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RESUMEN

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) es un modelo animal que re-
produce la mayoria de las caracteristicas clinicas y patoldgicas de la enfermedad humana
esclerosis multiple (EM). Ambas son patologias inflamatorias, desmielinizantes y neurode-
generativas del sistema nervioso central que se asocian a deterioro motriz, sensorial y
cognitivo. En EM, la atrofia en materia gris se relaciona con la aparicidon de discapacidad
cognitiva y contribuye a la progresion clinica. En particular, el dafio y la disfuncién en cier-
tas dreas de la corteza frontal han sido correlacionados con el desarrollo de fatiga cogniti-
va, uno de los sintomas mas comunes e incapacitantes en los pacientes con EM. Sin em-

bargo, las bases moleculares de estos cambios alin son desconocidas.

Valiéndonos de las similitudes existentes entre la EAE y la EM, en esta tesis se ana-
lizaron cambios funcionales, bioquimicos y morfolégicos en terminales presindpticos puri-

ficados (sinaptosomas) de corteza en animales con EAE aguda.

En sinaptosomas aislados de la regidn frontal de la corteza, los cuales se componen
en un ~80% de terminales glutamatérgicas, se encontrd disminuida la liberacion del neuro-
transmisor excitatorio glutamato, tanto en la cantidad total liberada como en la velocidad
de liberacidn. Este defecto aparecié concomitantemente con los signos clinicos clasicos de
EAE, y se revirtié rapidamente cuando los animales comenzaron a recuperarse de la pato-
logia. Analisis bioquimicos de los sinaptosomas del grupo EAE revelaron la presencia de
alteraciones en la maquinaria molecular presindptica y en su respuesta al estimulo despo-
larizante, lo cual se vio acompafado de una fosforilacion y redistribucién subcelular anor-
mal de sinapsina |. Estos cambios se asociaron a una reduccién en el nimero de vesiculas
sinapticas que se movilizan hacia la zona activa ante estimulacidn, sin cambios en la morfo-

logia de los sinaptosomas, segun se observd mediante microscopia electrdnica.

Este trabajo es el primero en describir en detalle mecanismos moleculares de dis-
funcidon neuronal en la corteza frontal durante el desarrollo de la EAE. Estos mecanismos
podrian ser responsables también de las alteraciones observadas en pacientes con EM y

podrian contribuir al deterioro cognitivo.




ABSTRACT

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an animal model that mimics
many of the clinical and pathological features of the human disease multiple sclerosis
(MS). Both are inflammatory demyelinating and neurodegenerative pathologies of the
central nervous system associated with motor, sensory, and cognitive deficits. In MS, gray
matter atrophy is related to the emergence of cognitive deficits and contributes to clinical
progression. In particular, injury and dysfunction in certain areas of the frontal cortex have
been correlated to the development of cognitive fatigue, one of the most common and
disabling symptoms in MS. However, the molecular bases of these changes remain un-

known.

Taking advantage of EAE and MS similitudes, we herein analyze functional and
morphological changes in isolated cortical presynaptic terminals (synaptosomes) from an

acute EAE rat model.

In synaptosomes isolated from the frontal cortex, which are composed of ~80% of
glutamatergic terminals, we found that glutamate release was impaired in the EAE group.
This defect appeared along with the onset of the disease, and reversed when clinical signs
were no more evident. Biochemical analysis of EAE synaptosomes revealed alterations in
the presynaptic release machinery and in the response to depolarization, which was ac-
companied by abnormal synapsin | phosphorylation and dispersion. These changes were
associated with reduced synaptic vesicle mobility, with no alterations in synaptosomal

morphology as evidenced by electron microscopy.

The present are the first evidences unraveling the molecular mechanisms of frontal

cortex neuronal dysfunction in EAE and, possibly, MS.




ABREVIATURAS Yy ACRONIMOS

4-AP 4-aminopiridina

ABS Albumina sérica bovina

AFC Adyuvante de Freund completo

AMPA a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato
ANOVA Analisis de varianza

ATP Adenosina trifosfato

BDNF Factor neurotrdéfico derivado de cerebro (siglas en inglés)
BHE Barrera hematoencefalica

6-ME B-mercaptoetanol

CaMKill Quinasa dependiente de Ca**/Calmodulina Il
CCAV Canales de Ca%" activados por voltaje

CN Calcineurina

CPA Célula presentadora de antigenos

dpi Dias post-induccidn

DPS Densidad post-sinaptica

DTT Ditiotreitol

EAE Encefalomielitis autoinmune experimental

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EM Esclerosis multiple

Erk1/2 Quinasa regulada por sefiales extracelulares 1y 2
GABA Acido y-aminobutirico

GB Solucién tampdn del gradiente
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GR
HBM
HEPES
IF
IFN-y
IHQ
IL-1
IL-17
IRM
MB
MG
M
MOG
MS
NMDA
PAGE
PB
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PBS
PCR
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PP1

Deshidrogenasa de glutamato

Grupo de vesiculas sindpticas listas para ser liberadas
Grupo de vesiculas sindpticas de reserva
Solucién tampdn de HEPES
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Inmunofluorescencia
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Interleuquina 17
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Paraformaldehido

Quinasa de proteinas A

Quinasa de proteinas C

Fosfatasa de proteinas 1
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PP2A Fosfatasa de proteinas 2 A

RT Transcripcioén reversa (siglas en inglés)
SB Solucion tampdn de muestra (para Western blot)
SDS Dodecil sulfato de sodio

SFB Suero fetal bovino

SNC Sistema nervioso central

Synl Sinapsina |

syns sinapsinas

TBS Solucién tampdn de TRIS salino

TNFa Factor de necrosis tumoral alfa

Tris Tris (hidroximetil) aminometano

A Vesicula sinaptica

WB Western blot

ZA Zona activa
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A man is but the product of his thoughts.

What he thinks, he becomes.

Mahatma Gandhi.
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ESCLEROSIS MULTIPLE

EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA

A pesar de ser una de las patologias mds estudiadas a nivel mundial, la esclerosis
multiple (EM) es una enfermedad que carece de cura y cuya etiologia es ain desconocida.
Afecta mayormente a la poblacion caucdsica, siendo muy comuin en el norte de Europa y
de América donde tiene una prevalencia del 0,1-0,2 % y una incidencia anual de 6-7 perso-
nas cada 100.000 habitantes [1]. En América Latina la prevalencia de la EM varia entre muy
baja e intermedia, siendo menos frecuente en regiones geograficas cercanas al Ecuador
y/o con poblacidn principalmente mestiza, mulata o africana. En Sudamérica, Argentina

presenta la mayor prevalencia, que ronda entre 15 y 25 cada 100.000 habitantes [2].

El evento primario en la génesis de la enfermedad sigue siendo una incégnita. Ba-
sados en las evidencias genéticas y epidemioldgicas, algunos autores proponen que la etio-
logia de la EM es autoinmune. La activacién del sistema inmunoldgico seria ocasionada por
patdogenos que infecten al sistema nervioso central (SNC) y/o que presenten mimetismo
molecular * [3,4]. Desencadenando asi un proceso en el cual las células autoreactivas son
activadas en la periferia, migran al SNC y atraviesan la barrera hemato-encefalica (BHE),
provocando desmielinizaciéon y neurodegeneracién [5]. Otros autores postulan que la EM
es una enfermedad degenerativa progresiva, posiblemente de oligodendrocitos, sobre la
cual se desarrolla la respuesta autoinmune, debido a la alta inmunogenicidad de los com-
ponentes de mielina [6,7]. Mas alla de la patogénesis, el resultado es el mismo: un proceso
complejo de desmielinizacion/neurodegeneracion e inflamacién que ocurren en paralelo y

se retroalimentan entre si, exacerbando el dafio al SNC.

Si bien se ignoran las causas de la EM, se reconoce que se trata de un proceso
complejo donde se combinan factores genéticos y eventos ambientales. En cuanto al fac-
tor genético, la asociacién mas fuerte con el riesgo a contraer EM se encontrd en alelos
especificos de la regién HLA en el cromosoma 6 [8]. Esta regidn codifica para las proteinas

del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) ® y se caracteri-

* La teoria del mimetismo molecular postula que similitudes de secuencia entre péptidos fordneos y péptidos
propios puede activar de manera cruzada a células del sistema inmune, causando una reaccion autoinmune.

® Las moléculas del MHC son proteinas integrales de membrana que se expresan en todas las células del or-
ganismo y cuya funcion es la presentacion de péptidos a las células T, permitiendo la discriminacion entre
antigenos propios y fordneos.
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za por un grado excepcional de polimorfismo. Particularmente, los alelos asociados a EM
corresponden al MHC de clase Il, el cual se expresa exclusivamente en células presentado-
ras de antigenos (CPAs). Se postula que la razén de esta asociacién es que esos alelos ge-
neran complejos MHCII que presentan péptidos por los cuales las células T tienen una avi-
dez considerablemente mayor [9]. Otras 57 variantes fuera de la regién HLA fueron impli-
cadas en la susceptibilidad a desarrollar EM, la mitad de ellas compartidas con otras en-
fermedades autoinmunes. Estas regiones se encuentran fuertemente enriquecidas en ge-
nes inmunoldgicos que participan en procesos como el procesamiento de antigenos y la
migracion, adhesion y proliferacién de leucocitos [8]. Con un menor grado de interaccion,
también se han descripto genes de vias de sefalizacién neuronales asociados a la EM [10],
entre ellos componentes de las cascadas que regulan el proceso de guia axonal durante el
desarrollo y los fendmenos pldsticos que ocurren durante la formacién de memorias. Lla-
mativamente, dentro de estos genes se encuentran algunos alelos de receptores de glu-

tamato que se cree podrian regular la susceptibilidad a la excitotoxicidad.

Por otra parte, es ampliamente aceptado que la aparicién patologia no depende
exclusivamente de la predisposicion genética, sino que deben actuar eventos ambientales.
Sin embargo, la identificacion de los eventos especificos no es sencilla. El desarrollo de
episodios clinicos en la EM se ha asociado, de manera controvertida, a infecciones bacte-
rianas y/o virales. Esto se postuldé tanto en base a evidencia epidemioldgica (infecciones
infantiles y juveniles, distribuciones geograficas) como a la respuesta anormal que mues-
tran los pacientes con EM a determinados virus, sumado a la comparacién con otros trans-
tornos autoinmunes y los modelos experimentales [11]. La deficiencia de vitamina D tam-
bién ha sido relacionada a la susceptibilidad de padecer EM y al aumento de la prevalencia
de esta enfermedad con la latitud [1]. Otros disparadores ambientales han sido propues-
tos, como la composicion lipidica de la dieta, vacunaciones, trauma, estrés, consumo de
tabaco, exposicion a sustancias toéxicas, etc., aunque las evidencias existentes son poco

concluyentes.

FISIOPATOLOGIA DE LA EM

Los signos clinicos mds comunes de la EM incluyen: neuritis dptica desmielinizante
aguda, mielitis parcial de los tractos motriz, sensorial, intestinal y/o de vejiga (lo cual lleva

a debilidad muscular, hormigueo y entumecimiento de extremidades, incontinencia, dis-
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funcion sexual, dolor), sindromes asociados al dafio en tallo encefalico (visién doble, debi-
lidad facial y lingual, vértigo), falta de equilibrio (por dafio en cerebelo), discapacidad cog-
nitiva (disminucién en la velocidad de procesamiento de informacidn, disfuncién ejecutiva,
pérdida de memoria visual y verbal a largo plazo), fatiga cognitiva © y migrafias. Los pacien-
tes también cursan con sintomas psicolégicos como depresidn, apatia, ansiedad e irritabi-
lidad. A demas, los pacientes con EM presentan sensibilidad al calor (altas temperaturas

agravan los sintomas) [12].

La EM puede clasificarse en diferentes tipos, segln el fenotipo o patrén de progre-

sidén que presenta el paciente:

I. Sindrome aislado clinicamente (SAC)

Se trata de personas con el primer ataque desmielinizante agudo que aun no pue-
den ser diagnosticadas fehacientemente con EM. Alrededor del 80 % de estos casos desa-

rrollan EM en los siguientes 15-20 aiios.

II. EM con remisiones y recaidas (EM-RR)

Esta es la forma de EM mds comun, presentandose en el 80-90 % de los pacientes.
El primer episodio clinico se produce entre los 20 y 40 afios de edad y, en promedio, ocu-
rren 1-2 ataques al afo. Sin embargo, por imagen de resonancia magnética (IRM) puede
evidenciarse la formacién de nuevas y numerosas lesiones inflamatorias por afio, indican-
do que gran parte de la patologia se desarrolla de forma silente. Las lesiones consisten en
focos de desmielinizacién inflamatoria reversible, lo cual da cuenta, en parte, de las remi-

siones clinicas.

III. EM progresiva secundaria (EM-PS)

Alrededor del 50 % de los pacientes con EM-RR desarrollan luego de 10-20 afios un
deterioro fisico y cognitivo que se acumula y empeora con el tiempo, es decir, es progresi-
vo secundario. En esta etapa aparecen la mayoria de las discapacidades irreversibles y gran
parte de los pacientes se vuelven no ambulatorios en pocos afios. Las terapias inmunomo-
duladoras de rutina que son utilizadas para atenuar la progresién de la EM-RR dejan de ser

efectivas en esta etapa, de hecho, no existen tratamientos para la EM-PS.

C . s ) .. . . .
La fatiga cognitiva se define como una sensacion abrumadora de agotamiento mental y se evidencia como
una capacidad disminuida de sostener el rendimiento cognitivo.
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IV. EM progresiva primaria (EM-PP)

Entre el 10 y el 20 % de los pacientes nunca presentan episodios recurrentes, sino
gue muestran un agravamiento progresivo de los sintomas clinicos desde el comienzo. La
edad de manifestacion de la EM-PP y la EM-PS es la misma (alrededor de los 40 afios de
edad), y ambas formas comparten las mismas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas.
Esto llevd a algunos investigadores a pensar que la EM-PP es un tipo de EM-PS donde la
primera etapa de recidivas fue subclinica. Aqui cabe destacar que alrededor de un 5 % de
los pacientes desarrolla una forma mixta de EM, con recaidas y remisiones superpuestas a

un curso progresivo (EM progresiva recurrente).

V. EM subclinica o asintomatica

Con el avance de las técnicas de IRM se ha descripto la existencia de lesiones clasi-
cas de EM en personas que no presentan ningun tipo de signo o sintoma clinico. Mds aun,
en autopsias de personas fallecidas por otras causas, se han descubierto accidentalmente
lesiones cerebrales histopatolégicamente compatibles con la EM. Esto indica que un por-
centaje de las personas que sufren EM (se calcula que alrededor de un tercio del total) son
completamente asintomdticas durante toda su vida (resefias sobre los cursos clinicos y

diagnéstico de la EM pueden encontrarse en [13,12,1]).

ENCEFALOMIELITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL

DE LA VACUNA CONTRA LA RABIA A UN MODELO DE DESMIELINIZA-
CION AUTOINMUNE

El concepto de vacunacién como método preventivo de ciertas enfermedades ya
era conocido en la antigliedad por las culturas China e India. Varios siglos después, a fina-
les de 1700 Edward Jenner, “el padre de la inmunologia”, llevé a cabo los primeros estu-
dios cientificos sobre la vacunacién y su mecanismo de accién. Sin embargo no fue hasta
finales de 1800 que Robert Koch, “el fundador de la bacteriologia moderna”, demostré
gue los microorganismos podian causar enfermedades. A partir de alli, la busqueda de los
organismos responsables de enfermedades que afectaban fuertemente a la poblacién de

la época asi como de nuevas terapias que permitieran su atenuacion y administracion fue
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foco de investigacidon tanto en la medicina humana como en la veterinaria [14,15]. En este
contexto, el laboratorio de Louis Pasteur aplicod sus descubrimientos en técnicas de esteri-
lizacién en el desarrollo de la primera vacuna contra la rabia. Sabiendo que esta enferme-
dad afectaba al sistema nervioso, atenuaron el virus mediante desecacion de la médula
espinal de conejos infectados. Esta vacuna fue ampliamente utilizada a principios de 1900
y fue muy importante para la erradicacidn de la rabia. Sin embargo, generd nuevas compli-
caciones. Algunos individuos desarrollaban graves efectos secundarios, que podian llevar a
la muerte. Se trataba de una esclerosis diseminada aguda, caracterizada por desmieliniza-
cion perivascular en el SNC [16]. En la busqueda de las causas de esta encefalomielitis
postvacunal (como se la denomind mas adelante), se descubrié que inyecciones de extrac-
tos de cerebro o médula espinal en diferentes animales producia una enfermedad desmie-
linizante del SNC. Esta enfermedad parecia ser producto de un ataque autoinmune (aun-
gue el concepto de autoinmunidad, tal como se lo conoce hoy en dia, aun no habia sido
desarrollado). En pocos afios, gracias a la invencién de los adyuvantes ° [17] se logré un
modelo animal mas reproducible y efectivo con sélo una inyeccién de antigeno [18], el cual
mas adelante se denomind encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). Dado que la
vacuna contra la rabia también contenia restos de tejido nervioso, se llegd a la conclusidn
de que la EAE y la encefalomielitis postvacunal compartian un mismo mecanismo patogé-

nico: autoinmunidad contra algin componente del SNC.

LA EAE COMO MODELO ANIMAL DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Con el desarrollo de los modelos de EAE, miembros de la comunidad cientifica se
vieron asombrados por sus similitudes clinicas e histopatoldgicas con la enfermedad hu-
mana EM. Nuevos trabajos de investigacion fueron dedicados a comparar en detalle am-
bas patologias, resaltando la importancia cientifica de las semejanzas [19,20]. Esta impor-
tancia radicaba en que este modelo podria servir para desentrafiar tanto las causas como
el mecanismo por el cual se generaban las placas esclerdticas en EM. De esta manera, se
llegd a postular que en la EM algun “agente infeccioso” (ya que el funcionamiento del sis-
tema inmune aun no se conocia en detalle) atravesaba la BHE y se combinaba con protei-
nas cerebrales que se volvian “antigénicas” y desencadenaban la producciéon de auto-

anticuerpos, al igual que se habia descripto para la EAE [21]. En pocos afios se asentd en la

D . ) . . . ,
Adyuvante: los adyuvantes inmunoldgicos son sustancias que potencian la respuesta inmune contra el anti-
geno de interés, sin conferir inmunidad por si mismos.
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comunidad cientifica el uso de diferentes modelos de EAE que se asemejaban a distintas
clases y/o etapas de la EM. Y se definié a la EAE como modelo experimental exclusivo de la

EM.

Esto tuvo un impacto muy grande sobre el estudio de la EM y el desarrollo de tera-
pias paliativas. Principalmente reforzé la hipdtesis de que la EM es una enfermedad des-
mielinizante autoinmune. En los afios sucesivos se descubrié que los antigenos blanco de
este ataque autoinmune eran las proteinas que forman parte de la vaina de mielina en el
SNC, lo cual llevé al desarrollo de modelos de EAE mas especificos. Lentamente la EAE se
volvié el modelo de EM mas utilizado en todo el mundo, no sélo para el estudio de la pa-
togénesis y progresion de la enfermedad, sino también para el disefio y validacion de nue-
vas terapias [22]. Junto con ello, la teoria de un origen autoinmune de la EM fue ganando
consenso, a pesar de haber sido cuestionada desde los inicios [23] y de que a la actualidad
no haya pruebas contundentes respecto a cudl es el evento primario. Sin embargo es in-
discutible que, una vez establecida, la EM es una enfermedad desmielinizante, autoinmune
y neurodegenerativa. Todos estos procesos son reproducidos en la EAE, lo cual, mas alla de
sus limitaciones, convierte a este modelo en un buen sistema de estudio para comprender

los mecanismos patoldgicos de EM, tanto inmunoldgicos como nerviosos.

INDUCCION, CLINICA E HISTOPATOLOGIA DE LA EAE

I. Induccion

La EAE puede ser inducida en cepas de animales genéticamente susceptibles de dos
maneras: activa o pasivamente. La induccidn activa consiste en la inyeccidén subcutanea de
mielina completa o antigenos (péptidos) de mielina, emulsionada en un adyuvante ade-
cuado (generalmente se emplea adyuvante de Freund completo). Esto genera una fuerte
respuesta inflamatoria que lleva al desarrollo de signos clinicos caracteristicos entre 9 y 12
dias después de la induccién con una alta incidencia. Dependiendo de la especie y cepa de
animal, y del método de induccidon empleados existen diferentes modelos de EAE que va-
rian en las caracteristicas clinicas y patoldgicas, y en la respuesta a terapias. Esta hetero-
geneidad se asemeja a la variedad de subclases de EM vy la variabilidad existente entre pa-

cientes [4].

Por otra parte, la induccidn pasiva de la EAE, también llamada induccién por trans-

ferencia adoptiva, consiste en la inyeccién de animales genéticamente susceptibles con
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células T encefalitogénicas © extraidas de animales desafiados activamente para la EAE.
Este modelo permite marcar las células y estudiar in vivo las etapas de los procesos de mi-

gracion e infiltracién del SNC [24].

II. Inmunopatogénesis
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Figura 1. Modelo de tres compartimientos para la patogénesis de la EAE y la EM.

El modelo mas aceptado que explica la generacién de la EAE a partir de la induccién
se denomina modelo de tres compartimientos (Fig. 1) [3]. En un primer paso, células den-
driticas de la zona de induccidn captan el antigeno y son transportadas por el torrente
sanguineo hasta el ganglio mds cercano (compartimiento aferente). Alli presentan el anti-
geno a linfocitos B y T especificos, los cuales proliferan y se diferencian. Estas células auto-
reactivas se acumulan en el bazo, donde vuelven a interaccionar con CPAs locales, quienes
aumentan la capacidad migratoria e infiltrante de los linfocitos [24]. En un segundo paso,
las células activadas son reclutadas al SNC, donde vuelven a encontrar los antigenos ence-

falitogénicos presentados por CPAs perivasculares y de meninges. Alli son reactivadas y

£ Encefalitogénico: Que tiene la capacidad de generar encefalitis, en nuestro caso particular, la EAE.
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secretan mediadores pro-inflamatorios que llevan a la ruptura de la BHE y al reclutamiento
de mas células inmunes (linfocitos T y B, neutrdéfilos, macréfagos), retroalimentando la
cascada inflamatoria [25]. Esto lleva a la penetracién de las células sanguineas en el parén-
guima nervioso (compartimiento blanco) donde se activan la microglia y los astrocitos. La
inflamacién resultante provoca degeneracion de oligodendrocitos y neuronas, con pérdida
de mielina, axones y dendritas [4]. En un tercer paso, los restos de células de SNC son lim-
piados mediante fagocitosis por CPAs. Estas pasan al torrente sanguineo y presentan nue-
vos antigenos nerviosos en ganglios cervicales (compartimiento drenante), activando un
nuevo grupo de linfocitos T (amplificacidon de epitopes) que exacerban la reaccién autoin-
mune [3]. Se postula que la inmunopatogénesis de la EM ocurriria también segln este me-
canismo de tres compartimientos. Aunque, a diferencia de lo que sucede en los modelos
de EAE, la activacién primaria del sistema inmune seria causada por alguna lesién del SNC

y/o por mimica molecular [3].

III. Progresion clinica e histopatologia

Como se menciond anteriormente, los modelos clasicos de EAE Finducida activa-
mente presentan una gran variabilidad dependiendo del antigeno utilizado (mielina com-
pleta, péptidos de mielina o neuronales), de la presencia y tipo de adyuvante, del método
de inyeccién y de la especie y cepa de animal de experimentacién. Generalmente los pri-
meros signos clinicos aparecen entre 9 y 12 dias post-induccién (dpi; segin el modelo del
gue se trate) y se caracterizan por paralisis fldccida ascendente [13], comenzando en la
cola y subiendo hacia las extremidades posteriores pudiendo llegar a cuadriplejia. Esto se
debe a que el blanco principal de la inflamacidon en estos modelos es la médula espinal
(mayormente la region lumbar) vy los nervios dpticos, con una menor participacién del
cerebro. La gravedad de los signos clinicos alcanza un pico en 2 a 4 dias y, dependiendo del
tipo de EAE, pueden revertirse completamente sin presentar recaidas (modelo agudo),
pueden revertirse y entrar en ciclos sucesivos de remisiones y recaidas (modelo recurren-
te-remitente), pueden revertirse sélo en parte y permanecer indefinidamente (modelo
crénico), o también pueden ser combinaciones de los anteriores (modelos remitentes que

evolucionan a crénicos).

