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Las br son Clizicamente conocidas como tranguilizantes menores, son drogas
gque poseen propiedades farmacologicas de ansiolitices, hipnéticos, mioralajantas de
accion central, anticonvulsivantes e inducen sedacion. Esta accion es mediada por el
receptor ceniral de benzodiacepinas (CER), también conocido come receplor GABA,
{Acido y-amincbutirico) de localizacién principalmente neuronal, Las benzodiacepinas,
cuentan fambién con un sitlo de unidn alternative, conocido como receptor periférico
de benzodiacepinas (PBR), o proteina translocadora de 18 kDa (TSPO). Su expresion
&5 abundante en drganos endocrinos, piel. corazdn, higado, y en sistema nervioso
central (SNC) se encuentra asociade con células de la microglia. TSPO también se
encuentra presente en células inmunes y la accidn de benzodiacepinas sobre TSPO
ha sido asociada a algunas propiedades inmunomeodulatorias sobre funciones del

asistema inmune,

La encefalomielitis autoinmune experimeantal (EAE) &3 un models animal gue
reproduce muchas de las caracteristicas clinicas, patoldgicas e inmunolégicas de la
enfermedad humana esclerosis miltiple (EM). Tanto la enfermedad humana como el
modelo expenmental se caracterizan por una respuesta inmune contra antigenos del
SNC llevando a una patologia inflamatoria. Se desencadena por la activacidn
periférica de células T luego de entrar en contacto con células dendriticas (CDs).
Consecuentemente, estos linfocitos se activan, profiferan, producen mediadores
inflamatorios, ¥ aumentan la expresidn de adhesings e integrinas que permiten
acceder al SMC, Alll, son reactivados por células presentadoras de antigenos locales
o que liegan desde periferia, favoreciando el reclutamiento de ofros lewcocitos, entre
ellos macrofagos (Més), que exacerban la inflamacidn, favorecen la degeneracion de
oligodendrocitos, destruccitn de la mielina y dafo axonal.

En este trabajo demostramos que animales desafiados para la EAE que fuercn
tratados con diazepam (Dz), presentaron una menor incidencia de la patologia,
parametros clinicos atenuados, y una reaccion de hipersensibilidad de tipo retardada
(DTH} contra la PBM (protelna basica de mielina) disminuida, Luego caraclerizamos la
respuesta inmuncldgica durante la etapa aguda de la patologia, En periferia (ganglios
poplitens), na se detectaron grandes cambios an cuanto al nomero de células aisladas
¥ a la distribucidn de las poblaciones celulares mayorilarias enlre os grupos
expermentales. Sin embargo, en SNC de animales EAE fratados con Dz que no
presentaron signos clinicos, se aislaron menos oélulas infiltrantes y tanto las
poblaciones de Més, microglia activada asi como también la poblacion de linfocitos T
CD4" infilrantes productores de IFN-y & IL-17 resultaron disminuidas con respecto a
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las animales EAE tratados con vehlculo.

Postariormente, evaluamos el efecto directo de esta droga sobre diferentes
poblacionas calulares gue paricipan activamente durante la induccidn y desamollo de
la patologia. En cultivos de linfocitos T, principales responsables del desarrolio de la
patologia, no se observd un efects téxico ni pro-apoptdtico del Dz, sin embargo, la
adicién de esta droga redujo la proliferacion y produccion de citocinas pro-
inflamatorias. En CDs, poblacion importante para la iniciacién de respuestas
espacificas de antigeno, el Dz no afectd la viabilidad. Sin embargo, cuando las CDs
fuesron estimuladas con LPS en presencia de Dz, se observd una reduccién en las
moléculas involucradas en la presentacidn antigénica, en 8 produccién de cilocinas
pro-inflamatorias tales como IL-12, IL-6 ¥ TNF-a y un aumento en los niveles de la
citocina anti-inflamatoria IL-10. Por otra parte, Més tratados con Dz presentaron menor
gecrecion de citocinas pro-inflamatorias. menores niveles de expresion de la enzima
dxido nitrico sinftaza inducible (INO3) v niveles elevados de las citocinas anti-
inflamatorias, IL-10 ¥y TGF-g, indicando que esta droga leva a los M$s a adquinir un
fenolipo de aclivacidn alternativo (M2).

Por ditimo, nos enfocamos en identificar el receptor responsable de los efectos
gjarcidos por &l Dz en linfocitos T CD4+. Nuestros resultados indican que solo un
porcentaje bajo de estas células expresa la subunidad 2 del receptor GABA,, =in
embargo presentan una expresion generalizada de TSPO. Esto lleva a pensar que |los
efectos inducidos por Dz en esta poblacion celular serian mediados por el receptor
TSPO. E= importante mencionar que &l mismo se encuentra presente en células de la
milcroglia en pacientes con EM, como en animales con EAE v que cambios en sus
niveles de expresion permiten emplearlo coma un buen marcador molecular de
neurainflamacion en nuestro modelo expeanmantal,

En conclusidn podemos decir gue Dz actis como wna potente droga
inmunosupresora tanlo & wive sobre el desarrollo de la EAE como fn witro sobre
células involucradas durante la evolucidn de [a patologia, siendo una herramienia
importante para modular funcicnes del sistema inmune en enfermedades inflamatorias.
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Sistema inmune

El sistema inmune es &l principal sistema de control del organismo frente a ta
invasidn de agentes foraneos: bacterias, virus, hongos y pardsitos. Estd formado por
drganos, tejidos, células y proteinas especificas, con funclones asocladas enlre si.
Para gque la respuesta inmunologica sea efectiva, es indispensable la accion
coordinada ¥ conjunta del sistema inmune innato v el sislema inmune adaptativo, EI
primera, 25 la primera linea de defensa del organismo frente a agentes invasores. Los
elementos del sistema inmune innato incluyen las barreras anatdomicas (pel v capas
apiteliales internasg), moléculas secretorias (lisozima vy fosfolipasas presentes en
lagrimas, saliva y secreciones nasales). componentes celulares que cumplen
funciones de fagocitosis y cilotoxicidad (polimordonucleares (PMN), monocitos y
macrifagos (Més), células dendriticas (CDs), células nafural killer (NK), microglia (en
SMC) y factores solubles (citocinas, guimiocinas y proteinas del complemanto). Las
Ghlulas del sistema inmune innato poseen receptores de tipo Toll {TLR), capaces de
reconocer patrones moleculares asoclados a dafio (DAMPS) v cierdas moléculas en la
superficie de los microorganismaos denominados patrones moleculares asoclados a
patégenos (PAMPS) (Fortou y col., 2015).Los PAMPs consisten en lipidos, hidratos de
carbono, proteings o acidos nucleicos, compartidos por clertos grupos de
microorganismos, como por ejemplo, los lipopolisacaridos (LPS), presentes en la
membrana extemna de bacteras Gram negatives, que son cBpaces de iniciar las
respuestas protectoras que van desde inflamacion hasta la induccién de la respuesta
de lipo adaptativa {Abbas y Lichiman, 2005). Esfa uliima, se genera a través de la
sacrecion de quimiocinas v cilocmas, gua reclutan células inmunes de regionas
distantes del aorganismo al sitio de inflamacidn y las activan para resistir la infeccidn. EI
microambienta en &l cual & gestiona la espuesta inmune innata, determinara el perfil
dae la respuesta inmune adaptativa que se desamolara (Gl y col,, 2009),

Cuando la respuesta inmune innata generada no es suficients para combeatic la
infeccion, se desencadena la respuesta inmune adaptativa, cuyas principales
caracteristicas son especificidad (amplio reperioric de receplores capaces de
reconccer regiones moleculares de estructuras proplas v ajenas) v capacidad de
generar memodia inmunoligica, es decir, ante un segundo contacto con el mismao
agente patdgeno. las células de memoria desencadenan una respuesta especifica
rapida con el fin de efiminare, Las células gue participan en la respuesta inmune
adaptativa son bos linfocitos, estos se pueden subdividir en linfocitos B v linfocitos T.
Los primeros pardicipan principalmente en fa respuesta humoral produciendo
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anticuerpos contra microorganismos extracelulares. Los anticuerpos liberados se fijan
a los antigenos o microorganismos y alraen fagocitos para ayudar a destruirle. Los
linfocitos T se pueden dividir en 2 subpoblaciones: células T CD8" (linfocitos T
citotoxicos) y las células T CO4” (linfocitos T colaboradores). Los finfocitos T CDE’
estdn encargados de las funciones efectoras de la inmunidad celular, reconocen
células infectadas y las destruyen a parlir de la liberacidn de una serie de moléculas
(perforinas v granzimas) gue activan la apoplosis de la célula diana. Loz linfocilos T
CD4" tienen un papel muy impedante en establecer vy maximizar las capacidades de
defensa del sistema inmunoldgico. Estan involucrados en la  activacién vy
direccionamiento de ofras células, son esenciales en el proceso de conmutacion para
la posterior formacién de anficuerpos por parte de los linfocitos B, en la activaciin vy
crecimiente de los linfocitos T citotdxicos, v en el aumento de la actividad bactericida
de fagocitos como los Més (Abbas y Lichtman, 2005).

Para activar la respuesta inmune adapiativa mediada por las células T se
necesita de la interaccién directa entre loz linfocitos y las células presentadoras de
antigeno profesionales (CPA) enire las cuales se encuentran las CDs, Més, linfocitos B
y microglia en SNC. En particular, las CDs captan y procesan antigenos del medio y
migran hacia los drganos finfaticos secundarios mas carcanos, baze y nodulos
linfabicos. En ellos maduran, es decir, aumentan la expresion de moleculas del
complejo mayor de histocompalibilidad (MHC), asociadas a pequefios peplidos del
patdgeno, ¥ moléculas co-estimulatorias (COBD, CDE5, CDE0), junte con la secrecidn
de mediadores pro- v anti-inflamatorios. El patrdn de activacidn que presenta la CD
dependea del microambiente en el cual se encuenira y puede desencadenar diferentes
programas de diferenciacién de lag células T colaboradoras (Th) dependiendoe del tipo
de citocina que produce vy los niveles de expresidon de MHCH vy moléculas co-
astimulatorias presentes en su superficie celular, Como 2e muestra en la figura 1.)a
presencla de interleucina 12 {IL-12), una cllocing pro-inflamatoria v altos niveles de
MHCH v CD40, son necesarias para la induccidn de linfocitos T con un perfil
inflamatoric Th1; IL-8 & IL-23 inducen una respuesta Thi17; IL-4 v bajos niveles de
expresion de CD40 en las CPA favorecen el perfil Th2; IL-10 es necasara para la
diferenciacién de células T virgenes a células T regulaterias inducibles (Tr1}, v TGF-§
para T ragulatorias {Treg) que establecen un balance entre inmunidad v tolerancia (Gi
v ool., 2009).
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Perfiles que puede adquirir una célula T CD4"

