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IMPACTO DE LA INFLAMACION SISTEMICA EN LA RESPUESTA INMUNE

INNATA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La microglia residente y los leucocitos periféricos tienen un rol esencial influenciando
la respuesta inmune en el sistema nervioso central (SNC). Estas células se activan y migran
en respuesta a quimiocinas producidas durante respuestas inmunes activas, pudiendo
contribuir a la progresion de la neuroinflamacion. El reciente hallazgo de agregados de
proteina alfa-sinucleina (a-SYN) mal plegada que amplifican de forma similar a los priones,
ha llevado a la hip6tesis de que el sistema inmune podria estar participando en la

propagacion de a-SYN en sinucleinopatias como la enfermedad de Parkinson (PD).

En este trabajo de tesis, evaluamos la participacion de los interferones (IFNs) de tipo
| y Il en la respuesta ejercida por la microglia y los monocitos inflamatorios para de esta
forma, comprender la contribucion de estas citocinas en el establecimiento y desarrollo de
un proceso neuroinflamatorio. Ademas, determinamos el impacto de la inflamacion
sistémica en la diseminacién de a-SYN para comprender el rol de la microglia y los

monocitos inflamatorios en la progresion del PD.

Luego del desafio sistémico con lipopolisacarido (LPS), encontramos reactividad glial
junto con un activo reclutamiento de leucocitos en drganos circunventriculares, proximo a
células vasculares endoteliales. A diferencia de la microglia, los monocitos inflamatorios
pre-activados con LPS y purificados de cerebro fueron capaces de inducir la proliferacion
de células T. Ademas, su re-estimulacion ex vivo con LPS promovié la exacerbacion de la
respuesta proliferativa T. Estas células mieloides, al contrario de los neutrdfilos,
demostraron también ser reclutadas de manera dependiente de los IFNs de tipo I, revelando
un rol para estas citocinas en su migracion al SNC. En un modelo patoldgico, a-SYN

administrada sistémicamente, fue internalizada preferentemente por monocitos
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inflamatorios pre-activados con LPS, respuesta que favorecié su diseminacién en cerebro

y médula espinal.

En sintesis, nuestros resultados comparan las caracteristicas funcionales y
fenotipicas entre células residentes vs. reclutadas periféricas en un microambiente
inflamatorio, identificando a los monocitos inflamatorios como un tipo celular clave en un
modelo de neuroinflamacion inducido por la administracion sistémica con LPS y como
potenciales células carrier que participarian en la diseminacion de a-SYN en el desarrollo

del PD.

Palabras clave:

Microglia - Monocitos inflamatorios - Inflamacion - LPS - IFNs - a-SYN
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IMPACT OF SYSTEMIC INFLAMMATION ON THE CENTRAL NERVOUS

SYSTEM INNATE IMMUNE RESPONSE

Brain-resident microglia and peripheral migratory leukocytes play essential roles in
shaping the immune response in the central nervous system (CNS). These cells activate
and migrate in response to chemokines produced during active immune responses and may
contribute to the progression of neuroinflammation. The recent discovery of misfolded
protein aggregates of alpha-synuclein (a-SYN) that amplify in a “prion-like” fashion, has led
to the hypothesis that the immune system might be participating in the propagation of a-

SYN in synucleinopathies such as Parkinson’s disease (PD).

Herein, we addressed the participation of type I-ll interferons (IFNs) in the immune
response displayed by microglia and inflammatory monocytes to comprehend the
contribution of these cytokines in the establishment and development of a
neuroinflammatory process. Besides, to understand the role of microglia and inflammatory
monocytes in the progression of PD, we also assessed the impact of lipopolysaccharide

(LPS)-induced systemic inflammation on a-SYN spreading.

Following systemic LPS challenge, we found glial reactivity and an active recruitment
of leukocytes close to vascular endothelial cells in circumventricular organs. Isolated primed
inflammatory monocytes were able to induce T cell proliferation, unlike microglia. Moreover,
ex vivo re-stimulation with LPS exhibited an enhancement of T cell proliferative response
promoted by inflammatory monocytes. These myeloid cells also proved to be recruited in a
type | IFN-dependent fashion as opposed to neutrophils, unveiling a role of these cytokines
in their trafficking. In a pathologic model, a-SYN was internalised mainly by LPS-primed
inflammatory monocytes upon systemic administration, which favoured a-SYN spreading

through brain and spinal cord.
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Together, our results compares the phenotypic and functional features between
tissue-resident vs. peripheral recruited cells in an inflamed microenvironment, identifying
inflammatory monocytes as a recruited key cell population in an induced murine model of
neuroinflammation after systemic administration of LPS and as potential carriers that would

participate in the spreading of a-SYN in the development of PD.

Keywords:

Microglia - Inflammatory monocytes - Inflammation - LPS - IFNs - a-SYN
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Fisiologia e inmunidad del SNC en la homeostasis

Con el fin de asegurar su integridad estructural, la superficie del cerebro adulto esta
protegida por varias capas. El craneo es la estructura ésea que recubre el cerebro y posee
dos capas adherentes de meninges, la duramadre y la leptomeninges. Esta Ultima consta
de la aracnoides y la piamadre, y recubren el cerebro y el sistema vascular intracerebral
hacia la profundidad del parénquima nervioso, construyendo el espacio perivascular
denominado de Virchow-Robin. Ambos compartimentos de las meninges han despertado
un gran interés durante estos Ultimos afios debido al contenido de células inmunes. Los
vasos linfaticos de la duramadre fueron descritos estructuralmente hace 50 afios !, pero su
relevancia funcional no habia sido esclarecida sino hasta hace poco. Se descubrié que
estos vasos son capaces de absorber liquido cefalorraquideo (CSF) del espacio
subaracnoideo y liquido intersticial cerebral mediante el sistema glinfatico. Estos vasos
transportan luego el liquido a través de aberturas en la base del craneo hacia los nédulos
linfaticos cervicales profundos ?3. Se encontraron vasos linfaticos convencionales en la
duramadre, delineando los senos y saliendo del sistema nervioso central (SNC) en la base
del craneo 2. Notablemente, se hallaron bajo condiciones homeostéaticas, células inmunes
clasicas como las T y B asi como mieloides CX3CR1* en vasos linféticos 4, sugiriendo que
este sistema linfatico de las meninges podria estar participando en el trafico de células
inmunes desde las meninges. Se cree que la fraccion acelular del CSF drena nuevamente
hacia la corriente sanguinea mediante granulaciones aracnoideas localizadas a lo largo de
los senos, donde las células inmunes junto con las proteinas pueden ser drenadas
fundamentalmente a través de las estructuras linfaticas de la duramadre y alcanzar los
nédulos linfaticos cervicales profundos °.

El CSF bafa al cerebro y provee de cierta flotabilidad al SNC, asi como también

contribuye al transporte de citocinas, neurotransmisores y hormonas 6. El CSF fluye a
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través de la aracnoides y la piamadre y es producido como un filtrado de los vasos
sanguineos fenestrados de los plexos coroideos en los ventriculos del cerebro. Desde alli,
fluye hacia el tercer ventriculo, atravesando el cerebro medio mediante el acueducto y
alcanzando la superficie exterior a través del cuarto ventriculo. Pocos linfocitos CD4*y aun
menos células presentadoras de antigeno, pueden ser encontrados en el CSF. Esta
poblacion de células T CD4* presente en el cerebro ingresa al SNC a través de los capilares
sanguineos fenestrados de los plexos coroideos en los ventriculos 7 y consiste en pocas
células naive 8, siendo la mayoria de las células T en el CSF efectoras de memoria que
expresan los receptores necesarios para establecerse en tejidos inflamados °.

A pesar de su rol patogénico durante la inflamacién autoinmune, los linfocitos estan
presentes de manera escasa en el CSF de la duramadre. La leptomeninges contiene
células estromales ricas en colageno y células epiteliales aracnoideas y practicamente no
hay células del sistema inmune adaptativo 1°. De hecho, tanto el parénquima cerebral
humano como el de raton carecen de linfocitos en condiciones homeostéticas.

En contraste con los 6rganos periféricos, no hay en el paréngquima del SNC células
dendriticas (DCs) clasicas que se puedan definir funcionalmente como tal . A pesar de
adquirir ciertos marcadores de superficie caracteristicos, tales como CD11c, el complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC IlI) y CD11b, las células parenquimales del
SNC no son DCs por definicién. De hecho, se encontré expresion de CD11c en microglia
activada 2, fagocitos derivados de médula 6sea en el SNC murino *3, asi como en muestras
de SNC humano !*. Mediante -caracterizacion fenotipica, un estudio demostré
recientemente que células parenquimales CD11c* no exhiben el fenotipo de DCs pero si
representan una sub-poblacién microglial *°, lo que sostiene la idea de que el SNC carece
de DCs clasicas. En linea con esto, otro estudio demostré que células T especificas para
un virus son capaces de inducir la proliferacion de la microglia y convertirla en células

presentadoras de antigeno CD11c* .
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Entonces, ¢qué células del SNC se encargan de la vigilancia inmunolégica en la
homeostasis, representan la primera linea de defensa frente a patégenos y modulan la
inflamacién en el SNC? Como otros 6rganos del cuerpo, el SNC contiene macréfagos
residentes de tejido como células inmunes innatas tipicas. Ademas de la microglia del
parénguima, esta familia consiste de macréfagos perivasculares, de las meninges y de los
plexos coroideos, estos Ultimos incluyendo también a las células del epiplexo de Kolmer 7.
A pesar del hecho de que todas estas poblaciones de macréfagos se originan de fuentes
pre-natales, concretamente del saco y/o el higado embrionario ¥-2%, y de que comparten
numerosos marcadores mieloides y de macrofagos especificos (Iba-1, F4/80 y CX3CR1),
cumplen ciertas funciones especificas de cada tipo celular 2% Estratégicamente
posicionados en las barreras del SNC, los macréfagos perivasculares, de las meninges y
de los plexos coroideos podrian modular la entrada de células inmunesy el fenotipo durante
la inflamacién. Estas células mieloides han sido implicadas en varios procesos
inmunopatolégicos, incluyendo la presentacion antigénica a linfocitos circulantes 227, Se
cree que en condiciones fisiolégicas, los macrofagos perivasculares detectan las sefiales
de dafio en la sangre, incluyendo a los patrones moleculares asociados al dafio (DAMPS) y
a los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS), debido a su localizacion entre
las membranas basales endoteliales y gliales L. Durante la angiogénesis, estas células
modulan la anastomosis en la vasculatura en desarrollo 28, Ademas, se cree que los
macrofagos de los plexos coroideos controlan la produccion de CSF en condiciones
homeostaticas 29,

La microglia y los miembros de la familia de células no parenquimales asi como los
macroéfagos residentes de tejido de origen pre-natal, cuentan con una vida media larga y no
manifiestan recambio con los monocitos derivados de sangre 312, Sin embargo, exhiben

una considerable capacidad de auto-renovacion bajo condiciones fisioldgicas 332°.
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ESQUEMA 1 | El sistema inmune del SNC en la homeostasis. Esquema del cerebro sano,
representando estructuras anatdmicas y células involucradas en garantizar la integridad del tejido.
En condiciones fisiologicas, el cerebro esta cubierto por el craneo y la galea aponeurdtica (no se
muestra). Las capas de tejido conectivo, la duramadre y la leptomeninges (aracnoides y piamadre),
estan localizadas debajo del crdneo. El CSF es producido en los plexos coroideos (el cual tiene una
barrera de sangre-CSF), bafia al cerebro y contiene células T y fluye tanto en el parénquima como
en el area subaracnoidea, que comprende a arterias y al espacio perivascular. Mientras que el CSF
drena nuevamente a la circulacion sanguinea, las células inmunes y proteinas en el CSF pueden ser
drenadas principalmente a través de estructuras linfaticas de las meninges para alcanzar los nédulos
linfaticos cervicales profundos, érganos linfaticos secundarios tipicos. Los leucocitos (granulocitos y
células T y B) permanecen dentro de los vasos sanguineos y normalmente no acceden al tejido
cerebral sano. De esta forma, las Unicas células inmunes enddégenas dentro del SNC son
parenquimales (microglia) y macréfagos no parenquimales (macréfagos perivasculares, macréfagos
de las meninges y de los plexos coroideos, como ser las células del epiplexo del Kolmer). Esquema
adaptado de Prinz & Priller, 2017 36,
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Notablemente, los monocitos derivados de sangre nunca abandonan el espacio
endovascular del cerebro sano para poblar el parénquima del SNC, por lo que reportes
atribuyendo cualquier efecto a estas células puede explicarse debido a mecanismos
indirectos 3" 0 a un minimo pasaje fisiolégico a través de los plexos coroideos 2%, Por lo
tanto, las Unicas células inmunes que pueblan el parénquima de un cerebro y médula
espinal sanos son los macrofagos residentes de tejido, incluyendo a la microglia del
parénquima, a los macrofagos perivasculares y de las meninges, y los macrofagos de los
plexos coroideos. La presencia de la barrera hematoencefalica (BHE) previene la entrada
de células inmunes desde la periferia al SNC y el ambiente local no es propicio para las
células derivadas de la sangre *. Sin embargo, dentro del CSF, las células T de memoria
posiblemente monitorean el SNC dentro del espacio subaracnoideo y de la leptomeninges,
donde se pueden encontrar con los macréfagos mencionados anteriormente en las distintas

interfases del cerebro.

Vias de acceso para la migracion de leucocitos al SNC

Es posible definir tres vias distintas para la entrada de los leucocitos al sistema
nervioso y a partir de alli poder evaluar el trafico a través de estos sitios. Para establecer
un contexto apropiado para esta discusién es importante recordar que hay s6lo unos pocos
leucocitos en el SNC a menos que haya inflamacién. Por esta razon, la mayoria de la
investigacion en esta area involucra el uso de modelos de enfermedad o dafio.

Via de acceso |, desde la sangre al CSF a través de los plexos coroideos: esta primera
via de migracion de los leucocitos al SNC sigue la formacion del CSF. En esta via de
acceso, los leucocitos extravasan a través del endotelio fenestrado en el estroma de los
plexos coroideos, migrando a través del centro hacia las vellosidades e interactuando con
células epiteliales y entrando finalmente a los plexos coroideos en el mismo sitio en el que

se forma el CSF. Es probable que esta via sea la ruta por la cual las células entran al CSF
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en condiciones fisiolégicas %°. Un estudio que profundizé acerca del mecanismo de esta via
de migracion mostro, en ratones deficientes para la selectina P, una marcada reduccion en
la entrada de leucocitos al SNC. Sin embargo, los leucocitos en el CSF humano tienen un
fenotipo distintivo, expresando altos niveles de CXCR3 #! en comparacién con las células T
circulantes. La acumulacion de células T no depende de VCAML1, ni ICAM1 o0 sus co-
receptores, lo cual fue confirmado mediante ensayos de neutralizacidon con anticuerpos.
Ademas, la inyeccion con un constructo de PECAM fusionado con una inmunoglobulina
inhibio el ingreso de leucocitos al CSF, consistente con un rol para PECAM en este modelo
42.

