el inflamasoma NLRP3) y
observaron que los mismos fueron incapaces de responder al estimulo. Ademas, bajo
condiciones basales, los fibroblastos RTT muestran un estado pre-activado de la maquinaria
del inflamasoma como de pre-ILB/ ILB, y observaron mayores niveles de componentes del
mismo, como IL-18 y oligdbmeros ASC en sueros de pacientes 25. Estos datos sugieren que
MeCP2 es un factor esencial para modular la activaciéon del inflamasoma y evitar la
perpetuaciéon de un estado inflamatorio. Hasta la actualidad poco se conoce sobre IL-1[ en
condiciones “basales” en modelos animales de RTT, mas bien se ha investigado
principalmente la relacion entre MeCP2 e IRAK1. IRAK1 es una quinasa asociada al receptor
deIL-1 (IL-1R).IRAK1 juega unrol central en respuestas inflamatorias regulando la expresion
de genes inflamatorios en células inmunes257. En cerebros de ratones MeCP2-null se observé
que el gen que codifica para IRAK1 se halla aumentado en cerebelo y corteza, afectando
principalmente tejidos neuronales258. En particular, se evidenci6 que un aumento del
receptor para IL-1 o una sefializacién excesiva de IL-1f, impacté sobre la morfologia neuronal
y la funcidn sinaptica mediada por una sobreexpresiéon de MeCP2259. Aunque en el presente
trabajo no se estudié el nivel de expresién para IRAK1 o la sefializacién mediada por IL1j3 en
el contexto de la EAE, se puede inferir que mutaciones en MeCP2 alteran el control de la
expresiéon de IL-1B y vias de sefalizacién downstream mediadas a través de su receptor.
Posiblemente esta alteracion sea mantenida y regulada por mecanismos reciprocos, es decir,

que van hacia ambas direcciones (MeCP2- IL-13-IL-1R-IRAK1).
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En la médula, se ha demostrado que es la produccion sostenida de TNFa por
macrofagos infiltrantes la que se asocia a la severidad durante la EAE al promover la
inflamacidén y evitar crear un ambiente anti-inflamatorio necesario para la remisién de la
enfermedad?60. De hecho, se ha visto que el tratamiento anti-TNFa a partir del dia 20 dpij,
revierte los signos clinicos observados. En este trabajo encontramos que los animales con
EAE responden con un aumento en la expresion de TNFo, pero los ratones MUT-EAE
mostraron mayores niveles con respecto a los WT-EAE. Aunque en bajas concentraciones
TNFa induce efectos beneficiosos al promover la defensa contra patégenos y la regulacion
inmune; niveles elevados del mismo se asocian a condiciones patogénicas que promueven y
facilitan procesos inflamatorios y dafio tisular2¢él. En el estudio en pacientes con RTT, TNFa
es una citoquina de gran interés ya que el analisis del perfil de citoquinas ha mostrado un
aumento persistente en la expresién de la mismal49. Se considera que MeCP2 seria
posiblemente un regulador negativo para la transcripcion de este gen, al menos en células
mieloides, tal como se discutié en la primera parte de esta tesis218220.262, De todas maneras,
en condiciones control (animales CFA) no observamos diferencias significativas entre los
niveles de expresion de TNFa, indicando que la activaciéon inmune seria clave para la

regulacion de MeCP2 sobre ella.