FEn este trabajo solo haremos referencia a los modelos de EAE cldsica, sin embargo cabe destacar que ac-
tualmente existen modelos de EAE espontdnea y de EAE atipica, cuyos mecanismos patogénicos y signos
clinicos difieren de los modelos cldsicos (ver referencia [13]).
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Todos los modelos cldsicos de EAE comparten los mismos mecanismos patogéni-
cos, pero difieren en la intensidad de la inflamacién y del dano en el SNC. En médula espi-
nal, gran parte de la infiltraciéon ocurre a través de meninges y de vasos sanguineos en la
zona de materia blanca (MB) [26,27]. Estos infiltrados se componen mayormente de linfo-
citos T secretores de interleuquina 17 (IL-17) e interferén gamma (IFN-y), y de macrdéfagos.
La aparicion de los focos inflamatorios coincide temporal y espacialmente con el desarrollo
de placas fuertemente desmielinizadas [28], aunque no son determinantes para el desa-
rrollo de los signos clinicos (en algunos animales se observa una EAE subclinica, con pre-
sencia de cambios histolégicos y ausencia de paralisis; [29]). A nivel bioquimico, el inicio
del proceso desmielinizante es evidenciado antes del desarrollo de los signos clinicos, me-
diante la pérdida de la proteina basica de mielina (PBM; una de las proteinas mayoritarias
gue componen la vaina de mielina) y la disminucién de la actividad CNPasa [30]. A demas,
se ha observado deposicién de anticuerpos y ataque por leucocitos citotoxicos en moto-

neuronas acompafiada de degeneraciéon y apoptosis de las mismas [31].

Por otra parte, a pesar de tener un nivel menor de inflamacién, el cerebro también
se encuentra afectado durante la EAE. Mediante imagen por resonancia magnética se des-
cribieron lesiones cerebrales durante la EAE crdnica, similares en tipo y distribucién a las
observadas en pacientes con EM [32]. Estas lesiones incluyen pérdida de volumen cortical
en cerebelo con degeneracidn de células de Purkinje, atrofia en cerebro, pérdida progresi-
va de materia gris (MG) en la corteza cerebral relacionada a disminuciéon de mielina, axo-
nes, conexiones sindpticas y numero total de neuronas. Tanto en modelos en roedores
como en primates no humanos existe una infiltracidon leucocitaria temprana en cerebro,
gue puede ser anterior o coincidir con el comienzo de los signos clinicos, dependiendo del
tipo de EAE [33]. Estas células ingresarian en primera instancia al liquido cefalorraquideo
(LCR) a través del plexo coroideo ¢, transitarian los ventriculos y designarian los puntos de
infiltracién al parénquima cerebral. El proceso inflamatorio se compone de infiltrados leu-
cocitarios (linfocitos T y B, neutrofilos, macrofagos) asi como también de células residentes

del SNC (microglia y astrocitos activados) [34,33].

Junto con los mediadores inflamatorios clasicos (citoquinas y quemoquinas), los

leucocitos infiltrantes y la microglia activada secretan grandes cantidades de glutamato. Al

© En el cerebro, hay cuatro plexos coroideos, uno en cada ventriculo. Consisten en un conjunto de capilares,
separados de los ventriculos por células epiteliales coroideas. Los plexos producen el LCR, y actuan como
sistema de filtro y de transporte entre la sangre y el LCR.
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ser éste un neurotransmisor excitatorio, su exceso en el medio provoca excitotoxicidad, es
decir, muerte neuronal por sobre-activacién de receptores de aminodcidos excitatorios
[35]. A demas, el proceso inflamatorio somete tanto a las neuronas como a la glia a estrés
oxidativo, incrementando el dafio [34]. La combinacién de todos estos factores afecta la
transmisién y la plasticidad sinapticas e incluso puede llevar a muerte neuronal. En dife-
rentes modelos de EAE se ha descripto la presencia de infiltrados y activacién de microglia
y astrocitos en regiones cerebrales de MB, como el cuerpo calloso, y en regiones de MG
profundas, como el hipocampo y el estriado. En estas estructuras se encontraron cambios
en la transmision sindptica, neurodegeneracion (tanto de neuronas excitatorias como inhi-
bitorias), pérdida de volumen del tejido, muerte de astrocitos y oligodendrocitos, acompa-

fiados o no de desmielinizacién (dependiendo de la regién) [36-39].

Los mecanismos moleculares detrds de las alteraciones en la neurotransmisidon son
desconocidos. Se han encontrado cambios en la expresion de receptores inotrdpicos y me-
tabotropicos de glutamato y de acido y-aminobutirico (GABA; principal neurotrasmisor
inhibitorio del SNC) en neuronas [37,40,41], asi como de las moléculas transportadoras
gue recaptan estos neurotransmisores y de las enzimas que las degradan en astrocitos
[42]. Asimismo, la contribucion o participacién de las diferentes estructuras cerebrales en
el desarrollo de la patologia ha sido pobremente explorada en la EAE. Sélo para el caso de
la neurodegeneracién en hipocampo se ha demostrado que se asocia a la disfuncién en los

procesos de aprendizaje y memoria relacionados a tareas espaciales [36].

NEURODEGENERACION EN EAE Y EM

ATROFIA CEREBRAL Y SU CONTRIBUCION A LA PROGRESION DE LA
PATOLOGIA

La EM vy la EAE no son afecciones exclusivas de MB, sino que también existe dafio
en zonas de MG cerebral, tanto en la corteza como en estructuras profundas. Ya las prime-
ras descripciones histoldgicas de la EM realizadas por Jean-Martin Charcot, “el fundador de
la neurologia moderna”, en 1869 mostraban la presencia de dafio neuronal y pérdida de
axones en tejido cerebral post-mortem [43]. Sin embargo, debido a la falta de técnicas lo

suficientemente sensibles, no fue hasta este siglo que comenzaron a comprenderse los

INTRODUCCION Pagina 21



Alteraciones glutamatérgicas en la EAE

procesos involucrados. En la actualidad, gran parte de la investigacion en EM esta enfoca-
da al estudio del dafio neuronal en regiones de MG, ya que éste seria al principal contribu-

yente a la aparicion y la acumulacion irreversible de discapacidad motriz y cognitiva [44].

Todo el cerebro se encuentra afectado durante la EM, y ocurre pérdida de volumen
tanto de MB como de MG. Llamativamente, los procesos patolégicos de MB y MG ocurren
de forma parcialmente independiente, acumulandose con el tiempo mayor nivel de dafio y
nlimero de lesiones en MG que en MB [45]. En los ultimos afios se han podido relacionar
diferentes manifestaciones de la EM con el grado y localizacién regional de la atrofia cere-
bral. Por ejemplo, cambios en las cortezas motriz y sensorial se asocian a problemas de
locomocidn, dafio en las cortezas prefrontal y orbitofrontal lleva a fallas en procesos cogni-
tivos superiores (planeamiento, organizacion, atencién, manipulacién de informacién, mo-
nitoreo de acciones, memoria de trabajo), desmielinizaciéon en tractos de MB afecta el
desempeiio y la velocidad en tareas cognitivas (pérdida de conectividad), cambios en el
funcionamiento de la corteza frontal, los ganglios basales y/o pérdida de conectividad en-
tre ellos correlaciona fuertemente con la aparicién y la gravedad de la fatiga cognitiva (una
sensacion abrumadora de agotamiento mental que constituye el sintoma mas comun e
incapacitante de la EM) [44-48]. Ademas, el volumen de lesidn en cerebro correlaciona con
la duracidn y gravedad de la EM, y constituye un buen predictor de la progresién clinica a

10 afios [49].

Por otra parte, estudios en modelos de EAE también mostraron la participacién del
cerebro en la generacion de ciertos signos clinicos, tanto en el periodo pre-sintomatico
(fase inductora) como sintomatico (fase efectora). Antes de la aparicidon de la pardlisis,
ratones con EAE presentan un mayor dinamismo en las conexiones sindpticas de la corteza
somato-sensorial en ausencia de neuroinflamacién, lo cual influiria en la plasticidad neu-
ronal y el deterioro cognitivo [50]. Ademas, los niveles de citoquinas inflamatorias aumen-
tan en el hipotdlamo, afectando la secrecidn de hormonas y provocando ansiedad y com-
portamientos depresivos en los animales [51]. En la fase efectora aparecen leucocitos infil-
trantes en médula espinal, cerebelo y cerebro, inicialmente en regiones de MB y luego en
MG. El dafio en MB también precederia a la atrofia en MG, sin embargo el volumen de
dafio se vuelve mayor en las regiones de MG (al igual que se observod en la EM) [52,34].
Estas alteraciones incluyen pérdida progresiva de neuronas y contactos sinapticos [53],

desmielinizacidn, muerte de oligodendrocitos maduros y fallas en su maduracién [39], es-
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trés oxidativo, desbalance homeostatico de iones [54], excitotoxicidad [55]. En particular,
la pérdida de volumen cortical cerebelar correlacionaria con la graduacion clinica (proba-
blemente porque la misma se realiza en base a coordinacién motriz) [53] y la neurodege-
neracién en hipocampo se asocia a disfuncidon en aprendizaje y memorias asociativas o
contextuales [56]. La contribucidon de las lesiones en corteza cerebral y en estriado al desa-
rrollo y/o resolucidn de la EAE aun es desconocida. Interesantemente, la forma y distribu-

cidon de estas lesiones son similares en los diferentes modelos de EAE y en la EM.

NEUROINFLAMACION Y NEURODEGENERACION

Como se menciond anteriormente, una vez generados, los mecanismos de inflama-
cion y degeneracién neuronal ocurren de forma simultanea, modulandose entre si. Esta no
es una caracteristica exclusiva de la EM y la EAE, sino que ocurre en otras enfermedades
neurodegenerativas y/o inflamatorias del SNC. Los leucocitos infiltrantes asi como la glia
activada (microglia y astrocitos) pueden regular la transmision sinaptica y la sobrevida de
las neuronas, tanto de manera positiva como negativa. Es decir, por un lado cumplen un
rol en la remocidn de los restos celulares, mediante fagocitosis, y en la estimulacién de
mecanismos de sobrevida y regeneraciéon en neuronas y oligodendrocitos, mediante la
secrecidon de factores tréficos. Mientras que por otro lado pueden activar mecanismos de
neurodegeneracion, siendo la desmielinizacion, el estrés oxidativo y la excitotoxicidad los

mas relevantes en la EM y la EAE [57-60,37].

La destruccién de la vaina de mielina lleva a la redistribucién de canales de Na* a lo
largo del axdn, que de otra forma se encontrarian concentrados en los nodos de Ranvier.
Esta respuesta es capaz de restaurar, en parte, la velocidad y la eficiencia de la transmisién
del impulso nervioso, sin embargo aumenta la necesidades energéticas por parte de la
Na*/K'-ATPasa. Sumado a esto, el estrés oxidativo y las citoquinas pro-inflamatorias per-
turban la integridad funcional de las mitocondrias, disminuyendo la produccién de ATP.
Como resultado, se acumula Na* en el interior de la neurona, lo cual lleva al funcionamien-
to inverso del intercambiador Na*/Ca®" y la acumulacién de Ca®" intracelular ([Ca®'])), des-
encadenando mecanismos apoptéticos [48,61]. Al mismo tiempo, las células inflamatorias
secretan grandes cantidades de glutamato lo cual provoca excitotoxicidad, llevando a la

lisis de la membrana plasmatica, al desbalance del estado redox y la acumulacion de iones,
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principalmente Ca®', en el citoplasma. Todo lo cual contribuye al dafio mitocondrial y a la

activacion de procesos degenerativos letales [37].

Cabe destacar que el término neurodegeneracion no implica necesariamente
muerte neuronal, sino que se refiere a la pérdida progresiva de estructura y/o de funcion,
pudiendo ser reversible. Tanto en EAE como en EM se han descripto alteraciones funciona-

les y metabdlicas en neuronas, cuyas bases moleculares aln son desconocidas.

FUNCIONAMIENTO DE LA SINAPSIS Y REGULACION DE LA LIBE-
RACION DE NEUROTRANSMISOR EN EL SNC

LA SINAPSIS

La transduccion de sefiales en una sinapsis consiste en la conversién de una seiial
eléctrica, es decir el impulso nervioso que alcanza la terminal del axén o presinapsis, en
una seial quimica que sea percibida por la neurona postsinaptica. Esta sefial quimica cons-
ta de pequeiias moléculas llamadas neurotransmisores, los cuales generalmente se alma-
cenan en vesiculas secretoras especificas denominadas vesiculas sinapticas (VS) y son libe-
rados al espacio sindptico mediante exocitosis regulada. Los neurotransmisores se unen a
receptores en la membrana postsindptica iniciando un nuevo impulso nervioso que se
propagara a lo largo de la neurona postsinaptica. Todo este proceso ocurre en el rango de

los milisegundos [62].

Actualmente, el modelo de sinapsis mds aceptado es el de la sinapsis tripartita (Fig.
2), formada por la presinapsis, la postsinapsis y el espacio sinaptico junto con la glia (astro-
citos). La presinapsis serd descripta en detalle en la préxima seccion. La postsinapsis se
compone de receptores, proteinas de anclaje y adhesién, quinasas, fosfatasas y compo-
nentes de citoesqueleto, formando complejos macromoleculares de alta densidad, por lo
gue se la denomina densidad postsinaptica (DPS), y es una estructura altamente dinamica.
Esto significa que su composicidn y capacidad de respuesta son modulables, alterando la
fuerza de la transmisién sinaptica, propiedad conocida con el nombre de plasticidad pos-
tsinaptica. El espacio sinaptico es muy estrecho (20-30 nm) y es generado por integrinas,
guienes mantienen la presinapsis y la postsinapsis yuxtapuestas [62]. Los astrocitos parti-

cipan en la remocion de neurotransmisores del espacio sindptico, evitando que alcancen
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concentraciones toxicas, y en su reciclado. A demas, son capaces de responder a la activi-
dad sindptica y de regular la plasticidad de la sinapsis, participando en la transmisién, inte-
gracion, procesamiento y almacenamiento de la informacién. Por ello se los considera un

miembro importante de la sinapsis [63].

) ‘ Neurona 1 Astrocito

Dendrita
Neurona 2

Axén
Neuronal

Neurona 2 /

Vesicula sinaptica )()( Receptoresionotrépicos
@  Vesicula densa (neuropéptidos) Y Transportador (recaptacién del neurotransmisor)
@ Mitocondria JIN_ Receptor metabotropico
\ Integrinas |/ Ccanal de Ca?* activado por voltaje
.*". Neurotransmisores ‘ ‘ Canal idnico

Figura 2. Esquema simplificado de la sinapsis tripartita.

O Fusion de las VSs y liberacion al espacio sindptico del neurotransmisor.
@® £l neurotransmisor, luego de unirse a sus receptores especificos, cambia el potencial de la mem-
brana post-sindptica y desencadena cascadas de sefializacion intracelular. En sinapsis excitatorias,
esto genera un nuevo potencial de accion.

© £n los astrocitos, el neurotransmisor puede unirse a receptores, activandolos, y también puede
ser removido del medio por captacion a través de proteinas transportadoras.
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CICLO DE LAS VESICULAS SINAPTICAS Y MAQUINARIA PRESINAPTICA
DE LIBERACION DE NEUROTRANSMISOR

La unidad de comunicacién en una sinapsis es el neurotransmisor. Como se men-
cioné anteriormente, los neurotransmisores se almacenan en la terminal presindptica en
VSs. En respuesta a la actividad eléctrica, las VSs entran en un ciclo que permite que sean

reutilizadas manteniendo asi la capacidad de respuesta de la neurona (Fig. 3).

Las VSs se clasifican en distintas poblaciones segin sus propiedades funcionales: el
grupo listo para ser liberado (GLL), constituye el ~1 % de las VSs totales, consiste en vesi-
culas ancladas mediante proteinas a la zona activa " (ZA) y estan disponibles para fusionar-
se inmediatamente ante una estimulacidn; el grupo de reciclado, representa un ~10-15 %
de las VSs totales, estas VSs se reciclan y reponen la poblaciéon continuamente y rapida-
mente, mantienen el rendimiento de liberacién ante estimulaciones fisiolégicas o modera-
das; el grupo de reserva (GR), la mayoria de las VSs pertenecen a este grupo, ~80-90 %,
son muy resistentes a fusionarse en neuronas de mamiferos y sélo se liberan ante estimu-
laciones intensas, cuando las VSs de reciclado se agotan [64]. La velocidad de intercambio
entre el GLL y las vesiculas de reciclado es muy rapida, mientras que las VSs del GR se mez-
clan muy lentamente con las otras poblaciones (o no se mezclan). El GR y el grupo de reci-
clado también se diferencian en el mecanismo de reciclado. Ante estimulaciones modera-
das, que sélo inducen la exocitosis del grupo de reciclado, estas vesiculas son recuperadas
por un mecanismo de endocitosis rapido mediado por clatrina. Cuando la estimulacion es
intensa y prolongada, se produce la movilizacién y fusiéon de un gran ndmero de vesiculas
de reserva, esto gatilla la activacién de un mecanismo de endocitosis masivo que es mas
lento y costoso energéticamente. Este mecanismo requiere intermediarios del tipo endo-
somal y repone exclusivamente las VSs del GR [65]. Ademas, se postula la existencia de un
tercer mecanismo de endocitosis, ultraveloz, que recuperaria sélo las VSs del GLL y del
grupo de reciclado, denominado kiss-and-run (nombre en inglés que literalmente significa
besar-y-correr). En este caso ocurriria una fusiéon transitoria con la membrana plasmatica y

la vesicula se recuperaria por el simple cierre del poro de fusién [66,64]. Mientras que las

"la ZONA ACTIVA es una zona especializada de la membrana plasmdtica presindptica que se encuentra
exactamente opuesta a la DPS. Estd formada por una matriz compleja de proteinas que ancla y prepara a las
VSs para la exocitosis, entre ellas SNAREs, proteinas adaptadoras, canales de ca”, quinasas. Este complejo
media la probabilidad de liberacion y la plasticidad presindptica contribuyendo a la regulacion de la fuerza
sindptica.
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vesiculas del GLL se encuentran posicionadas a pocos nm de la ZA, las VSs del grupo de
reciclado y del GR estan distribuidas en el interior de la terminal presinaptica, entremez-
cladas entre ellas (es decir que no se encuentran segregadas anatémicamente). Estudios
recientes proponen que las caracteristicas funciones Unicas que posee cada poblacién de
VSs podrian estar determinadas por su composicidon proteica y/o grado de asociacién al

citoesqueleto [67].

E RECAPTADO

RECICLADO

MOVILIZACION

Membrana Presindptica

~——>  — > —  —

ANCLADO PREPARACION FUSION ENDOCITOSIS
Vesicula Erk1/2
Sindptica ’ ‘

r ‘ Complejo de SNAREs
‘ Calcineurina

F-actina

Vqﬁf ’ Dinamina >
. . \A\%B Sinaptofisina
Sinapsina | - Proteinas adaptadoras \

_(\ y Clatrina . .
/.. Sinaptotagmina

CaMKil

Figura 3. Representacion esquemdtica del ciclo de las vesiculas sindpticas.

En terminales en reposo, las VSs son ancladas y preparadas para exocitar, mediante SNAREs y otras

proteinas de la ZA. La despolarizacién lleva al aumento de [Ca’*];y la rdpida fusion del GLL. Estimu-

los intensos, se activa la movilizacion y posterior fusion del GR. Las distintas poblaciones de VSs se
reponen mediante endocitosis, reciclado y recaptado de las VSs a los diferentes grupos.
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En cuanto a la maquinaria molecular que controla las diferentes fases del ciclo de
las VSs, las etapas de exo/endocitosis y su regulacion por Ca** han sido los procesos mas
ampliamente estudiados. De hecho, por el descubrimiento de dichos mecanismos obtuvie-
ron el premio Nobel en Fisiologia o Medicina los Dres. Rothman, Schekman y Stidhof en
2013, y los Dres. Neher y Sakmann en 1991, respectivamente. A excepcién de la fusién de
las membranas de la ZA y la VS, el resto de procesos involucrados en el ciclo de las VSs son
dependientes de [Ca*];, ya sea directa o indirectamente. Cuando el impulso nervioso al-
canza la terminal del axén se produce la apertura de canales de Ca’* activados por voltaje
(CCAV) y el aumento localizado de Ca** (es decir, en la vecindad inmediata del canal; los
dominios de aumento de Ca** pueden ser del orden de los nm o de los um dependiendo de
la intensidad y el tiempo de estimulacion). Este aumento de [Ca*']; regula la velocidad de
intercambio entre el GLL y el grupo de reciclado, la velocidad de endocitosis y la velocidad
de reclutado y anclado de nuevas VSs a la ZA [68]. El mecanismo de exocitosis es mediado
por SNAREs y regulado por proteinas adaptadoras, quinasas y chaperonas. Involucra tres
etapas: el anclado de las VSs a la ZA mediante el ensamblado del complejo SNARE alta-
mente estable; la preparacion, que posiciona a los complejos proteinicos y las VSs de for-
ma que responden rapidamente al aumento de [Ca®']; y la fusidn de las membranas [69]
(ver Fig. 3). La endocitosis es mediada por un grupo de proteinas llamadas defosfinas, ya
gue son activadas por desfosforilacién rdpida y coordinadamente ante el aumento de
[Ca*].. La Unica fosfatasa (conocida) que regula este proceso es calcineurina (CN). Consta
de cuatro etapas: nucleacion, donde se forma el complejo adaptador que recluta a clatrina
y el complejo de nucleacién que permite el crecimiento de la cobertura; invaginacién,
donde se forma la vesicula; fisidn, mediada por dinamina; y desensamble del recubrimien-
to [70]. La endocitosis masiva discutida anteriormente también es dependiente de CN,
pero difiere en las proteinas adaptadoras y en los pasos (primero se forma un gran endo-
soma de reciclado y luego se desprenden las VSs individuales en un proceso mediado por

clatrina; ver Fig. 3) [65].

Cuando la terminal nerviosa estd en reposo, la mayoria de las VSs se encuentran
inmovilizadas. El mantenimiento de las VSs dentro de la terminal (que de otra forma se
dispersarian en el axén) se adjudica en gran parte a sinapsina | (Sinl), proteina que sera
descripta en detalle en la siguiente seccidon. Ademas, los agregados de VSs se encuentran
estrechamente rodeados de citoesqueleto de actina (“encerradas en una caja de actina”),

lo cual se postula que tendria la doble funcidn de evitar la dispersién y pérdida de las VSs
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(manteniendo su posicion cercana a la ZA) y de direccionar de vuelta hacia los agregados a

las VSs recicladas [64].

SINAPSINAS Y REGULACION DE LA LIBERACION DE NEUROTRANSMISOR

Las sinapsinas (syns) fueron descubiertas y caracterizadas por el Dr. Paul Greengard
y su grupo, y por estos descubrimientos recibid, junto con los Dres. Carlsson y Kandel, el
premio Nobel en Fisiologia o Medicina en el afio 2000. Las syns son las fosfoproteinas ma-
yoritarias en SNC y su familia estd codificada por tres genes, SYN1, SYN2 y SYN3, que por
empalme alternativo generan 10 isoformas (syn la-b, lla-b, llla-f). A pesar de que los distin-
tos miembros de esta familia poseen diferentes patrones de expresién en cerebro, la ma-
yoria de las terminales nerviosas coexpresan varias isoformas, indicando que sus funciones
serian complementarias [71]. Las syns son sustratos de numerosas y variadas modificacio-
nes postraduccionales, entre ellas fosforilaciéon/desfosforilacidon, N-acetilacién, metilacion,
fucosilacion, formacién de isoaspartato y piroglutamato, deaminacién, oxidacién de tripté-
fano, etc. Estas modificaciones podrian regular la capacidad de syns de oligomerizar y de
interactuar con otras proteinas y con fosfolipidos [71]. Se han descripto roles de syns tanto
durante el desarrollo del SNC como en el funcionamiento de sinapsis en SNC adulto. En el
desarrollo, syns participarian en el crecimiento de neuritas y en la formacién, manteni-
miento y rearreglo de contactos sinapticos [72]. En cerebro maduro, se proponen funcio-
nes de syns de pre- y post-anclado de las VSs a la ZA. El rol de syns en el pre-anclado de
VSs seria su funcion central (y mas ampliamente estudiada) como conector en la matriz
intervesicular (M1)'. De esta forma determina la localizacién subcelular de las VSs en la
presinapsis y la retencién de las VS en el botdn sinaptico en forma de agregados compac-
tos, previniendo su dispersion. Las syns regulan el nimero de VSs que estan disponibles
para ser exocitadas ante una estimulacién sostenida, modulando la moviliza-
cién/inmovilizacién de VS a partir de los agregados (es decir, modulando la estabilidad de
la MI) [73]. De esta manera modifican las propiedades plasticas de la presinapsis actuando
como restrictoras (o sea, contribuyen a la tenacidad de la terminal) y como integradoras

de sefiales (ya que su funcion depende del conjunto de modificaciones postraduccionales

' La matriz intervesicular es una red difusa de filamentos que mantienen unidas entre si a las VS, cuya com-
posicion seria diferente a la de la matriz axopldsmica, es decir, por fuera de los agregados. Estd compuesta
principalmente por syns | y ll, pero también se ha demostrado la participacion de otras proteinas (cuya iden-
tidad es aun desconocida).
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que acumule) [74]. La participacidn de syns en procesos de post-anclado es mas controver-
sial. Algunos autores han propuesto que podrian regular etapas tardias de la exocitosis, es
decir la preparacion y la fusidn de VSs (lo cual modificaria la probabilidad de liberacién del
neurotransmisor) [75]. Ademas, se postula que syns podrian comportarse como las desfos-
finas (e incluso interaccionar con algunas de ellas) y de esta manera promoverian la endo-
citosis de VSs al mismo tiempo que desestabilizarian la MI. Finalmente, también regularian
etapas tardias de la endocitosis, es decir la recuperacion de VS y la reconstitucion de los

agregados, a través de su interaccién con actina en la zona periactiva ' [76,73).