Via de acceso Il, de la sangre al espacio subaracnoideo: en la segunda via, los
leucocitos pueden cruzar desde la arteria car6tida interna, extravasando a través de las
vénulas post-capilares en la superficie pial del cerebro hacia el espacio subaracnoideo y el
espacio perivascular de Virchow-Robin. Alli, se encuentran con células de linaje mieloide
competentes para la presentacion antigénica. Utilizando quimeras, se demostrd que las
células perivasculares se intercambian con las poblaciones de leucocitos circulantes 4345,
Por este motivo, las regiones perivasculares, en particular el espacio de Virchow-Robin que
esta en comunicacién directa con el compartimento del CSF, son considerados sitios
probables de interaccion entre linfocitos y células presentadoras de antigeno, y por
consiguiente, de vigilancia inmunoldgica del SNC. Estudios recientes han utilizado
microscopia intravital para evaluar el rolling leucocitario en capilares de la superficie pial de
los hemisferios cerebrales “®. El rolling leucocitario en estos vasos no se observé en ratones
sanos pero si en aquellos en los que se indujo la encefalomielitis experimental autoinmune
(EAE). Esta respuesta fue parcialmente sensible al bloqueo de la integrina a4, pero requirio
absolutamente de la selectina P. Ademas, la adhesién fue parcialmente bloqueada

inhibiendo el rolling con un anticuerpo especifico para selectina P.
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ESQUEMA 2 | Modelo de la entrada de leucocitos al CSF. Esta figura muestra una porcion de los
plexos coroideos, constituido por vellosidades y un estroma central. El lumen del endotelio expresa
selectinas, ligandos de integrinas y quimiocinas inmovilizadas. Un leucocito luminal que expresa e
integrinas, receptores de quimiocinas y ligandos de selectinas sobre la superficie celular, (a) se
muestra realizando el rolling de manera secuencial, (b) estableciendo la unién entre el receptor de
guimiocina y su ligando inmovilizado, (c) la posterior activacién de la integrina, (d) seguido de la
diapédesis. Una vez en el estroma, (e) el leucocito puede quedar expuesto a mas quimiocinas que
son producidas por células epiteliales de los plexos coroideos, (f) llevando a la migracién a través de
la monocapa epitelial hacia el CSF. Adaptado de Ransohoff y col., 2003 47.

Via de acceso lll, de la sangre al espacio parenquimal perivascular: en la tercera via
los leucocitos pueden entrar al parénquima directamente, pasando de las carétidas internas
a través de la vasculatura ramificada de arteriolas y capilares, extravasando finalmente las
vénulas post-capilares, proceso que requiere que los leucocitos crucen la BHE y la lamina

basal endotelial. Un estudio en el que se analizd la extravasacion leucocitaria a través de
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las vénulas parenquimales en la EAE, sostiene la idea de que el transito de linfocitos
activados a través de un endotelio cerebrovascular en condiciones homeostaticas es un
evento de baja eficiencia. En este contexto, si bien se observd interaccion entre los
leucocitos y el endotelio, anticuerpos especificos para selectina P o PSGL1 bloguearon el
rolling tal como se describié previamente para los vasos en la superficie pial “6. Luego, se
demostré que las interacciones entre integrinas y moléculas de adhesion (LFAL-ICAM1 y
a431-VCAML1) podrian mediar el rolling ya que la interferencia por anticuerpos de cualquiera
de las vias redujo este fendmeno. Sin embargo, el bloqueo de estos componentes no afecté
las caracteristicas de rolling de aquellas células que continuaban interactuando con el

endotelio.

Neuroinflamacién

La enfermedad de Alzheimer (AD) y la enfermedad de Parkinson (PD) son
desérdenes neurodegenerativos comunes que representan una gran carga
socioecondmica. Al presente, no existen tratamientos para el AD y el PD asi como tampoco
para otras condiciones neurodegenerativas menos comunes, como la enfermedad de
Huntington (HD), la esclerosis lateral amiotréfica (ALS) y la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (CJD o enfermedad pridnica) entre otras. Las caracteristicas neuropatolégicas de
estos desdrdenes neurodegenerativos incluyen la agregacion y acumulacion de proteinas
intracelulares y/o extracelulares asociadas a la pérdida de neuronas en regiones
especificas del SNC. La proliferacién y activacion de células gliales, denominada gliosis, es
una caracteristica distintiva bien establecida de estas enfermedades. De hecho, se cree
gue la respuesta de la microglia modifica la enfermedad, lo que la hace atractiva para
numerosos estudios %48,

Es importante destacar que las respuestas inmunes celulares en AD, PD, HD, ALS,

CJD entre otras, son consistentes con las de la inmunidad innata. Las respuestas inmunes
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adaptativas involucran especificidad inmunoldgica (por los antigenos) y memoria (indicando
una reaccion acelerada a la re-exposicion con antigenos) basado en las propiedades Unicas
de los linfocitos T y B. Cabe destacar que la presencia de estas y otras células
hematopoyéticas dentro del SNC podria justificar el término neuroinflamacion tal como se
observa en enfermedades bacterianas, virales o autoinmunes del SNC 3. Las
enfermedades neurodegenerativas como el AD deberian ser consideradas como
reacciones inmunes innatas que pueden incluir ademas la liberacion de citocinas y
guimiocinas. A pesar del colapso de la BHE en etapas posteriores de la heurodegeneracion,
la presencia de linfocitos en AD y PD ha sido reportada en algunos casos “°%°. El significado
del término inflamacién ha sufrido revisiones considerables en los Ultimos afios, y por ende,
el concepto de la neuroinflamaciéon se ha expandido gradualmente para incluir también a
las enfermedades neurodegenerativas. De hecho, numerosos reportes han considerado a
la AD como una condicién neuroinflamatoria mas que una respuesta inmune innata a un
estado de neurodegeneracion °%2, Esto no es solamente una cuestion de semantica,
debido a que esta imprecision podria llevar a una incomprension de la patofisiologia de la
neurodegeneracion y por consiguiente, podria dificultar aproximaciones terapéuticas

especificas para cada tipo celular.

Microglia & Monocitos

La microglia, células inmunes residentes del SNC, ha tomado protagonismo gracias
arol dual, tanto en la salud como en la enfermedad. En un cerebro y médula espinal sanos,
la microglia representa el 10% de las células del SNC y forma un entramado tridimensional
en el que cada célula ocupa un territorio Unico. Ademas, constituyen un grupo de células
altamente ramificadas que poseen una gran cantidad de procesos finos y mdviles que

controlan continuamente el ambiente parenquimal °3°*, A través de esta vigilancia, la

Péagina | 22



INTRODUCCION | Javier M. Peralta Ramos

microglia detecta diversas sefales extracelulares, y consecuentemente, traduce, integra y
responde a ellas con el fin de mantener la homeostasis cerebral *°.

Estudios en ratones han establecido que la microglia deriva de progenitores del saco
embrionario que expresan el factor de transcripcion RUNXL1 y el receptor tirosina quinasa
c-Kit, pero que no expresan el marcador pan-leucocitario CD45 2°, Dichos progenitores
migran a través del torrente sanguineo hacia el SNC en desarrollo, comenzando en el dia
embrionario 8,5 y continuando hasta que la BHE esté formada #°6. La microglia podria ser
considerada similar a macréfagos presentes en otros tejidos no cerebrales, sin embargo se
ha determinado que son las Unicas células mieloides que derivan del saco embrionario en
condiciones fisiolégicas °"°. Genes especificos de linaje, tales como Pu.1 e Irf8, definen la
red transcripcional de la microglia y la distinguen de los macréfagos residentes 20225960 | g
microglia, que son células parenquimales del SNC, es también distinta de macréfagos
perivasculares, de las meninges y de los plexos coroideos. A pesar que hay caracteristicas
en comun respecto a la ontogenia y a los programas de desarrollo de la microglia, ciertos
andlisis indican que podria haber subpoblaciones con distintos transcriptomas . Este
concepto se basa en hallazgos funcionales y morfolégicos de subpoblaciones de la
microglia en diferentes regiones del cerebro 523,

El mantenimiento de la microglia no depende de los monocitos circulantes 33557 sino
gue cuando se requiere de nuevas células, la microglia debe ser generada por auto-
renovacién de conjuntos de células locales que persisten durante largos periodos. El
mantenimiento de la poblacion microglial depende de la activacion continua del receptor del
factor estimulante de colonias de tipo 1 (CSF-1R), que es ademas esencial para el
desarrollo de la microglia y los macréfagos 1864,

Durante el desarrollo, la microglia esculpe los circuitos neuronales inmaduros
eliminando las estructuras sinapticas (axones y espinas dendriticas) en un proceso

conocido como pruning sinaptico %', Interesantemente, en el sistema visual del ratén, este
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pruning depende de la actividad neuronal y de la experiencia sensorial ¢, donde la
microglia elimina preferentemente a las terminales pre-sinapticas menos activas.

En el sistema inmune innato, las proteinas del complemento involucradas en el
pruning sindptico 6870 constituyen sefiales encargadas de marcar a las células
apoptoticas y patdgenos para ser removidos por los macrofagos circulantes que expresan
los receptores C3 (CR3/CD11b) . En el cerebro murino sano en desarrollo, C3 y C1q son
ampliamente expresadas y localizadas en sinapsis inmaduras . La microglia, el nico tipo
celular del SNC que expresa el receptor C3, fagocita estas terminales sinapticas a través
de la misma via de sefializacién C3-C3R que es usada por el sistema inmune innato . La
fractalquina, el ligando CX3CL1 de CXsCR1 neuronal, ha sido también implicada en el
pruning sinaptico de la microglia, ya que ratones que carecen de este receptor tienen
marcadamente menos microglia durante el desarrollo post-natal temprano que aquellos que
si lo expresan .

Dado que las células microgliales son esencialmente fagociticas, su rol en el
desarrollo del SNC es el de eliminar las neuronas que mueren como resultado de la muerte
celular programada, proceso que descarta el exceso de neuronas generadas como parte
del desarrollo normal y de la neurogénesis en el adulto "3, Los receptores TAM Axl y Mer
4 son cruciales para la remocién de los cuerpos celulares en la neurogénesis adulta. La
microglia también dirige la muerte celular programada mediante induccion de la apoptosis
neuronal sin provocar inflamacion, a través de liberacién de iones superéxido 7, factor de
crecimiento nervioso “® o factor de necrosis tumoral ’’. La muerte neuronal inducida por la
microglia depende del receptor de superficie celular C3R, promoviendo finalmente la
liberacion de factores neurotéxicos 8. Ademas de tener un rol en la inicio de la muerte
neuronal programada, la microglia esta involucrada también en acelerar los procesos que
determinan la muerte de neuronas pero que son inducidos por otros mecanismos “°. En

condiciones fisiolégicas, la fagocitosis microglial esta acoplada a la apoptosis a través de
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sefales como el nucleétido adenosin trifosfato (ATP), liberado por células apoptéticas, por
lo que es fisioldgicamente importante un correcto acoplamiento de ambos procesos &°.
Otro tipo celular involucrado en la respuesta inmune innata en el SNC son los
monocitos, una poblacion conservada de leucocitos que estan presentes en todos los
vertebrados. Los monocitos surgen de células mieloides precursoras en érganos linfaticos
primarios, incluidos el higado embrionario y la médula 6sea, tanto durante la hematopoyesis
embriénica como la adulta 8. Estan definidos por su localizacion, fenotipo y morfologia, asi
como por su expresion génica y de microRNA caracteristica 828, El desarrollo y sobrevida
de los monocitos depende completamente del factor estimulante de colonias de tipo 1 (CSF-
1), de hecho los ratones que son deficientes de este factor de crecimiento o de su receptor
exhiben una monocitopenia severa -8, En ratones y humanos, los monocitos representan
un 4% y 10% de las células nucleadas de la sangre respectivamente, con una considerable
cantidad de células en el bazo y en los pulmones disponibles en el caso de que se
necesitara que fueran movilizadas 8. En la sangre, los monocitos (en particular la clasica
subpoblacién murina Ly6C") exhiben una corta vida media de unas 20 horas °%%, factor
gue combinado con la observacién de que en condiciones inflamatorias estas células dan
origen a células residentes, hace suponer que los monocitos constituyen meramente un
reservorio temporal de precursores para los fagocitos mononucleares residentes 2.
Estudios recientes establecieron la existencia de subpoblaciones de monocitos en la
sangre humana %, existiendo actualmente dos subpoblaciones de monocitos definidos
como CD14*y CD14"° CD16*. En ratones, las subpoblaciones de monocitos CSF-1R*
actualmente consisten en aquellos Ly6C" CX3CR1%™ CCR2* CD62L* CD43"°y los Ly6C'"
CX3CR1" CCR2" CD62L" CD43" %97 Evidencia reciente sugiere que, en condiciones
homeostaticas, las subpoblaciones de monocitos circulantes representan estadios de
desarrollo dénde los monocitos Ly6C" se diferencian, probablemente en circulacion, en

células Ly6CP %298 | as células Ly6CP de raton y sus equivalentes humanas CD14" CD16",
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podrian entonces estar terminantemente diferenciadas en macréfagos residentes mas que
ser monocitos per se. De hecho, actualmente hay cierta evidencia que la funcién principal
de las células Ly6C" es controlar la integridad endotelial °*'%, Por otra parte, los monocitos
Ly6C" en ratones y CD14* en humanos, representan a los monocitos clasicos que son
reclutados a los sitios de inflamacion y que pueden actuar como los precursores de
fagocitos mononucleares periféricos 2. La funcién de los monocitos Ly6C" circulantes
permanece aun pobremente definida pero probablemente esté relacionada a su alta
capacidad fagocitica y habilidad para acceder de forma inmediata a todos los tejidos y
érganos. El rapido reclutamiento de los monocitos Ly6C" a los sitios de inflamacion e injuria
hace de estas células versétiles un componente clave de la respuesta del hospedador hacia
insultos patogénicos 2. Sin embargo, la movilidad de los monocitos tiene su precio, ya que
estas células pueden contribuir a la diseminacién de patégenos, actuando como caballos

de Troya mediante el traslado de bacterias hacia el cerebro 1%,

LPS

El lipopolisacarido (LPS), un componente de la pared celular de bacterias Gram-
negativas y ligando canénico del receptor de tipo Toll 4 (TLR4), cumple un rol esencial en
la induccion de la inflamacién en infecciones bacterianas tanto en humanos como en
ratones. Estos organismos son capaces de detectar la presencia del LPS gracias a la accion
de la proteina ligando de LPS (LBP), presente en fluidos extracelulares 1°. La LBP se
contacta fisicamente con micelas de LPS libre o con bacterias Gram-negativas 1%,
facilitando por medio de estas interacciones, la extraccion de un monémero de LPS que es
captado por el receptor CD14 unido a la membrana celular %1%, E| CD14 existe como una
proteina glicosilfosfatidilinositol (GPI) anclada a la membrana plasmatica de muchas

células, en particular de fagocitos, pero puede ser secretada también por otras células en
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un estado soluble (GPI libre) %7, Los complejos de LPS-CD14 son criticos en la respuesta
inflamatoria posterior por tres razones.