Como se menciond previamente, los linfocitos T CO4™ pusden diferenciarse an
digtintos sublipos celulares al entrar en contacto con las CPA dependiendo del
ambienie de citocinas en el gue esto ccurre. Por un lado, pedemos citar a los linfocitos
Thi, altamente efectives en la eliminacion de patégenos intracelulares, Secretan
principatmente interferdn-gamma (IFMN-y} e IL-2, favorecen la activacion de Més v
estimulan la proliferacidn de infocitos T, generando asi [a activacion de una respuesta
inmune de tipo celular. Un exceso de las sehales generadas por los linfocites Thi, se
asocia a procesos inflamatorios (Serrano Hemandez, 2009, Jager y Kuchroo, 2010).
La liberacion de IL-4 en el medio promueve la fransformacion de los linfocites T CD4°
en células ThZ, Eslas son de gran imperdancia en |a eliminacidn de microorganismos
extracelulares y parasitos {Jager y Kuchroo, 2010}, liberan IL-4, IL-13 e IL-§& que
favorecen una respuesta inmune humoral, Una activacidn desmedida de la respuesta
Th2 puede desencadenar patologias como alergias v asma (Zhu v Paul, 2008}, Los
linfocitas T (CD4') que secratan |L-17 se denominan Thi17. Desempefian un papel
fundamental en la respuesta confra bacterias de crecimiento extracelular y hongos,
Las citocings implicadas en la diferenciaciin v el confrel de la aclividad Th17 son la IL-
23, TGF-g e IL-6 {Ghaffarinia v col., 2016). Su aclivacién excesiva se ha asociado a
procesos inflamatorios crénices y autoinmunes, promovidos fundamentalments por el
gfecte pro-inflamatoric de la IL-17 (Kom y col, 2007; Yolpe y col. 2015). Los
diferentes tipos de células colaboradoras se controlan mutuamente, a través de las
citocinas liberadas por cada una de ellas gue ejercen una funcidn inhibitoria (Ivanow ¥
col., 2007). Las células Treg juegan un papel esencial en el mantenimiento de la
tolerancia a lo propio y en la induccién de tolerancia a los trasplanies. Se pueden
clasificar en regulatorias naturales e inducibles. Las células Treg naturales expresan al
marcador de superficie CD25 v el factor de franscripoion “forkhead box P3" (FoxP3),
que es esenclal para dirigir su funcidn (Hor y Sakaguchi, 2004). Las células T
reguiatorias nalurales fueron identificadas inicialmente por su funcién de controdar la
autoinmunidad mediando la tolerancia inmunologica frente & antigenos propios, Por
otra parte, las célukas T regulatorias inducibles(Tr1) derivan de células T virgenes de
perferia gue fueron estimuladas con un antigeno en presencla de cilocinas
inmunosupresomas, IL-10 v TGF-A (Battaghia y ool., 2004), Las células Trl gjercen su
funcidn supresora principalmenie por la secrecidn de IL-10 {Fig. 1).
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“"inmunidad

Figura 1: Funzicnas inmunolbgices de las
Ch=. La activecitn de las C0s a través de
recapiores de PAMPs y DAMPs en su
superficie puede induce la diferenciacion
te infocios T oolaboradores a distnbos
perfiles  dependiendo  de las  clocinges
liberadas. Estos juegan un rol dlave en el
desarmallo de da  respuesta  mmung
penerands un befance antre nmenided
I erangia, Adapads de Gy ool, (2008),

Tolerancia

Esclerosis miltiple

La escierosizs multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria, desmislinizanie y
dagenerativa que afecta el sistema nervioso cenlral (SNC). Se caractenza por una
respuesta autsinmuna contra componenias da la mielina. Es considerada la principal
causa de discapacidad neurcldgica en adullos jdvenes y conlleva a grandes
consecuencias de salud, psicolégicas, y economicas (Constantinescu y col., 2011),
Esta patologia, afecta principalmente a personas entre 20 v 40 afios de edad, con una
incidencia de 2 a 3 veces mayor en mujeres que en hombres (Schwartz y Kipnis, 2011).
En cuanio a la distibucion geografica, presenta mayor predominancia en paises con
climas frios, En Canada, Estados Unidos vy los paises escandinavos, la incidencia as
de aproximadamente 1 en 1.000 habitanies. Algunas comunidades presentan cierda
“resistencia’ al desarrollo de la patologia, como los paises asiaticos, mientras que
otras presentan ala prevalencia (Ejemplo: el pueblo lapon en paises escandinavos)
(O Gorman v col., 2012). En el continente Sudamericano en particular, Argentina es el
pals com mayor prevalencia, afectando entre 15 y 25 personas cada 100,000
habitantes (Melcon y col., 2013).

51 bien la etiologia de esfa enfermedad se desconoce, existen factores
genaticos ¥ ambientales que predisponen o podrian favorecer el desamollo de la
misma, Entre los primeros podemos citar por ejemplo |z presencia del alelo
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DRB1"1501 gue forma parte de [a molécula del MHC, ¥ ha sido asociada a EM en
varias poblaciones, asi como también la cadena alfa del receptor de IL-7 y cadena alfa
del recepior de IL-2 podrian ser considerados factores de niesgoe (Caillier y col,
2008 Trapp vy col., 2008, O'Gorman v col, 20M2).Un gran ndmero de faclores
eficldgicos han sido implicados en la predisposicidn al desarrollo de la EM, como
tabagquismo, baja exposicion al sol (deficlencia de vitamina D), exposicidn a algunos
microorganismos (virus Epstein Barr, virus de varicela-zoster), que pueden producir
reaccion cruzada con los principales auto antigenos de la EM (Lutton y col,, 2003,
Kakalacheva y col.. 2011), entre otros. A partir de los datos mencionados previamente,
&5 posible sugerir que una combinacién enfre genes v faclores ambientales podrian
contribuir al desarmolle de la EM (Lutton v col., 2004).

La EM es una enfermedad bifasica, presenta un periodo inflamatario temprana
¥ un proceso degenerative tardio. Existen considerables evidencias que indican gue
linfocitos T, B v Més logran atravesar la barmera hemato-encefalica (BHE) bajo la
influencia de una variedad de moléculas de adhesién y cilocinas pro-inflamatorias,
causando injuria en SNC (Goodin y col., 2014). Esto se refleja en el aumento de la
concentracién de proteina total, nimero de células mononucleares, fraccidn de
gammaglobulina (IgG), encontradas en LCE (liquido cerebroespinal) de individuos
aleclados, Las lesiones en SNC (placas), presentes tanto en la inflamacidn aguda
como cronica, son tipkcamente multifocales y se localizan alrededor de las venas del
EMC, El diagndsetico preciso de la patolegla se realiza confirmando la presencia de
dichas placas de desmielinizackin por resonancia magneética nuclear (RMMN) (Ludwin y
col,, 2008; Fletcher v col,, 2010; Goodin v col., 2014). El proceso degenerative tardio
se caracleriza por glidsis, pérdida de oligodendrocites, ¥y un grado variable de
degeneracion axonal que se evidencian como una progresiva atrofia de cerebro y
medula espinal (Constantinescu v col., 2011, Dutta ¥ Trapp., 2011) Existen datos
contundentes respecto del dafo en materia gris en rminos de lesiones focalss,
anormalidades difusas en tejido v pérdida de lejido rreversible, que tienen una
relevancia clinica en cuastion de alteraciones motoras v cognitivas (Filippi y col,, 2007,
Grassiot v col,, 2008).

Los sintomas mas comunes incluyen alteraciones sensoriales (hormiguen y
entumecimients de extremidades), motrices (pérdida de coordinacien y reflejos,
debilidad o espasticidad, falta de equilibrio, ete. ), cognitivas {disfuncién ejecutiva, fatiga
cognitiva, pérdida de memoria, etc.) y psicopatologicas (deprasion, apatia, ansiedad,
deterioro mental, etc.) {Gelfand, 2014), El sintoma mas comin e incapacitante de la

. e
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EM ez |a faliga cognitiva, afectando al ~B0% de los pacientes. Ez una sensacion
abrumadora de agotamiento mental que se asocia a cambios en el funcionamiento de
la corteza prefrontal, los ganglios basales yo la pérdida de conectividad entre ellos
{Calabrese y col,, 2012; Dobryakova y col., 2013). La caldad de vida dal 50-70 % da
los pacientes se wve disminuida por la aparicidn de discapacidad cognitiva,
especificamente fallas en la atencion, la velocidad de procesamibento de informacidn, la
memoria de trabajo y, englobande estos aspecilos, las funciones sjecutivas. Eslas
funciones complejas también se relacionan a alteraciones en |a neurotransmision en
distintas regiones de la corteza prefrontal (Cerezo Garcia y col., 2015; Grech y col,,
2015).

Fracuentaments el primear ataque desmielinizante agudo no puade ser diagnosticado
fehacientements como EM v a8 danamina como sindrome aisiado clinicamenta (SAC).
Alradedor del B0% de estos casos desarmollan EM en los siguientes 15-20 anos (Miller
y col, 2012). Entre el B5-90% de los pacientes que desarrollan EM presantan una
patologia con remisiones y recaidas (EM-RER), que es |a forma mas comon de EM, en
la cual los pacientes experimentan episodios alternados (dias o samanas) de
discapacidad neurolbgica y recuperacion que puede durar muchos afios (Fig. 2). Entre
esios episodios los pacienies permanecen neurplogicamente esfables. Estudios de
RMN durante esta etapa presentan la evidencia tipica de inflamacién con focos de
desmiglinizacion. Luego de 25 afios aproximadamente, el B0% de los pacientes EM-
FFE pasan a la fagse de EM progresiva secundaria (EM-P3), caracterizada por un
constante detericro neurodgico, alteraciones fisicas y cognitivas que se acumulan y
empecran con e tiempo, independientes de |a aparcion de algin ataque agudo.
Duranie esta etapa aparecen la mayoria de las discapacidades irrevarsibles y los
pacientes se vuelven no ambulatorios, Ensayos de RMN muastran menor evidencia de
inflamacién aguda, pero la abrofia cerebral se hace mas prominente. Alrededor del
10% de los pacientes con EM exparimentan wn curso de la enfermedad con un
decaimiento constante de la funcién neunoldgica sin recuparacion y se clasifican coma
EM progresiva primaria (EM-FP), Una pequefa minoria de estos (~ 5%) desarrollan
una forma mixta de EM con disminucidn neurpldgica progresiva acompafiada de
atagues agudas bien marcados, con o sin recuperacidn. Este curso de la enfermadad
ze clasifica como EM progresiva recurrente (EM-PR) (Hauser y Oksenberg, 2006;
Trapp v Mave, 2008, Dutta v Trapp, 2011) (Fig. 2}.
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Figura 2: Disgrama que asquamatiza |a progresidn da la escleross miRiple. Adaptads de Chandran y ool,
[ 2008}