Dentro de la familia de syns, sinapsina | (Synl) ha sido la primera en descubrirse y
su estructura, funcién y modificaciones postraduccionales se conocen mas detalladamen-
te. La mayoria de los roles descriptos en el parrafo anterior son mediados por este miem-
bro de la familia. En la Fig. 4 se muestran los diferentes dominios de Synl (isoforma a) jun-
to con un resumen de sus caracteristicas, sus propiedades de interaccion con lipidos y pro-
teinas, y las modificaciones que pueden sufrir (basado en las referencias [71] y [73]). A
pesar de todos los cambios postraduccionales que le han sido adjudicados, sélo la fosfori-
lacion/desfosforilacion de Synl se ha relacionado fehacientemente al control de los agre-
gados de VSs (aunque se postula que sélo esta modificacién no seria suficiente para su
funcionamiento). Los sitios de fosforilacion de Synl pueden dividirse en tres grupos segun
la quinasa de la cual son sustrato: sitio de proteina quinasa A (PKA), sitios de quinasa regu-
lada por sefiales extracelulares 1 y 2 (Erk1/2) y sitios de quinasa dependiente de Ca*'-
calmodulina 1l (CaMKIl). PKA fosforila el sitio 1 de Synl (Ser 9), el cual se encuentra en el
dominio A. Esta fosforilacidn inhibe la unién directa a fosfolipidos, es decir, disminuye la
interaccién con VSs [77]. Los sitios 2 y 3 (Ser 566 y 603) se ubican en el dominio D y son
sustrato de CaMKIl, siendo desfosforilados por proteina fosfatasa 2A (PP2A). Mientras
PP2A posee actividad en condiciones basales, CaMKII es activada luego del incremento de
[Ca®"];, lo cual lleva a gue estos sitios presenten niveles de fosforilacién muy bajos en pre-
sinapsis en reposo y aumenten proporcionalmente al estimulo [78]. La fosforilacion de los
sitios 2/3 es la que provoca los mayores cambios conformacionales en Synl, afectando no
solo al dominio D sino también al C [79], y reduce drasticamente la afinidad por actina y
por VSs tanto directa como indirectamente, mediante la regulacidn de la oligomerizacion

de syns (ya que la formacion de dimeros de syns es necesaria para formar la Ml) [77].

J N o .z . B .
La zona periactiva corresponde a la region que rodea a la zona activa y la periferia de los agregados de VS.
Se encuentra muy enriquecida en actina.
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Erk1/2 fosforila a los sitios 4,5y 6,7 (Ser 62,67 y Ser 549, 551), situados en los dominios By
D, respectivamente. Estos sitios son desfosforilados por CN, la Unica fosfatasa conocida
que se activa por la unién a Ca** y a Ca**-calmodulina [80]. Al contrario de lo que sucedia
para los sitios 2 y 3, en los sitios 4,5 y 6,7 es la quinasa, Erk1/2, la que posee algo de activi-
dad basal, y la fosfatasa, CN, se activa ante el aumento de [Ca®']:. Por esto, los sitios 4,5 y
6,7 se encuentran parcialmente fosforilados en terminales en reposo y, dependiendo de la
intensidad y/o tiempo de la estimulacién, pueden fosforilarse ain mas o desfosforilarse
luego de la despolarizacién [78,81]. La fosforilaciéon de Synl en estos sitios disminuye su
afinidad por G- y F-actina y también inhibe su capacidad de nuclear y polimerizar G-actina
y de formar manojos de F-actina, sin alterar la unién a fosfolipidos [82,83]. Como conse-
cuencia de las diferentes distribuciones subcelulares de las quinasas, fosfatasas, actina y
otras proteinas la maquinaria presinaptica, en combinacion con el gradiente de concentra-
cién de Ca** generado por la estimulacion, se postula que habria distintos grupos de syns
gue cumplirian roles diferentes dentro del ciclo de las VSs. Retomando los conceptos del
parrafo anterior, los sitios de PKA y CaMKII en Synl regularian las funciones de pre-anclado
(retencién de las VSs y formacion de la MI), mientras los sitios de Erk1/2 participarian en el

post-anclado (reciclado y recaptado de VSs en la zona periactiva).

Aminodcidos
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1 45 8 67 2 3 9
y W Y wyy y
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A " | |
1 [} I 1
+Union a *Fosforilacion/defo 1+ Union a lipidos i * Dominio rico en prolina que i *Oligomeriza-
lipidos s-forilacion: Erk1/2, i ¢ Interaccién con actina, tubulina, dominio C de interacciona con dominios cién de syns
* Fosforilacién/ i CN otras syns SH3 e otras proteinas (c-Src, * Fosforilacion
defosforilacion *Unidn a ATP PI3K, endofilina A, PLC-y, : ATM
: PKA, CaMKly I *Interaccion con calmodulinay anexina IV ' anfifisina, intersectina,
CaMKIV, PP2A I = Fosforilacion: c-Src I sindapina)
*Interaccién Rab3A
» Fosforilacién/defosforilacién:
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Sitio de O-N-acetilglucosamina (modularia la capacidad de fosforilacién e interaccién con otras proteinas)
| Sitio de fucosilacién (regularia la degradacién por calpaina)
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Figura 4. Dominios en la secuencia de Synla de rata, modificaciones postraduccionales e interaccion
con lipidos y proteinas.
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EL SINAPTOSOMA COMO SISTEMA MODELO PARA EL ESTUDIO DEL CI-
CLO DE LAS VESICULAS SINAPTICAS Y LA LIBERACION DE NEURO-
TRANSMISOR

Los sinaptosomas son terminales nerviosas (también llamadas botones sindpticos
0, antiguamente, varicosidades) que han sido separadas del axén, y de la neurona pos-
tsindptica y la glia, durante la homogeneizacién del tejido. Luego de esto, la membrana
vuelve a sellarse, manteniendo en su interior el citoplasma intacto, el citoesqueleto, mito-
condrias, VSs y toda la maquinaria molecular presinaptica (Fig. 5). Es un sistema totalmen-
te funcional y es el mas simple que puede purificarse en mamiferos. Pueden prepararse a
partir de un homogenato de SNC (ya sea completo o sélo del area de interés) de cualquier
animal (vertebrado o invertebrado) sin importar su edad, a diferencia de los cultivos pri-
marios de neuronas u organotipicos que constituyen preparaciones metodolégicamente
mas complejas y con restricciones de edad (deben utilizarse animales en etapas prenatales
o postnatales tempranas) [84]. El método de homogeneizacién no afecta fuertemente la
formacién de los sinaptosomas [85] si se realiza en medios no iénicos e isosméticos [86], y
distintas técnicas de purificacién resultan en estructuras morfoldgicamente similares (ana-
lizadas por microscopia electrénica), que se diferencian en el grado de contaminacién con
restos celulares, mielina y mitocondrias libres [86-88]. Una desventaja de estas prepara-
ciones es que no son homogéneas en cuanto al tipo de neurotransmisor (no hay evidencias
gue durante la purificacion se favorezca alguna en particular), sin embargo recientemente
se han podido aislar poblaciones especificas de sinaptosomas (con un sélo tipo de neuro-
transmisor) en un alto grado de pureza utilizando marcadores y citometria de flujo [89].
Otra desventaja es que sinapsis de gran tamafio (como las de las fibras musgosas en el

cerebelo) sufren rupturas y no pueden ser purificadas por los métodos tradicionales.

La primer gran ventaja de los sinaptosomas es que constituyen una preparacién de
mitocondrias neuronales mas homogénea que las obtenidas por métodos de purificaciéon
de mitocondrias a partir de tejido nervioso, con el beneficio de que éstas ademas conser-
van su entorno fisiolégico, es decir, el citoplasma y la membrana plasmatica con sus com-
ponentes y mecanismos intactos [90]. Esto ha posibilitado el estudio de la velocidad y pa-
sos de produccidon de ATP, el metabolismo de glucosa, aminoacidos y sustratos oxidantes,
la transferencia de equivalentes reductores y de sustratos con el citosol, la cadena respira-

toria, la interdependencia entre la produccién de ATP vy la liberacién de Ca®* desde la mito-
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condria con el transporte de iones y nutrientes a través de la membrana plasmatica asi

como sus efectos en el ciclo de las VSs vy la liberacion de neurotransmisor [91].

La segunda gran ventaja es que los sinaptosomas son muy similares a las terminales
nerviosas intactas en cuanto a las propiedades eléctricas, bioquimicas, metabdlicas y mor-
foldgicas, ya sea que se comparen con cultivos neuronales o rodajas de tejido [86]. Esto ha
permitido el estudio de los mecanismos involucrados en el ciclo de las VSs, es decir: el fun-
cionamiento de la maquinaria de exocitosis y endocitosis, la participacién de diferentes
quinasas y fosfatasas, el descubrimiento y la purificacién de nuevas proteinas neuronales y
sus funciones, la cinética y la regulacién de la liberacién de neurotransmisor, el funciona-
miento de canales idnicos, el funcionamiento, el reciclado y la seializacidn de diferentes
receptores (ionotrdpicos y metabotrdpicos) y transportadores de membrana, la cinética de
los microdominios de [Ca?'], el efecto de neurotoxinas y otras drogas, los cambios neuro-
nales en enfermedades neurodegenerativas y durante el envejecimiento, etc. [86,90]. Re-
cientemente, mediante la combinacién de técnicas de microscopia de fluorescencia de alta
resolucidn, microscopia electrénica, protedmica, lipidémica y simulaciones de dinamica
molecular, y gracias al uso de los sinaptosomas, se pudo generar un mapa tridimensional
de una VS promedio (conteniendo las proporciones y distribuciones superficiales de los
distintos tipos de lipidos y proteinas que la forman) y también de una terminal nerviosa
completa (con la cantidad, distribucién y posiciéon de las proteinas y las organelas que la
componen; ver Fig. 5) [92,93]. Estos trabajos dejan en evidencia la extremada complejidad
de la presinapsis y de la red de proteinas que la conforman, mostrando una clara diferen-

cia entre los esquemas utilizados para explicar su funcionamiento y la realidad.

Figura 5. En la parte superior izquierda, imagen de microscopia electronica de un sinaptosoma (rea-
lizada en nuestro laboratorio), el cual contiene una mitocondria y numerosas vesiculas sindpticas en
forma de agregados, y se encuentra unido a la DPS (la cual se observa como una membrana con
mayor grado de tincion en la region inferior izquierda de la imagen). Centro izquierda, modelado de
una VS seccionada mostrando las proteinas que la conforman (tomado de [92]). A su lado, simula-
cion de una VS inmersa en la MI, es decir, el agregado de VSs. Zona inferior, se muestra la recons-
truccion tridimensional (a escala) del sinaptosoma. La ZA se esquematiza como una region rojiza de
la membrana sinaptosomal. La nomenclatura de las proteinas mostradas se encuentra en la parte
superior derecha (extraido de [93]).

INTRODUCCION Pagina 33



Alteraciones glutamatérgicas en la EAE

. iy
/B~ a-SNAP
Synuclein
&
AP 2 (mu2) APP
CAPS Clathrin
heavy chain
eh
<
Doc2A/8  Dynamin

&

Intersectin 1 Munci3a
X

Piccolo  PlP<kinase ly

s
Rim1 AMP 1
Septin 5 !NAP 25
(monomer)
Synapto- Synapto-
gyrin 1 Janin
Synapto-  Syndapin 1
tagmin 7

A

Syntaxin 13 Syntaxin 16

™
VAMP 4 vATPase
Actin in
(flament)  (flament)

P -
w @
Amphiphysin AP 180

¥ - da

Besecretase  Bassoon  Calmodulin

.

Actin
(monomer)

Clathrin  Complexin 1/2 csp
light chain
Endophilin Epsin 1 Hsc70
Munci8a NSF Parvalbumin

4

e

® %
aF e

SGiP1 SGTa SNAP 23
.
SNAP29  SV2A/B  Synapsin Vil
Synapto- Synapto- Synapto-
physin tagmin 1 tagmin 2
Syntaxin1  Syntaxin6  Syntaxin 7
Tu!ln VAMP 1 VAMP 2
(a/B-dimer)
wt - Wl
VGht12 VA VOAC
Y
Tubdlin Clathrin Syn!xlnl
(flament)  Triskelion Cluster

INTRODUCCION

Pagina 34



OBJETIVOS

Aprende del pasado, vive el presente, ten es-
peranza en el futuro. Lo importante es nunca

dejar de preguntarse.

Albert Einstein.
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Como se describio en la introduccion de esta tesis, tanto la EM como la EAE consti-
tuyen patologias con una amplia variedad de manifestaciones clinicas, y son producto de la
compleja interaccion entre factores ambientales, inmunoldgicos y neurolégicos. Ya no se
las considera enfermedades puramente desmielinizantes, sino que cada vez se le atribuye
mayor importancia a la componente neurodegenerativa. Este cambio en la comunidad
cientifica no sélo se debe al avance tecnolégico, sino también a la falta de correlacidn, tan-
to en pacientes como en modelos animales, entre la desmielinizacién y la acumulacién
irreversible de discapacidad. Sin embargo, a pesar del gran nimero de trabajos que se pu-
blican cada afio en esta drea, el mecanismo de neurodegeneracién Kaln no se conoce en
detalle. Particularmente, en nuestro laboratorio se describié por primera vez que, en un
modelo agudo de EAE, sinaptosomas corticales liberan menor cantidad del neurotransmi-
sor excitatorio glutamato [95]. Esto también fue observado, posteriormente, en un modelo
de EAE crénico por otro grupo de investigacion [27]. Mientras que estructuras como el
cerebelo, el estriado y el hipocampo han sido cldsicamente estudiadas en los ultimos afios,
las alteraciones y la participacién de la corteza cerebral en el desarrollo de la EAE han sido
pobremente exploradas. En pacientes con EM, cambios en la activacién y en la conectivi-
dad de la corteza han sido relacionados con problemas motrices, fatiga mental y deterioro
cognitivo general [44,46,49]. Por estas razones, el estudio de los mecanismos responsables
de la disfuncién neuronal en la corteza de animales con EAE no sélo seria novedoso sino

gue tendria relevancia para la comprension del proceso patoldgico en humanos.

K .. .y . . . . ..

La definicion de neurodegeneracion, incluye no sélo a la muerte neuronal y/o axonal, sino también a la
degradacion paulatina o el proceso de pérdida de las funciones y estructuras neuronales, que pueden o no ser
reversibles [94].
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OBJETIVO GENERAL

Comprender los eventos bioquimicos que llevan a la disfuncién neuronal en la cor-
teza de animales con Encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y su posible impli-

cancia en la induccién de los sintomas clinicos y el desarrollo de la enfermedad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

3 Analizar en detalle la liberacion de glutamato y sus componentes en sinaptosomas cor-

ticales durante diferentes etapas clinicas de la EAE.

3 Investigar las bases bioquimicas de las alteraciones en la liberacidn de glutamato:

o Examinar las fosfatasas y quinasas involucradas en el proceso de liberacidon del
neurotransmisor, con énfasis en cambios de fosforilacion y redistribucién subcelu-

lar de sinapsina .

o Caracterizar morfolégicamente a los sinaptosomas de ratas con EAE y estudiar la

movilizacion de vesiculas sindpticas.

3 Estudiar la posible correlacién espacial y temporal entre eventos inflamatorios y las

alteraciones presinapticas.
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MATERIALES

REACTIVOS

Adyuvante de Freund completo (AFC), albumina sérica bovina (ABS), enzima deshi-
drogenasa de glutamato (GDH), NADP®, cido L-glutdmico y 4-aminopiridina (4-AP) fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich Co. LLC (St. Louis, MO, USA). Percoll fue obtenido de GE
Healthcare (General Electric Company, Fairfield, CT, USA). TRIzol Reagent, DNAsa | y SYBR
green PCR master mix se adquirieron en Invitrogen (Life Technologies, Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA). Inhibidor de RNAsas recombinante (RNasin) y enzima trans-
criptasa reversa M-MLV se compraron en Promega (Madison, WI, USA). Cuando fue nece-
sario, la concentracién de proteinas de las muestras fue determinada mediante el método
de Bradford utilizando un reactivo comercial (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). El resto de reac-

tivos utilizados fueron de calidad analitica, de la mayor pureza disponible.

MIELINA BOVINA

La mielina total se obtuvo a partir de médula espinal bovina fresca siguiendo el pro-
tocolo de purificacidon de Haley y cols. [96], el cual consiste en tres ciclos de ultracentrifu-
gacion (75.000 x g) en un gradiente discontinuo de sacarosa (0,8 y 0,32 M), alternados con
lisis osmadtica en agua bidestilada y deionizada. La fraccion de membranas de mielina re-

sultante fue liofilizada durante 24-48 h y almacenada a -20 °C.

ANIMALES

Se utilizaron ratas de una cepa originalmente Wistar endocriada en el Bioterio del
Departamento de Quimica Bioldgica-CIQUIBIC de la Facultad de Ciencias Quimicas por mas
de 40 afios. Los animales fueron mantenidos en condiciones estandares de luz y tempera-
tura, y fueron tratados de acuerdo a las regulaciones de la Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio del Instituto nacional de salud (NIH) de los Estados Unidos. El Co-
mité para el uso y cuidado de animales de la Facultad de Ciencias Quimicas aprobé todos
los procedimientos experimentales utilizados (exp. No. 15-99-40426), los cuales fueron

disefiados de manera de minimizar el sufrimiento y el nimero de los animales usados.
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ios y secundarios empleados en la presente tesis de doctorado.

icuerpos primar

Tabla 1. Ant
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METODOS

INDUCCION ACTIVA DE LA EAE

Ratas de 40-45 dias de edad, de ambos sexos, fueron anestesiadas con una inyec-
ciéon intraperitoneal (ip) de una mezcla de ketamina:xilazina 3:1 (100 plL cada 100 g de peso
corporal). Posteriormente fueron inyectadas intradérmicamente en las almohadillas de
grasa de ambas patas traseras con 0,5 mL de una emulsién constituida por 8 mg de mielina
bovina homogeneizada en 0,25 mL de AFC y 0,25 mL de solucién tampdn de fosfato salino
(PBS; grupo EAE). Los animales controles recibieron 0,5 mL de la misma emulsién sin pre-

parado antigénico (grupo AFC).

A fin de seguir el curso clinico de la patologia los animales fueron pesados y exami-
nados diariamente. La severidad de los signos clinicos fue graduada de acuerdo a la si-
guiente escala: 0- similar al control; 1- flacidez de la cola, dificultad para recuperar la posi-
cién normal; 2- ataxia moderada, paralisis de las extremidades posteriores; 3- ataxia seve-
ra, paralisis completa de las extremidades posteriores e incontinencia urinaria; 4- cuadri-

plejia severa; 5- estado moribundo o muerte.

PERFUSION E HISTOLOGIA

El dia de aparicidn de los signos clinicos, 2 animales de cada grupo experimental
(EAE y AFC) fueron anestesiados con una mezcla de ketamina:xilazina 3:1 (200 pL cada 100
g de peso corporal). Con el fin de fijar el tejido cerebrar se realizé una perfusién utilizando
una bomba peristaltica P-3 (cédigo 19-0626-01, Pharmacia, Estocolmo, Suecia), con man-
gueras de goma de 2 mm de didmetro interno (1 mm de espesor) y agujas de puntas ro-
mas de 21 G. La misma se realizé a través del ventriculo cardiaco izquierdo, previa oclusion
de la aorta descendente de forma tal de sélo fijar el cerebro. Primeramente se lavé la san-
gre con solucién tampodn de fosfato 0,1 M (PB; 0,016 M NaH,PQ,4, 0,084 M Na,HPQO,4) a 4 °C
y a 1.000 mL/h por 10 min. A continuacién se fijo el tejido con paraformaldehido (PFA) 4 %
en PBaa4°Cya600 mL/h por 30 min. Cerebro, cerebelo y tronco encefélico fueron ex-
traidos de la cavidad craneal e incubados en PFA 4 % en PB a 4 °C por 24 h. Para criopro-
teccion, los tejidos fueron pasados a soluciones de sacarosa de concentracién creciente

(15 % y 30 % en agua bidestilada y deionizada) hasta que decantaran al fondo del recipien-
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te. Finalmente, fueron embebidos en medio de montaje Cryoplast® (Biopack, Buenos Ai-
res, Argentina) y conservados a -80 °C. Secciones sagitales de 20 um de espesor fueron
cortadas con criostato y adheridas a portaobjetos de vidrio previamente silanizados. De

esta forma se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

I. Azul de Toluidina

Esta tincion se utilizé para nalizar la apariencia e integridad del tejido. Se empled
una solucién de azul de toluidina 0,25 % en tampdn acido (acido acético 0,088 M, acetato
de sodio 0,012 M). Los criocortes, previamente secados durante toda la noche a 37 °C, se
colorearon por 30 s sumergidos en azul de toluidina, y luego se lavaron con agua destilada.
Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente y se montaron con liquido de mon-

taje simil balsamo de Canada.

II. Azul de Luxol Rapido

Esta es una tincidn cldsica para marcar mielina en el SNC. Se secaron los criocortes
toda la noche a 37 °Cy se lavaron 2 veces por 5 min en PBS. Posteriormente se incubaron
en la solucién de azul de luxol rapido (azul de luxol rdpido 1,0 %, etanol 95 %, dcido acético
0,5 %) toda la noche, en oscuridad, a 60 °C. El dia siguiente, se enjuagaron las muestras
con alcohol 95 % y agua destilada. Luego se realizo el siguiente procedimiento: incubacion
en Li,CO3 0,05 % por 30 s, dos cambios de etanol 70 % por 30 s, y lavado en agua destilada
por 1 min. Este ciclo se repitié varias veces hasta observar contraste de color azul-celeste
entre la MB y la MG. Finalmente, se deshidrataron los cortes en soluciones de concentra-
cién creciente de etanol (70 %, 95 % y 100 %, durante 30 s cada una) y se montaron con

liqguido de montaje simil balsamo de Canada.

Los tejidos teiidos con azul de toluidina o con azul de luxol rapido fueron observa-
dos y fotografiados utilizando un microscopio Axioplan (Carl Zeiss) equipado con objetivos

20x y 40x (de aire) y una cdmara Olympus XM10.

III. Inmunohistoquimica

Los criocortes fueron secados durante toda la noche a 37 °C y se lavaron en PBS 3
veces por 10 min cada una. Luego los tejidos se permeabilizaron durante 15 min a tempe-
ratura ambiente con Tritén X-100 0,2 % en PBS, y se bloquearon con SFB 4 % (preparado
en la solucion de permeabilizacién) por 1 h a temperatura ambiente. A continuacion, se

agregaron los anticuerpos primarios (preparados en solucidn de bloqueo, ver diluciones en
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Tabla 1) y se incubaron toda la noche a 4 °C (todo el procedimiento debe realizarse en ca-
mara humeda). Al dia siguiente se lavaron los cortes con PBS 3 veces por 10 min cada una
y se marcaron con los anticuerpos secundarios (preparados en PBS, ver diluciones en Tabla
2) durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se incubd con una solucién de DAPI
por 5 min a temperatura ambiente, se realizaron tres lavados de 10 min y se monté utili-
zando Mowiol. Los tejidos fueron fotografiados utilizando un microscopio confocal Olym-
pus Fluoview 1000, objetivos 20x y 60x (de inmersién), y se analizaron con el programa

Imagel (NIH). Las dreas a fotografiar se seleccionaron mediante la coloracién con Dapi.