Proseguimos a evaluar la quimioquina CX3CL1 y su receptor, CX3CR1 ya que la
interaccion CX3CL1/CX3CR1 media la comunicacién entre neuronas y microglia, la cual es
fundamental para modular actividades fisiolégicas durante el desarrollo, la adultez y el
envejecimiento y en condiciones patolégicas203. La quimioquina fractalquina (CX3CL1) se
expresa en neuronas y células endoteliales, actuando como una molécula de adhesién o un
quimioatractante soluble203. CX3CL1 sefaliza a través de su receptor CX3CR1, que se expresa
principalmente en microglia, monocitos/macréfagos, células dendriticas y NK263. Nuestros
resultados no mostraron diferencias significativas en la expresion de fractalquina entre WT
y MUT, pero si de su receptor. Una mayor sefializacion via CX3CR1 puede proteger contra una
microgliosis neurotéxica y, por otra parte, el tratamiento con antagonistas de CX3CR1,
conduce a una mayor vulnerabilidad neuronal203. En este aspecto, se observé que inyecciones
de LPS en un modelo de ratén CX3CR1-/-, provocan una marcada neurotoxicidad microglial.
Ademas, en un modelo téxico de Parkinson y de esclerosis lateral amiotroéfica, ratones
CX3CR1-/- mostraron una extensa pérdida de células neuronales2é%. En modelos MeCP2-null,
la ablacién de CX3CR1 prolonga la vida media de ratones, y se rectifican los parametros
respiratorios y anomalias histolégicas en cerebro265. Sin embargo, en este estudio, los niveles
de ARNm medidos para CX3CR1 en ratones MeCP2-null no fueron significativamente mayores

con respecto a los WT, al analizarlo a nivel de hipocampo, estriado, médula, cerebelo y
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corteza. Nuestros resultados mostraron niveles similares entre WT-CFA y MUT-CFA, pero
cuando fueron inmunizados con MOG, los niveles de expresion CX3CR1 en ratones WT
aumentaron y no asi en MUT. En el mismo sentido, la induccién de EAE en un modelo de
ratones KO para CX3CR1, los animales mostraron signos clinicos méas severos asociados a una
mayor acumulaciéon de células inmunes en el SN(C204266, Es decir, que el significado
potencialmente patolégico de la interaccidn entre neurona-microglia mediado por CX3CR1
dependera de mecanismos especificos de cada desorden y por ende, podra ser distinto en
condiciones inflamatorias patoldgicas o fisioldgicas en el contexto de una mutacién en

MeCP2265,

Hasta este punto, nuestros resultados indicarian que la deficiencia de MeCP2 en
macro6fagos/microglia y el consecuente desbalance en la expresion de genes principalmente
asociados a este linaje celular (lo cual va en linea con lo reportado por nuestros experimentos
in-vitro), contribuyen activamente a promover respuestas aberrantes durante la EAE. Sin
embargo, MeCP2 se expresa en otras células inmunes y, por ende, la susceptibilidad para el
desarrollo de la EAE y la deficiencia en contrarrestar el proceso inflamatorio agudo hacia la
remision parcial en la etapa cronica, estara asociado a otras poblaciones inmunes y citoquinas
liberadas por ellas. En este sentido, se ha reportado que la pérdida total de MeCP2 en células
T CD4+ afecta la activacién dependiente de citoquinas de STAT1 que es necesaria para la
diferenciacion de las células Th1153. Sin embargo, también se ha evidenciado que la
sobreexpresion de MeCP2 en células T CD4+ afecta la diferenciaciéon a células Thi,
demostrado por niveles bajos de produccién de IFNy y en consecuencia llevando a un fenotipo
inmunosupresorisl. Estos antecedentes se contraponen con nuestros resultados ya que los
niveles de expresion para IFNy fueron significativamente mayores durante la EAE crénica en
médula de animales MUT respecto a los WT. Considerando estos antecedentes, todo indica
que seria necesario que los niveles de MeCP2 deban mantenerse en un rango de expresion
muy ajustado para ser funcionalmente apropiada la regulacién en la expresién de ciertos
genes, como seria el caso de IFNy. De manera similar, en células T de pacientes con RTT
observaron niveles de expresién disminuidos de T-bet267, el cual es un factor de transcripcion
determinante para la expresién de IFNy bajo condiciones de activacion en células Th12¢8. Por
otro lado, en células T de pacientes que presentan sobreexpresién de MeCP2, esta proteina
interfiere con la producciéon de IFNy al actuar como un represor y regulador de la
accesibilidad del locus de IFNy. Sin embargo, se ha reportado que T-bet puede anular la
modificacion epigenética represiva dada por MeCP2 al actuar a través de T-box (factor de
transcripcion) para forzar la activacion de la expresién del gen de I[FNy269. Esto indica que la

posible regulacién génica para la expresion de [FNy puede ser dependiente o independiente
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de MeCP2 y, por lo tanto, resulta mucho mas compleja de lo pensado ya que tal regulacién,

ademas, sera dependiente de las condiciones in-vivo.