Uno de log principales desafios para los grupos de investigacion en EM ha sido
desarrollar berapias que no sdlo impidan la discapacidad neunoldgica asociada a la
patologia, sino gue también sean capaces de detener la inflamacidn. Algunas
astrategias involucran al Interferdn beta {IFN-B) v acetato de glatiramer (GA), que
reducen las recaidas y disminuyen la actividad de RMN, pero no detienen la
progresidn de la discapacidad neurologica permanente (Trapp y Nave, 2008; Chen y
col., 201 2), Ademas, algunos pacientes no responden al tratamiento y otros producen
anficuerpos neufralizantas, Oiras estrategias fueron desarrolladas con el objetivo de
manipular células T (neutralizarlas, bloguear sus funciones afecloras, elc.), como por
gjemplo Alemtuzumab, que es un anticuerpo especifico conlra un marcador de
maduracidn de linfocitos T(CD52); este compuesto conduce a la deplecidn de las
células T CD4™ v CDE” en los pacientes tratados (Cox y col., 2005 Dutta y Trapp,
2011). Otra droga, Matalizumab (anticuerpo anti-V0LA4). gue inhibe la entrada de
calulas T a SNC, es relstivamente efeclivo a corlo plazo (Fletcher y col., 2010) Sin
embargo, ningln medicamanta an uso ha demostrado ser efectivo a largo plazo vy esto
refieja la gran complejidad de |a patogénesis de la EM. Enfoques multidisciplinarios,
nuevos modelos animakes v estrategias orientadas a8 buscar nuevos aspeclos de (a
patogénesis de la EM, ayudaran en esta importante v deseocsa bosgueda de
tratamiania.
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Encefalomielitis autoinmune experimental

La encefalomialitis autcinmune aexperimental (EAE) ez un modelo que
reproduce muchas de las caracteristicas clinicas, bioguimicas, inmunolégicas y
patolégicas de le enfermedad humana, EM. De acuerdo con el protocolo de
inmunizacion empleado, |a especie o cepa del animal seleccionado para el estudio v el
modelo de induccion (activa o pasiva), el desarmolio de la EAE puade tener diferentas
cursos clinicos: patologia aguda, cronica o progresiva con recaidas y remisiones.
Entre las especies animales empleadas podemos mencionar: ratas, ratones, conejos,
cobayas y monas (Simmaons y eol., 2013). La induccidn activa de |la EAE se realiza por
inyeccitn de mielina complata o antigenos de mielina como la proteina basica de
miefina (PBM), la proteina del proteolipide (PLP) o la gleoproteina mielinica de
oligodendrocitos (MOG), junto con componentes bacterianog altamenla capaces de
activar &l sistemna inmune innato a través de sus TLR (Libbey y Fujinami, 2010). La
EAE también puede ser inducida de forma pasiva por la transferencia adophiva de
células T CD4" activadas especificamente contra antigenos de mielina, generadas en
animales “donantes’ por inmunEacidn activa (Lutton v col, 2004; Stromnes y
Goverman, 2008, Constantinescu vy col., 2011). Es importante mencionar que la EAE
también puede desarrollarse espontaneamente en ciertos modelos de ratdn disefados
por ingenieria genética, en los cuales |os linfocllos T expresan un receplor de células T
(TCR) transgénico, gue reconoce especificamente algin componente de la mielina
(Govarman, 15849,

En general, los signos clinicos presentados par los animales duranta al curso
de la patologia son pérdida de peso, seguida por una paralisis ascendente, gue
comienza con flacidez en l@ cola, paralisis de [as extremidades posteriores, alaxia,
continda con incontinencia facal v urinaria y pocas veces puade llevar a un estado
moribundo o de muerte (Chanaday v col., 201 1). Si blen las lesiones presentadas en
EAE asi como en la EM se caracterizan por inflamacién y frecuente desmiglinizacian,
existen algunas diferencias entre la patologia humana y los modelos experimentales.
Una di allas es gue en estos Gitimos, las lesiones se presentan predominantermentea
en la médula espinal, mientras gue en la EM son mas comunes en cerebro
(Constantinescu y col, 2011). Sin ambargo, Ios modelos experimentales son una
herramienta Ot tanto para desarrollar un mejor entendimianto dal proceso inflamatorio
durante &l curso de la patologla, como tambien para el desarrcllo de nuevas laraplas
contra la EM. A vecas, las diferencias que existen entre los modelos de EAE y Ia

patologia humana pueden dificultar las nterpretaciones, pero dan nota de la
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complejidad v helerogeneidad de los sistemas de auloinmunidad en SMNC [Simons v
col., 2013,
Inmunopatogénesis de la EAE y EM.

El emplea de modelos expernmentales comao la EAE ha generado importanias
avances en el conocimiento de mecanismos inmunopatdlogicos relacionados al
desarrollo de la EM. Se han podido identificar diferentes poblaciones celulares que
participan durante la induccién v desamollo de la respuesta inmune contra antigenos
da miglina, v estudiar oz mecanismos moleculares subyvacentes, su interaccidn v
cooparaciin.

De acuerdo con la hipitesis autoinmune del desamollo de la EM, factores
genéticos (MHC) vy ambientales como una infeccidn wiral, o la presencia de cierios
anfiganos o suparantigenos que presentan similitudes moleculares (mimetismo) con
antigenos de SNC promueven la activacion de células T CD4"({Sospedra y Martin,
2005). En la EAE, la patologia se desarrolla cuando las CPA, principalmente CDs,
captan y procesan los péplidos (de mielina) inyeclados y migran a los érganos
linfaticos secundarios {nddulos linfaticos y bazo) (Constantinescu y col., 2011). Alli san
aclivadas por componentes del Mycobacterium fuberciwosis presente en el adyuvante
da Freund complato (AFC) a ravés de los TLR v presentan péptidos derivados de
antigenogs miglinicos a las células T virgenes (Fletcher v col., 2010). Aguellos linfocitos
T que posean receplores especificos para el antigeno que se estad presentando, se
van a activar y diferenciar, principalmenta en células Th1 y Th17 gue proldferan,
producen citocinas pro-inflamatorias (IFM-y e IL-17, respectivamenta) v aumentan la
axpresion de moléculas de adhesién como ka integrina de supericie odB1 (VLA-d) v el
antigeno funcional de leucocitos (LFA-1) (McFarland v Martin, 2007).Estas maoléculas
interaccionan con otras especificas presentes en al endotelio coma fa mokécula da
adhesion de células vasculares (V-CAM-1) y mobdculas de adhesidn intercelulares
(ICAM-1 o ICAM-2), respectvamente. De esta manera, las células reducen su
velocidad de circulacion, y son capaces de atravesar la BHE y acceder a un sistema
inmuno-privilegiado como es el SNC. Solo aguellos linfocitos gue posean en su
supadicie un recepltor (TCR) capaz de dar una reaccidén cruzada con los péptidos
derivados de anligenos de miekna o neuronales presentados por las CPA locales
(microglia y astrocitos) e infitrantes (M$s vy CDs), van a ser relenidas en el
parénquima (Sospedra ¥ Marin, 2005Engelhardty col,, 2006;Ludwin v col,, 2008). Alli
producen dafo directe a células neuronales v gliales, e indirecto a fravés de |a
liberacion de mediadores nflamatorios (quimiocinas) que favorecen el raclutamienta
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de oftros leucocitos de periferia a SMNC. Las principales quimigcinas involucradas en
asta patologia son, CXCLY, CXCL10, CXCLY y CKCLZ (Fletcher y col, 2010;
Simmons, 2013}, Una wvezr en SNC, estos leucocitos infilirantes (neutrdfilos,
monocitos/Mbs, CDs, linfocitos T CDE”, linfocitos B, etc.) v células resdentes, comao
microglla activada, pueden liberar una gran cantidad de mediadores inflamatorios,
incluidas enzimas protecliticas, metaloproteasas de matriz, citocinas, productos
oxidativos v radicales libres, que pueden dafiar log axones de las neuronas (Mave y
Trapp, 2008), En particular, la enzima dxido nitrico sintasa inducible (INOS) (enzima
clave para la sintesis de dxido nitrico (MO}, aumenta significativamente su expresiin
en lesiones agudas de EM (Liuy cel, 2001). Las células plasmaticas (linfocites B
activados) que infiltran SNC producen anticuerpes que pueden activar complemenio o
inducir citoloxicidad dependiente de anticuerpo. Las células T CD8" (citotdxicas)
pueden amplificar el dafio a través de la produccidn de citocinas v otras moléculas
como granzimas y perforinas que dafian los axones directamente (Fletchery col.,
2010). Conjuntamente, el dafio se exacerba a causa de |a excitotoxicidad mediada por
glutamato. Células inmunes activadas, axones y asirocitos, son patenciales fuentes de
nivelas axcasnvos da giutamato en lesones agudas de EM (Lassmann, 2003). Cuando
este naurctransmisor se libera en exceso, acliva receptores jonotrdpicos vy
metaboirépicos, que provocan la  acumulacidén de calcio  citoplasmatico en
concentraciones toxicas, lo que lleva a la muerte de oligodendrocitos, astrocitos y
neuronas acompanado por pérdida de volumen de tejido cerebral. Ademas, se afectan
la transmigidn vy plasticidad sinaptica (Ludwin, 2006 Trapp, £008;Dutta v Trapp, 2011)
(Fig. 3).
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Figura 3: Mecansmos de peipgenicidad nwolucrados en el desamrolio de la EAE. Achwveckn perlénca da
lirfocitos T, pasaje a rawas de la BHE, resctvecion en SHC & induccddn de inflamacidn y dafio reuransl
Adaptado de Fletchar y col. [2070).

Células del sistema inmune involucradas en la EAE y EM

Células T CD4"
Segun varios antecedentes, tanto durante el desarrollo de la EM como en la

EAE, las celulas T (Thl y Thi17) han sido postulsdss como B8 principales
responsables de la iniclacidn de la respuesta autoinmune, invasidn del SMNC v
dezarrollo del dafio en al drgano blanco favoreciendo la legada de ofros leucocitos
(Stomnes y col., 2008; Fletchar y col. 2010; Constantinescu y col., 2011).