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

I. Obtencion de sinaptosomas

Los sinaptosomas fueron purificados segun la técnica descripta por Dunkley y cols.
[97], puesta a punto en nuestro laboratorio por Vilcaes y cols. [95]. Los animales fueron
sacrificados por decapitacién y cerebro y cerebelo fueron extraidos. El cerebro fue disec-
tado y se extrajo la corteza frontal, la cual incluye a las cortezas motriz y prefrontal (ver
detalles y coordenadas del corte referidas al atlas en el Anexo I).

Los tejidos fueron homogeneizados individualmente en 10 mL de solucién del gra-
diente (GB; sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM, DTT 1,25 mM, pH=7,3-7,4) y centrifugados a
3.000 x g por 5 min a 4 °C. El sobrenadante resultante se colocé sobre un gradiente discon-
tinuo compuesto de fases de Percoll 3 %, 10 % y 23 % (preparado en GB, pH=7,3-7,4), y fue
centrifugado a 32.500 x g durante 5 min a 4 °C. De esta forma los restos membranosos vy la
mielina son retenidos en la interfase entre el Percoll 3 % y el 10 %, los sinaptosomas se
acumulan en la interfase formada entre el Percoll 10 % y el 23 %, y las mitocondrias sedi-
mentan a la base del tubo. Los sinaptosomas son extraidos (2 mL aproximadamente), re-
suspendidos en 20 mL de solucién tampon de HEPES (HBM; NaCl 140 mM, KClI 5 mM,
NaHCO3 5 mM, Na,HPO,4 1,2 mM, D-Glucosa 10 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 10 mM, pH=7,4),
y centrifugados a 27.000 x g por 10 min a 4 °C. El sedimento resultante fue resuspendido
suavemente en 2 mL de HBM y conservado a 4 °C hasta su uso. En estas condiciones, los

sinaptosomas conservan su funcionalidad durante unas 4-5 h.
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II. Obtencion de vesiculas sinapticas y membrana sinaptosomal

El protocolo de obtencion de vesiculas sindpticas fue disefiado en base al de Hutt-

ner y cols. [98] (ver control de identidad y contaminacion de las diferentes fracciones sub-

celulares en la Fig. 6). Los sinaptosomas fueron sometidos a un choque osmdético mediante

dilucién 1:9 con agua bidestilada y deionizada, y homogeneizados vigorosamente durante

2 min. A esto se le adicionaron 100 pL de HEPES/NaOH 1 M pH=7,4 y se incubd a 4 °C du-

rante 30 min, tras lo cual se centrifugd a 25.000 x g por 20 min a 4 °C. El sedimento resul-

tante corresponde a la fraccion de membranas sinaptosomales (principalmente plasmati-

ca). El sobrenadante volvié a centrifugarse, a 200.000 x g durante 1 h 30 min a 4 °C. La

fraccién de vesiculas sindpticas aparece como un sedimento muy pequeiio, difuso y trans-

parente cerca de la base del tubo.
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Figura 6. Revelado por Western blot de marcado-
res especificos en las diferentes fracciones subcelu-
lares. Na+/K+-ATPasa se utilizé como marcador de
membrana plasmdtica. VGIuT1 como marcador de

vesiculas sindpticas (recordar que la fraccion de
membrana sinaptosomal incluye vesiculas ancla-
das). Observar los bajos niveles de Sinapsina | en el
citoplasma sinaptosomal. Tubulina muestra una
distribucion ubicua, validando su uso como control
de siembra. En la calle de Sinaptosoma se sembro
la mitad de muestra (medidos como ug de protei-
na) que en el resto de calles.

ENSAYO DE LIBERACION DE GLUTAMATO

El seguimiento del glutamato liberado por los sinaptosomas se realizé en base a la

metodologia descripta por Nicholls y Sihra [99], y posteriormente puesta a punto en nues-

tro laboratorio por Vilcaes y cols. [95]. La misma consiste en medir el glutamato de manera

indirecta acoplandolo a la siguiente reaccidn:

L-Glutamato
Deshidrogenasa

L-Glutamato

a-Cetoglutarato + NH;

/7N

NADP*

NADPH
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Ya que NADPH es una molécula fluorescente, esto permite seguir en tiempo real la
liberacion de glutamato, excitando la muestra a 340 nm y midiendo la emisién a 455 nm

(ancho de rendijas de 5y 3 mm respectivamente).

Las muestras de sinaptosomas fueron diluidas en HBM a una concentracidn final de
300 mg de proteinas cada 1 mL y trasvasadas a una cubeta de cuarzo a 37 °C con agitacion
continua en un espectrofluorémetro FluoroMax-P (HORIBA Jobin Yvon, Kyoto, Japdn). Lue-
go de 2 min, se agregaron NADP* 1ImM y CaCl, 1,2 mM o CdCl, 10 pM, y se incubé durante
otros 3 min. Luego se adiciond la enzima GDH, 50 pu/mL, y se esperd hasta que el glutama-
to extrasinaptosomal fuera consumido por completo (aproximadamente 5 min, ver Fig. 7).
Para despolarizar los sinaptosomas e inducir la liberacién de neurotransmisor se utilizé 4-
AP 3 mM, una droga que bloquea canales de potasio dependientes de voltaje de la familia
Kv1l generando una estimulacién repetitiva que simula a la excitacién fisiolégica [100]. La
liberacion de glutamato se siguid indirectamente mediante el registro de la fluorescencia
de NADPH cada 1 s durante 8-10 min, tiempo en el cual la cantidad de glutamato liberado
alcanza una meseta. En ese momento, se adicionaron como patrén interno 4 nmol de L-
glutamato, cuyo cambio de fluorescencia se utilizé para transformar la intensidad de emi-

sién en nmol de glutamato liberados por mg de proteina sinaptosomal (Fig. 7).

Seguimiento de |a fluorescencia de NADPH en tiempo real

1.6e+6

Figura 7. Seguimiento en
tiempo real de la fluorescencia
de NADPH en sinaptosomas de

cerebro de ratas Wistar nor-
males. Luego de que la GDH
ha consumido todo el gluta-
mato extrasinaptosomal, se
despolariza con 4-AP. La can-
tidad de glutamato liberado se
cuantifica a través de la sefial
del patron interno (previamen-
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CUANTIFICACION DEL GLUTAMATO TOTAL INTRASINAPTOSOMAL

Una alicuota de 150 pg de proteina de las muestras empleadas para el ensayo de
liberacion de glutamato fue centrifugada a 10.000 x g por 5 min a 4 °C y el sedimento fue
sometido a un choque osmético y disolucién de membranas por resuspensién vigorosa en
agua bidestilada y deionizada con Tritén X-100 0,5 %. Luego de una incubacion a 4 °C du-
rante 1 h, se centrifugd a 100.000 x g por 30 min a 4 °Cy se diluyd al sobrenadante 10 ve-
ces con HBM. Para medir la concentracion de glutamato, se les agregd a las muestras
NADP* 1 mM y GDH 50 u/mL y se incubaron a 37 °C durante 20 min, midiéndose la emisién
de fluorescencia a tiempo final (integrando la sefial 20 s). La curva de calibracion se realizé
con muestras de L-glutamato de diferente concentracidn, preparadas en HBM y sometidas

a la misma catalisis enzimatica que las muestras.

INMUNOFLUORESCENCIA DE SINAPTOSOMAS

La técnica fue desarrollada en base a la descripta por Milldn y cols. [101], quienes
gentilmente nos enviaron el protocolo detallado, el cual luego fue modificado para adap-

tarlo a nuestro sistema experimental.

Una suspension de sinaptosomas en HBM de concentracién 1 mg de proteina cada
1,5 mL fue incubada a 37 °C durante 15 min y disgregada suavemente con pipeta automa-
tica. 80 pL de esta suspension se colocaron sobre cubreobjetos (redondos, 12 mm de dia-
metro) previamente poli-lisinados y se incubaron durante 45 min a temperatura ambiente
para permitir su adhesion a la superficie. Luego los sinaptosomas se fijaron durante 5 min
con PFA 4 % en PBS (pH=7,4) y se pretrataron por 15 min con Tritén X-100 0,1 % y Glicina 1
M en PBS (pH=7,4), para permeabilizar las membranas y disminuir la fluorescencia intrin-
seca, respectivamente. Los anticuerpos primarios fueron preparados en PBS con ASB1 %y
Tritén X-100 0,1 % (ver diluciones en Tabla 1), e incubados toda la noche a 4 °C en cdmara
himeda. Luego de lavar, los anticuerpos secundarios se agregaron (ver Tabla 2), en la
misma solucién tampon de los primarios, y se incubaron durante 1 h a temperatura am-
biente, en cdmara humeda. El montado se realizé con FluorSave™ (Calbiochem, EMD Bios-
ciences, La Jolla, CA, USA) y los sinaptosomas fueron observados con un microscopio
FV300 (Olympus, Tokyo, Japan) con un objetivo 60x y 2x de aumento. Para el analisis de la

colocalizacidn, se utilizé el programa ImageJ (NIH). Las imagenes fueron binarizadas y los
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canales rojo y verde se multiplicaron, la cantidad de particulas en la imagen resultante
corresponden a los sinaptosomas con colocalizacion de ambas marcaciones. Se conté el

numero de particulas circulares con didmetro entre 0,5y 1,5 um.

ENSAYO DE FOSFORILACION DE PROTEINAS

El procedimiento fue disefiado en base al descripto anteriormente por Vilcaes y
cols. [95], con leves modificaciones. Distintas alicuotas de 150 pg de sinaptosomas fueron
resuspendidas en 500 puL de HBM e incubadas a 37 °C por 2 min. Luego se agregd CaCl, 1,2
mM por otros 3 min (esta serd la condicion basal o tiempo 0 min), tras los cuales se afiadié
4-AP 3 mM. En cada alicuota se frend la reaccion a diferentes tiempos mediante la centri-
fugacidn en frio a 10.000 x g por 30 s seguida rdpidamente de vigorosa resuspension del
sedimento en solucién de muestra (SB; SDS 3 %, glicerol 10 %, Tris-HCI 0,067 mM, B-ME
5%, azul de bromofenol, en agua bidestilada y deionizada) con inhibidores de fosfatasas
(NaF 10 mM, NasVO4 1 mM, glicerofosfato 1 mM). Finalmente, las muestras se calentaron
a 100 °C por 5 min, se centrifugaron 1 min para decantar posibles agregados, y se sembra-
ron en geles de poliacrilamida para analizar los niveles de proteinas totales y fosforiladas.
En otros casos, la despolarizacién de los sinaptosomas fue frenada por centrifugacion se-
guida de resuspension en agua bidestilada y deionizada con NaF 1 mM (choque osmético),
y se continud con el protocolo de purificacidon de vesiculas sindpticas descripto anterior-

mente.

ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

Cantidades iguales de proteinas fueron separadas por SDS-PAGE [102]. Resumida-
mente, se utilizaron geles de poli-acrilamida al 10 % y de 1 mm de espesor, y la corrida
electroforética se realizd a voltaje creciente, desde 120 V a 180 V. Luego, las proteinas
fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (poro de 0,45 pum) durante 60
min a 350 mA. Para realizar el western blot, las membranas fueron bloqueadas con ABS 4
% en solucion tampon de Tris salino con Tween20 (TBS-T; Tris-HCl 20 mM, NaCl 137 mM,
Tween20 0,1 %, pH=7,6). La incubacion de los anticuerpos primarios (ver diluciones en la
Tabla 1) se realizd en TBS-T con ABS 1 %, toda la noche en agitacién a 4 °C. Los anticuerpos
secundarios unidos a una molécula fluorescente (ver Tabla 1) se diluyeron en TBS-T y se

incubaron por 1 h a temperatura ambiente en agitacidon. Luego de varios lavados, las
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membranas fueron escaneadas con el equipo Odyssey Infrared Imager (LI-COR Inc., Lin-
coln, NE, USA) y las imagenes fueron analizadas utilizando el programa GelAnalyzer2010a
(Lazer software). Las membranas fueron reutilizadas hasta tres veces, permitiendo la de-
teccion de diferentes proteinas y de sus formas total y fosforilada en el mismo experimen-
to. Para ello, se realizd un tratamiento que desnuda a la membrana de todas las proteinas
asociadas a ella y que consiste en incubacién en una solucién de NaOH 2 M durante 5 min
a temperatura ambiente y en agitacidn. A continuacion, se repitio el protocolo de Western
blot desde el paso de bloqueo en adelante. En todos los casos, se marcé la proteina fosfo-

rilada en primera instancia y la proteina total en un segundo paso.

El grado de fosforilacion de las diferentes proteinas analizadas se relativizé a la in-
tensidad de fluorescencia de la proteina total correspondiente. Las proteinas totales se
normalizaron a la sefial de Blll-tubulina (ésta ultima utilizada como un control de siembra).
Todos los resultados se expresan como % con respecto al control (es decir, el grupo AFC en
condiciones basales), el cual fue medido por duplicado y de manera independiente para

cada experimento.

La cantidad de muestra (en ug de proteinas) y la concentracidn de los anticuerpos
primarios empleados para los experimentos de Western blot se estandarizaron mediante
curvas de cambio de intensidad de marcacion en funcidon de cambios de concentracién de
ambas variables. De este modo se asegurd que los experimentos se realizaran en condicio-
nes donde la intensidad de marcacién variara linealmente con la concentracidn de la pro-

teina de interés, validando su cuantificacion.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

La técnica fue realizada en colaboracion con la Dra. Ana Lucia De Paul, del Centro

de Microscopia Electrdnica, Facultad de Ciencias Médicas, INICSA (CONICET).

Los sinaptosomas fueron resuspendidos en HBM e incubados a 37 °C por 5 min, con
la adicion de CaCl, 1,2 mM los ultimos 3 min (ésta es la condicidn basal). A continuacion, se
agrego 4-AP 3 mM vy las muestras fueron mezcladas por inversion suavemente durante 3 s
(ésta es la condicion estimulada). La reaccién fue frenada por dilucién con solucién de ca-
codilato de sodio 0,1 M y centrifugacién a 200 x g a 4 °C por 3 min. Los sinaptosomas se-

dimentados se lavaron dos veces con la solucién de cacodilato de sodio (sin resuspender
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para evitar ruptura de membranas) y luego se fijaron toda la noche en una mezcla de for-
maldehido 4 % y glutaraldehido 2 % en cacodilato de sodio 0,1 M. Las muestras se trataron
con OsO4 1 % durante 1 h y se tifieron en bloque con acetato de uranilo 1 % en solucion
tampon de acetato 0,1 M (pH=5,2) por 20 min. Luego se deshidrataron con una serie de
lavados en acetona fria de concentracidn creciente y se embebieron en resina epoxi (Aral-
dite). Secciones finas (60 nm) se cortaron utilizando un ultramicrétomo JEOL JUM-7 (Ni-
kon, Tokyo, Japdn) con cuchilla de diamante. Las secciones fueron tefiidas con acetato de
uranilo y citrato de plomo, y examinadas usando un microscopio electrénico Zeiss Leo 906
E equipado con una camara digital (Zeiss, Oberkochen, Alemania). 25-35 imagenes fueron

analizadas por muestra de manera doble ciego, utlizando el programa Imagel (NIH).

REAL TIME RT-PCR!

I. Purificacion del ARN

Dentro de las primeras 24 hs desde la aparicidn del primer signo clinico, animales
de los grupos AFC y EAE fueron sacrificados rapidamente por decapitacién y los cerebros
fueron removidos. Se disecciond la corteza frontal y se congeld instantdneamente en aire

liquido. Las muestras se guardaron a -80 °C hasta su uso.

Los tejidos (50-100 mg) se pulverizaron en frio, se resuspendieron en 1 mL de TRI-
zol Reagent y se incubaron a temperatura ambiente por 5 min. EI ARN se extrajo mediante
el agregado de 0,2 mL de cloroformo de alta calidad y centrifugaciéon a 13.800 x g a 4 °C
por 15 min. 0,4 mL de la fase superior acuosa fueron incubados toda la noche a -20 °C con
1 mL de isopropanol de alta calidad, para permitir la precipitacion del ARN. Este precipita-
do fue lavado dos veces con etanol 70% en frio y posteriormente se cuantifico el contenido
de ARN mediante la medicién de la absorbancia a 260 nm (se utilizd la relacion

Abs60nm/Abs230nm como medida del grado de pureza).

II. Transcripcién reversa

1 pug de ARN se incubd a temperatura ambiente con la enzima DNAsa | (siguiendo
las instrucciones del fabricante) para eliminar la posible contaminacion con ADN gendmi-

co. Para sintetizar el ADN copia (o cDNA, por sus siglas en inglés), el producto del paso an-

L , . , . . ~ . .pe .
Esta técnica es cominmente conocida por su nombre en lengua inglesa, en espafiol significa reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real tras transcripciéon reversa (RT).
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terior se incubd con oligonucledtidos hexaméricos al azar, deoxinucledtidos y la enzima
transcriptasa reversa M-MLV, en presencia de un inhibidor de RNAsas, en un volumen final
de 25 uL (siguiendo las especificaciones del fabricante). La transcripcidn reversa se realizd
en el termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) en un solo

ciclo como sigue: 6 min a 25 °C, 60 mina 37 °C, 18 mina 70 °Cy 10 min a 4 °C.

El cDNA generado se llevd a un volumen final de 175 plL con agua milliQ estéril y se

conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

III. PCR en tiempo real

En cada tubo para PCR se mezclaron 6 uL de cDNA, 0,375 uL de cada solucién ma-
dre 10 uM de primer (su concentracién final sera de 250 nM, las secuencias de los inicia-
dores o primers se obtuvieron de trabajos previos de otros grupos [103-105], ver Tabla 2),
7,5 uL de SYBR green PCR master mix y se llevé a un volumen final de 15 uL con agua mi-
[liQ estéril. Se prepararon triplicados para cada muestra. La PCR en tiempo real se realizo
en el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, Venlo, Limburgo, Paises Bajos) respetando el

siguiente protocolo:

e Desnaturalizacion inicial: 10 min a 95 °C.

e Amplificacién (45 ciclos): desnaturalizacion 15 s a 95 °C, hibridaciéon 30 s a 60 °Cy exten-
sién 30 sa 70 °C.

e Para corroborar la presencia de un solo producto se realizé siempre una curva de des-

naturalizacion del ADN cubriendo el rango de 50 a 95 °C.

SECUENCIAS de los INCIADORES o PRIMERS para PCR

ARN Niamero de Secuencias 5'—3’ Tamafio del
mensajero acceso Directo Reverso amplicén
5100B NM_0131911 GGGTCACCTGTAAGAATCAA GAGGACAAGCAGTTGTAA 153 pb
GFAP NM_017009.2 GACCGCTTTGCTAGCTACATCG GGTTTCATCTTGGAGCTTCTGC 246 pb
IL-1pB NW_047658 CACCTCTCAAGCAGAGCACAG GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC 79 pb

IL-1R1 NW_0478614.1 GTTTTTGGAACACCCTTCAGCC ACGAAGCAGATGAACGGATAGC 105 pb

IL-& M26745 TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC | TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC 79 pb

TNFo D00475 AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC | TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC 111 pb

Tabla 2. Secuencias de los primers empleados en la presente tesis de doctorado.
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La semi-cuantificacidn se llevo a cabo mediante el método de AACT. Primeramente,
se calculd la diferencia entre el valor de C;" del ARN mensajero amplificado de interés y el
valor de Cy de un gen de expresidn constitutiva (en nuestro caso, GAPDH). Luego, se calcu-
16 la diferencia entre el AC; obtenido para cada muestra y el de una muestra control o re-
ferencia (en nuestro caso, el ACy promedio del grupo AFC se empleé como control). El re-
sultado del experimento se expresé como 2 elevado al - AAC;.

Finalmente, cabe destacar que tanto la concentracion empleada de cDNA como de
los primers, el protocolo de PCR y el umbral para la determinacion del Cy se establecieron
experimentalmente mediante curvas de calibracion (CT vs log[Dilucidncpnal). Las condicio-
nes experimentales seleccionadas presentaron una eficiencia de PCR de (100+10) % para

todos los primers.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de los datos experimentales se desarrollé usando el programa Prism 5
(GraphPad Software). Los resultados se expresan como promedio + SEM. En aquéllos expe-
rimentos donde sélo hay una variable entre los grupos (por ejemplo, los niveles totales de
proteina o de ARN mensajeros) se aplicé test t cuando habia dos grupos experimentales y
ANOVA de una via cuando habia tres grupos experimentales. Si este andlisis revelaba efec-
tos significativos (p<0,05), se proseguia con una comparacién por pares de los promedios
(aplicando la prueba de Dunnet de comparaciones multiples). Para los experimentos don-
de habia mas de dos variables entre los grupos (por ejemplo, diferentes tiempos de esti-
mulacién) se aplicd6 ANOVA de dos vias. En caso de encontrar diferencias significativas, se
realizd un analisis posterior comparando todas las condiciones para cada variable (em-
pleando la prueba de Bonferroni). En todos los casos, se consideré un p<0,05 como una

diferencia entre grupos estadisticamente significativa.

M . . P . .

C; es el ciclo umbral de la PCR, se define como el nimero de ciclos de PCR que son necesarios para obte-
ner sefal de fluorescencia positiva, es decir, una cantidad de producto por encima del nivel basal. Varia de
manera inversa con la cantidad inicial de templado.
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Nous ne voyons guére en somme que ce que nous
sommes préparés a voir, ce que nous voulons et avons
appris a voir; nous faisons abstraction de tout ce qui

ne fait pas partie de nos préjugés.

Jean-Martin Charcot.




Alteraciones glutamatérgicas en la EAE

CARACTERIZACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO EN LA
CORTEZA FRONTAL DE RATAS CON EAE

LA REDUCCION EN LA LIBERACION DE GLUTAMATO APARECE CONJUN-
TAMENTE CON LOS SIGNOS CLINICOS

Con el fin de dilucidar la cronologia de los cambios en los sinaptosomas de corteza
frontal en relacién al curso clinico de la EAE, se midid la liberacion de glutamato, inducida
por 4-AP, a diferentes dpi. Mientras en el grupo control (AFC) los valores de glutamato
exocitado fueron constantes a lo largo del tiempo (datos no mostrados), éstos variaron
coincidentemente con el desarrollo de la patologia en los animales con EAE. Los defectos
en la liberacion de glutamato no sélo se encontraron en la corteza frontal, sino también en
otras areas del SNC, como el estriado dorsal y el cerebelo, mostrando una cinética coinci-
dente con el curso clinico de la EAE en todos los casos (ver Anexo Il). En esta tesis, nos cen-

traremos en el estudio de las alteraciones presindpticas en la regién frontal de la corteza.
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Figura 8. A. Cambio de peso corporal promedio y graduacion clinica en funcion de los dpi (datos de
5 experimentos independientes, N=10 animales por grupo). Encuadrados en colores se muestran los
dpi a los cuales se midid la liberacion de glutamato. Se tomé un punto durante la fase inductora o
preclinica de la patologia (EAE Pre 10dpi), dos puntos durante la fase efectora (11-12 dpi o
EAE<24hs; 12-14 dpi o EAE<48hs) y tres puntos durante la fase de recuperacion (primeras horas de
recuperacion o EAE 72-96hs; recuperacion moderada o EAE Rec 20dpi; recuperacion completa o
EAE Rec 30 dpi).

B. Glutamato total liberado durante 8 min (relativizado a los mg de proteinas sinaptosomales) para
los diferentes grupos (sinaptosomas purificados de corteza frontal, datos de 3 experimentos inde-
pendientes, N=4-6 animales por grupo, % p<0,05).
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Como puede observarse en la Fig. 8B, el grupo EAE mostré una disminucion en la
cantidad de glutamato liberado, concomitantemente con la aparicidn de los signos clinicos
(dentro de las primeras 24 hs de desarrollada la paralisis, representado como EAE<24hs).
Este cambio se mantuvo durante aproximadamente 48 hs, tendiendo a valores similares al
control cuando los animales comenzaban a recuperarse de la patologia y manteniéndose
en dichos niveles luego de la recuperacion total. Atento a que en esta tesis la induccién de
la EAE llevd a una incidencia del 100 %, con graduaciones y cursos clinicos homogéneos en
cada experimento y entre experimentos independientes, se pudo analizar la liberacién de
glutamato en periodos pre-sintomaticos, encontrandose niveles equivalentes a los del
grupo AFC (barra amarilla en la Fig. 8B). Esto indica que la aparicién de las alteraciones
presindpticas en neuronas glutamatérgicas ocurre concomitantemente con la manifesta-
ciéon de los signos clinicos clasicos de la EAE, siguiendo ambos procesos un curso temporal

agudo concurrente.