Primero, el LPS presente en el complejo junto con CD14 puede ser transferido a dos
juegos de heterodimeros de MD2 y TLR4 105198109 De estas dos proteinas, TLR4 es singular
dado que existe como proteina transmembrana, sirviendo de este modo para transmitir la
informacion de la deteccion del LPS al citosol 1*°. Mecanisticamente, la transferencia de
LPS mediada por CD14 a dos juegos de complejos de TLR4/MD2, resulta en la dimerizacion
del dominio citosélico Toll/IL-1R (TIR) presente en estas moléculas de TLR4, y en la
acumulacién de este complejo en microdominios de la membrana plasmatica con
caracteristicas similares a los lipid rafts 1. Los dominios dimerizados TLR4-TIR son
detectados por TIRAP 112113 yna proteina promiscua ligando de fosfoinositidos **411°, Las
interacciones entre TIRAP y el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI(4,5)P2) localizado en la
membrana plasmatica, posiciona a este adaptador en la superficie de la célula previo al
encuentro microbiano. Este posicionamiento le permite a TIRAP detectar rapidamente
dimeros de TLR4, un evento que posteriormente lleva al ensamblado de un centro citosélico
supramolecular denominado mydosoma !411¢, El mydosoma constituye el principal sitio
subcelular para la transduccién de sefiales provenientes de los TLRs 14117119 y consta de
TIRAP, su proteina adaptadora relacionada MyD88, y varias quinasas de familia IRAK
encargada de iniciar la sefializacion downstream 4. Las proteinas del mydosoma
promueven la respuesta inflamatoria dependiente de NF-kB y AP1, que representan la via
transduccional de TLR4 1%

La segunda funcién del LPS unido a CD14 es promover su propia internalizacion junto
con la del dimero de TLR4 de la membrana plasmética '?. Este proceso traslada al TLR4
a los endosomas, dando lugar a una segunda ola de activacion de NF-kB y AP1 que
refuerza la respuesta inducida desde la membrana plasmatica 23122, La sefializacion de

TLR4 desde los endosomas también induce respuestas transcripcionales distintas de
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aguellas iniciadas en la superficie celular, que se caracterizan por ser mediadas por el factor
de transcripcion IRF3 121122 | a activacion de IRF3 es regulada por las proteinas
adaptadoras TRAM y TRIF. IRF3 actla junto a NF-kB y AP1 para dirigir la expresion de los
genes de los interferones (IFNs) de tipo |, de relevancia en varias respuestas
antibacterianas intrinsecas a la célula, como la autofagia y la piroptosis 12124, Mientras que
TLR4 representa un cargo para esta via endocitica, es CD14 el encargado de modular el
proceso de endocitosis para posicionar a TLR4 en una localizacion subcelular donde la
sefalizacion dependiente de IRF3 pueda ocurrir 125126 Sj bien varios reguladores de la
Unica via de sefializacion activada por CD14 ya han sido definidos 121125127130 |og
mecanismos moleculares aun no han sido dilucidados.

La tercera consecuencia de las interacciones de LPS-CD14 es la rapida modificacion
de los fosfoinositidos de la membrana 31132, La deteccion de LPS por CD14 lleva a la
activacion de quinasas citosolicas fosfoinositidas PIP5 K la y PIP 5 Ky, que fosforilan al
fosfato 5 presente en PI(4)P localizado en la membrana plasmética, para generar P1(4,5)P2
181132 Este proceso (que es independiente de la sefializacion de TLR4) es notable, ya que
PI(4,5)P2 es un regulador central de la localizacion de TIRAP asi como del proceso de
endocitosis y fagocitosis 14115133 Actuando de manera upstream de TLR4, CD14 le
transfiere LPS e inicia su dimerizacién estimulando posteriormente la sintesis de PI(4,5)P2.
Como consecuencia de la formacion del mydosoma y las respuestas inflamatorias
dependientes de NF-kB/AP1, se estimula la internalizacién de TLR4 que resulta en la
expresion dependiente de IRF3 de IFNs de tipo I. Por lo tanto, se podria considerar a CD14
como el responsable de orquestar todas las respuestas celulares a LPS inducidas por

TLRA4.
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ESQUEMA 3 | Vias de la respuesta inflamatoria al LPS. El LPS es detectado inicialmente en la
membrana plasmatica por LBP, colaborando con CD14 a extraer este PAMP de la pared bacteriana.
Luego, el CD14 transfiere el LPS al complejo TLR4-MD2, promoviendo la dimerizacion y activacion
de TLR4, proceso que estimula la sintesis de PI(4,5)P2 para inducir la formacién del mydosomay la
respuesta inflamatoria dependiente de NF-kB/AP1. De esta forma, se estimula la internalizacion de
TLR4, que consecuentemente induce la expresién dependiente de IRF3 de IFNs de tipo I. Por otra
parte, el LPS que alcanza el citosol puede unirse a caspasa 11, iniciando la formacion del
inflamosoma no canoénico dando lugar a la piroptosis. La actividad de la caspasa 11 también estimula
la formacién del inflamosoma candnico, el cual desencadena el procesamiento y liberacion de IL1-
B. Adaptado de Kagan y col., 2014; Kieser & Kagan, 2017 116134,

Hay evidencia de que TLR4 intracelular esta presente en endosomas en proceso de
reciclado en fagocitos humanos y murinos 13136, Este TLR4 es movilizado a endosomas
tempranos que contienen TLR4 que fue previamente internalizado desde la membrana

plasmatica, y aparentemente amplifica la respuesta inmune innata desde dicha localizacién
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135 Finalmente, TLR4 endosomal es aislado dentro del lumen de cuerpos multivesiculares
por un proceso dependiente del adaptador de trafico HRS ¥, Este evento de aislamiento
es importante para inactivar la transduccién de la sefial de TLR4 ¥/,

Mientras que los estudios de la endocitosis de TLR4 dependiente de CD14
proveyeron la primera evidencia de que TLR4 no controla todas las respuestas celulares a
LPS 121 trabajos recientes han revelado respuestas adicionales a LPS independientes de
TLR4, que no son reguladas por CD14. Por ejemplo, la entrada de LPS al citosol induce
una potente respuesta de muerte celular por piroptosis 1*813°, Esta respuesta es importante
para prevenir que las células de los mamiferos sean usadas como sustrato de crecimiento
por bacterias intracelulares °. La piroptosis inducida por LPS no es dependiente de CD14
ni de TLR4, sino mas bien mediada por el receptor citosélico de LPS, caspasa 11 (0
caspasas 4/5 en humanos) 813141 | 5 unién de LPS al dominio de activacion y
reclutamiento amino terminal de la caspasa 11 promueve la oligomerizaciébn de esta
proteina, y la activacion de su actividad enzimatica intrinseca **. Luego, la caspasa 11
activada cliva su sustrato citosélico gasdermina D 142143  |iberando su dominio amino
terminal para que se oligomerice en un poro anular que interactta con lipidos acidicos de
la membrana plasmatica, como ser PI(4,5)P2 144145 | a formacién del poro de gasdermina
D en la membrana plasmatica altera el balance osmético en la célula causando finalmente
inflamacién y ruptura de la membrana plasmatica.

Mientras que el proceso por el cual el LPS promueve la piroptosis dependiente de
caspasa 11 se vuelve mas claro, los mecanismos por los cuales el LPS accede al citosol
aun permanecen sin ser revelados. Durante las infecciones bacterianas, el LPS accede al
citosol a través del dafio infligido a la membrana de las células del huésped por medio de
los sistemas de secrecién virulentos o toxinas formadoras de poros . Sin embargo,

también la inyeccion de LPS en ratones induce respuestas dependientes de caspasa 11 ¢,
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Considerando el amplio espectro de interacciones del LPS en células de mamiferos,
existe una diversidad notable de mecanismos de interaccion, con distintos dominios de

distintas proteinas operando en diversas ubicaciones dentro y fuera de la célula.

Impacto de la pre-activacion de la microglia y la inflamacion sistémica en la

progresion de enfermedades neurodegenerativas

Aunque al dia de hoy esta bien establecido que la inflamacion del SNC tiene un rol
central en la progresion de enfermedades neurodegenerativas cronicas, los mecanismos a
través de los cuales esto ocurre permanecen poco claros. La respuesta inflamatoria
montada durante la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas esta dominada por
la microglia **’. Los mecanismos mediante los cuales estas células contribuyen al dafio
neuronal y posterior degeneracion son aln sujeto de un intenso estudio. Recientemente se
ha demostrado que la inflamacion sistémica es clave en la progresién de estas
enfermedades. Existen vias adaptativas bien descritas para el envio de las sefales
sistémicas inflamatorias al cerebro, aunque si el insulto es lo suficientemente robusto como
en la sepsis severa o suficientemente prolongado como en la estimulacion repetida de dosis
de inflamégenos como el LPS, estas vias resultan ser nocivas para el cerebro #’. De hecho,
dosis moderadas de estos inflamdgenos son capaces de producir una nueva patologia en
el cerebro y exacerbar o acelerar caracteristicas de la enfermedad cuando se superponen
frente a una patologia preexistente o una predisposicion genética. En el contexto de la
microglia pre-activada por la patologia previa o por predisposicion genética, la misma se
encuentra condicionada a responder de forma mas vigorosa frente a una estimulacion
inflamatoria subsecuente, transformando asi una respuesta inflamatoria adaptativa del SNC

en una gque posee consecuencias dafinas para el individuo 4.
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La pre-activacion de la microglia induce una respuesta microglial exacerbada frente
a un segundo estimulo inflamatorio, mas fuerte que aquella observada en la estimulacion
de la microglia naive. Si bien es evidente que los cambios en la morfologia, el incremento
de antigenos de superficie y la proliferacion son todas caracteristicas asociadas a la pre-
activacion de la microglia, no se han definido alin marcadores claros o tnicos de la microglia
pre-activada 1“8, El fendmeno de la pre-activacion microglial fue descrito por primera vez en
los cerebros de animales con la enfermedad pridnica que fueron sujeto de un desafio con
miméticos de una infeccion sistémica, tal como LPS o el &cido poliinosinico-policitidilico
(poli 1:C) 149152 gunque hoy se ha observado en diversas condiciones asociadas a
neurodegeneracion crénica. Por ejemplo, en modelos animales de AD o PD 4753 |os
desafios sistémicos inflamatorios generan una respuesta inmunoldgica exacerbada en el
SNC que es mediada por el sistema inmune innato local. Aun no esté claro si diversos
patrones de pre-activacion, que dan origen a diferentes fenotipos y perfiles moleculares,

resultan de distintas formas de neurodegeneracion o estimulos sistémicos inflamatorios.

Una infecciéon periférica temporal o una exposicién crénica a bajos niveles de
patégenos infecciosos (esto es, por debajo de aquellos necesarios para causar sintomas
clinicos), pueden no sélo activar sino también pre-activar a la microglia **. La inflamacién
sistémica puede también llevar a una respuesta exacerbada frente a una injuria cerebral
aguda, tal como un insulto isquémico °°. La exposicién prolongada de macréfagos
residentes a niveles muy bajos de LPS induce pre-activacion mas que tolerancia al LPS °°,
lo cual es de vital importancia en el contexto del PD: dado que los pacientes con PD son
susceptibles a la constipacion, en estos individuos el LPS puede escapar de los intestinos
hacia la circulacién sistémica 7, y el aumento de la exposicién sistémica al LPS podria
exacerbar el proceso neurodegenerativo a través de la induccion de la pre-activacion

microglial %8
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En roedores, el desafio sistémico inflamatorio en presencia de la microglia pre-
activada genera fiebre y una expresion exagerada del sickness behaviour, incluyendo la
pérdida de actividad motriz y anorexia. Estos cambios estdn asociados con el aumento de
la sintesis de IL-1B, TNF-a e IL-6 asi como 6éxido nitrico en el cerebro 149151, | a respuesta
inflamatoria alterada puede llevar también al aumento de la pérdida neuronal y a una
aceleracion en la progresion de la enfermedad. Multiples desafios sistémicos con poli I:C,
utilizado con el proposito de mimetizar infecciones virales repetidas, en modelos murinos
de la enfermedad pridnica lleva a un deterioro en el rendimiento motriz en cada desafio, y
particularmente a una disminucion en la coordinacion y la fuerza, contribuyendo asi a la

aceleracion de la progresion de la enfermedad %2,

El concepto de la pre-activacion de la microglia provee de este modo una via celular
y molecular por la que la inflamacion sistémica podria contribuir a la progresién de
enfermedades neurodegenerativas cronicas. Ademas del incremento en la expresion de
citocinas que pueden dafar a las neuronas, la microglia pre-activada responde a la
estimulacion subsecuente a través de la alteracion del repertorio de receptores de un modo
gue podria tener importantes consecuencias. En ratones con una enfermedad
neurodegenerativa crénica, el desafio sistémico inflamatorio aumenta la expresién de
receptores de inmunoglobulinas del tipo Fc en la microglia, con un efecto que es muchas
veces mas grande que la influencia de la enfermedad neurodegenerativa o la inflamacién
sistémica por si mismas *°. La expresion incrementada de los receptores Fc en la microglia
conlleva un cambio dramatico hacia un estado pro-inflamatorio. Si bien se cree que la IgG
no ingresa al parénquima cerebral, aparentemente la BHE no es impenetrable. Como
consecuencia, el tratamiento de desérdenes como el AD con inmunoterapia, que promueve
la remocién de placas de amiloide mediante la unién de los anticuerpos a estas *°, conlleva

un riesgo secundario dado por el dafio tisular mediado por la activacién microglial
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dependiente del receptor Fc, y la inflamacion resultante 1°°. De hecho, ensayos clinicos de
fase Il en pacientes con AD de leve a moderado fueron interrumpidos debido a que 6% de
los pacientes inmunizados desarrollaron meningoencefalitis luego de la administracién del
anticuerpo AN1792 junto con el adyuvante QS-21 %%, Evidencia reciente a partir de estudios
pre-clinicos muestra que la pre-activacion de la microglia y la subsecuente respuesta
inflamatoria lleva al dafio tisular exacerbado en modelos animales de la enfermedad

pridnica %3, AD 162, PD 163, stroke %° y esclerosis muiltiple 164,

Las vias moleculares por las cuales la inflamacion sistémica lleva a la inflamacién del
SNC vy al sickness behaviour han sido estudiadas extensivamente en modelos murinos,
usando tanto el desafio periférico con LPS como la administracion de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1pB, IL-6 y TNF-q, tanto solas o en combinacién 1%51%, Resultados de
la mayoria de los estudios sostienen la idea de que la inflamacion sistémica puede resultar
en la activacion microglial. Por ejemplo, el desafio periférico utilizando bajas dosis de LPS
es suficiente para inducir la activaciéon de la microglia y el sickness behaviour tanto en

humanos como en primates no humanos 67169,

En la actualidad existe un aumento en los reportes asociando el deterioro cognitivo a
enfermedades sistémicas o al funcionamiento fisiol6gico disminuido, tal como la debilidad
fisica 1°, la enfermedad renal crénica '’ o la diabetes mellitus de tipo Il "2, En linea con
esto, se ha observado en pacientes con AD que la inflamacion sistémica y las infecciones
agudas estan asociadas con una tasa aumentada de deterioro cognitivo 13 y exacerbacién
de los sintomas del sickness 4. En la poblacién adulta, una proporcién significativa de
individuos tiene mas de una enfermedad sistémica ’°, lo que significa que la inflamacién
sistémica tiene una alta importancia clinica como factor de riesgo para las enfermedades

neurodegenerativas.
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El PD y el concepto de los priones

El PD es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente y el desorden
motriz mas comun. Los pacientes exhiben bradiquinesia que empeora a lo largo del tiempo,
en conjunto con una de tres caracteristicas adicionales: rigidez, temblor durante el reposo
y perturbacion del andar 1’6, ElI PD se caracteriza por una extensa degeneraciéon de las
estructuras subcorticales del cerebro, especialmente de neuronas dopaminérgicas en la
substantia nigra. El PD acompafiado de demencia y la demencia con cuerpos de Lewy

(DLB) forman parte también del espectro biol6gico del PD.