Células Th1, productoras de IFN-y fueron inicialmente consideradas como la
subpoblacién de células T efecioras responsable del desarrolic de la EAE v EM. Esta
conclusidn ze basd en gue estudios ulilizando animales knock-oul (KO) para IL-12
(cilocina necesaria para la diferenciacion de calulas Th1) eran resistenies al desarrolio
de EAE (Gi y col., 2008). Esta poblacidn es muy importante durante el desarmollo de la
EM, se encuentra presente en sangre, liquido cerebroespinal (LCE) v 3e acumulan en
legiones cerebrales de los pacientes (Disson v col., 1990) El IFM-y producido es
capaz de activar Mébs, inducir la expresidn de MHCI, promover el reclutamients de
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células T, asi como gatillar la muerte de oligodendrocitos favareciende la inflamacion
dal ENC (Vartanian y col., 1995; Mavikas y Link, 1996), Sin embargo, estudios mas
recientes han destacado el rol central de las células Th17 vy apuestan a esta poblacién
como principal responzable en el desarrollo ¥ la patogénesis de la EAE (Volpe v col.,
2015). La transferencia pasiva de células Thi17 especificas para PLP induce el
desarrcllo de la EAE en un modele de ratdn (Langrish vy col., 2005), mientras que la
administracion de un anticuerpo neutralizante anti-IL-17, reduce la severidad de la
EAE. Los animales KQ para IL-17 desafiades para EAE presentaron una variante
atenuada de la patofogia, con retraso en la aparicidn de los signos clinicos, menor
severidad vy recuperacidn temprana (Fletcher v col., 2010; Jadidi-Miaragh v col., 2011).
El rol de las células Th17T en la patoclogia humana adn no 2e encuentra bien
astablecido, pero algunos estudios han revelado un aumenta de IL-17 en LCE de los
pacientes. Tambien estan presentes ARNmM codificante para IL-17 y proteina, an
lesiones aclivas y en los bordes de lesiones crénicamente aclivas de pacientes con
EM {Tzaros y col., 2008). Estudios recientes sugieren que ambos sublipos celulares
juegan roles complementarnos en la patologia, las células Thi liberan quimiocinas que
reclutan principalmente monocitos y Mps a medula espinal, mientras que las células
Thi7 atraesn neutrdfilos al parénguima cerebral, que en algunos modelos resulta en
una EAE clinicamente atipica (Simmaons v col, 2013).0tros rabajos han mostrado que
el estudio parece ser mas complejo, dado gue algunas células Thi7 presentan una
plasticidad wunidireccional hacia e fenolipo Thi, por o gue exisien celules gque
producen ambas citocinags (IFMN-y e IL-17) y han sido kdentificadas en SNC v LCE de
pacientes con EM (Lock y col., 2002; Kebir v col., 2007). Se postula que estas células
podrian presentar una patogenicidad amplificada en EAE. 5in embargo, aun no es
claro cémo se comelaciona con las diferentes manifestaciones de la patologia o
patrones de inflamacién (Peters v col., 2011).

Células T raquiatorias

Varios tipos de célulaz Treg desempefan un rol clave en mantener la
homeostasis inmune y regular la inflamacion autoinmune durante EM y EAE. Algunos
trabajos han demostrado que los pacientes con EM-RR, presantan menores niveles de
células Treg en comparacidn con individuos controd (Haas y col., 2007), mientras que
oftros no encuentran diferencias en el nimero total de células Treg en EM, pero en
varps estudios funcionales empleando supresion i wirg s han observado
alteraciones en la respuesta ejercida por células Treg de pacientes con EM (Viglietta y
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col., 2004). En el modelo experimental, lags células Treg parecen tener un papel clave
an la resolucidn v recuperacién de la EAE a pariir de la liberacidn de TGF-B e IL-10
cuando se acumulan en SNC y su deplecidn inhibe estos procesos (Bettelli v col.,
2006},

Celulas T CDE&

La EM ha sido historicameante vista como una palologia auteinmune mediada
por células T CO4°. Sin embargo, |2 presencia de células T CDA™ en las placas de
inflamacién y LCE es mayor que las células T CD4", insinuando un rol patogénico de
las mismas en la EM (Friese y Fugger, 2009). Las células T CD&", tienen la capacidad
de liberar perforina junio con granzima y serglicina, que confribuyen a la patologia. Se
ha demostrado que la perforina es crucial para la ruplura de la BHE. Células T CD&"
dafian activamente las neuritas v son cruciales para generar dafo axonal, Ademdas,
existe una correlacidn entre este dltimo y el nimero de células T COB" infiltrantes de
SMC en animales con EAE (Bitsch v col., 2000},

celulas B

La secrecion de auto anticuerpos es una caracleristica comdn de |as patologias
autoinmunes y se encuentra bien establecido en la enfermedad de Graves v Miastenia
Gravls, En pacientes con EM se detectan comdnmente bandas oligoclonales de IgG
en LCE ¥ son claves para el diagndstico [(Giovannoni, 2014), Ademads de la secrecidn
de anticuerpos, los linfoclos B pusden acluar como CPA profesionales.

Ceélulas Dendriticas:

Las CDs son células presentadoras de antigeno profesionales, jugadores
claves en mediar respuastas inmunes e inducir lolerancia. Se encuentran involucradas
en dos etapas de la EAE; iniciacidon y desamrpllo, En condigiones basales presentan un
fenotipo Inmadurg, carente de MHCI v de moléculas co-estimulatorias en superficie.
Cuando reconocean los PAMPs del Mycobaclerium v fagocitan los péplidos de mielina,
se incrementa la expresion de MHCIH, moléculas co-estimulatorias (CD40, CDBED y
CDEG) v la produccidn de citecinas pro-inflamatorias, favereciendo la presentacion
anfigénica (Askew v col., 2000;Xle v col., 2015). Este proceso ocurre en los drganos
linfaticos secundarios y las CDs activan a los linfocitos T CD4" virgenes y promueaven

Introduccion ~30-



la diferenciacion a células T efectoras de tipo Thi v Th17, principalmente. El rol de las
CDs en autoinmunidad de SNC no solo se imita a la polanzacidn de las células T en la
periferia, sino gue también contribuyen a la liberacion de mediadores que favorecen al
reclutamienio y reactivacidn de células T en SHNC (Miller v col,, 2007), En EM, el papel
da las CDs adn no estd blen definido v no hay pruebas suficientes de su funcidn en la
enfermedad. Genaralmente se encueniran en niveles aumentados en sangre, LCE v
lesiones de materia blanca {Zozulyay col, 2010). Las CDs de pacientes con EM se
caracterizan por presentar niveles elevados de moléculas co-estimulatorias como
CD80 y por la secrecion elevada de citocinas pro-inflamatorias come THF-a, IL-12, IL-
6, & IL-23, necesarias para la diferenciacién de linfocites Thi y Th1T7 {Kami v col,,
2006).

Macrafagos

En la patologia de la EM y el modelo exparimantal (EAE) los Més desampadan
un rol dual, Pueden contribuir al dafo tisular ¥ axonal por la produccin de
mediadores inflamatorios o ejercer efectos neuroproteciores, madiando mecanismos
de reparacién de tejidos (Batoulis v col,, 2010; Vagel y col,, 2013). La funcion efectora
de los Més depende de la via por |a cual son activados. La aclivacidn clasica (o M1),
ocurrga en un contexito inflamatorio, en presencia de [FM-y, TNF-g, LPS, Estos
presentan  propledades  cifoldxicas, liberan guimiccinas como la  proteina
quimicatrayante de monocitos 1 (MCP-1), citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-12 & IL-23), aumentan la expresion de MHCIl y moléculas co-estimulatorias y
producen altos niveles de metabolitos oxidatives como especies reactivas del axigeno
(ROS) y nitrdgeno (NO) (Tiemey y col., 2009 Vegel y col., 2013, Martinez y Gordon,
2014). Durante el curso de la patologia, ks Mds aclivados clasicamente son
reclutados a SMNC, presentan anligenos a los linfocitos T v confribuyen al dafio a pariis
de la liberacidn de mediadores inflamalorics. Loz Més activadosz aliernativaments
(M2}, representan una poblacidn involucrada en la olerancia inmunobigica, fagocitosis
de células apoptoticas y resolucién de la inflamacion (Gordon y Martinez, 2010)
mediante la liberacidn de mediadores anti-inflamatorios (IL-10, TGF-B) v el incremento
en los niveles de expresién de la enzima arginasa-1. Estos Més son diferenciados en
un microambiente caracterizado por la presencia de IL-4, IL-10 o TGF-A. En la EAE,
fienen una funcion importante en la resolucion de la inflamacion a partir de la liberacion
de mediadorez anii-inflamatorios, fagocilosis de resios celulares, efc. [Vogel v col.,
2013).
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Microglia

Las células de |a micraglia son Mis residentes de SNC capaces de responder
rapidamente ante dafc & inflamacidn (isguemnia, trauma, condicionas
neurcdegenerativas) dada su capacidad migratoria. En condiciones normales, la
microglia presenta una  esirectura ramificada vy se  encuentran  censando
constantemente al ambiente. Cuando ésta se activa por la presencia de inmundgenos,
PaMPs o DAMPs, refrae sus procesos v modifica su morfologia adquiriendo una
esfructura ameboide. La microglia expresa constitutivamente MHCI, MHCI y
moléculas co-estimulatorias en bajos niveles. En condiciones de inflamacion y dafio,
esias moléculas sumentan su expresidn rapidamente, lo gque conviere a estas células
en buenas CPA (Tambuyzer y col., 2009). Ademas son capaces de secretar moléculas
pro-inflamatorias como especies reactivas del oxigeno y nitrdégeno, prostaglandinas,
citocinas tales como THMF-a, IL-6 y quimiocinas que favorecen el reclutamiento de
monocitos, Mas y células T al sitio de inflamacion (Lee y col., 2013 ). Al igual que los
M¢e, de acuerdo al microambiente an el cual se encuentran, pueden adquirr un
fenotipo M1 (clasico) o M2 (alternative) (Bachstetter v col., 2013). Otra molécula que
aumenta los niveles de expresidn cuando fa microglia se activa ez el marcador de
superficie CD45, cuya expresidn también se ancuentra incremantada en monocitos y
Mes gue infiltran SMNC durante el desarrollo de la EAE {Sedgwick ¥ col., 1991; Bibolini
¥y col, 2014). En una elapa lardia de la EAE, la microglia desempefia un rol
beneficioso fagocitando mielna y restos celulares del parénguima cerebral para
controlar el dafio ¥ rescatar neuronas v oligodendrocitos (Cherry v col,, 2014)