Para la realizacién de los estudios subsiguientes, se eligieron 3 grupos experimenta-
les de los nombrados en la figura 8: el grupo control negativo o AFC, el grupo de animales
enfermos o EAE (correspondiente a EAE<24hs) y el grupo de ratas recuperadas completa-

mente de los signos clinicos o EAE Rec (correspondiente a EAE Rec 30 dpi).

LA CINETICA DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO DEPENDIENTE DE
CALCIO SE ENCUENTRA ALTERADA EN LA REGION FRONTAL DE LA
CORTEZA

Dado el alto nimero de recambio de la enzima GDH, la velocidad de aparicién de
glutamato en el ensayo de liberacidn (Fig. 7) depende de la rapidez con que este neuro-
transmisor es exocitado. Esto permite obtener informacion cinética acerca del proceso de
liberacidon. Como se observa en la Fig. 9B, y al igual que se menciond anteriormente, la
cantidad total de glutamato exocitado por sinaptosomas del grupo EAE se encuentra dis-
minuida aproximadamente un 25 %. Esto podria deberse a varias razones: un menor con-
tenido de glutamato total en terminales del grupo EAE, una menor proporcion de sinapto-
somas glutamatérgicos en las preparaciones, fallas en las maquinaria de liberacién, o una
combinacién de varios de estos factores. En cuanto a la primera opcién, mediante lisis de

los sinaptosomas se midid el glutamato total intraterminal y se encontraron cantidades
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comparables en todos los grupos experimentales, descartando este factor como responsa-

ble de las alteraciones en la liberacién (Fig. 9E).

Por otro lado, al analizarse la liberacién de glutamato a tiempos cortos, se encontré
gue también la velocidad inicial de liberacién es menor, es decir que ocurre mas lentamen-
te, en sinaptosomas de corteza frontal del grupo EAE (Fig. 9D). Junto con lo discutido en el
parrafo anterior, esto indica que probablemente fallas en la maquinaria presindptica estén
contribuyendo a los cambios observados. Por ultimo, como se nombré anteriormente, las
alteraciones en la liberacién de glutamato se revierten en el grupo de animales recupera-

dos completamente de los signos clinicos.
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Figura 9. A. Cinética de la liberacion de glutamato. B. Glutamato liberado durante 8 min (F=3,498).
C. Liberacion de glutamato independiente de [Ca**];(F=0,3308). D. Velocidad de liberacion a tiem-
pos cortos (F=2,078). E. Contenido total de glutamato intrasinaptosomal (F=1,169). Sinaptosomas
purificados de corteza frontal, datos de 5 experimentos independientes, N=10 animales por grupo

(% p<0,05).

El glutamato liberado durante este tipo de ensayos proviene de dos fuentes: una li-
beracion dependiente del aumento de [Ca®']; y que es producto de la fusién de las VSs; v
una liberacién independiente de [Ca®"]; mediada por la accion reversa de transportadores
de glutamato de membrana plasmatica [106]. Para dilucidar si ambos tipos de liberacion se
encuentran afectados en la EAE o si, por el contrario, sélo uno de ellos es el responsable,

se midié la liberacién de glutamato, inducida con 4-AP, en ausencia de Ca“" extracelular y
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en presencia de CdCl,. EI Cd** es un bloqueante de amplio espectro de CCAV. De esta for-
ma se midid la liberacién de glutamato independiente de [Ca®']; (Fig. 9C), encontrandose
niveles similares en los tres grupos experimentales. Esto indica que solamente la liberacién
de glutamato dependiente del aumento de [Ca**]; se encuentra afectada en la corteza

frontal, durante la etapa aguda de la EAE.

Llamativamente, las alteraciones detalladas anteriormente no se observaron en si-
naptosomas purificados del resto de la corteza. Es decir, las terminales nerviosas purifica-
das tanto del grupo AFC como de los grupos EAE y EAE Rec se comportaron de modo simi-
lar (Fig. 10). Esto podria indicar que los cambios estarian concentrados en la region frontal,
aunque no podemos descartar que haya areas afectadas en el resto de la corteza (ya que

no realizamos subdivisiones de dicha region).
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Figura 10. A. Cinética de la liberacion de glutamato en sinaptosomas purificados del resto de la
corteza cerebral. B. Glutamato liberado durante 8 min (F=0,4336). C. Liberacion de glutamato inde-
pendiente de [Ca**];(F=0,1981). D. Velocidad de liberacion a tiempos cortos (F=0,6046). E. Conteni-
do total de glutamato intrasinaptosomal (F=1,169). Datos de 3 experimentos independientes, N=6

animales por grupo.

Como se planted en el primer parrafo de esta seccion, una posible explicacién para
los defectos en la liberacion de glutamato reside en la composicion de los preparados.
Existen evidencias de que la respuesta neuronal a la excitotoxicidad no es uniforme, sino

gue las neuronas GABAérgicas son resistentes mientras un alto porcentaje de las glutama-
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térgicas degenera y muere [107]. En nuestro sistema experimental, esto implica que los
preparados sinaptosomales del grupo EAE podrian contener un menor porcentaje de ter-
minales glutamatérgicas. Para analizar esta hipdtesis se tifieron las terminales nerviosas
por inmunofluorescencia y se observaron mediante microscopia confocal. Se empled Synl
como marcador especifico de sinaptosomas, y para obtener qué proporcion de ellos eran
GABAérgicos o glutamatérgicos se examind la colocalizacion de las particulas con los mar-
cadores GAD65/67 y VGIuT1 N respectivamente. El resultado de la cuantificacién se mues-
tra en la Fig. 11 (imdgenes representativas pueden observarse en las Figs. 12 y 13). En pri-
mer lugar, se encontrd que el porcentaje de sinaptosomas GABAérgicos y glutamatérgicos
es similar en la corteza frontal y en el resto de la corteza (=10 % y =80 %, respectivamen-
te), siendo ademds comparable con lo mostrado previamente por otros investigadores
para sinaptosomas corticales de ratas Wistar [101]. En segundo lugar, no hubo diferencias
entre los grupos experimentales, indicando que no habria una pérdida, al menos significa-

tiva, de terminales glutamatérgicas en la corteza cerebral durante la EAE.
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Figura 11. Caracterizacion de las preparaciones sinaptosomales mediante inmunofluorescencia.
Synl se uso para identificar el total de los sinaptosomas. Las particulas mostrando colocalizacion
entre de Synl con GAD65/67 o VGIuT1 fueron definidas como GABAérgicas o glutamatérgicas, res-
pectivamente. A. Porcentaje de sinaptosomas GABAérgicos en la corteza frontal (F=0,2010). B. Por-
centaje de sinaptosomas glutamatérgicos en la corteza frontal (F=1,238). C. Porcentaje de sinapto-
somas GABAérgicos en el resto de la corteza cerebral (F=0,8537). D. Porcentaje de sinaptosomas
glutamatérgicos en el resto de la corteza cerebral (F=1,461). Datos de 5 experimentos independien-
tes, N=5 ratas por grupo (se analizaron 10 imdgenes por muestra).

N Estas proteinas son ampliamente utilizadas como marcadoras del tipo de neurotransmisor que libera una
terminal nerviosa. GAD es la enzima glutamato decarboxilasa, tiene dos isoformas de 65 y 67 KDa, y es la
Unica encargada de la sintesis de GABA. Esta enzima se asocia al transportador vesicular de GABA (VGAT) en
las VSs asegurando el correcto cargado de las vesiculas. Ademds, tiene otras funciones en condiciones fisiol 6-
gicas y en patologias, ver [108]. Por otro lado, VGIuT es el transportador vesicular de glutamato, tiene tres
isoformas denominadas 1, 2 y 3, y transportan glutamato hacia el interior de las VSs utilizando el gradiente
electroquimico (principalmente de H'). Su expresidn es regulada durante el desarrollo del SNC y participan en
la modulacion de la neurotransmision, ver [109].
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Las proteinas VGIuT1, VGAT y GAD 65/67 también fueron analizadas mediante WB,
para determinar sus niveles totales en los sinaptosomas. A pesar de observarse una leve
tendencia a aumentar de los marcadores GABAérgicos VGAT y GAD 65/67, no hubo dife-
rencias estadisticamente significativas entre los tres grupos experimentales. Junto con lo
observado en la cuantificacidon por fluorescencia del glutamato total intrasinaptosomal
(ver Fig. 9E), estos resultados indican que la produccion y almacenamiento en VSs de los
neurotransmisores mayoritarios en la corteza frontal (GABA y glutamato) no estarian afec-

tadas de manera considerable durante la EAE.

Los niveles totales de sinaptofisina, una proteina intrinseca de la membrana de las
VSs que se utiliza como marcador especifico, también fueron similares en todos los grupos
(Fig. 14A, no se muestra la cuantificacidn). Esto sugeriria que el nUmero de VSs seria simi-

lar en los tres grupos experimentales.
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Figura 14. A. WB representativo. B. Niveles totales del transportador vesicular de GABA (VGAT;
F=1,585) . B. Niveles totales de la enzima que sintetiza GABA (GAD 65/67; F=1,615)). C. Niveles to-
tales del transportador vesicular de glutamato (VGIuT1; F=0,1435). Datos de 2 experimentos inde-

pendientes, N=8 ratas por grupo.

Por otra parte, existen receptores metabotrdépicos de glutamato (mGluRs; pertene-
cientes a la familia de receptores acoplados a proteina G) que modulan la neurotransmi-
sién de manera lenta. A esta funcién la realizan ya sea a través de la produccién de segun-
dos mensajeros intracelulares y la regulacion de la fosforilacion de proteinas, o bien a tra-
vés de la modulacién directa de canales de Ca** o K* [110]. Los mGIuRs se clasifican en tres
grupos segun la homologia de su secuencia de aminoacidos, su farmacologia y la via de
transduccion de senales que activan. Dentro de ellos, el grupo lll posee una localizacién
preferencial presinaptica (por lo que se denominan autoreceptores) e inhiben la exocitosis

tanto de neurotransmisores excitatorios e inhibitorios como de neuromoduladores, consti-
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tuyendo un importante punto de auto-regulacidon negativa. De esta manera modulan la
excitabilidad neuronal, la transmisidn sindptica, el metabolismo, la transcripcién génica y
ciertos aspectos de la comunicacidon neurona-glia [111]. Agonistas y antagonistas de
mGluRs se han propuesto como nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de en-
fermedades neurodegenerativas, especialmente aquellas que involucran estrés oxidativo y
excitotoxicidad [111]. Particularmente, en EM y EAE se han encontrado alterados los nive-

les de expresidon de varios mGluRs en lesiones activas [37].

En base a estos antecedentes, se analizé el contenido de mGluRs del grupo Il (pre-
sindpticos e inhibitorios) en los sinaptosomas de corteza frontal. Esta sub-familia posee
tres miembros que se expresan en cerebro: mGIluR4, mGluR7 y mGIluR8. Cuando se anali-
zaron mediante WB los niveles de mGluR4 y mGluR8a en las membranas sinaptosomales,
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales (Fig. 15). Este
resultado indica que la reduccidn en la liberacién de glutamato no estaria mediada por
cambios en estos auto-receptores. Por cuestiones de falta de disponibilidad de anticuer-
pos, no fue posible analizar a mGIluR7, el receptor que se expresa en mayor cantidad y el
cual se postula que mediaria respuestas de estrés en neuronas [112]. Es decir, no podemos
descartar que alteraciones en mGIluR7 estén contribuyendo a los defectos en la liberacién

de glutamato.

Figura 15. A. WB re-
presentativo. B.

A CORTEZA FRONTAL B S }28 Cuantificacion de los
S"':’;Tobsfr:?es *g 138 niveles totales de
AFC_ EAE EAE Fec 9 80 mGluR4 y mGluR8a
L 60 en las membranas
mGluR4 [—][==][=] 2 38 sinaptosomales. Da-
mGluR8a 0 tos de 6 experimen-
Na*/K*-ATPasa [&os ][5 ][] mGluR4 MGIuR8q tos independientes,

[HAFC [JEAE WNEAERec  N=12ratas por grupo
(F=1,033y 0,9787
respectivamente).

A partir de los resultados expuestos hasta aqui, podemos concluir que existe una
deficiencia en la liberacién de glutamato en terminales nerviosas de la corteza frontal du-
rante la etapa aguda de la EAE, que aparece conjuntamente con los signos clinicos y desa-
parece cuando los animales alcanzan el pico de gravedad de la patologia. Este defecto no

se debe a cambios en la cantidad de glutamato intraterminal o en el cargado de las VSs con
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este neurotransmisor, como tampoco a cambios en la sintesis o cargado del neurotransmi-
sor inhibitorio GABA. También se puede descartar como causa diferencias en la composi-
ciéon de los preparados sinaptosomales. Finalmente, solamente la componente dependien-
te de [Ca%*]; seria la responsable de la disminucién en la velocidad vy la cantidad de gluta-
mato liberado, indicando que la maquinaria molecular presinaptica estaria alterada en la

EAE. A continuacidn se muestran experimentos orientados a comprobar esta hipotesis.

BASES BIOQUIMICAS DE LAS ALTERACIONES FUNCIONALES EN
SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATAS CON EAE

FALLAS EN LA REDISTRIBUCION DE SYN I ANTE DESPOLARIZACION

Como se menciond en la introducciéon de esta tesis, las syns son fosfoproteinas es-
pecificas de las terminales nerviosas y participan en la regulacion del nimero de VSs pre-

sentes en la terminal presindptica y su disponibilidad para ser exocitadas [74].

Antecedentes de nuestro grupo revelan que, por un lado, células T y anticuerpos
anti-PBM producidos por ratas con EAE presentan una reactividad cruzada contra Synl
[113]. Por otro lado, la fosforilacién temporal de Synl, inducida por agentes despolarizan-
tes, se encuentra inhibida en sinaptosomas de cerebro durante la EAE (esto se analizara en
mas detalle en la seccidn siguiente, ver [95]). Teniendo en cuenta, ademas, que los resul-
tados presentados en las secciones anteriores apuntan a defectos en la maquinaria mole-
cular dependiente de Ca?*, se decidi6 estudiar la cascada gue involucra a Synl en sinapto-

somas de corteza frontal de los diferentes grupos experimentales.

En primera instancia se midieron los niveles totales de Synl en sinaptosomas purifi-
cados de la corteza frontal (Fig. 16C), encontrandose cantidades equivalentes en los tres
grupos experimentales. En los Ultimos afios, diversos autores describieron que los niveles
locales de proteinas en las terminales axonales son regulados por sintesis local (a partir de
ARN mensajeros y ribosomas locales; [114,115]) y degradacién via proteasoma (mediada
por ubiquitinacion; [116]). Ambos procesos son, a su vez, estimulados o inhibidos por la
actividad neuronal. Por esta razon, se analizaron los niveles de Synl no sdélo en condiciones
de reposo, sino también a diferentes tiempos luego de la despolarizacién con 4-AP (Fig.

16B). Se encontrd que la cantidad de Synl intrasinaptosomal se mantiene constante para
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todos los grupos, al menos en el rango de tiempo estudiado, indicando que no existe de-

gradacién o sintesis neta de esta proteina.
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Figura 16. A. WB representativo de los niveles de Synl total en sinaptosomas de corteza frontal.
B. Cambio en el tiempo, luego de la estimulacion con 4-AP, de la cantidad de Synl intrasinaptoso-
mal. C. Niveles totales de Synl intrasinaptosomal (F=0,8851). Datos de 3 experimentos independien-
tes, N=6 ratas por grupo.

En base a esto, a continuacién se analizd la distribucidn sub-sinaptosomal de esta
proteina. Se ha descripto que Synl forma parte de los agregados de VSs en condiciones de
reposo, mostrando una localizacién puntual en las terminales nerviosas. Cuando se aplica
un estimulo despolarizante, =45 % de Synl se disocia de las VSs y se redistribuye en el
axon, mostrando una localizacion difusa [77]. Se postula que, a consecuencia de ello, los
agregados de VSs son disgregados liberando a las vesiculas para que puedan fusionarse en
la ZA. De hecho, la velocidad de fusién de VSs se encuentra relacionada a la velocidad de
dispersién de Synl [77]. Mediante fraccionamiento de los sinaptosomas, se logré separar a
los agregados de VSs de la membrana sinaptosomal (la cual incluye a la zona activa y a las
VSs ancladas a la membrana mediante proteinas). Los niveles de Synl en ambas fracciones
se midieron antes (condicidon basal o 0 min) o después (condicién estimulada o 1 min) del
agregado de 4-AP (Fig. 17). En el grupo control (AFC) se encontrd que Synl efectivamente
se disocia de las VSs luego de la estimulacién en un =40 %, coincidiendo con los antece-
dentes de otros grupos, mientras el resto de la proteina permanece unida a las vesiculas.
Ademas, se encontrd que existe Synl asociada a las VSs ancladas a las membranas sinapto-

somales, y estos niveles también decaen luego de la estimulacion en un =30 % (esto habia
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sido postulado por otros grupos, pero existian pocas evidencias experimentales; ver barras

verdes en la Fig. 17 C-D).

Ahora bien, si se observa el comportamiento del grupo EAE en la Fig. 17 (barras ro-
sadas) se encuentra que la redistribucién de Synl, o sea su disociacion de las VSs, ocurre en
menor medida que lo descripto para el grupo AFC (=20 % en VSs y =10 % en membranas,
ambos cambios estadisticamente no significativos con respecto al estado basal). En otras
palabras, la dispersion de Synl se encuentra impedida en ambas fracciones en sinaptoso-
mas purificados de la corteza frontal en la etapa aguda de la EAE. Estas alteraciones en la
redistribucion de Synl se revierten en los animales recuperados de la patologia (barras ce-
lestes en la Fig. 17 C-D; notar que los niveles basales de Synl asociada a VSs estan significa-
tivamente elevados en el grupo EAE Rec, respecto al AFC, lo cual podria corresponder a

una respuesta adaptativa ante los defectos funcionales).
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Figura 17. Redistribucidn de Synl ante la despolarizacion con 4-AP. A-B. Imdgenes representativas
de los WB de las fracciones revelados para Synl total. C. Niveles de Synl unida a los agregados cito-
pldsmicos de VSs antes (0 min) y después (1 min) del agregado de 4-AP (Fiiempo=45,98; Fgrupo=14,09).
D. Niveles de Synl en la fraccion de membranas sinaptosomales antes (0 min) y después (1 min) del
agregado de 4-AP (Fiiempo=15,69; Fgrp0=3,831). Datos de 2 experimentos independientes, N=4
muestras por grupo (cada muestra es un homogenato de dos cortezas frontales de animales clini-
camente iguales; NS: no significativo; * p<0,05; % p<0,01; * % %* p<0,001).
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ALTERACIONES EN LA FOSFORILACION DE SYN I Y LAS QUINASAS Y
FOSFATASAS INVOLUCRADAS

La redistribucién de Synl es regulada por su estado de fosforilacién en diversos si-
tios (Fig. 4). Aqui es importante aclarar que las quinasas y fosfatasas que actuan sobre esos
sitios no son especificas de Synl, sino que participan en la transduccion de sefales desen-
cadenada por el estimulo despolarizante, actuando sobre diversos sustratos. Asi, el con-
junto de proteinas que participa en la cascada de liberacién de neurotransmisores se de-

nomina maquinaria (molecular) de liberacion.

Centrandonos en el estudio de Synl, nos preguntamos si el defecto en su redistri-
bucion en el grupo EAE estaba relacionado a cambios en la fosforilacion. Para ello se esti-
mularon con 4-AP sinaptosomas de corteza frontal de los distintos grupos experimentales,
y se tomaron muestras a diferentes tiempos. Sabiendo que la cantidad total de Synl no
varia (ver Fig. 16B), se cuantific6 mediante WB la fosforilacién temporal de esta proteina
en diferentes sitios. A su vez, se analizaron los componentes de la maquinaria de liberacion

gue regulan cada sitio.

I. Disminucion en la fosforilacion del sitio 3 de Synl y localiza-

cion de CaMKII

La fosforilacion de Synl en el sitio 3 produce un dramatico cambio conformacional
en la proteina [79] que lleva a que ésta pierda afinidad tanto por las VSs como por los fila-
mentos de actina [73]. Este sitio es sustrato de la enzima CaMKII, quien es activada por
Ca?*-calmodulina. Esto produce que los niveles de fosforilacidn del sitio 3 de Synl aumen-

ten en respuesta a un estimulo despolarizante [78].

El estado de fosforilacion de Synl en el sitio 3 en condiciones basales fue equivalen-
te en todos los grupos experimentales (tiempo 0 min en la Fig. 18B). Cuando se estudio el
curso temporal de dicha fosforilacion, para el grupo control (AFC) se observé un compor-
tamiento similar al descripto en bibliografia [78], presentando una rdpida respuesta al
agregado de 4-AP (Fig. 18B). El aumento de fosforilacién alcanzé un valor maximo a tiempo
1 min, luego del cual la sefial comenzd a decaer. Por el contrario, en sinaptosomas del gru-
po EAE, el sitio 3 de Synl alcanzé un maximo de fosforilacion significativamente menor
(=50 % de la intensidad alcanzada por el grupo AFC). Nuevamente, estos defectos se re-

vierten completamente en el grupo de ratas recuperadas de los signos clinicos.
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CaMKlla, quien es la Unica quinasa responsable de fosforilar al sitio 3 de Synl, tam-
bién mostré niveles totales similares en los tres grupos experimentales (Fig. 19). Esta en-
zima es una de las proteinas cuya sintesis se ha demostrado que ocurre localmente, en la
terminal sindptica, inducida por la actividad neuronal [117]. En las condiciones experimen-
tales empleadas en nuestro laboratorio, sin embargo, no observamos cambios en los nive-
les totales de esta proteina a lo largo del tiempo, luego de la estimulacién con 4-AP (datos

no mostrados).

Figura 19. A. Imagen de WB

A Sinaptosoma B CaMKIl o Total _ )
representativa. B. Niveles

Sinaptosoma

ARC . _ERE EAE REC totales de la proteina
il ‘ ‘ ’ . J ’ — I IAFC ;9 CaMKlla en sinaptosomas de
ﬁlll-TubuIina’ 1 ’ | ’ I ‘ IEAE é corteza frontal (F=1,857).
IEAERec 5 Datos de 3 experimentos
:\3 independientes, N=6 ratas

por grupo.

Por consiguiente, considerando que la cantidad total de CaMKlla en los sinaptoso-
mas es constante en el rango de tiempo estudiado, proseguimos a analizar su distribucion
sub-sinaptosomal. Previamente, otros investigadores mostraron que, ante actividad neu-
ronal, CaMKIlla pasa de tener una distribucién difusa en el citoplasma a concentrarse en la
zona de sinapsis [117]. Este proceso depende de su interaccion con Ca?**-calmodulina y de
su autofosforilacién en la Thr 286. Un estudio mas detallado, mostré que CaMKlla se en-

cuentra alrededor de los agregados de VSs en condiciones de reposo, mientras Synl se ubi-
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ca dentro de ellos. La despolarizacion induce la activacion de CaMKlla y la consecuente
dispersién de VSs, desde la periferia hacia el centro de los agregados a medida que la qui-
nasa gana acceso a Synl [118]. Los cambios de localizacién de CaMKlla, entonces, serian

importantes para su correcto funcionamiento.
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Figura 20. Redistribucion de CaMKlla ante la despolarizacion con 4-AP. A-B. Imdgenes representa-
tivas de los WB de las fracciones. C. Niveles de CaMKlla unida a los agregados citopldsmicos de VSs
antes (0 min) y después (1 min) del agregado de 4-AP (Fiiempo=70,12; Fgr,p0=10,94). D. Niveles de
CaMKlla en la fraccion de membranas sinaptosomales antes (0 min) y después (1 min) del agrega-
do de 4-AP (Fiiempo=7,824; Fyr4p0=0,7209). E. Niveles de CaMKlla autofosforilada interaccionando con
los agregados de VSs (Fiiempo=3,174; Fg450=0,03). F. Niveles de CaMKlla autofosforilada en la frac-
cion de membranas sinaptosomales (Fiiempo=63,23; F4rupo=0,57). . Datos de 2 experimentos indepen-
dientes, N=4 muestras por grupo (cada muestra es un homogenato de dos cortezas frontales de
animales clinicamente iguales; NS: no significativo; % p<0,05; % % p<0,01; * % % p<0,001).
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Cuando se analizé la localizacidon sub-sinaptosomal de esta enzima, en el grupo AFC
y en condiciones basales se la encontré asociada tanto a los agregados de vesiculas como a
la membrana sinaptosomal (Fig. 20C-D). Luego de la estimulaciéon con 4-AP, el grado de
autofosforilacién (Thr 286) de CaMKlla unida a las vesiculas aumentd a casi el doble (Fig.
20E, barras verdes), acordando con lo mostrado en la bibliografia en cuanto a que esta
guinasa penetra en los agregados cuando se activa. A su vez, la cantidad total de esta en-
zima disminuyd un =40 % en la fraccion de VSs, dispersidon también descripta previamente
en la bibliografia [117,118]. El comportamiento de CaMKlla en las membranas sinaptoso-
males del control fue el inverso (Fig. 20D y F). Luego del agregado de 4-AP, aumentd su
cantidad total en esa fraccién en un =40 % y disminuyd su grado de autofosforilacion (Thr
286). El aumento de la proteina total en membranas podria explicarse en base a trabajos
gue indican que CaMKlla es reclutada hacia la ZA ante actividad sindptica [117]. Sin em-
bargo, para comprender en mas profundidad el rol de la fosforilacion de CaMKlla en la ZA
serian necesarios mas experimentos, ya que la mayoria de las investigaciones sobre la fun-

cion de CaMKlla han sido realizadas a nivel postsinaptico.