Fueron Fischer y Lewy quienes describieron las inclusiones patognomaonicas del PD
hace ya mas de 100 afios, pero fue en la década del "90 que fue identificada la proteina
que las constituye: la alfa-sinucleina (a-SYN) 7. Ademas, se demostré que una mutacién
en el SNCA (el gen que codifica para la a-SYN) era causante del PD esporadico. De hecho,
evidencia reciente demuestra que el PD es causado por ensamblaje de proteinas que
adoptan conformaciones alternativas y se convierten en auto-propagadoras como los

priones 178179,

La a-SYN es también el mayor componente de las inclusiones citoplasmaticas gliales
180-182 g |os cuerpos de Papp-Lantos &, inclusiones filamentosas que definen a la atrofia
multisistémica (MSA), un desorden del movimiento caracterizado por la ataxia cerebelar,
parkinsonismo y la disfuncion autonémica. En la MSA, a diferencia del PD y la DLB, se
encuentran muchas inclusiones de a-SYN también en oligodendrocitos y células de

Schwann 184185,
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ESQUEMA 4 | Resumen ilustrado del PD. Esquema adaptado de Poewe y col., 2017 186,

La a-SYN se ensambla en una conformacién en hoja plegada  capaz de inducir la
agregacion de la a-SYN soluble en células transfectadas 87188, Estudios neuropatolégicos
han demostrado que la patologia de Lewy, que consiste de filamentos anormales
compuestos de a-SYN en las neuronas, se disemina a lo largo de vias neurales en el
cerebro, comenzando en el nucleo motor dorsal de los nervios glosofaringeo y vago, el
bulbo olfatorio, y el bulbo olfatorio anterior 181, Sj bien las inclusiones de Lewy se pueden
encontrar también en médula espinal, ganglios autonémicos y hasta en el sistema nervioso
entérico 1’7, no esta del todo claro si esto es indicativo de una diseminacién desde el cerebro

hacia los intestinos o a la inversa .

En las décadas del 70 y "80, algunos pacientes con PD idiopatico recibieron injertos

intraestratiales de neuronas fetales dopaminérgicas. Entre diez a veintidés afios mas tarde,
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una proporcién de las neuronas injertadas estaba afectada por la patologia de Lewy 192193,
No se sabe cOmo estas neuronas jovenes, de donantes genéticamente no relacionados a
los hospedadores, adquirieron la patologia. Sin embargo, una posibilidad es que la a-SYN
haya sido transferida desde el cerebro del hospedador hacia las células injertadas, donde
se indujo la agregacion de la a-SYN soluble. Se ha sugerido que priones de la a-SYN del
cerebro con PD del hospedador, establecidos dentro de las células injertadas, favorecen la

conversion de a-SYN soluble 194,

Se observé que ensamblados de a-SYN recombinante inducen la agregacion de la a-
SYN cerebral y sintomas de PD en ratones transgénicos que fueron inyectados en el
musculo de la pata trasera 1°°. Se ha demostrado también la diseminacion de agregados de
o-SYN desde la periferia hacia el cerebro en ratas salvajes (WT) %197, Sin embargo,
todavia se debe demostrar que estos agregados son capaces de inducir la agregacion de
a-SYN endogena. La inyeccion intraestriatal de ensamblados recombinantes murinos de a-
SYN a ratones WT dio origen a inclusiones de a-SYN y a cierta disfuncién cerebral 1%. Las
fibras de a-SYN indujeron la formacion de inclusiones de a-SYN en neuronas primarias

corticales de ratones WT.

Se han descrito diferencias morfolégicas entre filamentos de a-SYN asociadas a la
enfermedad 8%, reportandose polimorfismos de a-SYN recombinante agregada en la forma
de cintas o fibras 1°¢1°°, Cuando se inyectaron en la substantia nigra de ratas, las cintas
dieron origen a la patologia de Lewy, mientras que las fibras, que no indujeron esta
patologia, llevaron a una pérdida de neuronas dopaminérgicas. Aln debe establecerse si

las cintas y fibras tienen su homélogo en las enfermedades humanas %,

Muchos investigadores encuentran muy convincentes los paralelismos entre las

enfermedades pridnicas y las neurodegenerativas. Sin embargo, independientemente de
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que la a-SYN sea capaz de diseminarse o no, comprender ain mas el rol que ejerce esta

proteina, determinara un avance significativo en cuanto a un mejor entendimiento del PD.
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El SNC esta protegido por el sistema inmune, el cual consiste de células que residen
directamente dentro del mismo SNC y garantizan una correcta funcién neural, asi como de
células que migran hacia este durante la neuroinflamacién. Este sistema inmune residente
esta constituido principalmente por células inmunes innatas y opera bajo condiciones
homeostaticas. Las células mieloides que se encuentran en el parénquima cerebral y en las
interfases del SNC con la periferia, son altamente especializadas pero también muy
plasticas y reaccionan frente a cambios volviéndose reactivas en el contexto de desérdenes
neurodegenerativos tal como el AD y el PD. Sin embargo, cuando la BHE se encuentra
vulnerada en ciertas enfermedades autoinmunes como en la EAE, los monocitos,
neutrdfilos y linfocitos T y B, células de la inmunidad innata y adaptativa periféricas, pueden

ingresar al cerebro donde ejercen distintos efectos *°.

A partir de lo mencionado anteriormente es que en el presente trabajo de tesis nos

planteamos responder los siguientes interrogantes:

e ¢ Se activa la microglia del parénquima luego de una inflamacion periférica?
o ¢ Existe reclutamiento leucocitario al SNC luego de una inflamacion sistémica?
e ¢;De qué modo participan las citocinas y los receptores quimiotacticos en estos dos

eventos?

A partir de evidencia en la literatura, de resultados previos de nuestro grupo 200207 y
de los interrogantes planteados anteriormente, postulamos la hipétesis de que las citocinas
pro-inflamatorias inducidas por ligandos de receptores de tipo Toll (TLRs), son capaces de
regular el reclutamiento de leucocitos al SNC, contribuyendo a la activacion de la microglia

y a una respuesta neuroinflamatoria.

Nuestro objetivo general fue estudiar los efectos que ejercen las citocinas y

moléculas pro-inflamatorias sobre la activacion y la capacidad migratoria de fagocitos en el
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SNC. Con el fin de evaluar estas funciones importantes para el desarrollo de las respuestas
inflamatorias e inmunoldgicas en el tejido nervioso, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

I. Examinar in vivo el efecto de un estimulo pro-inflamatorio periférico inducido con LPS
sobre la activacion de células gliales en el SNC.

[I. Estudiar in vivo el reclutamiento de leucocitos periféricos al SNC luego de la
administracion sistémica con LPS.

[ll. Identificar in vivo el rol de los interferones de tipo | y Il en la neuroinflamacion y el
reclutamiento leucocitario al SNC luego de un estimulo pro-inflamatorio sistémico
inducido con LPS.

IV. Evaluar in vivo el impacto de la inflamacion sistémica inducida con LPS en la

diseminacion de a-SYN administrada periféricamente.
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Animales y administracion de LPS o0 a-SYN

Los ratones WT C57BL/6 fueron originalmente obtenidos de la Escuela de Veterinaria
de la Universidad de la Plata. Los ratones IFN-g” (de la cepa B6.129S7-1fngtm1Ts/J) fueron
obtenidos de The Jackson Laboratory y los IFNAR” (de la cepa Ifnarltm1Ag) fueron
gentilmente provistos por el Institut Pasteur. Ratones de entre 8 a 12 semanas de edad
fueron mantenidos en el bioterio libre de patdgenos de la Facultad de Ciencias Quimicas,
dénde todos los experimentos se realizaron en conformidad con el Consejo Departamental
y el Comité de Bioseguridad y Etica de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad
Nacional de Cordoba.

El LPS de Escherichia coli 055:B5 (purificado mediante cromatografia de filtracién en
gel) fue comprado a Sigma-Aldrich y reconstituido en buffer fosfato salino (PBS) estéril
previo a su uso. Los ratones fueron inyectados intraperitonealmente (i.p.) con PBS 0 40 ug
de LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias consecutivos para inducir neuroinflamacion, de acuerdo

a un esquema de inyeccion modificado de Cardona y col. (2006) 2%,

— —
‘ WF #F ¥ ‘

Dia1 Dia 2 Dia3 Dia 4

Grupo Ctrl Salina Salina Salina Salina
Grupo LPS LPS LPS LPS LPS

ESQUEMA 1 | Modelo de neuroinflamacién inducido por LPS. Ratones WT C57/BL6, IFN-g” 0

IFNAR” de entre 8 a 12 semanas de edad, fueron inyectados i.p. con PBS o 40 ug de LPS (1,6
mg/kg) durante 4 dias consecutivos para inducir neuroinflamacion. Ctrl: control.

El recombinante humano de a-SYN conjugado al fluorocromo Atto 488 fue
gentilmente provisto por el Dr. Ronald Melki, del Laboratoire d’Enzymologie et Biochimie
Structurales perteneciente al CNRS de Francia, en el marco de su colaboracion con la Prof.

Dra. Veerle Baekelandt, del Laboratory of Neurobiology and Gene Therapy de la KU Leuven
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de Bélgica. Los distintos polimorfismos de a-SYN empleados para la induccion de
neuroinflamacién, fibras y cintas, fueron previamente caracterizados estructural y
funcionalmente por el laboratorio del Dr. Ronald Melki 1. Los ratones utilizados durante mi
visita al laboratorio de la Prof. Dra. Veerle Baekelandt fueron WT C57BL/6 de entre 8 a 12
semanas de edad. Los mismos fueron inyectados i.p. al dia 1 con PBS o con 20 ug de LPS
(0,8 mg/kg) y durante los 3 dias siguientes con PBS, LPS, 5 ug de a-SYN (0,3 mg/kg)
administrados por via intravenosa por la vena de la cola (i.v.) o0 una combinacion de LPS

mas a-SYN, de acuerdo a un esquema de inyeccién maodificado de Peelaerts y col. (2015)

196

‘kg “- ‘ el ‘

Dia1 Dia2 Dia3 Dia4

Grupo Ctrl Salina Salina Salina Salina
Grupo a-SYN Salina a-SYN a-SYN a-SYN
Grupo LPS LPS LPS LPS LPS
Grupo a-SYN+LPS LPS a-SYN+LPS a-SYN+LPS a-SYN+LPS

ESQUEMA 2 | Modelo de neuroinflamacién inducido por a-SYN. Ratones WT C57/BL6 de entre

8 a 12 semanas de edad, fueron inyectados i.p. al dia 1 con PBS o con 20 ug de LPS (0,8 mg/kg) y
durante los 3 dias siguientes con PBS, LPS, 5 ug de a-SYN i.v. (0,3 mg/kg) o una combinacién de
LPS mas a-SYN. Ctrl: control.

Purificacién de células inmunes derivadas de cerebros o médula espinal de

raton

Doce horas luego de la tltima inyeccion, los ratones fueron pesados y anestesiados
con una combinacion de ketamina (106,5 mg/kg) y xilazina (10,6 mg/kg). Las células
inmunes fueron purificadas de homogenatos de cerebro total o médula espinal, tal como se
describe a continuacién. Brevemente, los ratones fueron perfundidos intracardiacamente

con PBS frio (Gibco) y los cerebros o médulas espinales fueron recolectados en DMEM
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(Gibco) suplementado con sodio piruvato (Gibco) y una combinacién de penicilina,
estreptomicina y glutamina (Gibco); los cerebros o médulas espinales fueron luego
cuidadosamente digeridos mecanicamente y resuspendidos en PBS conteniendo 3 mg/mi
de colagenasa D (Roche Diagnostics) mas 10 pg/ml de DNAsa (Sigma-Aldrich) para su
homogenizacion enzimatica. Luego de esta incubacién, los homogenatos fueron filtrados
en strainers con un poro de 40 um (BD Biosciences), centrifugados a 1800 rpm, lavados
con PBS y resuspendidos en 6 ml de Percoll® isoténico al 38% (GE Healthcare), previo a
una centrifugaciéon de 25 minutos a 800 G sin aceleracién ni freno. La mielina y el debris
fueron descartados. Los pellet de células conteniendo las células inmunes totales del
cerebro o médulas espinales fueron recolectados, lavados con DMEM suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y la viabilidad celular fue determinada por
exclusiéon con azul de Tripan usando una camara de Neubauer. Finalmente, las células

fueron marcadas para su adquisicion mediante citometria de flujo o cell sorting.