Senalizacién por LPS y produccién de citocinas

Las citocinas que participan en la patogénesis de la EM pueden ser
clasificadas en dos grandes grupos: pro- ¥y anti-inflamatorias. Las primeras contribuyen
al proceso de desmielinizacidn ¥y dafo axonal, agravando la severidad de la patologia,
mianiras que las anti-inflamatorias, reducen la inflamacién, a severidad de los signes y
favarecan la recuperacion da la enfermedad. Las CDs, Mps y microglia, son capaces
de secretar ambos tipos de cilocinas dependiendo del microambiente en el gue se
encuentran y su astado de maduracibn (Xie y col, 2015). La IL-12 es la principal
citocina pro-inflamataria, producida por M¢s, CDs, y linfocitos B que media la actividad
biologica en células T y NK, favoreciendo 18 induccidén de IFN-y y la amplificacion de
citotoxicidad mediada por células. IL-12 es necesaria para la induccidn de respuestas
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Th1 v es regulada por retroalimentacion positiva con IFN-y y negativa por IL-10 (Aste-
Amezaga vy col, 1998). La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria producida por CDs y
Més que junto con IL-23 promueve la diferenciacién de células Th17. Animales IL-G
KD son completameante resistentes a la induccidn de EAE (Samoilova v col., 1988). En
pacientas con EM, la IL-6 se encuentra elevada en cerebro, sugirendo que participa
en la patogénasis de la misma (Maimone y col, 1887). TNF-a es una citocina
pleiotropica que regula numerosos procesos fisioldgicos y patologicos. La expresion de
THNF-o en lesicnes activas de EM, asi como en suero o LCE, corelaciona con la
actividad de la lesidn. Algunas de las funciones relacicnadas con esta citocina son
inducir apoptosis, generar dafico indirectamente a oligedendrocifos y neurcnas
modulanda la liberacidn de glutamalto por parte de astrocitos v de esta forma contribuir
a la mflamacion cronica (Hisahara v col, 1997). THNF-a tamben se encuentra
invlucrada en la ruptura de la BHE en vanos modelos de inflamacion de SNC (Lv y
col, 20100 y favorece la enfrada de células inflamatorias al parénquima cerabral
generando inflamacion, activacidn de la microglia y desmiglinizacion (Valentin-Torres v
col., 2006). En cuanto a las citocinas anti-inflamatorias, IL-10 es un polents inhibidor
de numerosas funciones de monocitos ¥ Més, incluyendo la produccion de NO,
exprasion de MHCIH y moléculas co-estimulatorias, produccion de citocinas pro-
inflamatorias y fagocitosis (Moore y col., 2001), Estudios en monocitos humanos
demaostraron que IL-10 inhibe la produccidn de cilocines mediadas por estimulacidn
por LFS, bogusando la transcripcidn génica (Aste-Amezaga vy col., 1998} IL-10 ejerce
rodes beneficiosos en EM suprimiendo la respuesta autoinmune a través de la
inhibicion de células T antigeno especificas y mediante fa induccidn de calulas Traeg.
TGF-p &g otra citocina anti-inflamatoria que Induce CDs tolarogénicas o inmaduras con
una menor capacidad de estimular a las células T (Xie v col., 2015).

Las proleinas quinasas activadas por mitdgeno (MAPKES) son un conjunte de
safales moleculares que juegan un rol imporanta en vanas respuesias celulares como
crecimiento celular, diferenciacion, inflamacidn y el control de respuestas celulares a
eslrés v citocinas, La actvaciin de p3BMAPK, JNK y ERK1/2 ocurme como
consecuencia de la fraduccidn de sefiales inducida por LPS en Més v CDs (Figura 4).
Hay pruebas claras de que la fosforilacidn de MAPK se encuentra relacionada a la
produccion de citocinas pro-inflamatorias en Mgs activados (Niu y col,, 2015). La
proteina p38 se activa por estimulacién con LPS y ha sido postulada por jugar un rol
clave en la regulacidn de la expresion del gen de IL-6, THNF-0 & iNOS (Bhat y col.,
20107, La inhibickdn dirigida contra MAPEs ha sido propuesta como un matodo
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terapéutice para enfermedades inflamatorias (Niu y col., 2015).

NF-kB es un factor de transcripcion ampliamente expresado, gue regula la
transcripcidn de genes de algunas citocinas pro-inflamatorias. En condiciones basales,
52 encuentra en el citoplasma ks forma inactiva, es decl, asoclado a proteinas KB
inhibitorias tales como, [kBa, IKBE, [kBe. En respuesta a estimulos como citocinas pro-
inflamatorias, LPS, Infecciones wvirales, las proteinas kB son degradadas y NF-xB
transloca al ndcleo y actia como un factor de transcripcion (Whiteside v col., 1997;
Zhang y col.. 1909) (Fig. 4).

Citocinas y quimiocinas /’
pl'ﬂ-l'l"l"irl'l.'llﬁriﬂ-
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Figura 4. Cascada de eefializacion gelilada por LPE & iravés de su rocoptor especiSco TLR4, v
consscuente achwacion de probeinas sdaptadoras, quinasas v factores da tramscripoitn para induck &
proguccion o8 citocnas ¥ quimiocinas pro-inflamatarias. Adsplado de Mandrekar y Ambace (20123

GABA [icido y-aminobutirico)

El GABA {acido y-aminobutirico), es &l principal neurotransmisor inhibitorio del
SMNC. Su principal funcidon es controlar la actividad de zistemas excilalorios
(principaimente glutamata) v su concentracion en el espacio sindpboo S& encuentra
finamente regulada. El GABA se sintétiza a partir de acido glutamico, por la accién de
la enzima &cido glutdmico decarboxilasa (GAD), en presencia de piridoxalfosfato

(derivado de vitamina BE) como cofactor, Se almacena en vesiculas sindpticas v su
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iberacidn es dependiente de calcioe (Dionisic y col.,, 2011). Una vez en el espacio
sindplico, puede unirse a 2 tipos de receplores; lonotrdpicos (GABA,) v
metabotrdpicos {GABAg), provocando hiperpolanzacion o disminucidon de la capacidad
de despolarizacidn de la neurcna v de esta forma, se reduce la aplitud de la misma
para trasmilir el impulso nervioso (Olsen y Sleghart, 2008). El GABA es recaplado por
transportadores especificos (neuronales y gliales) y metabolizade a semialdehido
succinico por la enzima GABA transaminasa (GABA-TL

El racaplor GABA, o malabotrdpico es un heterodimero (B1 y B2) que sa activa
en presencia de GABA o Baclofeno & inhiba la adenilciclasa v a través de esta a varios
sistemas efectores que bloquean la entrada de calcio y faciltan la salida de potasio
(Bowery v col., 2002).

El raceptor GABA. 0 receptor ionotropico de GABA es una glicoproteina
heteropentamerica de 275kDa, que forma un canal permeable a ones negativos. Se
acliva en presencia de GABA o Muscimal, pero existe gran cantidad de moléculas,
tales como esteroides, anestésicos, benzodiacepinas, barbibiricos, enfre otras, que
puesden modular la actividad del mismo (Henschal v col., 2008). 5e ancuentra formado
por una seleccidn de 5 subunidades entre 19 posibles (a(1=8), B{1=3), y(1=3), &, £, 8,
m, v p) (Henschel y col., 2008; Morensen y col., 2012). En general, consta de dos
subunidades a, dos B (indispensables para que se una GABA y sea un receptor
funcional) ¥y se completa con una subunided v, §, €, etc,, que le confiere propiedades
farmacoldgicas especificas (Fig. 5). Cusndo una mokécula de GABA se une al
receptor, se produce la apertura del canal que favorece el flujo de cargas negallvas
nacia el interior de la célula, o gque genera hiperpolarizacion v de esta forma, se
reduce la despolarizacion espontanea v descarga neurcnal (Rudolph v col., 2001},

Figura 5 Representacidn esquematcs de
la composicibn ¥y silios de unidn de la
isoforma més comin del receplor GABA.
Abreviaturas: BOZ = benzodipcepnas, ETF
= gtifoxing, GABA = &cide y- aminobudince,
M5 = newoesteroldes, Cf = lones cloruno.
Acaptado de Muss (2015).
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Rol del GABA en el sistema inmune y patologias asociadas

Los receptores GABA, se localizan principalmenta an neuronas, sin embargo
han sido encontrados en menor cantidad en tejido no nauronal, como algunos 4rganos
andberinos, pancreas, testiculos, tracto gastrontestinal, ovarios v médula adrenal
{Borbani ¥ col., 1884, Gladkevich v col., 2008). En los oftimos afios se ha demosirado
que células del sistema inmuna exprasan componantas caracteristicos del sistema de
neurstransmision neuronal, incluido el sisterma GABASrgico. Se ha reporado la
presencia de transportadores v receptores (canales idnicos capaces de generar
cormentes de clorure a través de la membrana, cuya funcién v regulacion esta siendo
estudiada) (Bjurstom v col., 2008;Bhat v col., 2010; Dionisio v col., 2011; Mendu v col.,
2011}, Mas aun, estudios han mostrado gue algunas células del sistema inmune, son
capaces da sintetizar y liberar el neurctransmisor GABA (Dionisio y col., 2011) (Fig. 8).
Ademas, se han descripto numercsos efectos de GABA en células del sistema
inmune, como reduccidn de la secrecidn de citecinas pro-inflamatorias: THF-o, IFM-y &
IL-12 (Tiany col,, 2004; Soltaniy col,, 2011), disminucidn de |la proliferacidn de linfocitos
(Bjurstom vy col., 2008, Mendu v col, 2011), reduccidn de la actividad fagocitica v
quimiotaxis en monocitos (Wheeler y col,, 2011, Mendu v col., 2012). Sin embargo,
aun queda mucho por descubrir ¥ actualmente se sabe relativameante poco respecto de
los mecanismos moleculares por los cuales el sistema GABA&rgico ejerce su efecto
sobre las células del sistema inmune. Estas entran en contacio con este
neurotransmisor inhibitorio principalmente cuando es lberado por ellas mismas o
cuando ingresan al cerabro, sin embargo, GABA también se puede encontrar en
nddulos linfaticos, islotes de Langerhans y en sangre periférica (Bjurstom y col., 2008).

El sistema GABA&rgico parece estar involucrado en palologias autoinmunes
coma EM, diabetes fipo 1, arrifis reumatoidea y podria modular la respussta inmuneg
frente a infeccionas (Jin y col., 2011). Los nivelas de GABA se encuentran reducidos
en &l suero de pacientes con EM (Demakova y col., 2003). En algunos estudios se
cbzervd que el tratamiento oral con GABA reduce la respuesta inflamatoria en un
modely muring de artritiz reumatoidea v en oiros, la desregulacién del metabolismo del
GABA antecede a la auloinmunidad en los izlotes pancredticos en nifos gue luego
desamollan diabetes tipo | (Oresicy col., 2008). El rol y mecanisme por &l que actua al
sistema GABAErgico en estas patologias adn se desconoce. Sin embargo, algunos
antecedenias revelan que cuando se incrementa [a conceniracidn sistémica de GABA,
se reduce la incidencia ¥ se refrasa el inicio de diabeles tipo | en ratones NODVscid
que son ratones que desarrollan espontaneamente la enfermedad (Tian y col., 2004)
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De manera similar, el aumente de la actividlad GABA&rgica mejora &l curso de la
paralisis en EAE, a fravés de la inhibicidn de la respuesia inflamatoria (Bhat v col.,
2010) (Fig. 8).