En resumen, la estimulacién de los sinaptosomas e el grupo control (AFC) induce
una redistribuciéon de CaMKlla desde los agregados hacia la ZA y hacia el citoplasma, mien-
tras la CaMKlla que permanece interaccionando con los agregados aumenta su fosforila-
cion en la Thr 286, indicando que estaria penetrando en los agregados y dispersando las

VSs, a través de la fosforilacion de Synl en el sitio 3.

El fraccionamiento de sinaptosomas de corteza frontal purificados de animales del
grupo EAE mostrdé que los niveles basales de CaMKIlla interaccionando con los agregados
de VSs se encuentran significativamente disminuidos (Fig. 20C, barras rosadas). Ademas, el
agregado de 4-AP no produjo un aumento considerable en el grado de fosforilacién de la
Thr 286 en comparacion con su nivel basal (Fig. 20E). Por otro lado, en la fraccidon de
membranas sinaptosomales no se encontraron diferencias en el comportamiento de esta
guinasa entre los grupos AFC y EAE. Estos resultados nos llevan a pensar que, al haber una
menor cantidad de CaMKIlla asociada a los agregados de VSs, el mecanismo propuesto de
disgregado de vesiculas desde la periferia hacia el centro ocurriria en menor medida. Esto
explicaria, en primer lugar, el poco grado de cambio en el estado de fosforilacién de
CaMKlla, ya que es la forma fosforilada la que posee la capacidad de penetrar en los agre-

gados. Y en segundo lugar, el defecto en el curso temporal de fosforilacién de Synl en el
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sitio 3, ya que al estar en el interior de los agregados, Synl seria inaccesible para la quinasa.
Estos resultados también indican dos hechos interesantes. Por un lado, CaMKlla se en-
cuentra mas fosforilada basalmente en Thr 286, en el grupo EAE. Esto podria estar mos-
trando un mecanismo compensatorio a los defectos encontrados, aunque no seria sufi-
ciente. Por otro lado, la falta de alteraciones a nivel de membranas nos induce a pensar
gue solamente el mecanismo de reclutamiento de CaMKlla a los agregados de VSs estaria
afectado. Esto se explicaria teniendo en cuenta las diferencias en la composicidn proteica

de ambas fracciones, y en la distribucion entre ambas de los sustratos de la quinasa.

Finalmente, en cuanto al grupo de animales recuperados, a pesar de que sus nive-
les basales en ambas fracciones revirtieron a los valores del control, éstos no se modifica-
ron en respuesta al estimulo (Fig. 20C-F, barras celestes). Basandonos en que la liberacion
de glutamato y la fosforilacién de Synl en el sitio 3 si se recuperan, estos resultados reve-
lan que la restauracién del funcionamiento presindptico normal podria estar ocurriendo

mediante un mecanismo diferente al presente en la situacion control.

II. Aumento en la fosforilacion de los sitios 4/5 de Synl y su

relacion con Erk1/2 y CN

Otros de los sitios de fosforilacion de Synl mads estudiados son los nimero 4 y 5,
debido a que forman parte del mecanismo por el cual neuromoduladores (como factores
tréficos) potencian la liberacidn de glutamato [82]. La fosforilacidn en estos sitios, mediada
por Erk1/2, modula la dindmica de actina y, en parte, la formacion de los agregados de
VSs. De esta manera controlan la retencidn de las vesiculas en la terminal sindptica y facili-

tan el reciclado de VSs [73,74].

En condiciones de reposo, sinaptosomas del grupo EAE presentaron niveles de fos-
forilacion en los sitios 4/5 un =35 % mayores que el grupo control (Fig. 21B). A tiempos
cortos (1 min) luego de la estimulacion con 4-AP, el grado de fosforilacion aumenté (=20
%) en todos los grupos experimentales, manteniéndose la diferencia entre EAE y AFC. Sin
embargo, a tiempos largos la fosforilacién de los sitios 4/5 de Synl decayd en los sinapto-
somas del grupo EAE, acercandose a los valores del control. La cinética de fosforilacion de
Synl en los sitios 4/5 para sinaptosomas de animales recuperados fue similar a la del grupo

AFC.
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Para tratar de explicar la causa de estos cambios, se analizé a Erk1/2. Concordando
con lo observado para los sitios 4/5 de Synl, se encontré aumentada la cantidad total de
dicha quinasa en los sinaptosomas del grupo EAE (=25 %, Fig. 22B). La proporcién de
Erk1/2 fosforilada (lo cual es un marcador de activacion) fue similar para todos los grupos
experimentales en condiciones de reposo (tiempo 0 min, Fig. 22C). No obstante, la despo-
larizacién mediada por 4-AP provocé una activacion de Erk1/2 significativamente mayor en
los sinaptosomas de corteza frontal del grupo EAE (medido como un aumento de fosforila-

cién de =140 % en el grupo EAE contra un aumento de =80 % en los grupos AFC y EAE Rec).
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Volviendo a Synl, la enzima encargada de desfosforilar los sitios 4/5 es CN, quien es
activada por unién de Ca** y de Ca**-calmodulina. La actividad de esta enzima regula posi-
tivamente la endocitosis (a través de la desfosforilacion de las defosfinas; [70]), el influjo
de Ca” (a través de la desfosforilacion CCAV; [119]), y el tamafio del grupo de vesiculas de

reciclado [120].
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Figura 23. A-B. Imdgenes de WB representativas. C. Contenido intrasinaptosomal de CN (F=3,299).
Datos de 4 experimentos independientes, N=48 ratas por grupo ( * p<0,05). D. Niveles de CN en la
fraccion de membranas sinaptosomales antes (0 min) y después (1 min) del agregado de 4-AP (Fiiem.
p0=2,046; F4yp,=2,946). Datos de 2 experimentos independientes, N=4 ratas por grupo ( % p<0,05).

El andlisis de los niveles totales de CN en los sinaptosomas de los distintos grupos
experimentales revelé un aumento significativo de =25 % en el grupo EAE, el cual se revier-
te en las ratas recuperadas (Fig. 23C). Debido a que las principales funciones de esta fosfa-
tasa citosélica dependen de su reclutamiento hacia las membranas inducido por el aumen-
to de [Ca”"];, se estudid su presencia en la fraccién de membranas sinaptosomales. En con-
diciones basales, CN se encontré en un =40 % mas en las membranas del grupo EAE, res-
pecto al grupo control. De acuerdo a lo esperado segun bibliografia, en el grupo AFC los
niveles de CN asociada a membranas se vieron incrementados un =30 % luego del agrega-
do de 4-AP, indicando su reclutamiento dependiente de [Caz+]i (Fig. 23D, barras verdes).
Sin embargo, en el grupo EAE la cantidad de CN asociada a membranas no se modifico lue-

go de la estimulacién (Fig. 23D, barras rosadas).
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Dado que tanto Erk1/2 como CN se encontraron elevadas en sinaptosomas de cor-
teza frontal del grupo EAE, y teniendo en cuenta la cinética observada de fosforilacion de
Synl en los sitios 4/5, podriamos postular que: En condiciones basales y a tiempos cortos,
la actividad de Erk1/2 superaria a la de CN, llevando a un mayor grado de fosfo-Synl en
sitios 4/5, lo cual podria estar provocando una mayor desorganizacion del citoesqueleto de
actina y una disgregacion de los agregados de VSs en el grupo EAE. Al aumentar la activi-
dad de CN con el tiempo de estimulacién, a tiempos largos su actividad sobrepasaria a la
de Erk1/2, llevando a la disminucion medida en fosfo-Synl en sitios 4/5 en el grupo EAE,

alcanzando valores similares al control.
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Finalmente, como se menciond anteriormente, una de las principales funciones de
CN en la presinapsis es activar la endocitosis mediante desfosforilacion dependiente de
[Ca*]: de las defosfinas. En este mecanismo, la quinasa de proteinas C (PKC) posee un rol
preparativo, reacondicionando a las defosfinas mediante fosforilacién, las cuales luego
pueden intervenir en un nuevo ciclo de endocitosis [121]. Tanto los niveles totales como el
estado de fosforilacion de las PKC cldsicas fueron analizados mediante WB, siendo simila-
res para los tres grupos experimentales (Fig. 24B-C). Por lo tanto, dado que PKC no se en-
cuentra alterada en terminales nerviosas de corteza frontal durante la EAE, pero si hay
2+

cambios en CN, no podemos descartar que el proceso de endocitosis dependiente de Ca

y CN funcione anormalmente en dicha patologia. Experimentos de endocitosis utilizando
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sondas fluorescentes combinados con analisis de las defosfinas serian necesarios para res-

ponder este interrogante.

Los experimentos expuestos hasta aqui en terminales nerviosas de la corteza fron-
tal, tanto funcionales como bioquimicos, nos llevan a postular que durante la etapa aguda
de la EAE componentes de la maquinaria molecular que regula al ciclo de las VSs son dis-
funcionales, llevando a una inhibicidn parcial de la cinética de liberacion del neurotransmi-
sor glutamato. Para poner a prueba esta hipdtesis, a continuacién se estudid de manera

directa el ciclado de las VSs en sinaptosomas.

ANALISIS MORFOLOGICO DE LOS SINAPTOSOMAS Y DE LA MOVI-
LIDAD DE LAS VESICULAS SINAPTICAS

Los sinaptosomas, independientemente del método de purificacidn, tienen carac-
teristicas morfoldgicas conservadas y similares a las terminales nerviosas de neuronas in-
tactas (ya se trate de neuronas en cultivo o de l[dminas de tejido), validando la utilidad de

estas estructuras para el estudio del funcionamiento presinaptico [85,122,88].

Teniendo eso en cuenta, sinaptosomas de los grupos AFC y EAE fueron analizados
mediante microscopia electrénica. Morfolégicamente, el tamafio de los sinaptosomas asi
como de las VSs y de la DPS fue comparable en ambos grupos experimentales, y coincide
con lo reportado previamente por otros investigadores [123,124]. Asimismo, el nimero
total de VSs por corte transversal de sinaptosoma fue similar en todas las muestras estu-
diadas (Fig. 25C). Este hallazgo concuerda con lo supuesto a partir de resultados previos en
esta tesis, que mostraron que los grupos control y EAE poseen el mismo contenido intrasi-
naptosomal de glutamato y de proteinas asociadas o intrinsecas de VSs (como sinapsina,

sinaptofisina y VGIuT1).
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Figura 25. A. Imdgenes representativas de microscopia electronica de sinaptosomas de los grupos
AFCy EAE. Barras negras=250nm. B. Tamafio del GLL antes (basal) y después (estimulado) de la
despolarizacion con 4-AP (Fiiempo=2,309; Fgrupo=17,12). El GLL se definié como el nimero de vesiculas
cuyo centro estuviera a menos de 20nm de la ZA, y se expresa en relacion a los um de DPS. C. Ca-
racterizacion morfoldgica de los sinaptosomas y VSs. Datos de 2 experimentos independientes, N=2
ratas por grupo, se analizaron 25-35 fotografias por muestra en modo doble ciego ( % * p<0,01).
Flecha naranja: mitocondria. Flecha amarilla: vesicula densa o grande, contiene neuropéptidos.
Flecha violeta: vesiculas pequefias o sindpticas del GLL. Flecha celeste: DPS.

Otros autores han mostrado con anterioridad que la liberacién de neurotransmiso-
res dependiente de actividad neuronal se correlaciona morfolégicamente con cambios en
la distribucidon de las VSs dentro del botdn sindptico [123,124]. Las VSs se movilizan en un
sentido definido, acercandose fisicamente a la ZA. La ZA es una densa red de proteinas,
entre las cuales se encuentran SNAREs, CCAVs, proteinas asociadas a VSs, proteinas de
andamiaje, etc. Por esta razdn, la probabilidad de liberaciéon, el nimero de VSs ancladas y

la amplitud del influjo de Ca®* aumentan de manera lineal con el drea de la ZA (esto se de-
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nomina modelo modular de la ZA, ver [125,126]). En base a ello, en esta tesis se definié al
GLL como aquellas vesiculas que estuvieran dentro del largo de la ZA y a menos de 20 nm
de distancia de la misma (el largo de la ZA se asumié idéntico y contrapuesto a la DPS).
Utilizando esa definicion, se midid el tamafio del GLL (expresado como numero de VSs en
relacion al largo de la DPS) en condiciones basales y luego de la estimulacidn con 4-AP (Fig.
25B). En estado de reposo, sinaptosomas tanto del grupo EAE como del AFC mostraron el
mismo numero de vesiculas ancladas a la ZA. Sin embargo, mientras que en el grupo con-
trol la despolarizacion provocé un incremento del GLL en aproximadamente el 25% (barras
verde en Fig. 25B), el aumento no fue significativo en el grupo EAE (barras rosadas en Fig.
25B). Esta diferencia de comportamiento entre ambos grupos no se debe a una reduccién
en el contenido total de VSs, ya que, como se menciond en el parrafo anterior, todos los

sinaptosomas estudiados contenian un nimero similar de vesiculas.

Estos resultados junto con los obtenidos en secciones anteriores, nos permiten
concluir que en la corteza frontal de ratas en la etapa aguda de la EAE ocurririan cambios
en la maquinaria molecular que regula la disponibilidad de las VSs llevando a una menor

movilidad de las mismas y una reduccién en la liberacién de neurotransmisor.

Con el fin de dilucidar las posibles causas de estas alteraciones, a continuacién se
analizara la presencia y distribucion de marcadores inflamatorios en el cerebro de ratas de

los grupos AFC y EAE.
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DISTRIBUCION EN EL CEREBRO DE ALTERACIONES HISTOLOGI-
CASEN LAETAPA AGUDA DE LA EAE

Figure 84

Figure 83

Lateral 1.90 mm .

~ Lateral 2,40 mm
(atlas de Paxinos y Watson)

Figura 25. Esquema de las zonas analizadas. Por animal, se observaron 4 cortes a diferentes pro-
fundidades hacia el lateral, correspondientes a los diagramas del atlas de Paxinos y Watson mos-
trados en la parte superior de esta imagen[127]. Todas las regiones fueron fotografiadas en cortes
a la altura de los laterales 0,40 — 0,90 mm, excepto el estriado dorsal, que fue fotografiado en cor-
tes entre los laterales 1,90 y 2,40 mm. Se tomaron 3-4 imdgenes por drea. Verde: corteza frontal.
Violeta: resto de la corteza. Amarillo: estriado dorsal. Rosado: ventriculo lateral, tercer ventriculo
(no figura en esta imagen), parénquima adyacente, cisternas. Naranja: Hipocampo. Ademds, se
analizaron otras regiones como el tracto que conecta con el bulbo olfatorio, el quiasma dptico y
alrededores, el mesencéfalo (no se muestran los resultados, flechas rojas).
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HISTOLOGIA: ANALISIS DE LA INTEGRIDAD DEL TEJIDO Y LA MATERIA
BLANCA MEDIANTE LAS TINCIONES DE AZUL DE TOLUIDINA Y AZUL DE
LUXOL RAPIDO

Como una primera aproximacion, tratando de encontrar las causas de los cambios
presindpticos descriptos hasta aqui en esta tesis, se analizaron cortes sagitales de cerebro

de los grupos AFC y EAE, empleando tinciones cldsicas.

El azul de toluidina es un colorante metacromatico que se une selectivamente a
componentes acidos del tejido. Su metacromacia es altamente selectiva y hace que cambie
de color en funcidn del grado de acidez de la estructura histoldgica, virando desde el azul
hacia el violeta, marrén, rojo y amarillo [128]. En el caso de cortes de cerebro, el fondo (o
matriz extracelular) se tifie de azul claro, mientras los nucleos y la sustancia de Nissl toman
un color azul intenso virando a morado en algunos casos. Las zonas ricas en gangliésidos y
sulfatidos provocan un mayor viraje de color, por lo cual estructuras ricas en mielina to-
man un color de fondo violeta-rosado. Se analizé6 mediante esta coloracién la apariencia e

integridad de cortes sagitales de cerebros de ratas de los grupos AFC y EAE.

Como puede observarse en las figuras 26 y 27, la corteza cerebral (tanto la regién
frontal como el resto) y estructuras subcorticales como el hipocampo y el estriado, presen-
taron una apariencia normal, tanto en el grupo control como en los animales enfermos. No
se observaron pérdida de coloracién (indicativo de degradacion o pérdida de tejido), cam-
bio de coloracidon (posible indicativo de estrés oxidativo intenso o presencia de placas) ni
cambios morfoldgicos marcados en las estructuras histoldgicas o en los cuerpos neurona-
les. Tampoco se observo entre los grupos experimentales una diferencia en el nimero de

células de las areas analizadas.

En regiones mas externas del cerebro, como el tracto que conecta con el bulbo ol-
fatorio, el quiasma dptico y sus estructuras adyacentes, y el mesencéfalo y tallo encefalico,
se observé una considerable inflamacién e infiltracidn, principalmente a través de menin-
ges, en el grupo EAE. Esto ya habia sido previamente observado en nuestro laboratorio vy,
debido a su falta de relevancia en relacidn a los estudios presindpticos realizados en esta

tesis, no se tomaron imagenes ni se realizaron analisis mas profundos.
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Figura 26. Tincion con azul de toluidina de cortes sagitales de cerebro del grupo AFC. A. Corteza
frontal, capas | a IV. B. Acercamiento de la corteza frontal, donde se observan las neuronas de las
capas | y II-ll. C. Resto de la corteza. D. Borde del tercer ventriculo, se observa al plexo coroideo en
su interior. E. Parénquima ventral al hipocampo y caudal al tercer ventriculo. F. Acercamiento de la
misma region que la fotografia E, pueden observarse varios vasos sanguineos. G. Hipocampo dor-

sal, mostrando el giro dentado y CA2-3. Barras = 25 um.

Todas las fotografias de tinciones fueron pseudo-coloreadas utilizando el programa Photoshop, ya
que la cdmara utilizada genera imdgenes en escala de grises. Por esta razon, no se aprecia la meta-
cromacia del azul de toluidina.

Para todos los experimentos de histologia: N=4 ratas por grupo.
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Figura 27. Tincion con azul de toluidina de cortes sagitales de cerebro del grupo EAE. A. Corteza
frontal, capas | a IV. B. Acercamiento de la corteza frontal, donde se observan las neuronas de las
capas |y II-ll. C. Resto de la corteza. D. Extremo ventral del tercer ventriculo. E. Extremo ventral del
ventriculo lateral, se observa también parte del plexo coroideo. F-G. Acercamiento del parénquima
ventral al hipocampo y de la region entre los ventriculos tercero y lateral, mostrando vasos aparen-
temente inflamados e infiltracion de células sanguineas. H-l. Hipocampo dorsal, mostrando el giro
dentado y CA1-2, respectivamente. Barras = 25 um.
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Figura 28. Tincion con azul de toluidina del parénquima cerebral, en el drea comprendida entre las
cisternas ventrales al hipocampo y el tercer ventriculo, de una rata del grupo EAE (animal EAE1).
A-C. Vasos sanguineos del parénquima. Observar lo que parecerian células en proceso de muerte

(flechas rojas). D-E. Bordes dorsal y rostral, respectivamente, del tercer ventriculo. Barras = 25 um.

Solamente en una de las 4 ratas del grupo EAE que se estudiaron, el animal EAE1,
se encontro inflamacién dentro del cerebro propiamente dicho (Fig. 27 y 28). En la zona
debajo del hipocampo, los vasos préximos a las cisternas y al tercer ventriculo aparecian
levemente dilatados (en comparacion al grupo AFC) y rodeados de un gran nimero de cé-
lulas pequefias y redondeadas (caracteristica cldsica de células del linaje leucocitario). Esta
aparente infiltracion también se observo en los bordes del tercer ventriculo (sobre todo en
su parte mds dorsal) y en las cisternas. Las alteraciones fueron maximas en los cortes mas
mediales (0,40 a 0,90 mm) disminuyendo hacia el lateral, hasta desaparecer en las regio-
nes mas laterales (2,40 mm o posterior). Cercanas a los vasos inflamados, se observaron
posibles células en proceso de degeneracién o muerte, con los nucleos encogidos y vacuo-
las (flechas rojas en Fig. 28A; para el analisis detallado de los cortes histoldgicos nos basa-
mos en la revisidn realizada sobre histologia del SNC por el patélogo Robert H. Garman,

[129]).

A partir de estos resultados, se decidié realizar la marcacién de Fluoro-Jade. Este es

un fluorocromo anidnico, derivado de fluoresceina, que tifie con una alta selectividad a las

RESULTADOS Pagina 80



Alteraciones glutamatérgicas en la EAE

neuronas en degeneracion (tanto los cuerpos celulares como sus procesos; [130]). No hu-
bo marcacién positiva en los animales analizados, ya sean del grupo AFC o EAE (incluso el
animal de la Fig. 28, que presentd inflamacidn, dio negativo para esta prueba; no se mues-
tran las imagenes). Por lo tanto, podemos decir que no habria muerte neural, al menos del

tipo que detecta esta técnica, en el cerebro de ratas con EAE en la etapa aguda.

Para estudiar la ocurrencia de desmielinizacidn, se realizé la coloracién de azul de
luxol rapido. Esta técnica, creada por Kliver y Barrera [131], se basa en la alta afinidad de

la ftalocianina de cobre (de color azul) por las lipoproteinas de la mielina de SNC.

i *: 3

N
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2

Figura 29. Grupo AFC: Cuerpo calloso visto con azul de toluidina (A-B) y con azul de luxol rapido (C-
D), regiones frontal y medial (dorsal al hipocampo), respectivamente. Estriado dorsal marcado con
azul de toluidina (E: aumento 40x; F: aumento 20x) y con azul de luxol rapido (G-H). Barras = 25 um.
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Cuando se tifieron cortes sagitales de cerebro de los grupos EAE y AFC, se observd
la marcacion cldsica esperada (tanto en cuanto al color como a la distribucidn; el corte de
la Fig. 25 fue tefiido de esta manera y corresponde a un animal del grupo AFC). Se analiza-
ron en detalle el cuerpo calloso y el estriado dorsal. Para ambos grupos experimentales se
observo la morfologia clasica de las estructuras y de las células. No se encontraron en el
grupo EAE parches desmielinizados, afinamiento de tractos o fibras de MB, deformacién
de los cuerpos de los oligodendrocitos o menor celularidad de los mismos (al menos no de
manera significativa para la sensibilidad de esta técnica). La intensidad de marcacién fue
similar en los dos grupos estudiados. Tampoco se encontraron vasos sanguineos inflama-

dos o infiltracion leucocitaria.