Citometria de Flujo y cell sorting

La tincién de superficie de la suspension de células inmunes derivadas de cerebro o
médula espinal fue realizada usando protocolos estandar y analizada mediante un citbmetro
de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences) o fueron purificadas a través de un sorter FACS
Aria Il (BD Biosciences). Los gates para la purificaciéon se definieron en funcién de la
expresion de CD11b, CD45, Ly6C y Ly6G, tal como se detalla a continuacion: microglia,
CD11b* CD45"; neutrdfilos, CD11b* CD45" Ly6C* Ly6G*; monocitos inflamatorios, CD11b*
CD45" Ly6C" Ly6G . El andlisis de los datos se realiz6 mediante el FCS Express (De Novo
Software). Los siguientes anticuerpos fueron utilizados en el procedimiento: anticuerpo
primario monoclonal contra raton CD11b APC (BioLegend, clon M1/70), CD11b FITC (BD
Pharmingen, clon M1/70), CD45 APC-Cy7 (BioLegend, clon 30-F11), CD11c PerCP (BD

Pharmingen, clon N418), Ly6C PE-Cy7 (BD Pharmingen, clon AL-21), Ly6G PE (BD
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Pharmingen, clon 1A8), I-A/I-E Alexa Fluor 647 (BioLegend, clon M5/114.15.2), FceRI PE-
Cy7 (eBioscience, clon MAR-1), CCR2 (Abcam, clon E68) o el anticuerpo primario policlonal
contra raton CX3CR1 (Abcam) més un anticuerpo secundario conjugado al fluorocromo
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) o anticuerpos para el control de isotipo (BD
Pharmingen, APC, clon R35-95; PerCP/PE, clon A95-1; PE-Cy7, clon G155-178).

La evaluacion de la expresion intracelular de los receptores de quimiocinas fue
realizado de acuerdo a las instrucciones del fabricante del kit de fijacion/permeabilizacion
Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences). Brevemente, las células fueron marcadas en su
superficie como se describié anteriormente. Luego, fueron fijadas y permeabilizadas por 20
minutos a 4°C con la solucién de Fijacion/Permeabilizacion y lavadas con el buffer BD de
Permeabilizacion/Lavado™. Posteriormente, las células fueron incubadas con el buffer BD
de Permeabilizacion/Lavado™ conteniendo el anticuerpo monoclonal contra raton CCR2
(Abcam, clon E68) o el anticuerpo policlonal contra ratébn CX3CR1 (Abcam). Finalmente, las
células fueron lavadas con el buffer BD de Permeabilizacion/Lavado™ y resuspendidas en
el mismo buffer conteniendo el anticuerpo secundario conjugado al fluorocromo Alexa Fluor

488 (Molecular Probes).

Ensayos de supresion ex vivo

Microglia o monocitos inflamatorios purificados de ratones endotoxémicos,
estimulados o no con una combinacién de LPS (100 ng/ml) mas interferon gamma (IFN-y,
20 ng/ml) (Peprotech), fueron co-cultivados con esplenocitos derivados de ratones control
naive y previamente marcados con éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE, 4 uM)
(Molecular Probes), en una relacion 1:1 (1x10° células/ml). Para la proliferacién celular, los
co-cultivos fueron mantenidos durante 72 horas en placas multi-well de 96 con fondo en U
en presencia o ausencia de concanavalina A (Con A, 5 yg/ml) (Sigma-Aldrich) en RPMI

(Gibco) suplementado con 10% de SFB (Gibco). Las células fueron luego levantadas,
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marcadas con CD4 APC (BD Pharmingen, clon RM4-5) y CD8 PE (BD Pharmingen, clon

53-6.7) y analizadas como se describié anteriormente.

Transcripcion reversa del mRNA y cuantificacion mediante PCR en tiempo real

Los homogenatos de cerebro total o las células purificadas fueron incubadas con
TRIzol® (Invitrogen), luego se extrajo el RNA de acuerdo a las instrucciones del fabricante
y se conservé a -80°C. El RNA total fue cuantificado usando un espectrofotbmetro Synergy
HT (BioTek), del cual 1 pg fue tratado con DNAsa (Sigma-Aldrich) y sometido a
retrotranscripcion usando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems) y siguiendo las instrucciones del fabricante. La PCR en tiempo real fue
realizada en un sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus™ (Applied Biosystems)
usando la SYBR® Green Real-Time PCR Master Mix (Applied Biosystems). La
cuantificacién relativa (RQ) fue realizada a través del software StepOne™ V2.2.2, basado
en la ecuacion RQ = 2724¢t dénde el Ct es el ciclo umbral para detectar fluorescencia. Los
datos del Ct fueron normalizados al estandar interno HPRT1. Las secuencias de primers se
detallan a continuacién: CCL2, sense: CCC ACT CAC CTG CTA CT, anti-sense: TCT GGA
CCC ATT CCT TCT TG; CCR2, sense: GTG TGA TTG ACA AGC ACT TAG ACC, anti-
sense: GGA GAG ATA CCT TCG GAA CTT CTC; CXsCL1, sense: CGA AAT GCG AAA
TCA TGT GCG AC, anti-sense: GAC TCC TGG TTT AGC TGA TAG CG; CX3CR1: GGA
CTC ACT ACC TCA GCC, anti-sense: TCC GGT TGT TCATGG AGT TGG; CXCL1, sense:
CAC CTC AAG AAC ATC CAG AGC, anti-sense: GGT CGC GAG GCT TGC CTT GA;
CXCR2, sense: CTG GCA TGC CCT CTATTC TGC, anti-sense: GCT GGT CAT CTT ATA
CAA CGG G; IFN-b, sense: TTA CAC TGC CTT TGC CAT CC, anti-sense: ACT GTC TGC
TGG AGT TCAT; IFNAR, sense: CGA GGC GAA GTG GTT AAA A, anti-sense: ACG GAT
CAA CCT CAT TCC AC; HPRT1, sense: TCA GTC AAC GGG GGA CAT AAA, anti-sense:

GGG GCT GTACTG CTT AAC CAG.
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Tinciéon con H&E e inmunofluorescencia

Doce horas luego de la dltima inyeccién, los animales fueron pesados y anestesiados
con una combinaciéon de ketamina (106,5 mg/kg) y xilazina (10,6 mg/kg). Los animales
fueron perfundidos intracardiacamente una vez con PBS frio (Gibco) y luego con
paraformaldehido al 4%. Los cerebros fueron recolectados en paraformaldehido al 4% para
una fijacién adicional overnight e incubados en sucrosa al 30% hasta su procesamiento.

Para la tincibn con hematoxilina y eosina (H&E), los cerebros fueron embebidos en
parafina, cortados en secciones de 10 ym de espesor usando un criostato Shandon
Cryotome E (Thermo Scientific) y montados en portaobjetos adhesivos Starfrost® (Knitell
Glass). Luego, las secciones fueron sumergidas en hematoxilina y lavadas en agua
destilada. Posteriormente, los portaobjetos fueron sumergidos en eosina y lavados 3 veces
con alcohol isopropilico al 95%. Seguidamente, las secciones fueron lavados de forma
rapida una vez en una solucién combinada de xilol y etanol y 2 veces en xilol. Finalmente,
los portaobjetos fueron montados con una gota de balsamo de Canada y analizados bajo
un microscopio TE 2000-Ulight (Nikon) con una camara digital ACT-2U unida al mismo para
capturar las imagenes.

Para la inmunofluorescencia, los cerebros fueron embebidos en el compuesto Tissue-
Tek® Optimal Cutting Temperature (Sakura), cortados en secciones de 10 um de espesor
usando un criostato Shandon Cryotome E (Thermo Scientific) y montados en portaobjetos
adhesivos Starfrost® (Knitell Glass). Las secciones fueron rehidratadas con buffer de
bloqueo compuesto por albumina sérica bovina (BSA) al 10% y triton al 0,3% en buffer tris
salino (TBS), lavadas con TBS (Gibco) e incubadas overnight a 4°C con las
correspondientes diluciones de los anticuerpos primarios CD45 (BioLegend, clon 30-F11),
CD31 (Santa Cruz, clon M-20) o GFAP (Abcam, clon GF5) en solucion de bloqueo. Luego

de varios lavados, las secciones fueron incubadas con anticuerpos secundarios conjugados
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a los fluorocromos Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), Alexa Fluor 546 (Molecular Probes)
o Alexa Fluor 633 (Molecular Probes) y contracoloreados con 4", 6-diamino-2-fenilindol
(DAPI). Los portaobjetos fueron analizados bajo un microscopio confocal de fluorescencia

FV1000 (Olympus).

Analisis estadistico

Los resultados son expresados como la media + error estandar (s.e.m.). Todos los
andlisis estadisticos se realizaron usando el Prism® 7.0 (GraphPad Software). Las medias
entre dos grupos se compararon mediante un test t no pareado. Las medias entre tres o
mas grupos se compararon con un analisis de la varianza a una o dos vias seguido del test
a posteriori de Tukey. Los grados de significancia fueron determinados como se detalla a

continuacion: * si p < 0.05, ** si p < 0.01, *** si p < 0.001.
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El desafio con LPS sistémico induce activacion glial y reclutamiento de

monocitos inflamatorios periféricos al SNC

La vigilancia inmunoldgica del SNC es dindmica, especifica y estd estrictamente
regulada. En la inflamacién sistémica, la BHE puede vulnerarse, permitiendo el acceso al
parénquima cerebral de células inmunes 3¢2%°, Con el fin de evaluar la neuroinflamacion y
establecer qué células estarian involucradas en este proceso luego de un desafio sistémico
con LPS, estudiamos la activacion glial y el reclutamiento de células inmunes periféricas al
sistema nervioso central a través de una estrategia de gating multiparamétrico mediante

citometria de flujo (Figura 1Ay B).
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FIGURA 1 | Secuencia de gating multiparamétrico empleada para el andlisis por citometria de
flujo y cell sorting. Los ratones fueron inyectados i.p. con PBS 0 40 ug de LPS (1,6 mg/kg) durante
4 dias consecutivos con el fin de inducir neuroinflamacion. Doce horas luego de la tltima inyeccién,
fueron sacrificados y las células inmunes purificadas de homogenatos de cerebro total o0 médula
espinal fueron marcadas para su posterior anélisis mediante citometria de flujo o cell sorting. (A) Los
density-plots FSC vs. SSC, FSC-W vs. FSC-H y SSC-W vs. SSC-H, ilustran la estrategia de analisis
empleada para descartar los dobletes. (B) La jerarquia del gate representa la secuencia estratégica
adoptada para evaluar las caracteristicas fenotipicas de las células inmunes. Los gates

Péagina | 51



RESULTADOS | Javier M. Peralta Ramos

rectangulares fueron utilizados en todos los casos con un propésito estadistico mas que para la
selecciéon de una poblacién celular.

Para discriminar apropiadamente entre poblaciones inmunes residentes y periféricas,
aprovechamos la expresién diferencial de la integrina CD11b y del marcador pan-
leucocitario CD45 en la microglia (CD11b* CD45°) y en los leucocitos reclutados (CD11b*"
CD45") (Figura 2A, B y C). Luego de la estimulaciéon con LPS y basados en este criterio
de seleccién, no encontramos cambios en el nUmero absoluto pero si en la frecuencia de
la microglia debido al intenso reclutamiento de leucocitos periféricos. Este efecto fue
acompafiado de una notable pérdida de peso en los ratones, posiblemente como
consecuencia del desarrollo de sickness behaviour (Figura 2D).

Para caracterizar fenotipicamente el trafico leucocitario hacia el SNC, identificamos
en ratones tratados con LPS, a los neutréfilos (CD11b* CD45"Ly6C* Ly6G*) y los monocitos
inflamatorios (CD11b* CD45" Ly6C" Ly6G’) como las poblaciones de fagocitos mas
respondedoras asociadas al SNC, entre los leucocitos innatos mieloides CD11b* CD45"
(Figura 3A y B). De la misma forma, notamaos un incremento en el reclutamiento de células
dendriticas, células presentadoras de antigeno profesionales CD11b* CD45" CD11c* Ly6C
Ly6G y de una subpoblacién distintiva, derivada de monocitos que se diferencian in situ
bajo condiciones inflamatorias, denominada células dendriticas inflamatorias (CD11b*
CD45" CD11c* Ly6C* FceRI*). Ademas, encontramos células CD11b- CD45" con

caracteristicas similares a células T (Ly6C") y B (Ly6C) (Figura 3Ay B).
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FIGURA 2 | La estimulacion con LPS induce el reclutamiento de células CD11b*- CD45" al
SNC. Los ratones fueron inyectados i.p. con PBS o 40 ug de LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias
consecutivos con el fin de inducir neuroinflamacién. Doce horas luego de la Ultima inyeccién, fueron
sacrificados y las células inmunes purificadas de homogenatos de cerebro total fueron marcadas
para su posterior analisis mediante citometria de flujo. (A) Density-plot CD45 vs. CD11b
representativo, ilustrando la estrategia de andlisis empleada. P1: leucocitos no mieloides reclutados
CD11b- CD45"; P2: leucocitos mieloides reclutados CD11b* CD45"; P3: microglia CD11b* CD45.
Los gates rectangulares fueron utilizados en todos los casos con un propésito estadistico mas que
para la seleccion de una poblacion celular. (B) EI nimero absoluto y (C) la frecuencia de la microglia
CD11b* CD45" y los leucocitos reclutados CD11b*- CD45", fueron evaluados por citometria de flujo.
Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes (n= 3-4 animales
por grupo). (D) La pérdida de peso de los ratones fue determinada luego de la inyeccion i.p. con PBS
0 40 pg de LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias consecutivos con el fin de inducir neuroinflamacion. Los
resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes (n= 3-20 animales por
grupo). Los datos son expresados como la media + s.e.m. Ctrl: control; Mi: microglia.
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FIGURA 3 | Caracteristicas fenotipicas de las células inmunes involucradas en la
neuroinflamacién de cerebros de ratones endotoxémicos. Los ratones fueron inyectados i.p. con
PBS 0 40 ug de LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias consecutivos con el fin de inducir neuroinflamacion.
Doce horas luego de la ultima inyeccion, fueron sacrificados y las células inmunes purificadas de
homogenatos de cerebro total fueron marcadas para su posterior andlisis mediante citometria de
flujo. (A) El nimero absoluto y (B) la frecuencia de neutréfilos CD11b* CD45" Ly6C* Ly6GH,
monocitos inflamatorios CD11b* CD45" Ly6C" Ly6G-, células dendriticas CD11b* CD45" CD11c*
Ly6C- Ly6G-, células dendriticas inflamatorias CD11b* CD45" CD11c* Ly6C* FceRI*, células simil T
CD11b- CD45" Ly6C* y B CD11b* CD45" Ly6C-, fueron evaluados por citometria de flujo. Los
porcentajes de las poblaciones corresponden al gate de células reclutadas CD11b*- CD45". Los
resultados son representativos de al menos dos experimentos independientes (n= 3-4 animales por
grupo). (C) Se muestra un tree map jerarquico representativo comparando la frecuencia de las
poblaciones residentes y periféricas en ratones control vs. endotoxémicos, analizadas previamente
mediante citometria de flujo. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos
independientes (n= 3-4 animales por grupo). Los datos son expresados como la media + s.e.m. Citrl:
control; Mi: microglia; Mo Inf: monocitos inflamatorios; PMN: neutréfilos; DCs: células dendriticas;
DCs Inf: células dendriticas inflamatorias; Otras células: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.