Durante la EAE la citoquina [FNy actiia de manera etapa-dependiente; ya que en la
etapa aguda, es patogénica y durante la etapa crénica promueve la inmunosupresion279. Sin
embargo, a la luz de nuestros resultados, la citoquina IFNy en ratones MUT estaria
participando mas bien en exacerbar el perfil inflamatorio mas que en promover la
inmunoregulacion. Esta citoquina puede actuar como una espada de doble filo ya que, por un
lado, promueve respuestas Th1 y la migracién de células T al sitio de inflamacién, amplifica
una cascada inflamatoria a través de su capacidad para mediar eventos de sefializacidn, lo
cual lleva a la producciéon de moléculas inflamatorias 271272, Por el otro, la intensidad de la
inflamacidén inducida por Th1, lo cual se cuantifica por la produccién de IFNy, potencialmente
desencadena en el sistema inmune un mecanismo de control273. Durante la EAE crénica, [FNy
promueve la induccién de FoxP3 y la diferenciacién de células T CD4+CD25- a células T
regulatorias, las cuales mediaran el proceso de balance hacia un perfil Th2 273. La etapa
crénica de la EAE es caracterizada por infiltrados en cerebro, lo cudl se asocia a una
produccién local de IFNy, ausencia de IL-17 y permanencia local de un alto porcentaje de

células Treg FoxP3+ 19,

FoxP3 es un factor de transcripcién nuclear de células Treg que median la tolerancia
y homeostasis inmune?74. El efecto principal de células Treg FoxP3+ durante la EAE es la de
controlar la proliferacién de células autorreactivas y la produccion de citoquinas en el SNC275.
Durante la etapa aguda las células Treg no son capaces de frenar la actividad de células
efectoras especificas para MOG y, en la etapa crénica, una mayor frecuencia de células Treg
en el SNC se correlaciona con la recuperacién de la EAE276277, Sin embargo, es el ambiente
inflamatorio dado por las citoquinas lo que determina si las Treg controlaran o no la
inflamacidn autoinmune?”?. Al evaluar el nivel de expresion de FoxP3 en médulas de animales
MUT, no observamos diferencias significativas entre animales MUT-CFA y MUT-EAE,
indicando que en estos animales no se pudo inducir su expresiéon como en los WT. Se
demostré que la expresion de FoxP3 es controlada por modificaciones epigenéticas278 y
MeCP2 parece ser un factor importante mediando su expresion. En este aspecto, se reporto
en ratones KO para MeCP2 especificamente en células Treg, MeCP2 es requerida para
mantener la expresion de FoxP3 cuando estas células son activadas!é4. Considerando este
antecedente, podemos afirmar que este efecto también ocurre en nuestro modelo animal, ya
que los niveles de expresion de FoxP3 en animales MUT-EAE fueron significativamente mas
bajos que en el grupo WT-EAE (Figura 31.1). En general, 1a expresion de FoxP3 en Treg suele

ser estable274 y bajo ciertas condiciones inflamatorias puede disminuir su expresion. Bajo este
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escenario, la mayoria de esas células exTreg pasan a transformarse en células T efectoras27°.
Sin embargo, la falla o deficiencia en la regulacién epigenética dada por MeCP2 explicaria en
parte porqué se adelanta el inicio de la EAE y se presentan signos clinicos mas severos en
ratones MUT. En conjunto, todo indica que mutaciones en MeCP2 alteran la capacidad
regulatoria potencial dada por IFNy y en gran parte, esa alteracion se presenta de manera
intrinseca y dependiente de cada tipo celular al regular directamente la expresion de factores

responsables del establecimiento de un perfil inmunosupresor o inflamatorio.