Por lo tanto, hasta aqui podemos concluir que en la etapa aguda de la EAE, en el
cerebro no ocurre una desmielinizacion masiva (evidenciable por esta técnica), particular-

mente en fibras del cuerpo calloso y el estriado dorsal.

e 1R '?\,_ 3 -
. .> l ‘1 “”&—V‘j

Figura 30. Grupo EAE: Cuerpo calloso visto con azul de toluidina (A, C) y con azul de luxol rdpido (B,
D), regiones medial (dorsal al hipocampo) y frontal, respectivamente. Estriado dorsal marcado con
azul de toluidina (E: aumento 40x; F: aumento 20x) y con azul de luxol répido (G-H). Barras = 25 um.
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INMUNOHISTOQUIMICA: ACTIVACION DE MICROGLIA Y ASTROCITOS
EN EL CEREBRO DE ANIMALES CON EAE

Mediante inmunofluorescencia se analizé la morfologia y distribucién de microglia
y astrocitos en cortes sagitales de cerebro de los grupos AFC y EAE. Como marcador de
microglia se utilizdé Ibal, la cual es una proteina que interacciona con actina y se postula
gue tendria un rol en la activacidén de estas células fagociticas. La microglia pertenece al
linaje de células mieloides, por lo cual comparte la mayoria de los marcadores con ellas.
Esto significa que Ibal no sdélo se expresa en microglia, sino también en otras células mie-
loides residentes de SNC, como macréfagos de meninges y plexo coroideo, y de la sangre,
como monocitos y macréfagos perivasculares [132]. Para analizar la activacién de la micro-

III

glia, se clasificaron las células segin su morfologia siguiendo la regla del “efecto arana”
[133]. De esta manera la microglia se divide en tipo | a VI, siendo | el estadio mas ramifica-
do (que corresponde a células en reposo y estado de vigilancia en el SNC), y el tipo VI es el
de mayor activacion (son células migratorias con somas amplios y redondeados, sin ramifi-

caciones).

A pesar de la amplia variedad de patrones de lesidon que se observan entre pacien-
tes con EM y entre los distintos modelos de EAE, el sitio primario de ingreso de leucocitos
en cerebro seria compartido (a través de los plexos coroideos y los reservorios de LCR) [33]
asi como el mecanismo de infiltracidn [3,4]. En base a estos descubrimientos se planteo el
modelo de tres compartimientos para la patogénesis de ambas enfermedades, el cual fue
discutido en la introduccién de esta tesis. Tanto en los cerebros AFC como en los EAE se
encontraron células positivas para Ibal en los plexos coroideos de los ventriculos tercero y
lateral (Fig. 31D-G), y en mayor cantidad a la presente en animales naive (ver [33]). Proba-
blemente se trate de macréfagos residentes del plexo mas macréfagos sanguineos, reclu-
tados como consecuencia de la inflamacidn periférica sostenida provocada por el adyuvan-
te (como han mostrado otros autores con anterioridad). Estas células presentaron la mor-
fologia cldsica, en forma de huso, con dos o tres ramificaciones cortas (ver flecha celeste
en la Fig. 31E). En el grupo EAE, también se observaron células con los somas deformados
(no redondeados) y un mayor grado de ramificacion (ver flechas verdes en Fig. 31F-G). En
ambos grupos, AFC y EAE, se encontrd un contenido similar de células Ibal positivas en los
plexos coroideos, de alrededor de 30-40 células cada 0,01 mm? (lo cual corresponde a un

campo de 210x210 pum y 20 um de profundidad). La excepcién fue el animal EAE1 (ver Fig.
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28) el cual present6 poco mas de 50 células cada 0,01 mm? en el plexo coroideo del tercer
ventriculo (Fig. 31G). Ademads se estudiaron los ventriculos, donde se observé en los ani-
males del grupo EAE microglia activada en los bordes del parénquima con el ventriculo
(flechas blancas en la Fig. 31) y macréfagos del plexo asociados al epitelio del ventriculo,
los cuales podrian estar en proceso de infiltracién (flechas amarillas en la Fig. 31, en linea

de puntos se remarco el limite entre el parénquima y el ventriculo).

AFC EAE

Tercer Ventriculo

©

} -

v Parénquima
S

|
S

-
™

= Plexo

8 Coroideo
>

Plexo Coroideo

Figura 31. Marcacion con Ibal en reservorios de LCR. Magnificacion: 60x. Barra=25 um. Se analiza-
ron animales de dos experimentos independientes, N=4 ratas por grupo.

Para analizar a los astrocitos, se empled como marcador especifico la proteina aci-
da fibrilar de glia (GFAP), la cual constituye un filamento intermedio que se encuentra en el

soma y los procesos de estas células nerviosas. El estado de activacién de astrocitos tam-
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bién se determind a través de su morfologia, clasificandose en tres estadios, donde | es el
mas basal (con somas pequenos y procesos largos y muy finos) y lll es el de mayor activa-
cién (con somas amplios, mayor nimero de procesos y ramificaciones de gran grosor, y

aumento en la expresion de GFAP) [134].

En comparacién al grupo AFC, en los bordes de los ventriculos de los cerebros del
grupo EAE se encontrd una mayor activacion de astrocitos, ya que estas células mostraron
mayor intensidad de fluorescencia y procesos de mayor grosor (Fig. 32). Hacia el interior

del parénquima, tanto en el tejido circundante como en los vasos sanguineos, no se obser-

varon diferencias entre ambos grupos experimentales.

EAE

Figura 32.
Marcacion de astrocitos
con GFAP en reservorios

de LCR en cerebro.
Magnificacion: 60x.
Barra=25 um.

Se analizaron animales
de dos experimentos
independientes, N=4

ratas por grupo.

Tercer Ventriculo

Ventriculo Lateral

Los resultados de estos primeros estudios, junto con las tinciones discutidas ante-
riormente, muestran que el modelo agudo de EAE en ratas de nuestro laboratorio tiene
caracteristicas histolégicas comparables a las descriptas en otros modelos, en cuanto a su

distribucidn anatdmica, aunque la inflamacion seria mas moderada y contenida.

El objetivo de esta seccidn es dilucidar las posibles causas de las alteraciones presi-
napticas descriptas a principios de este capitulo. Por esta razén, a continuacion profundi-
zaremos en el estudio del estado de activacidon de microglia y astrocitos en la corteza cere-
bral de animales de los grupos AFC y EAE, con énfasis en las diferencias, si existieran, entre

la region frontal y el resto.
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A diferencia del grupo AFC, en la corteza frontal del grupo EAE se encontrd activa-
cion de microglia asi como también de astrocitos, siendo en algunos animales mas eviden-
te que en otros, pero siempre mayor al animal AFC correspondiente. En la Fig. 33 se mues-
tran imagenes representativas de dos animales del grupo EAE, de experimentos indepen-
dientes, para ejemplificar los casos de mayor y menor activacion encontrados dentro de
este grupo experimental, con su correspondiente animal AFC hacia la parte inferior de la
figura. Esta activacién de astrocitos y microglia fue mas evidente en la capas corticales mas
externas (I a lll), es decir, mas cercanas a las meninges. Alli, en las meninges, se observd
marcacion con Ibal de células mieloides redondeadas, muy posiblemente macréfagos,
tanto en el grupo AFC como en el EAE (ver flecha amarilla en la Fig. 33E), asi como también
activacion de astrocitos parameningeos (ver flechas blancas en la Fig. 33A-B). Esto, como
se discutié para el caso de los ventriculos y los plexos, podria ser producto de la inflama-

cién periférica que provoca el adyuvante, cuyas sefales y/o células se filtrarian al LCR.

En el resto de la corteza de ambos grupos experimentales también se observaron
macrofagos en las meninges (flecha amarilla en la Fig. 34E) y activacién moderada de mi-
croglia y astrocitos parameningeos (flechas blancas en la Fig. 34A-B). En el grupo EAE hubo
activacion de microglia en las capas corticales mas externas pero, en comparacién con la

region frontal, la activacion de astrocitos fue menor y comparable al grupo AFC.

Por lo tanto, estos resultados indicarian que las alteraciones presinapticas discuti-
das anteriormente podrian ser causadas, al menos en parte, por activacion de la glia en la
corteza frontal. Sin embargo, con estos estudios no podemos explicar cual es el fundamen-

to del comportamiento diferencial entre estas dos regiones de la corteza cerebral de ratas.

Por otra parte, debido a la localizacion de los infiltrados observados mediante colo-
raciones en el animal EAE1 (Fig. 28), y teniendo en cuenta estudios en otros modelos croé-
nicos de EAE donde describen alteraciones neuronales en estructuras subcorticales como
el cuerpo estriado y el hipocampo, decidimos analizar la activacién de microglia y astroci-
tos también en esas areas cerebrales. El analisis cualitativo de estos resultados, en conjun-
to con los de corteza, se muestran en la tabla 3. Resumidamente, no se encontré activa-
cion de glia en el hipocampo tanto del grupo AFC como del EAE, y en el estriado dorsal sélo
se observd una leve tendencia a mayor activacién de astrocitos en algunos vasos sangui-

neos dispersos en el grupo EAE.
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Capaslalll

Casocon Casocon
menor marcacion mayor marcacion CapasIVaVi

GFAP
Astrocitos

EAE

Ibal
Microglia

AFC
GFAP
Astrocitos

Ibal
Microglia

G H o
.
Figura 33. Imdgenes representativas de las inmunofluorescencias de Ibal (microglia, en color rojo)

y de GFAP (astrocitos, en color verde) en la corteza frontal de los grupos AFC y EAE.
El animal EAE y AFC de cada caso (ya sea menor o mayor intensidad de marcacion) pertenecen al
mismo experimento (es decir, son de la misma cruza, y fueron perfundidos y marcados por inmuno-

fluorescencia al mismo tiempo).
Magnificacion: 60x. Barra=25 um.
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Capaslalll

Casocon Casocon
menor marcacion mayor marcacion Capas|IVaVi

GFAP
Astrocitos

EAE

Ibal
Microglia

AFC
GFAP
Astrocitos

Ibal
Microglia

Figura 34. Imdgenes representativas de las inmunofluorescencias de Ibal (microglia, en color rojo)
y de GFAP (astrocitos, en color verde) en el resto de la corteza de los grupos AFC y EAE.
Magnificacion: 60x. Barra=25 um.
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Microglia Astrocitos
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Tabla 3. Andlisis cualitativo del grado de activacion de la microglia y los astrocitos observados en
las diferentes regiones cerebrales de los grupos experimentales.
Animales de dos experimentos independientes, N=4 ratas por grupo.

Para finalizar, cabe destacar que se observo activacion de microglia y astrocitos en
el grupo EAE en areas cerebrales ricas en mielina, tales como el quiasma dptico y el tejido
circundante, el tracto que conecta con el bulbo olfatorio, el tdlamo y el tallo encefalico (no
se muestran imdagenes). Estos resultados van de la mano con hallazgos previos de nuestro

laboratorio, como asi también de otros grupos de investigacién.

PCR EN TIEMPO REAL: EXPRESION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS
EN LA CORTEZA FRONTAL DE ANIMALES CON EAE

En un intento por relacionar las alteraciones histolégicas encontradas en la corteza
frontal de los animales con EAE y los defectos presindpticos, se analizaron los niveles de
ARN mensajeros correspondientes a los principales mediadores y marcadores inflamato-

rios de esta patologia.
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La citoquina pro-inflamatoria IL-1B es esencial para la generacién de la EAE, ya que
animales que no poseen el gen para esta citoquina o para su receptor principal (IL-1R1) no
desarrollan la patologia [135]. Otra citoquina pro-inflamatoria, TNFa, tendria un rol en la
induccidn de la EAE y la primera infiltracion del SNC, a través de la regulacién de la expre-
sién de quemoquinas [136]. Ambas, IL-1B y TNFa, son capaces de modular la transmisidn
sindptica [37] e inducen la produccién de IL-23 [137], una citoquina esencial para la dife-
renciacion de células T417 (quienes son indispensables para la infiltracion en cerebro du-
rante la EAE; [25]). Para que ocurra el proceso de infiltracidon y se desarrolle la EAE, es
también necesaria la secrecién de IL-6, una citoquina que participa en el direccionamiento
de las células inflamatorias hacia el tejido blanco [138]. IL-6 también media la activacién de
microglia y astrocitos [139]. La conversion de los astrocitos en su forma activa se denomi-
na astrogliosis reactiva, cuyo marcador mas antiguo y mejor caracterizado es la acumula-
cion de filamentos gliales, principalmente GFAP [140]. Otro marcador cldsico de activacién
de astrocitos (y del resto de la glia) es el aumento en la expresidén de proteina neurotrofica

S100B [141].
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Figura 35. Niveles relativos de ARN mensajeros para citoquinas y otros marcadores inflamatorios,
en la corteza frontal. Resultado de un solo experimento, N=4 ratas por grupo ( % p<0,05).

En base a estos antecedentes, se analizaron los niveles de ARN mensajero de IL-1B
y su receptor IL-1R1, TNFa, IL-6, GFAP y S100B en extractos de corteza frontal de animales
de los grupo AFC y EAE (Fig. 35). Para nuestra sorpresa, no se encontraron diferencias en la
expresion de IL-1 e IL-1R1. Sélo un animal, de un total de cuatro, presentd un incremento

considerable en los niveles de IL-1B. Por el contrario, la expresion de TNFa se vio significa-
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tivamente elevada en el grupo EAE, hasta 8-10 veces en algunos animales. Este aumento
se vio acompanado de mayores niveles en los ARN mensajeros de IL-6 y GFAP, corrobo-
rando la presencia de astrocitos reactivos en la corteza frontal observados por técnicas
histoldgicas. La expresion del marcador de dafio cerebral S100B no se encontré modificada

en la etapa aguda de la EAE.

En conjunto, estos resultados preliminares indicarian que, a diferencia de lo que
ocurre en médula espinal, no existiria infiltracion leucocitaria en la corteza frontal en nues-
tro modelo agudo de EAE ni dafio neuronal masivo. En esa region ocurre una activacién
moderada de microglia y astrocitos, acompafiada del aumento en la expresién de los me-
diadiores inflamatorios TNFa e IL-6, los cuales podrian contribuir de las alteraciones bio-
guimicas y funcionales encontradas en la transmisidn sindptica excitatoria. Un anadlisis mas
detallado seria necesario para revelar en detalle los mediadores de las alteraciones obser-

vadas.
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I. MATERIA BLANCA Y MATERIA GRIS EN EM Y EAE

La EM es una patologia compleja, que involucra a los sistemas inmune y nervioso, y
afecta tanto a la MB como a la MG en todo el SNC. Mientras los ciclos de desmieliniza-
cién/remielinizacién se asocian a la aparicion de discapacidad fisica (principalmente mo-
triz) y a ciertos sintomas psicolégicos (depresién, ansiedad), la neurodegeneracion seria la
responsable de la acumulacion irreversible de discapacidad cognitiva (fatiga cognitiva,
problemas en el procesamiento de informacién y la memoria) [142,143]. A su vez, la locali-
zacion de las lesiones en el SNC determina las diversas manifestaciones clinicas que carac-

terizan a esta enfermedad (muy variables entre pacientes) [13,45,144].

A diferencia de lo que sucede en la EM, en los modelos cldsicos de EAE se encuen-
tra comprometida predominantemente la médula espinal, con una menor participacién
del cerebro. Esto hace que el signo clinico tipico sea el desarrollo de paralisis flaccida as-
cendente [30,13]. Sin embargo, recientemente la participacion de distintas regiones cere-
brales ha comenzado a analizarse en diferentes modelos de EAE (ver las resefas
[145,146]). Particularmente, en modelos de EAE crénica se ha descripto una pérdida pro-
gresiva de mielina, axones, oligodendrocitos y neuronas, junto con activacidon de microglia
y astrocitos e infiltracidn leucocitaria. Esto se observé tanto en la MB como en la MG del
cerebelo y de diversas areas del cerebro, como el hipocampo, el cuerpo estriado (caudado-
putamen), el cuerpo calloso y la corteza cerebral [52,56,34,39,53]. Estas alteraciones, al
igual a lo observado en EM, fueron correlacionadas con diferentes cambios comportamen-
tales como ansiedad, depresién, déficit en el aprendizaje y pérdida de memoria [50,51]. En
este sentido, en nuestro grupo se describieron alteraciones bioquimicas en regiones ex-
tramielinicas del cerebro de ratas con EAE [147]. Posteriormente, nuestro grupo también
fue el primero en mostrar fallas en la liberacién del neurotransmisor excitatorio glutamato
en la corteza cerebral durante la etapa aguda de la EAE [95]. Estos hallazgos fueron corro-
borados por otro grupo, en un modelo crénico de EAE en ratones [27], indicando que po-

dria tratarse de un mecanismo patoldgico conservado.

En esta tesis se exponen cambios bioquimicos en la maquinaria que regula la dis-
ponibilidad de las VSs para exocitar, los cuales se encontrarian concentrados en la region
frontal de la corteza. A pesar de las diferencias anatémicas, las cortezas frontales de muri-
nos y primates comparten propiedades funcionales y de conectividad [148-150], las cuales

implican principalmente procesos cognitivos superiores [151]. En pacientes con EM, el
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grado de actividad de esta regidn asi como la integridad de sus conexiones con los ganglios
basales se ha asociado fuertemente con el desarrollo de fatiga central o cognitiva [46], uno
de los sintomas mas comunes e inhabilitantes de esta patologia [152]. Sin embargo, se
conoce muy poco acerca de las bases moleculares de estos cambios funcionales. En perso-
nas enfermas con EM se ha descripto acumulacién de Na® y fallas mitocondriales como
consecuencia de la desmielinizacion, tanto en corteza como en regiones subcorticales [48].
En la corteza frontal, se encontrdé disminucidn en el metabolismo de glucosa, pérdida de
volumen de MG (en casos avanzados), perturbacidon de conexiones y cambios en los nive-
les de activacidon neuronal [45,153-155]. Alteraciones que correlacionan altamente con el
grado de fatiga cognitiva y el deterioro en la memoria de trabajo ©. En modelos animales
de EAE la corteza frontal en si misma no ha sido explorada, sin embargo se ha informado
inestabilidad en las conexiones sinapticas corticales en etapas tempranas y pérdida de vo-
lumen de MG cortical en etapas tardias, equivalentes a lo observado en humanos [53,50].
Teniendo en cuenta las similitudes entre la EAE y la EM, los mecanismos descriptos en
nuestro laboratorio podrian también ser responsables de las alteraciones en la corteza

frontal de pacientes con EM y contribuir a la progresién del dafio cognitivo.

I1. DISFUNCION NEURONAL EN EM Y EAE

Como se menciono varias veces en esta tesis, las bases moleculares de la disfuncion
neuronal en EM no se conocen en detalle. Estudios recientes de metabolémica mostraron
gue existe una correlacién entre los niveles de metabolitos en los lI6bulos frontales de pa-
cientes con EM vy ciertas manifestaciones clinicas (estrés y deterioro cognitivo, pero no
fatiga) [156]. Particularmente, describen una disminucidn en los niveles de N-acetil aspar-
tato (lo cual es marcador de neurodegeneracién), cambios en contenido de colina, inosito-
les y lipidos (indicadores de disrupcién de mielina e inflamacién), e informan un aumento
de glutamato en la MB mientras sus niveles se encontraron disminuidos en las lesiones. En
cuanto a la disfuncion neuronal en la EAE, nuestro grupo ha reportado previamente una
disminucion en la liberacién de glutamato dependiente de [Ca®']; en terminales nerviosas
corticales [95]. Esto se vio acompaifiado de fallas en la fosforilacidon de Synl y disminucion
en la densidad de receptores GABA, en la membrana sinaptosomal [41]. En sinaptosomas

purificados de cerebro, otros investigadores informaron un aumento en receptores meta-

(0] N . . . .

La memoria de trabajo es una memoria de tipo activa (no se almacena a largo plazo) y es el resultado de
un proceso complejo que involucra el monitoreo, integracion y manipulacion de informacion para realizar
una accién o tomar una decision dirigida a un objetivo.
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botropicos e ionotrdpicos excitatorios y proteinas transportadoras de glutamato, siendo

esto ultimo una posible respuesta adaptativa al insulto excitotdxico [157,158].

Continuando con los trabajos previos de nuestro laboratorio, durante esta tesis pu-
do demostrarse que las alteraciones sinaptosomales que ocurren a nivel de la corteza ce-
rebral se encontrarian concentradas en la region frontal y aparecen conjuntamente con los
signos clinicos cldsicos de EAE, mostrando ambas manifestaciones patoldgicas un curso
temporal coincidente y agudo. Profundizando en el analisis de la cinética de liberacion de
glutamato, se encontré que tanto la cantidad total de neurotransmisor liberado como la
velocidad inicial de liberacidon se encuentran disminuidas en los primeros dias de la etapa
aguda de la enfermedad, retornando a valores similares al control cuando los animales se
recuperan completamente de los signos clinicos (es decir, al recobrar una motricidad nor-
mal). Notablemente, el contenido total de glutamato de los sinaptosomas fue similar para
todos los grupos experimentales estudiados. Ademas, coincidiendo con los hallazgos pre-
vios en sinaptosomas de corteza completa [95], se mostré de manera indirecta que sola-
mente la liberacion dependiente del influjo de Ca** a través de CCAV se encuentra reduci-
da en terminales nerviosas de la corteza frontal. Cabe mencionar que estudios previos
mostraron que la reduccién en la liberacién de glutamato se mantiene cuando es inducida
con el ionéforo de Ca®" ionomicina [95]. En ese trabajo también se analizé el aumento de
[Ca®"); utilizando la sonda Fura-2 AM y se concluyé que el influjo de dicho catién ocurre en
la misma medida en animales controles (AFC) y EAE enfermos y recuperados. Todos estos
datos nos llevaron a hipotetizar que la disfuncion en las terminales nerviosas de la corteza
frontal de ratas en la etapa aguda de la EAE se deberia principalmente a problemas en la
maquinaria molecular que regula la liberacidn de neurotransmisor, antes que a una disfun-
cion de canales iénicos (aunque no podemos descartar que estos ultimos estén contribu-

yendo).

En base a lo expuesto, el objetivo central de este trabajo fue explicar el mecanismo
responsable de dicha falla en la liberacion de glutamato. Para este estudio nos enfocamos
en la via de sefializacién que involucra a Synl. Esta decision se basé en dos hechos. En pri-
mer lugar, Synl es la fosfoproteina mas abundante en terminales nerviosas vy, a través de la
interaccidn con otras syns, F-actina y VSs, controla la disponibilidad de las VSs para exoci-
tar [71,73]. En segundo lugar, en nuestro laboratorio se determiné que células T y anti-

cuerpos anti-PBM reaccionan de manera cruzada con Synl [113], e hibridos de porciones
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de Synl fusionados a la subunidad B de la toxina colérica, cuando son administrados via

oral, pueden reducir la inflamacion y los signos clinicos de la EAE [26].

Synl posee nueve sitios de fosforilacién, la combinacién del estado de fosforilacidn
en cada uno de ellos regula la afinidad de esta proteina por las moléculas con las que in-
teracciona, tal como se describio en la introduccion de esta tesis. Los sitios de fosforilacion
de Synl mas estudiados son aquellos que son sustratos de las enzimas Erk1/2, PKA y
CaMKIl. Erk1/2 fosforila los sitios 4/5 (Ser 62/67) de Synl y tiene un efecto dual sobre la
liberacion de neurotransmisor. Tanto la sobreexpresién de la forma fosforilada constituti-
vamente como de la no fosforilable de Synl en los sitios de Erk1/2 tienen un efecto perju-
dicial sobre el ciclado de las VSs [81]. Es mas, Erk1/2 regula negativamente la expresion en
la membrana de CCAVs tipo L en neuronas, limitando la exocitosis e inhibiendo la poten-
ciacion post-tetanica de manera dependiente de la fosforilacion de Synl en los sitios 4/5
[159,160]. Nuestros estudios muestran un incremento en los niveles totales de la proteina
Erk1/2 asi como en su estado de fosforilacion (y por lo tanto de activacién) luego de la es-
timulacion con 4-AP en sinaptosomas del grupo EAE. Al mismo tiempo, Synl se encontré
mas fosforilada en los sitios 4/5 en estado basal, manteniéndose esta diferencia a tiempos
cortos post-despolarizacién y tendiendo a los valores del control a tiempos largos. En culti-
vos primarios de neuronas, se ha descripto que Synl muestra una distribucién difusa en las
terminales y a lo largo de los axones (a diferencia de su clasica localizacidon puntual en los
botones sindpticos) cuando se encuentra pseudo-fosforilada constitutivamente en los si-
tios de Erk1/2 [161]. Considerando que la fosforilacion de dichos sitios sélo afecta la inter-
accién de Synl con F-actina, pero no con las VSs, nuestros resultados sugieren que los
agregados de VSs podrian estar mas dispersos en terminales en reposo de la corteza fron-
tal durante la EAE, y por ende las VSs no estarian posicionadas correctamente para res-

ponder al estimulo despolarizante.