Nuestros resultados muestran claramente como una molécula pro-inflamatoria como

el LPS, es capaz de promover la redistribucion de las frecuencias de las distintas
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poblaciones de leucocitos reclutados al SNC en comparacién con la de poblaciones gliales

o neuronales (Figura 3C).
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FIGURA 4 | El desafio con LPS induce activacion glial y el reclutamiento de leucocitos a
organos circunventriculares. Los ratones fueron inyectados i.p. con PBS o 40 pyg de LPS (1,6
mg/kg) durante 4 dias consecutivos con el fin de inducir neuroinflamacion. Doce horas luego de la
Gltima inyeccion, fueron sacrificados y los cerebros recolectados. (A) Tincion con H&E del plexo
coroideo. Barras de escala, 40 um (paneles principales), 13 um (recuadro). Los asteriscos indican
los leucocitos reclutados. Los resultados son representativos de al menos dos experimentos
independientes (n= 3-4 animales por grupo). (B) Inmunofluorescencia confocal de 6rganos
circunventriculares donde se muestra microglia CD45'" y leucocitos reclutados CD45" (arriba a la
izquierda, en verde), astrocitos positivos para la proteina &cida fibrilar glial (GFAP) (arriba a la
derecha, en magenta falsamente coloreado) y células endoteliales CD31* (abajo a la izquierda, en
rojo). La contracoloracion con DAPI (en azul) revela los nucleos. Barras de escala, 40 um (paneles
principales), 13 ym (recuadro). Los resultados son representativos de al menos tres experimentos
independientes (n= 3-4 animales por grupo). Ctrl: control.
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Hallazgos recientes han revelado un rol central para los 6rganos circunventriculares
como sitios de acceso al SNC, durante el trafico de los leucocitos periféricos. Por esta razon,
evaluamos la neuroinflamacién y determinamos la localizacion de los leucocitos reclutados
al cerebro mediante inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. La coloracion con H&E
revel6 el reclutamiento de leucocitos en el plexo coroideo de ratones endotoxémicos
(Figura 4A), confirmando asi la relevancia de este sitio en la vigilancia inmunolégica del
cerebro. Cuando utilizamos microscopia confocal, aprovechamos tanto la morfologia
estrellada como la baja expresion del cluster de diferenciacion CD45 en microglia, para
distinguirlas de los leucocitos periféricos con forma redondeada y alta expresion de este
marcador. De esta manera, el LPS sistémico indujo reactividad microglial y de astrocitos
GFAP*, segun se evidencia en el acortamiento y engrosado de los procesos gliales.
Ademaés, favorecio el reclutamiento de leucocitos inflamatorios particularmente proximo a
células endoteliales CD31*, en 6rganos circunventriculares (Figura 4B).

Nuestros resultados demuestran que las células inmunes se mantienen en el
compartimento perivascular, sugiriendo al menos que bajo estas circunstancias no habria

sefiales en el microambiente para infiltrar al parénquima cerebral.

La estimulacién con LPS modulala expresién de CCR2 y CX3CR1 en microglia

residente y monocitos inflamatorios periféricos

Las quimiocinas y sus receptores ejercen un rol activo induciendo el acceso de células
mieloides al SNC 219211 para comprender la activacion de la microglia y la migracion
selectiva de monocitos inflamatorios luego de un desafio con LPS, evaluamos la relacién

CCL2/CCR2 y CX3CL1/CX3CRL1.
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FIGURA 5 | Incremento de células residentes de cerebro CD11b* CD45"° y periféricas CD11b*
CD45" Ly6C" Ly6G™ con expresion de CCR2 y CXsCR1 en animales tratados con LPS. Los
ratones fueron inyectados i.p. con PBS o0 40 ug de LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias consecutivos con
el fin de inducir neuroinflamacién. Doce horas luego de la Ultima inyeccion, fueron sacrificados y el
RNA extraido o las células inmunes purificadas de homogenatos de cerebro total fueron marcadas
para su posterior andlisis mediante citometria de flujo. (A) Analisis de la expresion génica de CCL2,
CCR2 y CX3CL1, CX3CR1 en cerebro total por medio de PCR en tiempo real. El calculo de la
cuantificacién relativa (RQ) fue basado en la ecuacion RQ = 2724Ct dgnde el Ct es el ciclo umbral
para detectar fluorescencia. Los datos del Ct fueron normalizados al estandar interno HPRT1. Los
resultados son representativos de al menos dos experimentos independientes (n = 3 animales por
grupo). (B y D) El nimero absoluto y (C y E) la frecuencia de la microglia CD11b* CD45" y los
monocitos inflamatorios CD11b* CD45" Ly6Ch Ly6G- expresando CCR2 y CXsCR1, fueron
evaluados mediante citometria de flujo. Los porcentajes de las poblaciones corresponden al gate de
células CD11b* CD45"° 0 CD11b+ CD45" Ly6CM, respectivamente. Los density-plots representativos
ilustran la estrategia de analisis empleada mientras que los gates rectangulares fueron utilizados en
todos los casos con un proposito estadistico mas que para la seleccidén de una poblacidon celular. Los
resultados son representativos de dos experimentos independientes (n = 3-6 animales por grupo).
Los datos son expresados como la media + s.e.m. Citrl: control; Mi: microglia; Mo Inf: monocitos
inflamatorios.

CDI1b
Ly6C

Alexa Fluor 488

FIGURA 6 | Control de la marcacién intracelular. Los ratones fueron inyectados i.p. con PBS o 40
ug de LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias consecutivos con el fin de inducir neuroinflamacion. Doce
horas luego de la dltima inyeccidn, los ratones endotoxémicos fueron sacrificados y las células
inmunes purificadas de homogenatos de cerebro total fueron marcadas para su posterior analisis
mediante citometria de flujo. Los density-plots CD11b/Ly6C vs. Alexa Fluor 488 ilustran el control del
anticuerpo secundario de la marcacion intracelular de CCR2 y CX3CR1. Los gates rectangulares
fueron utilizados en todos los casos con un proposito estadistico mas que para la seleccién de una
poblacién celular.

La administracion sistémica de LPS moduld de forma inversa la relacion
guimiocina/receptor, tal como determinamos debido el incremento en los niveles de
expresion génica de CCL2 y CCR2 y la disminucién de CX3CL1 y CX3CRL1 en cerebro total
de ratones tratados con LPS (Figura 5A). Con el propdsito de profundizar ain més en la
caracterizacion de la respuesta dada por la estimulacién con LPS en microglia residente y

monocitos inflamatorios periféricos, realizamos la marcacion de superficie e intracelular (ver
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controles en Figura 6) de los receptores de quimiocinas CCR2 y CX3CR1 en dichas
poblaciones (Figura 5). Notamos un aumento en el nimero absoluto de microglia
expresando CCR2 en su superficie (Figura 5B) y monocitos inflamatorios CXsCR1" (Figura
5E), luego de la administracion sistémica de LPS.

Estos resultados insindan un mecanismo de retroalimentaciéon positiva entre el
reclutamiento de células CCR2"y la exacerbacién de la respuesta inflamatoria a través de
la disminucion de CXsCL1 y CXsCR1 inhibitorios, segun se muestra mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. De manera similar, los ensayos a través de citometria de flujo
demuestran que a pesar de no modular la expresion intracelular de CCR2 o CX3CR1 en la
microglia o los monocitos inflamatorios, el LPS fue capaz de incrementar la expresion de

ambos receptores de quimiocinas en estas poblaciones respectivamente.

Monocitos inflamatorios pre-activados in vivo con LPS regulan la proliferacion

decélulas T

Al dia de hoy, varios estudios han descrito a los monocitos como células altamente
inflamatorias y con una gran capacidad migratoria, mientras que han caracterizado a la
microglia como células mieloides del SNC que conforman la primera linea de defensa frente
a patégenos y con una activa motilidad 2*2. Con el fin de evaluar el perfil de estas células,
abordamos la hipétesis de que los monocitos inflamatorios y la microglia podrian estar
ejerciendo distintos roles funcionales en la neuroinflamacion, promoviendo o suprimiendo

la respuesta proliferativa de células T.
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FIGURA 7 | Funcion inmune de células inflamatorias CD11b* CD45" Ly6C" Ly6G- purificadas
luego de un desafio sistémico con LPS. Los ratones fueron inyectados i.p. con PBS o 40 ug de
LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias consecutivos con el fin de inducir neuroinflamacion. Doce horas luego
de la ultima inyeccion, fueron sacrificados y las células inmunes purificadas de homogenatos de
cerebro total fueron marcadas para su posterior adquisicion mediante cell sorting. (A) Monocitos
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inflamatorios CD11b* CD45N Ly6C" Ly6G- o0 microglia CD11b* CD45'" pre-activados in vivo con LPS
y purificados a través de cell sorting de un conjunto de cerebros de ratén, fueron co-cultivados en
una relacion 1:1 (1 x10° cél/ml) en presencia o ausencia de Con A (5 ug/ml), con esplenocitos naive
marcados con CFSE (4 uM). (B) Las células de ratones endotoxémicos fueron desafiadas o no ex
vivo con una combinacién de LPS (100 ng/ml) méas IFN-y (20 ng/ml) previo al co-cultivo. La frecuencia
de proliferacion de células T fue examinada luego de 72 horas mediante dilucién del CFSE a través
de citometria de flujo. Los resultados representan el promedio de dos experimentos independientes
(n=17-20 animales). (C) Histogramas representativos muestran la diluciéon del CFSE. Los datos son
expresados como la media + s.e.m. Ctrl: control; Mo Inf: monocitos inflamatorios; Mi: microglia.

Para ello, realizamos un ensayo de proliferacién en el que los monocitos inflamatorios
o la microglia purificada del SNC fueron co-cultivados con esplenocitos naive en presencia
o no de Con A. Interesantemente encontramos que, a diferencia de la microglia, los
monocitos inflamatorios pre-activados con LPS fueron capaces de inducir la proliferacion
de células T de manera dependiente a su relacion (Figura 7A). Para profundizar en este
mecanismo, buscamos comprobar si los monocitos inflamatorios periféricos y la microglia
residente podrian tener una plasticidad funcional diferencial. Con este objetivo, previo al co-
cultivo con los esplenocitos, expusimos o no a estas células a un nuevo desafio ex vivo con
una combinacion de LPS mas IFN-y como una combinacion de multiples senales de
activacion. Sorprendentemente, la re-estimulacion de las células evidencié una
exacerbacion de la proliferacion de células T inducida por los monocitos inflamatorios
(Figura 7B), en comparacién con la condicion de LPS solo, tal como se evidencia mediante
la dilucion del CFSE en los histogramas (Figura 7C). Es importante mencionar que si bien
entre las Figuras 7A y B encontramos diferencias respecto a la magnitud de la frecuencia
de proliferacién de las células T, posiblemente esto se deba al decaimiento del efecto de la
Con A, conservandose el patrén de respuesta de las células T.

Estos resultados demuestran que los monocitos y la microglia son sensibles a la re-
estimulacion pro-inflamatoria y que, como sugiere la débil respuesta proliferativa T CD4* en

comparacion a la proliferaciéon de células T CD8"*, podrian regular diferencialmente la

amplificaciéon de subpoblaciones de células T.
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Los IFNs de tipo | son requeridos en el reclutamiento de monocitos

inflamatorios al SNC en animales endotoxémicos

Estudios recientes han propuesto a los IFNs como mediadores cruciales en el
funcionamiento del cerebro, aunque aun existen muchos interrogantes respecto al rol de
estas moléculas en el SNC 213217, Para profundizar en la comprension de la funcién de estas
citocinas y evaluar si podrian estar participando en la modulacion de la neuroinflamacion,
apelamos a nuestra estrategia de andlisis mediante citometria de flujo, descrita
previamente.

Luego del desafio sistémico con LPS en ratones deficientes en IFNs de tipo | o WT,
no encontramos ninguna variacion en el ndmero absoluto de microglia pero si una
disminucién en el nimero absoluto de leucocitos periféricos reclutados en ratones knock-
out (KO) para el receptor de IFN-a/b (IFNAR”) en comparacién con los WT (Figura 9A).
Este efecto fue acompafado de una mejora en el peso (Figura 8), hecho que podria
correlacionarse con la disminucién en el reclutamiento de células inmunes a su SNC. De
forma inesperada, encontramos que el LPS favorecié el reclutamiento de monocitos
inflamatorios periféricos por sobre el de neutréfilos, en animales carentes de interferén
gamma (IFN-y). Ademas los monocitos inflamatorios, al contrario de los neutrofilos, fueron
reclutados al SNC de forma dependiente de los IFNs de tipo |, segln se muestra a través
de la reduccioén de su reclutamiento en cerebros derivados de ratones IFNAR KO (Figura
9A y B). En este sentido, Unicamente los ratones WT desafiados con LPS mostraron un
aumento en el reclutamiento de monocitos inflamatorios positivos para MHC Il (Figura 10).
Para aclarar el mecanismo subyacente por el cual los monocitos inflamatorios periféricos
deficientes de IFNAR fueron incapaces de migrar efectivamente al SNC luego de la
administracién sistémica de LPS, nos propusimos identificar el mediador molecular

involucrado en esta respuesta. De este modo, purificamos neutréfilos, monocitos
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inflamatorios y microglia para determinar la expresion génica de varias relaciones
quimiocina/receptor consideradas criticas en el trafico de estas células al cerebro. Como se
representa en la matriz de genes (Figura 9C), el incremento en los niveles de expresion
génica de CCL2 en los monocitos inflamatorios sugiere una funcién redundante en el