Cilula glial

Figura & Figura esquemalica que presenta varies componentes del ssiema de sefalizacion GABASmIco
en diferentes o&ldas, inelukds Mis (Céldas del sistema inmune). VIBAT = transporiador veslcular de
ammnaacidos inhibitonos, GAT = ransporiador de GARA, GABA-T = GABA ansaminesa, GaAD= Acido
glutamaco decarboadass, S5A= gamialdehian succinees, Adapiads de Levibe v ool (2012)

Las benzodiacepinas y sus receplores

Benzodiacepings son clasicaments conocidas como franquilizantes manoras,
son drogas que poseen propiedades farmacoldgicas de ansiollicos, hipndticos,
miorelajantes de accion cenfral, anticonvulsivantes y sedantas (Yousefi y col., 2013).
Estas acciones se encueniran mediadas por el receplor cantral de benzodiacepinas
(CBR), también conocide como receptor GABA, (Dlsen y Sieghart, 20:09),

Laz benzodiacepinas son agonistas alostéricos del receplor GABS,, no
desplazan al neurotransmisor GABA sino que s& unen & un sitio diferenfe en el
recaptor, generan un cambio confermacional que promueve la union de GABA v de
asta forma aumenta la frecuencia de apertura de los canales de cloruro, lo que lleva a
una mayor hiperpolarizacion de la célula. Este evento resulta en una diferencia mayor
entre el potencial de reposo y el umbral necesarno para que se produzca la trasmision
dal impulso nervioso, de manera que este acontecimiento se torma menos probable
{Riss y col., 2008). Para que las benzodiacepinas puedan ser capaces de unirse al
receptor de GABA es necesario gue éste se encuentra farmada por las subunidades @
1, 2, 3 o 5, cualquier subunidad B y es indispensable la presencia de la subunidad y2
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(Hevers v Luddens, 19498},

For otro lado, las benzodiacepinas, presentan un sitio de unidn attermativo al
dal receptor GABA, Este fue |dentificado en rindn en el afo 1577, cuando
investigadores estudiaban |a presencia de sitios de unidn para Dz en tejido periférico
La caracierizacion temprana de este receptor de Dz fuera del cerebro se denoming
iniciaimante como receptor periférico de benzodiacepinas (FER), para diferenciarlo del
receptor central o GABA, (Lacapere vy col., 2003; Papadopoulos vy col,, 2006). Aungue
el término PBR ez ampliamente aceptado en la comunidad cientifica, moitiples
nombres han sikdo empleados para referirse a esta proleina, incluyendo: recephor
mitocondrial de benzodiacepinas, sibo de unidn de PH11185, proteina de unidn de
isoquinclonas, pk18 v receplor v3, Sin embargo, TSPO o proteina translocadora de 18
kDa, tambien ha sido propuesio v es el mas empleado aclualmente (Zavala, 1997,
Papadopoulos v col., 2006). Este receplor se localiza en membrana mitocondrial
externa, particularmente concentrada en los sitios de contaclo enire las membranas
mitocondriales interna ¥ externa. Ademas, TSPO se encuentra en pequefias
cantidades en la membrana plasmatica v en la freccidn nuclear de algunas células
{Scarf y col., 2009). Este receplor forma un complejo de 4 a 6 moléculas, cuya
erganizacien se postula que forma un pore, reflejando su funcidn como una proteina
transportadora en la membrana mitecondrial, Interacciona con otras proteinas en este
sitiz, incluyendo el canal idnico dependiente de voltaje (VDAC) de 32 kDa v 1a proteina
transportadora de nucledlidos adenina (ANT) de 30kDa, profeina 1 asociada a PER
{PRAX-1), subunidad regulatoria de |a proteina asociada Rla (FAPT) (Casellas y col.,
2002, Papadopoulos y col., 2006;Scad y col., 2009) (Fig. 7).

TSFPD se encuenira expresade con mayor abundancia en drganos enddcrinos
(corteza adrenal, glandula tiroidea, prostata, placenta, dtero, ovarios), piel, corazdn,
epitelio pulmaonar, madula dsea, higado, bazo v en menor medida en SNC, donde estd
asociado 8 celulas de la glia (Zavala, 1857, Wims v col., 2003, Joo v col., 2012)
Ademdas, algunos trabajos més recientes han mostrado que se expresa en laucocitos,
particularmente en monocitas, PMN v linfocitos (Scarl v col, 2008). Algunas de las
funciones atribuidas a este receptor son, regulacion del transporte mitocondrial de
colestercl para la conversidn a pregnenclona, pase determinante en estercidogénesis
y neurcesteroldogénesis (Papadopoulos y col., 2008), unidn v fransporte de porfirinas
imvolucradas en la sintesis del grupp hemo, apoptosis, profiferacion celular,
diferenciacion, regulacion de las funciones mitocondriales e inmunomodulacidn (Bento
de Lima y col.. 2010; Huemer y col., 2010; Gut y col.. 2015; Halty y col., 2015), sin
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embargo log mecanismos mokeculares por los cuales ejerce estas ditimas unciones,
ain se desconocean.

Algunas benzodiacepinas son lamadas mixtas, tales comao Dz v Flunitrazepam
por su capacidad de unirse al receptor GABA, v TSPO, mientras que olras como
Clonazepam y Flumazenil, presentan muy baja afinidad por este Gltimo. Existen otros
igandos capaces de unirge a TSPO, los principales son Ro5-4864 (4'-chlorodiazepam)
y la igoguinclonacarboxamida, PK11195, cuya afinidad por TSPO es mayor que por
CBR {receplor GABA,) (Wei v col., 2010). Ro5-4B64 ez un agonista, mientras que
PK11196 en algunos trabajos ha sido descripte como antagonista v en otros coma
agonista débil de TSPO (Casellas y col., 2002).
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Figura T: Esquema representatee oe la locabzacin de TSPO, imteraccion con obras proteinas, v
funciones an la qua s encuantra invalucrade. Adaplads de Papadopoulos v col, (2006}

El TSPO como marcador de activacion

En SNC, e TSPO sa localiza principalmente en células de la glia. Varos
estudios han demostrado su presencia en astrocitos y microglia y la densidad de este
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receptor se incrementa en condiciones de activacidn glal, incluyendo inflamacidn v
estrés metabdlico (Casellas y col., 2002, Venneti y cal,, 2006, Politis y col., 2012, Bae
y col., 2014), Algunos ejemplos de patologias inflamatorias y'o neurodegenerativas de
SHC humanas v en modelos experimentales donde se ha observado un aumento en la
densidad de TSPO incluven: enfermedad de Alzhelmer, Hungtinton, fumores
cerabrales, lesidn por raumalismo cerabral, vanos lipos de epilepsia, esclerosis lateral
amioiréfica, Parkinson v EM | Papadopoulos y col., 2006, Venneti v col., 2008
Daugherty v col,, 2013). Sin embargo el rol asociade al incremento en la expresion de
esta profteina adn se desconoce, 3e ha postulado que podria estar paricipando en
procesos de regulacién de muere celular, produccién de citocinas, generacidn de
radicales libres o proliferacidn de microglia (Venneti v col., 2006, Selvaraj v col., 2015)
{Fip. 8). En basa a esto se lo considera un potencial blanco terapéutico y se han
realizado algunos estudios empleando agonistas de TSPO como Vinpocetina y RoS-
4864 en modelos animales de Alzheimer e inflamacion mediada por LPS (Zhao y col,,
2011; Barron y col., 2013).
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Figura 8 Esguema representativo de les potenclales funciones y mecanismos esociatas & suments da
TSPOD en microglia activads. Aderdaco de Veanell y ool [2006].
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Objetivo general:

En base a los antecedentes citados, nuestra hipitesis de trabajo establece que es
posible modular [a respussta inmunoldgica duranta el desarrolic de la EAE, empleando
un tratamiento con Dz, Por ello, proponemaes estudiar el efecto de esta droga en
células que participan durante el desarrolio de la patologia in vive como in witro.

Objetivos especificos:

1- Analizar el efecto de la administracidon intraperitoneal de Dz sobre la incidancia,
|os signos clinicos caracteristicos de la EAE y sobre las poblacionas calulares y
las moléculas imvolucradas en el desarrollo de |a patologia.

2= Evaluar el efecto directo de Dz sobre diferentes poblacicnes celulares qgue
participan activamenie durante la induccidn y desarrollo de la EAE: linfocitos,
CDs v Mis.

3= Estudiar la presencia de la subunidad y2 del receptor GABA, v del receptor
TSPO en linfocitos T CD4”™ como posibles vias por las cuales podria estar
actuando el Dz y comparar con la composicidn de los mismos en tejido
cerebral.
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MATERIALES

Animales

Para los experimentos realizados se ulilizaron retes de una cepa Wistar
endocriadas en nuestro laboratorio por 45 afios. Sin establecer diferencias en cuanto al
sexo, los animales contaban con 40-47 dias de edad v un peso entre 120 y 150 g. Los
mismos se mantuvieron en condiciones estandares de luz, temperatura y fueron tratados
de acuerdo con las reglamentaciones internacionales e institucionales para su cuidado,
siendo el protocolo aprobado por el Comité para el Uso vy Cuidado de los Animales de la
Facultad de Ciencias Quimicas (Exp. Mo, 15-99-40426 v Res. Dec, 8322015).Todo el
esfuerzo posible fue realzado para minimizar el ndmero de animales v su sufrimiento,

Fara los experimentos realizados en el capitule 2 (1), se ulilizaron ratones de Iz
cepa CHTBLE (BE, H-2b), Los mismos fueron comprades a la Fundacién José A,
Balseiro, Centro de Energia Atdmica Ezeiza, Bs.As., Argentina. Los ratones fueron
mantenidos bajo condiciones especificas libres de patdgenos v usades entre las semanas
6-2 de edad. Los protocelos de uso de animales estuvieron en concordancia con la gula
para el uso ¥ cuidado de animales de laboratorio publicada por el Instiluto Nacional de
Salud de Estados Unidos (MIH) v el Comité de cuidade animal institucional local.