Por otro lado, la fosforilacion de Synl en los sitios 2 y 3 por CaMKIl produce un
cambio conformacional muy dramdtico en la proteina, disminuyendo de esta manera su
afinidad tanto por las membranas de las VSs como por los filamentos de actina [79,77]. En
consecuencia, los agregados de vesiculas se dispersan posibilitando la movilizacién y fusién
de las VSs en la ZA. La fosforilacion de Synl en el sitio 1 (sustrato de PKA y CaMKI) tiene el
mismo efecto, aunque menos drastico [162]. Nuestro grupo ha informado previamente, en

sinaptosomas corticales purificados durante la etapa aguda de la EAE, una bajada significa-
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tiva en la cinética de fosforilacion de Synl en el sitio 1 [95]. Ampliando estos estudios, aqui
mostramos que, en la corteza frontal, los defectos en la liberacidn de glutamato se vieron
acompafiados de una reduccién en los niveles basales de CaMKIlla asociada a los agrega-
dos de VSs y una disminucion en el curso temporal de fosforilacion de Synl en el sitio 3
luego de la despolarizacion. Conjuntamente, la dispersién de Synl inducida por 4-AP se
encontré impedida, permaneciendo unida a las VSs (tanto las de reserva como las ancladas
a membrana). El mecanismo mediante el cual CaMKlla disgrega a las VSs, con Synl como
intermediaria, fue demostrado hace pocos afios [118]. La forma funcional de esta quinasa
se compone de dos anillos hexaméricos, donde cada mondmero tiene una masa de =50
KDa. Es decir, se trata de una enzima de gran tamafio, midiendo aproximadamente 12 nm
de didmetro por 6 nm de grosor [163]. Esta caracteristica hace que, en terminales en repo-
so, se ubique en la periferia de los agregados de VSs. Cuando CaMKIla se activa por unidn
de Ca**-calmodulina, fosforila a Synl en las VSs de la periferia provocando su liberacion de
los agregados. De esta forma, a medida que las vesiculas mas externas se van dispersando,
la quinasa va ganando a acceso a regiones mas internas de los agregados [118]. Basando-
nos es este mecanismo de accién, nuestras observaciones en los sinaptosomas del grupo
EAE pueden explicarse segin un modelo en el cual una menor cantidad de CaMKlla unida
inicialmente a los agregados de VSs produce una menor fosforilacién de Synl en el sitio 3
en las vesiculas periféricas. Esto lleva a una menor dispersion de Synl y de VSs, con la con-
secuente menor penetracién de la quinasa en los agregados, en un ciclo de retroalimenta-
cion negativa. Ademas, tanto los niveles basales como la redistribucién hacia las membra-
nas sinaptosomales de CaMKlla fueron similares para los grupos AFC y EAE, sugiriendo que
solamente el reclutamiento de esta enzima hacia los agregados de VSs (pero no a la ZA) se
encuentra afectado durante la enfermedad (probablemente debido a las diferencias en
composicidn proteica entre ambas membranas). Apoyando dicho modelo, los estudios de
microscopia electrénica mostraron una reduccién en la movilizacién de las VSs hacia la ZA
y la consecuente reposicidon del RRP ante estimulacidn sostenida (sin observarse alteracio-
nes morfoldgicas significativas). Todo esto nos lleva a concluir que la disponibilidad de las

VSs para exocitar se encuentra disminuida durante la EAE en la regién frontal de la corteza.

Mientras PP2A (la fosfatasa que actua sobre Synl en los sitios de CaMKIl) tiene una
actividad basal constante, CN (la enzima que desfosforila a Synl en los sitios de Erk1/2), es
activada por el aumento de [Ca2+]i [78]. CN, ademas, es la Unica fosfatasa que regula a las

defosfinas, un grupo de proteinas esenciales para los diferentes pasos del proceso de en-
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docitosis mediada por clatrina [70]. De esa forma controla el reciclado de las VSs luego de
la exocitosis. Este reciclado también es dependiente del dinamismo de los filamentos de
actina, lo cual a su vez es regulado por Erk1/2 [119]. Cuando analizamos a CN en sinapto-
somas del grupo EAE, se la encontré elevada, tanto en el citoplasma como en las membra-
nas sinapticas. Teniendo en cuenta lo discutido hasta aqui, podemos dividir las alteracio-
nes en sinaptosomas del grupo EAE en dos etapas: En reposo y a tiempos cortos (cuando
[Ca*]; es bajo) el incremento en los niveles y el estado de activacién Erk1/2 llevaria al au-
mento en el estado basal de fosforilacion de Synl y, posiblemente, en el dinamismo de
actina, lo cual perturbaria la organizacion de la presinapsis. A tiempos largos (mas de un
minuto luego de la estimulacidn), la actividad de CN se volveria considerable llevando, por
un lado, a la caida en los niveles de fosforilacion de Synl en los sitios 4/5 hacia valores con-
troles y, por otro lado, a posibles defectos en la endocitosis. La exocitosis y la endocitosis
no ocurren independientemente, sino que se encuentran estrechamente acopladas e in-
cluso comparten parte de la maquinaria molecular [164]. Los resultados obtenidos en
nuestro laboratorio indican que ambos procesos podrian estar impedidos en terminales
nerviosas de la corteza frontal durante la EAE. Es mas, ya que CN y Erk1/2 también afectan
el dinamismo de actina, los pasos finales de endocitosis y el correcto reciclado de las vesi-
culas podrian encontrarse limitados. Seria de sumo interés para el laboratorio probar esta
hipédtesis. Utilizando metodologias de imagen in vivo de rodajas de corteza frontal podrian
medirse velocidades de exocitosis, endocitosis y reacidificaciéon de VSs, asi como el dina-
mismo de actina y la dispersion de Synl. Este tipo de experimentos podrian, idealmente,
acoplarse con técnicas electrofisiolégicas y analisis por microscopia electrénica. De esta
manera, no sdlo podria describirse en detalle el mecanismo de la disfuncidn neuronal en la
EAE, sino que también se tendria una nocién de las alteraciones que ocurren en un contex-

to mas completo y complejo que el de los sinaptosomas.

I11. INFLAMACION EN EM Y EAE

Otro objetivo de esta tesis fue indagar las posibles causas de los cambios bioquimi-
cos en las terminales nerviosas de los animales con EAE. En este sentido, debemos recor-
dar que esta patologia experimental posee un importante componente inflamatorio, al
igual que sucede en la enfermedad en humanos. Ocurre infiltracién de leucocitos y gliosis a
lo largo de todo el SNC, y estas células activadas secretan una variedad de mediadores pro-

inflamatorios, entre ellos citoquinas y glutamato, lo cual produce dafio neuronal y excito-
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toxicidad [37,165]. En esta tesis se encontraron elevados los niveles de las enzimas Erk1/2
y CN, en sinaptosomas de la corteza frontal en el grupo EAE. La activacién de Erk1/2 y su
cascada se ha asociado a la aparicién de infiltrados en la médula espinal en otros modelos
de EAE aguda en ratas [166]. La via de Erk1/2 a su vez se vio implicada en la generacion de
tolerancia a insultos excitotéxicos a través de la activacion sub-letal de los receptores iono-
tropicos de glutamato llamados NMDAR [167]. Por el contrario, la sobreactivacion de di-
chos NMDAR se asocia a excitotoxicidad y neurodegeneracidon en numerosas patologias,
entre ellas EAE y EM. En este contexto, la citoquina IL-6 y el factor neurotréfico derivado
de cerebro (BDNF, por su sigla en inglés) demostraron ser neuroprotectores. Este efecto es
dependiente de la activaciéon de la via de Erk1/2 y sus efectores corriente abajo [168,169].
Por otro lado, en las células gliales la fosfatasa CN es fuertemente inducida por citoquinas
pro-inflamatorias. En neuronas, la citoquina pro-inflamatoria TNFa produce la liberacién
de Ca** desde reservorios intracelulares y la activacién de CN, lo cual a su vez desencadena
cascadas de apoptosis [170,171]. Inhibidores de CN poseen propiedades inmunosupreso-
ras y se emplean en medicina para evitar o disminuir el rechazo de érganos en pacientes
trasplantados [172]. Por estas razones, sospechamos que los aumentos observados en los
niveles de Erk1/2 y de CN en terminales nerviosas del grupo EAE podrian ser el reflejo de
una respuesta neuronal ante la excitotoxicidad y la presencia de citoquinas pro-

inflamatorias en la corteza frontal, respectivamente.

Para analizar la presencia y distribucién del dafio y/o inflamacién en el cerebro de
las ratas con EAE, como primera aproximacién se realizaron tinciones histoldgicas clasicas
en cortes sagitales. El revelado con azul de toluidina mostré un tejido con apariencia nor-
mal en los dos grupos estudiados, AFC y EAE, tanto en cuanto a la organizacién como a la
morfologia y cantidad de células en las distintas regiones del cerebro. La tincién de luxol
rapido también mostrd una organizaciéon normal de las estructuras de MB en el cerebro de
ambos grupos, sin observase una desmielinizacion masiva. Ademads, no se encontraron
leucocitos infiltrantes (detectables por estas técnicas) en el cerebro, a excepciéon de un
animal (el EAE1), que presento infiltrados en la regién contenida entre el tercer ventriculo
y el ventriculo lateral, acompafiados de dafio celular y pequefios puntos con desmieliniza-
cién (datos no mostrados). Esta ausencia de cambios notorios en el cerebro probablemen-
te es consecuencia de que se trata de un modelo agudo, de rapida remisién. En modelos
crénicos, caracterizados por un mayor compromiso axonal, infiltracién y desmielinizacién

se han descripto en diferentes regiones del cerebro, entre ellas hipocampo, estriado, cuer-
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po calloso y corteza [37,36,39,34]. Actualmente, nuestro grupo estda ampliando sus estu-
dios a estos modelos crénicos, ya que reflejan aspectos diferentes de la enfermedad hu-

mana, EM.

Sin embargo, cabe destacar que muchos de los estudios citados fueron realizados
cuando la enfermedad se encontraba claramente establecida, varios dias después del co-
mienzo de las manifestaciones clinicas. Otros autores, han descripto una ausencia de infil-
tracion, desmielinizacion y disrupcion de la BHE en regiones cerebrales alejadas de los ven-
triculos, como es la corteza, en los primeros dias de la enfermedad [54]. En el mismo con-
texto, encuentran estrés oxidativo, acumulacién de [Ca®']; fallas en la remocién de meta-
bolitos téxicos por parte de los astrocitos y activacién de la microglia, la cual seria respon-
sable de reclutar a las células infiltrantes en estadios mas avanzados de la EAE [173,54]. En
concordancia con ello, en nuestro modelo experimental hallamos tanto microglia como
astrocitos activados en la corteza frontal, en las primeras 24 hs desde la aparicion del pri-
mer signo clinico. Esta activacion fue mas intensa y marcada en la regidon frontal de la cor-
teza, en comparacion con el resto. Reforzando ese resultado, en la corteza frontal también
se encontro significativamente elevada la expresion del filamento glial GFAP, un marcador
clasico de astrogliosis [140], asi como de la citoquina IL-6. Esta es una molécula sefial clave
gue secretan los astrocitos reactivos, ya que media la secrecion de quemoquinas, con el
consecuente reclutamiento de leucocitos, la activacidn de la microglia y la expresiéon de
moléculas de adhesién en la BHE, llevando a su pérdida de integridad [174]. Para que se
origine la EAE, la produccidn periférica de IL-6 no es esencial, sino su liberacidon dentro del

SNC por parte de los astrocitos reactivos [138].

Todos los cambios descriptos en esta tesis ocurren en la corteza frontal en ausencia
de infiltracidn evidente, muerte neuronal y/o desmielinizacion. Esto nos lleva a pensar que
la causa de la activacion de la glia serian sefiales periféricas que llegan a esta region. En
este sentido, diversos autores demostraron que la inflamacion periférica sostenida, causa-
da por inyeccién de lipopolisacarido o de AFC, provoca un aumento en el nimero de célu-
las inmunes que patrullan el LCR e incrementa la expresidn de citoquinas en el SNC, princi-
palmente TNFa, IL-6 e IL-1B [175,33]. En el periodo pre-sintomatico de modelos de EAE
crénica, se ha descripto un aumento en IL-18 y TNFa en hipotalamo, en ausencia de infil-
tracion, activacion de glia o desmielinizacién [51]. En la misma etapa, TNFa producido en la

periferia causa inestabilidad en las conexiones sindpticas en la corteza somatosensorial
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[50] (la cual no esta incluida en la corteza frontal, con el método de diseccién aplicado en
esta tesis). Estas alteraciones serian responsables de conductas tipo depresivas y otros
comportamientos anormales, previos a las manifestaciones clinicas en la EAE, que también
son comunes en pacientes con EM. TNFa puede atravesar la BHE y, una vez en el cerebro,
afecta diversos procesos: Regula la transmisidon sinaptica glutamatérgica, aumentando la
insercién en membrana de receptores de glutamato, lo cual lleva a acumulacién de [Ca®']:
en las neuronas. Reprime la expresién de transportadores de glutamato en astrocitos, im-
pidiendo la remocion de este neurotransmisor excitatorio del medio. De esta manera ac-
tua sinérgicamente con el glutamato amplificando la excitotoxicidad. Ademas, el exceso de
glutamato activa mGluRs en la microglia, llevando a su activacién y la secrecién de mayo-
res cantidades de glutamato, TNFa y otros mediadores inflamatorios, exacerbando el dafio
[176,177]. En nuestro modelo agudo de EAE, detectamos un notable incremento en la ex-
presion de TNFa en la corteza frontal, en las primeras horas del periodo sintomatico de la
patologia. Teniendo en cuenta los antecedentes presentados y nuestros resultados, es

muy probable que este aumento en TNFa contribuya a la activacion de la glia y de la dis-

funcidn presindptica en la regién frontal de la corteza.

Aqui cabe destacar que, mientras la liberacién de glutamato también se encontré
significativamente reducida en el estriado dorsal, no se hallé una activacién significativa de
glia o infiltracion ni se vio afectada la via de sefalizacion de Synl y de Erk1/2 en esa region
(ver Anexo ll). Estos indicios nos llevan a pensar que las causas de la disfuncidn presinapti-
ca en el estriado dorsal diferirian de las descriptas para la corteza frontal, asi como tam-
bién el mecanismo molecular responsable de estos cambios. Este hallazgo es interesante,
ya que apunta a que el dafio en diferentes regiones del SNC podria desarrollarse de mane-
ra diferente, agregando complejidad al estudio de este tipo de patologias neuroinflamato-

rias e induciendo cautela en la tendencia a generalizar mecanismos.

Para finalizar, queda sin responder la causa de la segregacién de las alteraciones a
nivel de la corteza. Si bien no poseemos base experimental para esta argumentacion, es
interesante comparar el sentido y alcance del flujo del sistema glinfatico y la distribucion
de la inflamacion en cerebro durante la EAE. El sistema glinfatico fue descubierto y des-
cripto hace pocos afios por el grupo de la Dra. Nedergaard. Se trata de una via anatdmica
gue permite el intercambio entre el LCR vy el liquido intersticial el cerebro, facilitando la

remocidn de sustancias téxicas [178]. El drenaje de estas corrientes globales de liquido
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intersticial ocurre a lo largo de las arterias y venas de mayor calibre en el cerebro. La ma-
yor y mas rapida entrada de moléculas sanguineas se da a lo largo de las arterias basilar y
olfatoria [179], las cuales atraviesan coincidentemente las regiones donde encontramos
mayor inflamacién en la EAE (es decir, cerebelo y tdlamo, zona ventral o basal del cerebro,
capas externas de los |6bulos frontales y bulbo olfatorio). Componentes centrales de este
sistema son los astrocitos, quienes transportan los solutos a través del parénquima cere-
bral gracias a canales de la familia de las acuaporinas. Estos canales tienen una distribucién
polarizada, concentrandose en los extremos de los procesos astrociticos que rodean a va-
sos sanguineos y forman parte de la BHE. El grupo de la Dra. Nedergaard postula que en
caso de patologias neurodegenerativas y/o neuroinflamatorias, los astrocitos reactivos
pierden esta polaridad de canales imposibilitdndose el flujo del liquido intersticial y la re-
mocién de metabolitos toxicos, agravando asi el dafio [178]. Seria de interés poner a prue-
ba esta hipdtesis en la EAE y analizar si efectivamente tiene algun tipo de relacién con la

distribucidn de las alteraciones en el cerebro.

IV.CONCLUSIONES

En base a los experimentos realizados en esta tesis y teniendo en cuenta trabajos

previos de nuestro grupo asi como de otros investigadores, podemos concluir:

3 Con el comienzo de las manifestaciones clinicas ocurre en la regién frontal de la corte-
za activacién de microglia y astrocitos, posiblemente causada por la llegada de factores
inflamatorios a través de la sangre. Estas células reactivas secretan TNFa e IL-6, contri-
buyendo a la inflamacidn local. La secrecién de citoquinas probablemente esté acom-
pafiada de especies reactivas y glutamato, provocando ademas estrés oxidativoy exci-

totoxidad, como se ha mostrado en otros modelos.

@3 TNFa e IL-6, posiblemente en conjunto con el exceso de glutamato, actuarian sobre las
neuronas incrementando la expresion de las enzimas Erk1/2 y CN, y alterarian sus cas-
cadas de senalizacidn, entre ellas la de maquinaria presindptica. Esto conduciria a de-
fectos en la fosforilacién y redistribucién de Synl y en la dispersion de los agregados de
VSs, disminuyendo la disponibilidad de las VSs para exocitar y la liberacidon de neuro-

transmisor.

@3 Todos estos cambios se revierten espontaneamente cuando los animales entran en el

periodo de recuperacion de la patologia, y podrian estar implicados en la aparicion del
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deterioro cognitivo (mas que en el desarrollo de la paralisis). La comprensiéon de los
mecanismos de reversiéon y de la contribucidén a la patologia de las alteraciones en la
corteza frontal podrian ayudar a entender el funcionamiento de la enfermedad en hu-

manos y, quizas, generar nuevos blancos terapéuticos.
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ANEXO 1

MAPA DE DISECCION DEL CEREBRO DE RATAS Y DEFINICION DE
LA CORTEZA FRONTAL

Luego de la decapitacion del animal, el cerebro fue removido rapidamente y ubica-
do en una cdpsula de Petri previamente llena con 2-3 mL de GB a 4 °C. Para realizar la di-
seccion, el cerebro se posiciond con su parte ventral hacia arriba y los bulbos olfatorios
fueron removidos. Tomando como guia el quiasma éptico, primeramente se disecté la cor-
teza frontal mediante un corte diagonal (area en verde en la Fig. 36, y ver lineas rojas en
las Figs. 37 a 41). Luego, mediante otro corte aproximadamente a 2 mm del primero, se
obtuvo el estriado dorsal (caudado-putamen), previa eliminacién del cuerpo calloso, la
corteza cerebral y el estriado ventral (drea en violeta en la Fig. 36, y ver lineas rojas en las
Figs. 37 a 41). De la porcién restante de cerebro se separé el resto de la corteza (4rea en
amarillo en la Fig. 36). Asimismo, se disecciond el cerebelo completo (area en celeste en la
Fig. 36). Todo el proceso mencionado fue realizado rdpidamente (en menos de 2 min) para
evitar la degradacion del tejido, y las estructuras obtenidas fueron simultaneamente ho-

mogeneizadas en GB a 4 °C.

RESTO DE LA
CORTEZA
CEREBELO
Figura 36.
Esquema del cerebro de rata y las
estructuras estudiadas en esta tesis.
Las lineas rojas demarcan la direc .
)] FRONTAL CAUDADO-

cion del corte realizado para extraer
cada drea.

PUTAMEN
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I. Definicion de la Corteza Frontal

Esta drea de la corteza posee una definicidn difusa y variable en la bibliografia, en
cuanto a su tamafio y las estructuras que incluye. Se decidid definirla de forma tal que
abarque tanto lo publicado por otros grupos de investigacion [180] como también lo esta-
blecido en el principal libro de consulta en cuanto a la estructura del SNC de rata, “The rat
nervous system” (editado por George Paxinos) [181]. De esta forma, la corteza frontal utili-
zada para los experimentos de esta tesis incluye las siguientes dreas: gran parte de Frl, Fr2
y Fr3 (correspondientes a las cortezas motoras primaria o M1, secundaria o M2 y dreas
accesorias), una pequefia porcién de la regién mas frontal de la corteza parietal (o Parl,
gue incluye parte de la corteza somatosensorial primaria o S1), y la denominada corteza
prefrontal (que incluye a las cortezas orbitofrontal, cingulada, prelimbica e infralimbica;

[182]).

Figure 178 -
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Figura 37. Imagen sagital del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edicion [127]. Las lineas rojas deno-

tan los cortes realizados con bisturi para seccionar las diferentes dreas del cerebro de rata. En la

region frontal del corte quedan incluidas: M1, Fr3 y parte de las cortezas somatosensorial (S1J) e
insular (AID, AlV).
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Figura 38. Imagen sagital del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edicion [127]. Las lineas rojas deno-
tan los cortes realizados con bisturi para seccionar las diferentes dreas del cerebro de rata. En la
region frontal del corte quedan incluidas: M2, M1, la corteza orbitofrontal (LO, VO) y la corteza

frontal de asociacion (FrA).
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Figura 39. Imagen sagital del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edicion [127]. Las lineas rojas deno-
tan los cortes realizados con bisturi para seccionar las diferentes dreas del cerebro de rata. En la
region frontal del corte quedan incluidas: M2, Fr3, las cortezas prelimbica e infralimbica (PrL a IL), y
parte de la corteza cingulada (Cg1).
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Figura 40. Imagen horizontal del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edicion [127]. Las lineas rojas de-
notan los cortes realizados con bisturi para seccionar las diferentes dreas del cerebro de rata. En la
region frontal del corte quedan incluidas: M1, M2, S1J, FrA, PrL, Cg2.
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Figura 41. Imagen horizontal del atlas de Paxinos y Watson, 6ta. Edicion [127]. Las lineas rojas de-
notan los cortes realizados con bisturi para seccionar las diferentes dreas del cerebro de rata. En la
region frontal del corte quedan incluidas las distintas dreas de la corteza orbitofrontal (LO, VO, MO).
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ANEXO I1

ALTERACIONES GLUTAMATERGICAS EN EL ESTRIADO DORSAL
(CAUDADO-PUTAMEN) EN LA ETAPA AGUDA DE LA EAE

Adicionalmente a la corteza frontal, en esta tesis se exploré la liberacion de gluta-
mato en otras regiones relacionadas con el control y aprendizaje motriz, como son el es-
triado dorsal (caudado-putamen) y el cerebelo. En ambas estructuras se encontrd una
disminucion estadisticamente significativa tanto en la cantidad total de glutamato libera-
do como en la velocidad inicial de liberacién. Debido a la complejidad del cerebelo, nos

centraremos en los resultados preliminares obtenidos en el cuerpo estriado.
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Figura 37. A. Glutamato total liberado durante 8 min (relativizado a los mg de proteinas sinapto-
somales) en diferentes etapas de la patologia (F=5,655). B. Velocidad de liberacion a tiempos cortos
(F=3,224). C. Liberacidn de glutamato independiente de [Ca’*];(F=0,6673). D. Contenido total de
glutamato intrasinaptosomal (F=0,2196). Sinaptosomas purificados de estriado dorsal, datos de 3
experimentos independientes, N=4-6 animales por grupo ( % % p<0,01).

En la figura 37 puede observarse que, al igual a lo descripto para la corteza frontal,
el curso temporal de los defectos en la liberacion de glutamato es coincidente con el desa-
rrollo de la EAE. La disminucién maxima en la cantidad de glutamato liberado se observa
en las primeras horas de la etapa sintomatica, desapareciendo rdapidamente cuando los

animales comienzan a recuperarse (Fig. 37A). La velocidad inicial de liberacidon también se
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vio significativamente disminuida (Fig. 37B). Por el contrario, la liberacién de glutamato
independiente de [Ca%"]; y el contenido intrasinaptosomal de glutamato fueron similares
para todos los grupos experimentales (Fig. 37C-D). Indicando nuevamente posibles altera-

ciones en la maquinaria molecular presinaptica.

Sin embargo, para el caso del estriado no se encontraron diferencias entre los gru-
pos AFC y EAE en el curso temporal de fosforilacion de Synly de Erk1/2, ni tampoco en los
niveles totales de ambas proteinas (Fig. 38). Esto es un claro indicio de que el mecanismo
por el cual se altera la transmisidn sindptica no es necesariamente el mismo en todas las
regiones del cerebro, agregando complejidad al estudio de esta patologia. Este resultado

va de la mano con la falta de activacién de la glia observada en caudado-putamen por his-

tologia (ver Tabla 3).
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