reclutamiento de estas células.
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FIGURA 8 | Comparacién de la pérdida de peso entre ratones WT, IFN-y” e IFNAR” luego del
estimulo con LPS. La pérdida de peso fue evaluada en ratones WT, IFN-y”- e IFNAR" luego de la
inyeccién i.p. con PBS o0 40 ug de LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias consecutivos con el fin de inducir
neuroinflamacion. Los resultados representan el promedio de tres experimentos independientes (n
= 3-4 animales por grupo) por cada cepa knock-out de raton. Los datos son expresados como la
media + s.e.m. Los grados de significancia fueron determinados como se detalla a continuacion: ###
si p < 0.001 (WT-Ctrl, IFN-y*-Ctrl e IFNAR"-Ctrl vs. WT-LPS, IFN-y"-LPS e IFNAR"-LPS); *** si p
<0.001 (WT-LPS vs. IFN-y-LPS); a si p < 0.001 (WT-LPS vs. IFNAR"-LPS). Ctrl: control.
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FIGURA 9 | Disminucién del reclutamiento de células inflamatorias CD11b* CD45" Ly6C"
Ly6G" en ratones endotoxémicos IFNAR™". Los ratones fueron inyectados i.p. con PBS o 40 ug
de LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias consecutivos con el fin de inducir neuroinflamacion. Doce horas
luego de la dltima inyeccion, fueron sacrificados y las células inmunes purificadas de homogenatos
de cerebro total fueron marcadas para su posterior analisis mediante citometria de flujo o purificacion
a través de cell sorting. (A) El nimero absoluto y (B) la frecuencia de microglia CD11b* CD45",
leucocitos reclutados CD11b*- CD45MN, neutréfilos CD11b* CD45M Ly6C* Ly6G* y monocitos
inflamatorios CD11b* CD45" Ly6C* Ly6G- derivados de ratones WT, IFN-y* e IFNAR”, fueron
evaluados por citometria de flujo. Los resultados representan el promedio de tres experimentos
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independientes (n = 3-4 animales por grupo) por cada cepa knock-out de ratdon. (C) Se muestra un
heat map representando el andlisis de la expresion génica (veces de incremento) mediante PCR en
tiempo real de CCL2, CX3CL1, CXCL1, IFN-B y CCR2, CX3CR1, CXCR2, IFNAR en microglia
CD11b* CD45'", neutréfilos CD11b* CD45" Ly6C* Ly6G* y monocitos inflamatorios CD11b* CD45h
Ly6C* Ly6G- pre-activados con LPS y purificados de un conjunto de cerebros de ratones
endotoxémicos WT vs. IFNAR". El célculo de la cuantificacion relativa (RQ) fue basado en la
ecuacion RQ = 2724Ct dgnde el Ct es el ciclo umbral para detectar fluorescencia. Los datos del Ct
fueron normalizados al estandar interno HPRT1. Los resultados son representativos de dos
experimentos independientes (n = 9-17 animales por grupo). (D) Comparaciéon entre la expresion
génica de CCL2, CX3CL1y CCR2, CX3CR1 en microglia CD11b* CD45'", neutréfilos CD11b* CD45M
Ly6C* Ly6G* y monocitos inflamatorios CD11b* CD45" Ly6C* Ly6G- pre-activados con LPS de
ratones WT (linea discontinua) vs. IFNAR"-. Los datos son expresados como la media + s.e.m. Ctrl:
control; Mi: microglia; PMN: neutréfilos; Mo Inf: monocitos inflamatorios.
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FIGURA 10 | Comparaciéon de la expresion de MHC Il entre células residentes de cerebro
CD11b* CD45' vs. periféricas CD11b* CD45" Ly6C* Ly6G* y CD11b* CD45" Ly6C" Ly6G™ en
ratones WT, IFN-y” e IFNAR” tratados con LPS. Los ratones fueron inyectados i.p. con PBS 0 40
Mg de LPS (1,6 mg/kg) durante 4 dias consecutivos con el fin de inducir neuroinflamacion. Doce
horas luego de la dltima inyeccion, fueron sacrificados y las células inmunes purificadas de
homogenatos de cerebro total fueron marcadas para su posterior andlisis mediante citometria de
flujo. (A) El numero absoluto e (B) intensidad media de fluorescencia (IMF) de microglia CD11b*
CD45'° MHC II*, neutréfilos CD11b* CD45" Ly6C* Ly6G* MHC II* y monocitos inflamatorios CD11b*
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CD45h Ly6C* Ly6G- MHC II* derivados de ratones WT, IFN-y”- e IFNAR", fueron evaluados por
citometria de flujo. Los resultados representan el promedio de tres experimentos independientes (n
= 3-4 animales por grupo) por cada cepa knock-out de raton. Los datos son expresados como la
media * s.e.m. Ctrl: control.

En efecto, el aumento de CX3CL1 en los neutrdfilos (Figura 9C y D) insinda una
interaccion entre esta quimiocina y los IFNs de tipo |, asi como el requerimiento de ambos

mediadores para un apropiado acceso de las células inmunes al SNC, en circunstancias

inflamatorias.

La inflamacion sistémica inducida por LPS regula la vigilancia inmunoldgica
del SNC a través del reclutamiento de monocitos inflamatorios luego de la

administracion de a-SYN

El descubrimiento reciente de que los agregados incorrectamente plegados de la
proteina a-SYN son capaces de amplificarse de manera similar a los priones, ha llevado a
la suposicién de que el sistema inmune podria estar participando en la propagacién de la
a-SYN en sinucleinopatias tales como el PD 178218219 Para comprender el rol de la microglia
y los monocitos inflamatorios en la progresion del PD, determinamos el impacto de la

inflamacién sistémica inducida por LPS en la diseminacién de a-SYN.
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FIGURA 11 | Caracteristicas fenotipicas de las células inmunes reclutadas al SNC luego del
desafio con a-SYN. Los ratones fueron inyectados i.p. al dia 1 con PBS o con 20 ug de LPS (0,8
mg/kg) y durante los 3 dias siguientes con PBS, LPS, 5 ug de a-SYN conjugada al fluorocromo Atto
488 i.v. (0,3 mg/kg) o una combinacion de LPS mas a-SYN. Doce horas luego de la Gltima inyeccion,
fueron sacrificados y las células inmunes purificadas de homogenatos de cerebro total fueron
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marcadas para su posterior analisis mediante citometria de flujo. (A) El nimero absoluto y (B) la
frecuencia de microglia CD11b* CD45", leucocitos reclutados CD11b* CD45", monocitos
inflamatorios CD11b* CD45N Ly6Ch, células T CD11b- CD45" CD4* y CD11b- CD45" CD8*, fueron
evaluados mediante citometria de flujo. Los porcentajes de las poblaciones corresponden al gate de
células reclutadas CD11b*- CD45". Los asteriscos indican la comparacién respecto al grupo Ctrl.
Los resultados son el promedio de dos experimentos independientes (n= 3-4 animales por grupo).
(C) y (D) ilustran los density-plots representativos CD11b vs. Ly6C indicando la estrategia de analisis
empleada para la microglia y los monocitos inflamatorios luego de posicionar el gate en las células
residentes CD45° o periféricas CD45", respectivamente. Los datos son expresados como la media
+ s.e.m. Ctrl: control; Mi: microglia; Mo Inf: monocitos inflamatorios.
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FIGURA 12 | Células pre-activadas in vivo CD11b* CD45" Ly6C" promueven la diseminacion
de a-SYN al cerebro. Los ratones fueron inyectados i.p. al dia 1 con PBS o con 20 ug de LPS (0,8
mg/kg) y durante los 3 dias siguientes con PBS, LPS, 5 ug de a-SYN conjugada al fluorocromo Atto
488 i.v. (0,3 mg/kg) o una combinacion de LPS mas a-SYN. Doce horas luego de la Gltima inyeccién,
fueron sacrificados y las células inmunes purificadas de homogenatos de cerebro total fueron
marcadas para su posterior andlisis mediante citometria de flujo. (A) El nimero absoluto y la
frecuencia de microglia CD11b* CD45"° o (B) monocitos inflamatorios CD11b* CD45" Ly6" con a-
SYN internalizada, fueron evaluados por citometria de flujo. Los porcentajes de las poblaciones
corresponden al gate de células reclutadas CD11b* CD45". Los resultados representan el promedio
de dos experimentos independientes (n= 3-4 animales por grupo). Los density-plots representativos
CD11b vs. a-SYN y Ly6C vs. a-SYN ilustran la estrategia de analisis empleada para la microglia y
los monocitos inflamatorios luego de posicionar el gate en las células residentes CD45'° o periféricas
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CD45N, respectivamente. Los datos son expresados como la media + s.e.m. Ctrl: control, Mi:
microglia; Mo Inf; monocitos inflamatorios.

La administracion periférica del recombinante de a-SYN combinado con LPS,
promovié un aumento en el nimero absoluto de la microglia residente y de los leucocitos
reclutados al SNC independientemente de la conformacién de a-SYN empleada, resultando
la condicién con cintas como un control adecuado de la respuesta inducida por las fibras
(Figura 11A, B; 13A, B). Si bien el estimulo con cintas de a-SYN indujo una migracién
diferencial de células T CD4* y CD8" al cerebro, los monocitos inflamatorios pre-activados
con LPS resultaron ser la poblacién de fagocitos que mas respondié a la administracion
sistémica con fibras de a-SYN (Figura 11A,B; 13A, B). Notablemente, esta respuesta
favorecié la diseminacion de a-SYN tanto en cerebro como en médula espinal, segun se
observa en el incremento del numero absoluto de monocitos inflamatorios a-SYN* (Figura

12B, D; 14B, D).
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FIGURA 13 | La administracion sistémica de a-SYN induce la migracion de células inmunes
periféricas a la médula espinal. Los ratones fueron inyectados i.p. al dia 1 con PBS o con 20 ug
de LPS (0,8 mg/kg) y durante los 3 dias siguientes con PBS, LPS, 5 ug de a-SYN conjugada al
fluorocromo Atto 488 i.v. (0,3 mg/kg) o una combinacion de LPS mas a-SYN. Doce horas luego de
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la ultima inyeccién, fueron sacrificados y las células inmunes purificadas de homogenatos de médula
espinal fueron marcadas para su posterior analisis mediante citometria de flujo. (A) El nimero
absoluto y (B) la frecuencia de microglia CD11b* CD45'", leucocitos reclutados CD11b*- CD45",
monocitos inflamatorios CD11b* CD45" Ly6Ch, células T CD11b- CD45" CD4* y CD11b- CDA45h
CD8*, fueron evaluados mediante citometria de flujo. Los porcentajes de las poblaciones
corresponden al gate de células reclutadas CD11b*- CD45". Los asteriscos indican la comparacién
respecto al grupo Ctrl. Los resultados representan el promedio de dos experimentos independientes
(n= 3-4 animales por grupo). (C) y (D) ilustran los density-plots representativos CD11b vs. Ly6C
indicando la estrategia de analisis empleada para la microglia y los monocitos inflamatorios luego de
posicionar el gate en las células residentes CD45/° o periféricas CD45", respectivamente. Los datos
son expresados como la media + s.e.m. Ctrl: control; Mi: microglia; Mo Inf: monocitos inflamatorios.
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FIGURA 14 | Células pre-activadas in vivo CD11b* CD45" Ly6C" promueven la diseminacion
de a-SYN a la médula espinal. Los ratones fueron inyectados i.p. al dia 1 con PBS o con 20 ug de
LPS (0,8 mg/kg) y durante los 3 dias siguientes con PBS, LPS, 5 ug de a-SYN conjugada al
fluorocromo Atto 488 i.v. (0,3 mg/kg) o una combinacién de LPS mas a-SYN. Doce horas luego de
la dltima inyeccion, fueron sacrificados y las células inmunes purificadas de homogenatos de médula
espinal fueron marcadas para su posterior andlisis mediante citometria de flujo. (A) EI nimero
absoluto y la frecuencia de microglia CD11b* CD45" o (B) monocitos inflamatorios CD11b* CD45"
Ly6M con a-SYN internalizada, fueron evaluados por citometria de flujo. Los porcentajes de las
poblaciones corresponden al gate de células reclutadas CD11b* CD45". Los resultados representan
el promedio de dos experimentos independientes (n= 3-4 animales por grupo). Los density-plots
representativos CD11b vs. a-SYN y Ly6C vs. a-SYN ilustran la estrategia de analisis empleada para
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la microglia y los monocitos inflamatorios luego de posicionar el gate en las células residentes CD45'°
o periféricas CD45", respectivamente. Los datos son expresados como la media + s.e.m. Ctrl:
control; Mi: microglia; Mo Inf: monocitos inflamatorios.

Nuestros resultados sugieren que la inflamacion sistémica con LPS podria contribuir

al reclutamiento de leucocitos al SNC, transformando a los monocitos inflamatorios de

centinelas clave a potenciales células carrier dirigiendo la diseminacién de a-SYN.
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La microglia residente y los leucocitos periféricos tienen un rol esencial en el
modelado de la respuesta inmune en el SNC. Nuestros resultados identifican a los
monocitos inflamatorios como células protectoras a cargo de la vigilancia inmunolégica en
el SNC 22 Juego del desafio con LPS periférico, tal como se determind mediante el aumento
en su reclutamiento comparado a otras poblaciones inmunes. Esto concuerda con Cazareth
y col. 221, quienes mostraron, por medio de una aproximacion experimental similar a través
de citometria de flujo, una migracién exacerbada de monocitos inflamatorios aunque sin
trafico de neutréfilos ni células Ty B al SNC, luego de una administracion aguda y sistémica
con LPS. Por el contrario, el hallazgo de un reclutamiento consistente de células Ty B en
nuestro disefio experimental, demuestra que el resultado varia de acuerdo al modelo
propuesto dependiendo de la dosis y el esquema de administracién con LPS. Varios
estudios han disefiado modelos con LPS para evaluar el impacto de la inflamacién central
o periférica en el desarrollo de condiciones neurodegenerativas poco frecuentes tal como
la enfermedad priénica 147150222 g incluso para inducir e imitar caracteristicas distintivas de
las enfermedades de Alzheimer 22 y Parkinson 22 en animales naive. Notablemente, Ruiz-
Valdepenas y col. 22 demostraron, mediante microscopia intravital, un incremento en la
extravasacion de dextran luego de una Unica dosis moderada de LPS. Por lo cual, es
ciertamente posible que en nuestro modelo de neuroinflamacion esta molécula pro-
inflamatoria esté accediendo a través de la ruptura de la barrera hematoencefalica, al

parénguima nervioso para activar directamente a las células cerebrales.

Al igual que en reportes previos focalizados en el estudio de la inflamacion patogénica
en la encefalomielitis experimental autoinmune 226227 determinamos la presencia de una
subpoblacién peculiar de células dendriticas, denominado células dendriticas inflamatorias,
en cerebros de ratones endotoxémicos. Sin embargo, en nuestro caso utilizamos el FceRlI

para caracterizar a estas células, que representa el marcador fenotipico por excelencia para
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distinguir a las células dendriticas inflamatorias de otras células mieloides y evitar asi darles
una identidad errénea %28, Las células dendriticas inflamatorias se caracterizan por estar
ausentes en tejidos que se encuentran en condiciones fisioldgicas y se diferencian al igual
que la microglia 3222°, a partir de los monocitos durante la inflamacion. Esto podria explicar
en parte la presencia de estas células, tal como se demuestra en nuestro trabajo, a pesar
gue Rotta y col. 2 indican que el LPS podria bloguear la conversién de los monocitos

inflamatorios a células dendriticas in vivo.