Reactivos

Zuero fetal bovine (SFB) de Matocor (Cérdoba, Argentina), Gentamicina de
Schering-Plough (México D.F ., México). Adyuvante de Freund completo [AFC), medio
RPMI 1840, L-Glutamina, Deoxiribonucleaza | de pancreas bovino (DMAsa ), tripsina,
Azul de fripan , concanavalina A (Con A), 3-(4, 5-dimetiltkazol-2-¥1)-2.5 difend bromure de
tetrazobo (MTT), dimetilsulfdxido (DMS30), lipopolisacaride (LPS, Escherichia coli, cepa
0111:B4), Sulfanilamida, M-{1-naflil}-etilendiamina, nitrite de scdio, 2-Mercapioetancl,
acrilamida vy bis-acriltamida de Sigma-Aldrich, Co, (5L Louis, MO, USA), Kelamina
(Ketonal, 50 mg/mL) anestésico general disociativo, Xilazina (Xiliacina 20 Richmond, 20
mg/mL} analgésice sedante. Colagenasa tipo IV de GIBCOD Invitregen Co. (Grand [sland,
MY, Percoll de GE Healthcare Life Sclences (Pitisburgh, PA, USA), Solucidn fislolbgica
asterilizada (Laborit). Buffer fosfato saling (PBS) 1%, Esteres de forbol (PMA), lonemicina,
monensing, Kif de ELISA Interleucina 17 (IL-17} de eBioscience (San Diego, CA, USA)
Dz  (T-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-1 4-benzodiazepin-2{3)-ona, MNalium) 5 mg/mL
obtenido de Roche Intemacional Limited (Montevideo, Uruguay). Albamina sérica bovina
(BSA) (Tetrahedron). Kit de deteccion anti-Anexina V-FITC (lsotiocianato de
fluoresceina), loduro de propidio (IF), obienidos de BD Biociences (San Diego, CA, USA).
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Timidina tritiada ([3H] TdR) de NEN Life Science Products, Inc. (Boston, MA, USA}. Kit de
ELISA interferdn gamma (IFN-y}, IL-12pT0, factor da necrosks turmoral (TNF), IL-6, IL-10y
factor de crecimiento trensformante beta (TGF-@), Sustrato de ELISA TMB (BD
Pharmingen). Acido fosférico (H3PO4) (MERCK), membrana de nitrocelulosa (GE
Healthcare, Piscataway, MNJ, USA), Marcador de peso molecular (Biorad), DAPI
[Imvitrogen), TRIzol reagent (AMBION by Life Technologies).

El resto de los reactivos quimicos fueron de grado analitice de la maxima pureza
disponible.

Buffers y solucionas

Buffer FACS: 1 mL de EDTA 0.5 M, 1 mL de solucién 10 g% de azida de sodio, 1mlL de
solucidén de BSA 1%, llevar a volumen final de 100 mL con PBS

Buffer RIPA: 50 mM Tris-HCI Ph=7.4, NP-40 1 %, desoxicolato de sodio 0,5 %, SDS 0.1
%, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, ortovanadato de sodio 100mM, NaF 50 mb.

Buffer de fijacidn (eBloscience)

Buffer de permeabilizacion (eBioscience)

Antigenos

La mialima fue purificada de médula espinal bovina segun & metodo de Haley vy
col., (1981). Brevemente, la muestra fue sometida a fres ciclos de ulirecentrifugaciin
(75000 x g) en gradiente discontinuo de sacarosa 0,32 y 0.8 M, seguidos de ksis
osmatica en agua bidestiiada. Finalmente la fraccidn de mielina purificada, oblenida de la
interface del gradiente de sacarosa, fue resuspendida en agua bidestilada, bofilizada por
24 hs y conservada a -20 °C hasla su uso.

Anticuerpos

Anticuarpos comerciales empleados contra la especie rata; anti-C08a conjugado a
complejo piridna de la proteina clorofila (PerCp) (Clon ox-8), anti-CD4 conjugado con
isoticcianato de fluorasceina (FITC), (OX-35), anti- CD1 1vic conjugado a ficoeritrina (PE),
(Clon OX-42), Anti-CD4 conjugado a biotine (OX-35). Anti-CD3 conjugado a biotina
(G4.18), anti CD45-biotina (0X-1), anti-IFN-y conjugado PE, anti -IL-17 conjugado a
aloficocianina (APC) de BD Bioscences (San Diego, CA, USA) Anti-CD45RA conjugado
a biotina (Clon OX-33) de Invitrogen (Frederick, MD, USA). Anti-MHCII conjugado a FITC
{ABDgerotec), Anti-CD25 conjugado a APC (IL-2Ra, clon 0X-39) de Ebioscience (San
Diego, CA, USA). Anti-COW marcado con APC-cy? (BD Pharmingen). Anti-CC4 biotina
(BD Pharmingen) Estraptavidina conjugada a APC oblenida de eBioscience {San Diego,
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CA, USA).

Se utiizaron anticuerpos monoclenales comerciales para ensayos de citomelria
de flujo: anti-CD11e conjugado a FITC, anti-CD40 conjugados con PE, anti-IAE [MHCI)
conjugado con PE, anti-CD11b conjugado a APC, anti-F4/80 conjugado con APC-CyT,
lodos de BD Pharmingen (San Diego, CA, LSA)

Se obtuvieron anticuerpos policionales comerciales para ensayoes de SD3-PAGE v
Western Biot: Anticuerpos dirigidos contra P-ERK1/2 (T2027Y20), ERK1/2 total, P-
p3BMAPK (T1B0/Y182), p3BMAPK tolal, antl IkBe hechos en conejo, fueron adquirndos en
Cell Signaling Technology. El anticusrpo policlonal anti-INOS =ze obluvo de BD
Biosciences (Franklin Lakes, MJ, USA), Como control de carga se empled el anticuarpo
monoclkonal, antl-alpha tubulina (DM1A) (Sigma-Aldrich). Los anticuerpos secundarnios
IRDwe BODCW antl-lgG de ratén e IRDye BODCW anti-lgG de conejo fuercn da LICOR
{Lincoln, NE, USA).

Loz anticuerpos confra la subunidad gamma2 del receptor GABA, de humano,
rata v ratdm, fueron producidos en conejo v obtenidos de Alomone Labs. Antl PBR
(TEPO) de humano, rata v ratdn, producido en conejo (Bio vision). Alexa 488 anti-conejo,
producido en cabra, g5 (H+L) 2 mgimL, Invitrogen, Alexa 555 anti-ratén, preducido en
cabra, IgG (H+L) 2 mg/mL (Invitrogen).

METODOS

Induccidn activa de la EAE

Les animales fueron separados en diferentes grupos experimentales v
anestesiados por via intraperitoneal con ung mezcla de Xilazing y Ketamina (10 y 65
mglkg, respectivamenta) & inyvectados intradémicamente en las almohadillas de grasa de
las patas trazeras con una emulsicn conteniendo 0,25 mL de PBS v 0,25 mL de AFC con
B mg de mieling liofilizada obtenida a partir de médula espinal bovina. En algunos
experimentos, ofro grupo de ratas recibié 0,5 mbL de la misma emulsién sin preparacion
antigénica (grupa control, AFC). Los animales fueron pesados, observados diariamenis
para registrar los signos clinicos de la enfermedad, v fueron sacrificados por asfixia con
didwido de carbono {C0.) al dia 13 post-induccidn {dpi}, durante &l pico de la patologia.

Tratamienio para supresion de la EAE:

Cuando ze indicd, los animales racibleron por via intraperiloneal una soluckin de
Dz 0,5 mg/kg de pesoidia en wvehicule (SF estenl). Las inyecciones fueron realizadas
diariamente a parlir de los & dpi v hasta el dia en que fueron sacrificades (13 dpi). Los
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animales se& pesaron y examinaron diarlamente para detactar los signos clinicos
caracteristicos de la patologia. La graduacidn de los mismos fue la siguiente: 0= ausancia
de signe clinice, 1: flacidez en la cola, 2! ataxia o pardlisis en las patas fraseras, 3;
paralizis definitiva posterior & incontinencia fecal v urnaria 4; telraparalisis definitiva, 5;
estado moribundo o muerte. Se registrarcn [os datos relacionados con la incidencia de la
patologia, dia de comienzo, duracidn, v analizaron parametros indicatives de la severidad
clinica de la enfermedad tales coma:

1= La media de la severidad clinica maxima (M.5.C. M), s 1a relacidn enire la suma de |a
severndad clinica maxima alcanzada por cada rata durante |la fase aguda de la
enfermedad sobre el nimero de ratas de cada grupo.

2- El Indice de enfermedad. es la suma de la severidad clinica diana de cada animal a o
largo del pericdo experimental, dividido por el dia de comienze de los signos clinicos ¥
miulliplicado por 100.

Reaccion de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH)

Para estudiar la respuesta celular v vivo contra uno de oz antigenos que
participan en el desarrcdlo de la enfermedad, el dia 9 post-induccion, se realizd una
inyeccidn subcutdnea con 120 pg de PBM en 40 pl de SF en la oreja derecha v con 40
pL de 5F en la oreja izquierda. A las 24 hes de la inyeccién se determind el espesor de las
orejas en el sitio de inyeccidn, por un ensayo ciego con un calibre digital. Los resultados
s& expresaron como la diferencia {en mm) entre la oneja derecha e izquierda (Bibolini ¥
col., 2011).

Sacrificio de los animales:
Les animales fueron sacrificades a los 13 dpi durante el periodo agudo de la
patologia por eutanasia con CO0; Se procedio a abrr el torax v los animales fusron

perfundidos infracardiacamente a través del ventriculo izqguierdna con 60 mL de PBS frio.
Se exirajo el cerebro, cerebelo, médula espinal, v posteriormente los ganglios linfaticos
poplitecs.

Obtencion de células de ganglios popliteos

Se akslaron aséplicamenie los ganglios poplilecs. Se prepararon suspensiones
calularas a partir de dispersion mecanica con un @mbolo sobre una malla metalica. Las
celulas fueron fitradas a fraves de una malla de nylon de 70 uM {BLC Pharmingen) para
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eliminar los restos de tejido v posteriormente lavadas por centrifugacidn a 400 x g con B0
miL de PBS frio conteniendo 40 pg/ml de Gentamicina. Las células fueron resuspendidas
an madiao RPM| con 10% de SFB, 40 pg/ml de Gentamicina y 0,3 mg/mlL da L-glutamina
(RPMI complato). El ndmera y viabilidad de las células se estimaron por recuento en
solucion 0,2 % azul de tripan en camara de Neubauer,

Aislamiento de células inflamatorias del SNC

Una vez oblenidos el cerebro, cerebelo v médula espinal, el tejido se cortd en
paquafios trozos y fue digerido con Colagenasa tipo IV 1 ma/mL, ADMasa | 30 pg/mL por
45 min. a 372 con agitacidn. Luegoe de detener la digestidn enzimatica agregando 1 mL
da S5FB, se realizd una disgregacion mecanica con un émbolo a través de una malla
metalica, El homogenate fue pasado a traves de filiros de 70 pm (BD Pharmingen) y las
células fuercn lavedas, centrifugadas a 400 x g, 10 min. a 4°C y resuspendidas en 20 mL
de PBS-Percoll al 30 %, colocadas sobre 10 mbL de PB3-Percoll 70 % y luego
centrifugadas nuevamente a 500 x g por 30 min. a 4*C. Las células inflamatorias de SHC
fugron aisladas a parir de la interface formada por Percoll 30070 %, lavadas v
resuspendidas en medio RPMI completo. El ndmero total v la viabilidad de las células
obtenidas se estimaron por recuento en una solucion 0,2 % de azul de tripan en camara
de Meubauer.