Las células Treg pueden producir mensajeros solubles con capacidad supresora
como TGF-B, IL-10 y adenosina. Durante la EAE croénica, aproximadamente el 50% de células
Treg secretan IL-10 en el SNC277. La citoquina IL-10 es inmunoreguladora por excelencia y
deficiencias en su expresién llevan a estados de autoinmunidad espontanea280. Nuestros
resultados mostraron que ratones MUT-EAE expresan IL-10 en médula espinal, pero en bajos
niveles comparado con los WT. De hecho, no se encontraron diferencias significativas entre
el grupo CFA-MUT y EAE-MUT (Figura 31.E). Los resultados del presente trabajo, son
similares a los observados en ratones KO para IL-10, los cuales son mas susceptibles a
desarrollar EAE mas severa y sus células T exhiben una proliferacién antigeno especifica mas
fuerte al producir mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias (como TNFa e [FNy)248281,
A su vez, durante la etapa crénica, las células mieloides cambian su fenotipo M1 a M2 en el
SNC244, Por lo tanto, en lo que respecta a procesos inmunoregulatorios, mutaciones en MeCP2
podrian estar afectando la liberacién de citoquinas en células FoxP3+, pero también podra
actuar evitando la dediferenciacion de células mieloides y preservando el perfil pro-
inflamatorio en médula (como se evidenci6 en la parte I de esta tesis). En lineas generales,
podemos afirmar que la deficiencia de MeCP2 ejerce efectos deletéreos en la capacidad de
responder adecuadamente durante un proceso neuroinflamatorio al no poder expresar
respuestas inmunoregulatorias y anti-inflamatorias necesarias para la resolucién

inflamatoria y la proteccién tisular.

Podemos especular que un conjunto de genes inmunorreguladores son modulados
por MeCP2 en un delicado equilibrio que dependera de la caracteristica divergente de esta
proteina. Esto es porque MeCP2 puede reforzar la metilacién del ADN (reprimiendo la
expresion génica) o provocar la acetilacion de histonas (activacion de genes)282. Lo que adn
no se entiende es la mecanica detras de estos procesos en el contexto de condiciones pro- vs
anti-inflamatorias. Es importante seflalar que pacientes con RTT, no muestran
inmunosupresion, mas bien muestran un perfil proinflamatorio46283, Dichas discrepancias,
entre lo reportado en modelos animales KO y en pacientes, tienen que ver con los diferentes

grados de pérdida de funcion de MeCP2: pacientes con RTT que portan mutaciones
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heterocigotas para MeCP2 en su mayoria, no muestran grandes alteraciones inmunes basales,
tal como en ratones heterocigotas!s3. En vista de las diversas posibilidades en que los niveles
de expresiéon de MeCP2, su activacién y co-factores estaran involucrados en su funcidn,
refuerza la propiedad de su gran multifuncionalidad y complejidad!53. Por ello, existe una
amplia falta de concordancia entre genes desregulados por mutaciones o ausencia de MeCP2
evaluados en diferentes estudios. Esto puede ser atribuido a diferentes aspectos, como el uso
de distintos modelos, tejidos, edad y metodologia42.164.165.220.234_Se podria esperar un alto nivel
de concordancia en estudios donde se utilizaron las mismas condiciones de estudio, sin
embargo, este no es el caso, lo cual demuestrala complejidad de este desorden y cuan delicada
es la regulaciéon génica de MeCP2, tanto espacial como temporalmente. De esta manera,
nuestro trabajo provee una vision general para comenzar a describir la complejidad de las

interacciones neuroinmunolégicas en el contexto de mutaciones en MeCP2.