Hallazgos recientes sostienen la idea del trafico leucocitario a través de 6rganos
circunventriculares que funcionan como sitios de acceso al SNC #'. Los plexos coroideos
son un ejemplo de una interfase neuroinmunolégica cuya funcion es integrar las sefales
que recibe del parénquima con aquellas provenientes de células inmunes circulantes
38215231 En relacion a lo mencionado, encontramos reclutamiento pero no infiltracion de
leucocitos en este sitio junto con reactividad microglial y astrocitica luego de la inflamacion
sistémica inducida por LPS, tal como se evidencia por la retraccién y engrosamiento de los
procesos asi como el aumento de los somas celulares, todos estos rasgos caracteristicos
de activacion glial 5428232 Cabe mencionar que nuestro criterio para el uso del término
“infiltrado” no fue el mismo que aquel dado por numerosos trabajos como sinénimo de
reclutamiento, sino mas bien nos referimos al fenémeno por el cual las células logran invadir
el parénquima luego de su entrada a través de los vasos sanguineos. Esto no es solamente
una cuestion de semantica, dado que el uso e interpretacion incorrectos del término puede

llevar a la incomprension de los resultados.

El reclutamiento de células mieloides al SNC es una caracteristica compartida por
varias enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas. Los receptores de quimiocinas
CCR2 y CX3CR1 son esenciales para el trafico de células mieloides y la localizacion de los

leucocitos reclutados 233 en el espacio perivascular 30219211 En este sentido y en
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consistencia con observaciones previas 22!, encontramos que la produccién de CCL2 junto
con la expresion de CCR2 por los monocitos inflamatorios podria facilitar la migracion
selectiva de estas células al SNC 229234236 Jyego de un desafio con LPS. Ademas, la
disminucion de CXsCL1 cerebral y de su receptor CX3CR1 amplificaria esta respuesta,
desencadenando el rol pro-inflamatorio de la microglia al eliminar la inhibicién ejercida por

CX3CL1 208.237,238
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ESQUEMA A | La administracion sistémica con LPS induce microgliosis y el reclutamiento de
monocitos inflamatorios CCR2* CX3CR1* al SNC. La inyeccién periférica con LPS promueve la
activacion de la microglia junto con el incremento de CCL2 y la disminucién de CX3CL1 en el cerebro,
favoreciendo el trafico de monocitos inflamatorios CCR2* CX3CR1* al SNC mediante la generacion
de un mecanismo de retroalimentacion positiva.

A diferencia de la microglia, la pre-activaciéon con LPS de monocitos inflamatorios
purificados llevé a la induccion de una respuesta proliferativa de células T 2%°. A pesar de la
re-estimulacion ex vivo con LPS e IFN-y, un potente estimulo supresor de células T a través
de la induccion de o6xido nitrico 2%%2*2. |os monocitos inflamatorios demostraron su
capacidad de respuesta al exacerbar la proliferacion de células T. Zhu y col. 23, mostraron
que los monocitos inflamatorios purificados del SNC pueden cambiar su funcién 2* de
presentacion antigénica a supresion de células T dependiendo de su estado de activacion
y por consiguiente, su habilidad para producir éxido nitrico. Al respecto, los monocitos
inflamatorios tratados con LPS exhibieron un umbral de activacion lo suficientemente alto

como para no promover la supresion de células T pero si de modular diferencialmente las
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subpoblaciones de células T CD4*2%* y CD8*. Ademas, la sorpresiva incapacidad de la
microglia residente de favorecer la proliferacién de células T, que contrasta con otros
estudios realizados en EAE 246, destaca el rol de los monocitos inflamatorios periféricos de

promover una respuesta inmune adecuada dentro del SNC de ratones endotoxémicos.
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ESQUEMA B | Microglia y monocitos inflamatorios pre-activados con LPS y purificados de
SNC, modulan diferencialmente la respuesta proliferativa T. (B1) A diferencia de la microglia, los
monocitos inflamatorios pre-activados con LPS y purificados de SNC, indujeron la proliferaciéon de
células T. (B2) La re-estimulacion ex vivo con LPS mas IFN-y, de microglia y monocitos inflamatorios
endotoxémicos purificados de SNC, exacerbo la respuesta proliferativa T.

El reclutamiento de monocitos inflamatorios mediado por IFNs tipo | confirma la
importancia de estas citocinas para dirigir el trafico de estas células 247250 a] SNC 236.251.252
y revela una interacciéon desconocida con CXsCL1. Janova y col. 22 describieron
recientemente una funcién esencial para el co-receptor del receptor de tipo Toll 4, el CD14,
en la deteccion microglial del dafio en el SNC 25425 y caracterizaron la retroalimentacion
por medio de la cual la sefializacién de IFN-B limita la produccién excesiva de CXCLA1,

modulando de esta forma el reclutamiento mieloide. Si bien CXCL1 parece ser prescindible
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para los neutréfilos 25, este evento podria explicar parcialmente el por qué estas células
aun son capaces de migrar al SNC en condiciones deficientes de IFNs de tipo |. De manera
similar a otro reporte 22!, ni la microglia ni los monocitos inflamatorios pre-activados con
LPS incrementan el MHC I, sugiriendo que estas células necesitarian estar completamente

activadas para expresar dicho marcador independientemente del rol funcional antes

descrito.
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ESQUEMA C | El reclutamiento de monocitos inflamatorios al SNC depende de IFNs de tipo |
en ratones endotoxémicos. (Ci1) Luego de la inyeccion con LPS, el IFN-y resulté no ser requerido
para promover el trafico de monocitos inflamatorios al cerebro. (Cz) S6lo los IFNs de tipo | son
necesarios para inducir la migracion de monocitos inflamatorios desde la periferia al SNC, luego de
la administracién con LPS.

Evidencia creciente sostiene que la inmunidad innata tiene gran capacidad para
adaptarse y montar una memoria inmune innata frente a un evento inflamatorio %7258, Pese
a que un estudio in vitro previo afirma que la exposicién a fibras de a-SYN en combinacién

con LPS generaria una conformacién distinta de la proteina con una menor capacidad de
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diseminaciéon y una débil habilidad de inducir una respuesta inflamatoria 2°°, nuestros
resultados claramente demuestran que la pre-activacion con LPS y la posterior
administracion sistémica del recombinante humano de a-SYN, inducen el aumento del
ndimero absoluto de la microglia residente y facilitan el reclutamiento de leucocitos
periféricos al SNC. Este hallazgo concuerda con reportes previos en los que el estimulo con
agonistas de TLRs fue capaz de amplificar la inflamacion en el SNC y exacerbar la
progresion de enfermedades neurodegenerativas 1°91%2260  Sj bien Peelaerts y col. 19
prueban la capacidad de la a-SYN de atravesar la barrera hematoencefélica y distribuirse
en el SNC luego de su administracion sistémica, nuestro modelo representa la primera
evidencia de que la a-SYN es internalizada preferentemente por los monocitos inflamatorios
pre-activados con LPS, los cuales favorecerian su diseminacion al cerebro y médula espinal
en animales WT. Se desconoce aun el mecanismo por el que la a-SYN se disemina, aunque
se ha identificado a LAG3 como un receptor presente en neuronas capaz de unir a fibras
con alta afinidad e iniciar su endocitosis y posterior transmision 261262 Sj bien Harms y col.
263 también observan el reclutamiento de células inmunes periféricas al SNC luego del
tratamiento con fibras de a-SYN, el efecto descrito es desarrollado en un esquema de

inyeccion intracraneal.

Otros autores han aprovechado el uso de modelos murinos de la enfermedad de
Parkinson inducidos por una sobreexpresién de a-SYN, mediante la transfeccion en la
substantia nigra con el recombinante viral adeno-asociado (rAAV) 2/7 26428 o han
administrado a-SYN de manera sistémica en animales knock-in de la proteina para
favorecer su sobreexpresion 1. Los modelos animales que recapitulan la patologia clinica
de ciertas enfermedades humanas, resultan indispensables para comprender los
mecanismos moleculares y avanzar hacia estudios pre-clinicos. Sin embargo, es importante

mencionar que los modelos transgénicos en los que se sobreexpresan proteinas asociadas
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al PD o al AD, pueden causar otros fenotipos no relacionados a estas enfermedades
neurodegenerativas 2. A diferencia de los modelos transgénicos en los que la patologia
en la periferia no necesariamente precede a aquella en el cerebro, y a los inducidos por
vectores adenovirales en los que la neurodegeneracién esta restricta a la regién inyectada,
el modelo de transmisién permite determinar la neurodegeneracién mas alla del sitio de
administracién, convirtiéndose en el mas adecuado para evaluar la diseminacion y
propagaciéon de a-SYN asi como su progresiva acumulacién en forma de agregados 2.
Mas aun, los modelos que intentan reproducir la propagacion de la a-SYN de forma similar
a los priones permiten abordar la teoria actual de que la patologia del Parkinson se inicia
en el sistema nervioso periférico, dispersandose desde alli hacia el SNC 2%, Este concepto
también incluye al amiloide beta y a tau, las proteinas distintivas de la enfermedad de
Alzheimer 218269270 Resulta muy interesante que luego del tratamiento con fibras o cintas
de a-SYN, las células T CD4* y CD8" pre-activadas con LPS sean diferencialmente
reclutadas al cerebro debido a que se ha descubierto recientemente que las células T
derivadas de pacientes con la enfermedad de Parkinson, reconocen a péptidos de la a-SYN
271 Sj bien los linfocitos T CD4* y CD8* también expresan el receptor LAG3 de alta afinidad
para fibras de a-SYN, su estudio en estas células estd asociado a su regulacion
inmunoldgica como receptor co-inhibitorio en terapias frente al cancer 22, Ademas, las
diferencias estructurales descritas para las fibras y las cintas de a-SYN 199273 explicarian
los distintos niveles de toxicidad, capacidad de diseminacién y propagacion in vivo % junto

con el reclutamiento de una poblacion celular particular.

Habiendo descrito un nuevo rol para los monocitos inflamatorios como potenciales
caballos de Troya que participarian en la diseminacion sistémica de a-SYN hacia el SNC,

seria interesante profundizar en el mecanismo de internalizacion y transmision de la
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proteina asi como en la contribucion de otras conformaciones y esquemas de

administracion en el desarrollo del PD.
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ESQUEMA D | Modelo propuesto en el que la inflamacion sistémica inducida con LPS regula

la diseminaciéon de a-SYN al SNC. Luego de la administracion sistémica con LPS, los monocitos

inflamatorios pre-activados internalizaron fibras o cintas de a-SYN conjugada al fluorocromo Atto
488, facilitando su diseminacion desde la periferia hacia el cerebro y médula espinal de ratones WT.
Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que la a-SYN sea capaz acceder al SNC por
otra via.

Aunque los procedimientos experimentales para estudiar con alto grado de pureza a
la microglia y los monocitos en el SNC son complejos y dificultosos debido a la escasez de
estos tipos celulares en el tejido nervioso, en el presente trabajo de tesis logramos comparar
las caracteristicas fenotipicas y funcionales de células residentes y/o periféricas reclutadas

en un modelo de neuroinflamacion inducido por LPS y/o a-SYN, identificando a los
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monocitos inflamatorios como centinelas clave del SNC y potenciales blanco para la

inmunoterapia.
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ALS
ATP
BHE
BSA
CD
cDNA
CFSE

CJD
Con A
CSF
CSF-1
Ctrl
DAMPs

DAPI
DCs Inf
DCs
dim
DLB
DNA
DNAsa
EAE

GFAP
GPI
H&E
HD

hi

i.p.

i.V.

esclerosis lateral amiotrofica (del inglés, amyotrophic lateral sclerosis)
adenosin trifosfato (del inglés, adenosine triphosphate)

barrera hematoencefalica

albamina sérica bovina (del inglés, bovine serum albumin)

cluster de diferenciacion (del inglés, cluster of differentiation)

DNA complementario (del inglés, complementary DNA)

éster de succinimidil-carboxifluoresceina (del inglés, carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester)

enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (del inglés, Creutzfeldt-Jakob disease)
concanavalina A

liquido cefalorraquideo (del inglés, cerebrospinal fluid)

factor estimulante de colonias de tipo 1 (del inglés, colony stimulating factor 1)
control

patrones moleculares asociados al dafio (del inglés, damage-associated
molecular patterns)

4", 6-diamino-2-fenilindol (del inglés, 4", 6-diamidino-2-phenylindole)
DCs inflamatorias

células dendriticas (del inglés, dendritic cells)

tenue (del inglés, dim)

demencia con cuerpos de Lewy (del inglés, dementia with Lewy bodies)
acido desoxirribonucleico (del inglés, deoxiribonucleic acid)
desoxirribonucleasa

encefalomielitis experimental autoinmune (del inglés, experimental
autoimmune encephalomyelitis)

proteina &cida fibrilar glial (del inglés, glial fibrillary acidic protein)
glicosilfosfatidilinositol (del inglés, glycosylphosphatidylinositol)
hematoxilina y eosina

enfermedad de Huntington (del inglés, Huntington disease)

alto (del inglés, high)

intraperitoneal

intravenoso
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IFNAR
IFNs
IFN-y
IMF
KO
LBP

LPS
MHC lI

Mi

Mo Inf
MRNA
MSA
PAMPs

PBS
PCR

PD
PI(4,5)P2
PMN

poli I:C
rAAV

RNA
s.e.m.
SFB
SNC
TBS
TIR
TLR4

receptor de interferén alfa/beta (del inglés, interferon alpha/beta receptor)
interferones (del inglés, interferons)

interferén gamma (del inglés, interferon gamma)

intensidad media de fluorescencia

deficiente (del inglés, knock-out)

proteina ligando de LPS (del inglés, LPS binding protein)

bajo (del inglés, low)

lipopolisacarido

complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (del inglés, major
histocompatibility complex class 1)

microglia

monocitos inflamatorios

RNA mensajero (del inglés, messenger RNA)

atrofia multisistémica (del inglés, multiple system atrophy)

patrones moleculares asociados a patdgenos (del inglés, pathogen-associated
molecular patterns)

buffer fosfato salino (del inglés, phosphate-buffered saline)

reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction)
enfermedad de Parkinson (del inglés, Parkinson disease)
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

polimorfonucleares

acido poliinosinico-policitidilico

recombinante viral adeno-asociado (del inglés, recombinant adeno-associated
virus)

acido ribonucleico (del inglés, ribonucleic acid)

error estandar (del inglés, standard error of the mean)
suero fetal bovino

sistema nervioso central

buffer tris salino (del inglés, tris-buffered saline)
Toll/IL-1R

receptor de tipo Toll 4 (del inglés, Toll-like receptor 4)
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VS. Versus
WT salvaje (del inglés, wild type)

a-SYN alfa-sinucleina (del inglés, alpha-synuclein)
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