Alaluz de nuestros resultados podemos afirmar que mutaciones en MeCP2 producen
una respuesta inflamatoria exacerbada en el contexto de la EAE y provee una mayor
susceptibilidad al desarrollo de enfermedades autoinmunes. Lo interesante de los resultados
obtenidos es que en ningln caso para las citoquinas analizadas a partir de médula y de
sobrenadantes de cultivos celulares de tejidos de animales mutantes, se encontraron
diferencias significativas con respecto a los WT en condiciones control (CFA). Esto indica en
primer lugar, que la deficiencia de MeCP2 conduce a que en el organismo en el que se exprese,
sea mas susceptible y vulnerable a desarrollar respuestas inflamatorias exacerbadas e
inmunoregulatorias deficientes. En segundo lugar, que la activaciéon inmune es necesaria para
que MeCP2 determine la expresion, de manera directa o indirecta, de ciertos genes que
mediaran la respuesta final. En esta tesis pudimos determinar que tal respuesta fue

favorecida hacia un perfil encefalitogénico.
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En este trabajo pudimos demostrar que:

En células inmunes, la deficiencia de MeCP2 genera efectos diferentes a los observados
cuando MeCP2 esta ausente completamente.

Esta deficiencia genera mayor susceptibilidad al desarrollo de estados inflamatorios y
autoinmunes.

Los principales defectos en respuestas inmunes mediados por MeCP2 dependen de su
activacion.

Existe un balance pro/anti inflamatorio alterado.

La relevancia de nuestros resultados reside en que:

Es el primero en demostrar que la expresion de MeCP2 en macréfagos seria importante para
el desarrollo de respuestas inmunoregulatorias al ser estimuladas con IL-4.

Refuerza el rol protagoénico potencial de las células mieloides como intermediarias para el
mantenimiento de la patogénesis en RTT.

Concuerdan con lo reportado en pacientes con RTT y con duplicaciones de MeCP2 ya que

observamos un perfil inflamatorio exacerbado y desregulado.

Nuestros resultados son relevantes para entender como el sistema neuroinmune

mantiene el estado patogénico en RTT y otras patologias asociadas a MeCP2. Este trabajo
abri6 nuevos interrogantes que resultan de gran relevancia. En la segunda parte de la tesis
podemos establecer que mutaciones en MeCP2 actian de manera intrinseca en distintas
poblaciones celulares afectando las interacciones neuroinmunes al promover un medio
inflamatorio y un desbalance en la inmunoregulacion. Seria interesante evaluar la cinética de

las distintas poblaciones celulares y su fenotipo inflamatorio durante la EAE. Este punto
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excedio los objetivos propuestos para esta tesis, pero para futuros experimentos podria
resultar altamente enriquecedor comprender céomo MeCP2 interfiere con respuestas
necesarias para enfrentar una injuria inmune directamente en cada poblacién celular

involucrada.

MeCP2 se comporta de manera versatil de acuerdo a su nivel de expresion y el
ambiente inmune en el que actla, en consecuencia, la activacion de MeCP2 podria estar
regulando procesos de expresion génica especificos. Todo indica que hay vias moleculares
que son reguladas por MeCP2 de manera tejido y célula especifica. MeCP2 sufre diversas
modificaciones post-traduccionales que regulan su funcién. Por lo tanto, evaluar si en
presencia de ciertos estimulos y estados de activaciéon de células inmunes, la funcién de
MeCP2 depende de ciertos sitios de fosforilaciéon presentes en la forma truncada de la
proteina. Este andlisis sera de gran relevancia primero, porque en macréfagos nada se sabe
sobre posibles modificaciones post-traduccionales de MeCP2 en el contexto de una activacién
inmune. Segundo, porque conocer si la proteina truncada modula funciones inmunes
esenciales en condiciones de activacion, dara luz en la interpretacidn de la potencial funcién
“parcial o residual” de MeCP2, lo cual representa la expresion de MeCP2 en pacientes.
Ademas, considerando la poca informacién que existe sobre mecanismos que involucren a
MeCP2 sobre respuestas anti-inflamatorias e inmunoregulatorias, un primer paso a seguir
serfa determinar posibles vias de sefializacién alteradas por mutaciones en MeCP2.
Finalmente, evaluar posibles genes blanco susceptibles a una regulacion epigénetica. Estos
estudios podran sentar las bases para comprender la patogénesis molecular y celular

subyacente de RTT, y disefiar estrategias terapéuticas efectivas.
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