Caracterizacion de poblaciones celulares

7510 x 10° células aisladas de ganglios popliteos y 5-7.5 x 10° células
inflamatorias del SNC de cada animal, fueron incubadas con buffer FACS duranta 10 min.
an frio, y posterormante por 30 min. con diferenies mazclas de anticuerpos; anti-CO11b's
conjugado a PE, anli-CD45 conjugado a biotina, anli-MHCI conjugado a FITC, anti-CD3
conjugado a biotina, antl-=CD4 conjugado a FITC, ant-CD8 conjugado a PerCp, anti-
CD45RA conjugado a biotina (Fux y col, 2008) de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Fueron lavadas con PBS v cuando correspondiere  incubadas con
astreplaviding conjugada a APC. Finalmeante fueron lavadas y resuspendidas en 100
de PBS, Se adquirieron al menos 50,000 eventos da cada muestra utilizando un citdémetro
FACS Cantfo Il (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) y se analizaron con el software
Flowdo wversion 5.7.2 y FlowJo version 10. Los resultados se graficaron empleando el
programa GraphPad Prism, wvarsidn 5.0. Por un lado, los valores relativos corresponden al
porcentaje de la poblacion X, es decir el nomerno de eventos adquinidos de la poblacion X
en relacion al ndmeno de eventos totales adquirdos por el citometro de flujo. Los valores
absolutos corresponden al producto enfre el valor relativo para la poblacién X de un
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animeal ¥ el nimeno de células totales aisladas de cada drgano, del mizmo animal.

Determinacion de citocinas intracelulares

1 x 10° células aisladas de ganglios popliteos y 5-7.5 x 10° células inflamatorias
del SNC de cada animal, fueron cultivadas por 5 hs en 1 mL de medio RPMI completo
con ésteres de forbol (PMA) 50 ng/mL e lonomicing 400 ng/mL ¥ 3 hs antes de la
hnalizacion del cultivo, se agregé monensing &8 una concentracion final de 2 ph
{Momcilowic v col., 2008). Las células fueron lavadas y se procedic a la marcacion de
antigenos de supericie, para lo cual las mismas fueron incubadas en frio por 10 min. an
buffer FACS, luego lavadas e Incubadas durante 30 min. con anticuerpo anti-C04
conjugado a FITC. Las células fueron lavadas nuevamenie & incubadas por 20 min. an
buffer de fijacion, luego con buffer de permeabilizacién por 30 min. en presencia de anti-
IFN-y conjugado a8 PE y anti-IL-17 conjugado a APC. Finalmente las células fueron
lavadas y resuspendidas em PBS. Se adquirieron al menos 50.000 evenios de cada
muesira uilizando un citbmetro FACS Canto |l (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) v
s& analizaron con el seftware Flowlo version 5.7_2

Andlisis estadistico

Todos los ensayos fuaron realizados al menos 3 vaces, Los datos oblenidos en
cada grupo fueron expresados como la media + error estandar (ESM), analizados
madiante ANDVA de una vig, seguido de un analisis posi-hoc mediante el iest de Tukey,
Fara descariar datos gue se alejaban de la media mediante una herramienta esiadistica,
se aplicd el test de Grubbs. Para realizar los andlisis estadisticos, se utilizd el software
GraphPad Prism & (GraphPad Software Ing., CA, USA) v se considerd significativa toda
diferencia que arrojara un valor de p< 0,05.

Procedimientos para linfocitog
Se evalud el efecto directo de Dz sobre Ia wiabiidad celular, induccion de

apoplosis, proliferacién, produccidn de citocinas v estado de activacidn de linfocitos. Para
ello, luego de aislar las células de ganglios popliteos de animales EAE enfermos, 1,25 x
10" céhulas/mL fueron cultivadas por triplicado en un volumen de 200 pl en placas de 96
pocillos de fondo plano (250,000 células/pocillo) por 24 o 48 hs en incubador a 37°C, 5%
COy. Las células fusron tratadas con concentraciones crecientes de Dz (entre 2 5-500
pM) y estimuladas por 24-48 hs con 1 pg'ml de Con A o 100 pg/mL de PBM,
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Ensayo de cliotoxiclidad y viabilidad celular

La wiabilidad celular fue ensayada empleando MTT (lefrazoel amarllo}, un reactivo
que as reducido a formazan (violeta) en células vivas, El ensayo de colorante de
fetrazolio tambign puede ser Wlilizado para medir citoloxicidad (perdida de células viables)
o actividad citostatica de potenciales agentes medicinales y materiales tdxicos. Diferentes
concentraciones de Dz fueron agregadas a las célulaz en cultive a 37°C. Luegoe de 20 o
44 hs {segln cormesponda), 2e agregarcn 20 pL de una solucién de MTT & mg/mL a cada
pocillo v las células fueron incubadas por 4 hs mas a 37°C para que se produzca la
metabolizacidn del compuesto. Las placas fueron centrifugadas a 350 x g durante 10
min., s& removit el sobrenadante y se agregaron 200 pl de DMS0. La absorbancia fue
regisirada a 570 nm en un lector de microplaca (Xieng v col., 2013).

Deteccion de apoptosis y muerte celular

Para la identificacién de células apoptdlicas v muertas, se utilizd la marcacin con
Anexina V-loduro de propidio (IF). Las células fueron cultivadas en placa de 96 pocilios
por 24 hs. en presencia de diferentes concentraciones de Dz (pM), posteriormente, se
l=varon 2 veces con PBS y se resuspendieron en 100 ul de Buffer de unidn de Anexina,
conteniendo anti-Anexina V conjugade a FITC (0.5 ug/7.5 x 10° células) ¥ solucion de IP
(0. 1pg/7.5 x 10" células). Las células fueron incubadas por 10 min. en oscuridad a
temperatura ambiente y finalmente analizadas por citometria de flujo. Del analisis se
puede interpretar que las células apoptdticas tempranas resultan positivas onicamante
para Anexina V', las células en etapa de apoplosis tardia o necrosis, se obsarnvan doble
posilivas (Anexina V' (+) y Pl (+]}, ya qua Ia técnica no permite distinguir entre estos 2
procesos, mientras que las celulas viables, son doble negativas (Vemrmes y col,, 1995
Guasconi y col., 2012).

Ensayos de proliferacion

Las células aisladas fueron cultivadas por triplicado en placas de 96 pocillos de fondo
plano an presencia de diferentes concentraciones de Dz (uM), v sa estimularon con 1
pgiml de Con A o 100 pa/mlL de FEM. Se incubaron por 24 o 48 hs respectivamente a
A7 con § % de CO; 18 hs previas a la finalizacién del cultive, los pocillos fueron
pulsados con 20 pL de medio contentendo 1 pCl de [*H] TdR. las células fueron
cosechadas en papel de fibra de vidrio ¥ se midid |a radiactividad incorporada por las
mismas usando un contador de ceptelleo liquido. Los resultados fueron expresados como
indice de estimulacion (|.E), definido comao la relacién entre las cuentas por minuto (cpm)
promedio de [as células estimuladas, respacto de las cpm promeadio de las células no
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astimuladas.

Ensayo de induccidn de anergia por Dz

Las células fuercn incubadas por 24 hs a 37°C con 5 % de CO; en presencia de D
=10 o 25 pM de Dz, sin estimule algune, Transcumido el tiempo, las mismas fueron
lavadas 2 veces con PBS para remover el Dz, resuspendidas en medic complelo v se
volvieron a incubar por 24 he en placas de 596 pocillos a 37°C con § % de COs , en
prasencia de Con A o anticuerpo anti-CDO3 (estimulos inespecificos). 18 hs previas a la
finalizacion del cultive, los pocillos fueran pulsados con 20 pl de medio conteniendo 1 pCi
de [3H] TdR, las células tueron cosechadas en papel de fibra de vidric y se midié la
radiactividad incorporada por las mismas usando contador de centelleo liquido. Los
resultados fueron expresados en Indice de estimulacidn (1.E), definido como [a relacidn
enfre las cuentas por minute (cpm) promedio de las células estimuladas, respacto de las
CPM promedio de las células no estimuladas.

Determinacion de citocinas en sobrenadante de cultivo

Las citocings en sobrenadante de cultve, se determinaron utilizando un ensayo de
inmuncabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Las células fueron preparadas y cultivadas
como se describid previamente, con &l estimulo correspondiente (Con A o PBEM) y
diferentes concentraciones de Dz, Luego de 24-48 hs, las placas fueron centrfugadas a
350 x g por 10 min. y los sobrenadantes de cultivo fueron recolectados y almacenados a -
700 hasta el momento de ser procesados,

Brevemente, el procedimienio para procesar los sobrenadantes fue el siguiente:
placas de 86 pocillos milad de area, fondo plano v con alta capacidad de unign (Costar,
IMNC, WY, USA) se incubaron toda la noche a 4°C con 25 pb de “costing” buffer
conteniando ks anticuerpos de caplura anfi-IFN-y v anti-IL-17 (dilucidn 17250 y 17125,
respectivamente). las placas fueron lavadas y blogqueadas segan instrucciones del
fabricante y se incubaron con 25 pL de los sobrenadantes de cultiva por triplicado por 2
hs a lemperatura ambiente. Luego se lavo y se incubd con buffer conteniendo fos
anticuerpos de deteccién cormespondientes conjugados & biotine duramie 1 h a
temperatura ambiente (17250 vy 1125, respectivaments). Se lavd y se incubd con 25 UL
de estreplavidina conjugada a HPR (dilucion 1/250) durante 30 min, a temperatura
ambiente. Se lavo e incubo con 40 pl de sustrato de la enzima, TME (3'3°5 5'.-
tetrametilbenziding, sustrato liquido), La reaccidn fue interrumpida con el agregado de 20
pL de H:50, ZM. La abzorbancla fue medida a 450 nm. Las concentraciones de citocinas
presentas en cada sobrenadante fueron extrapoladas a partir de la curva estandar de
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cada una de elias,

Determinacién de citocinas intracelulares

500.000 células aisladas de ganglios popliteos fueron cultvadas en placas de 24
pocillos durante 24 hs en presencia o no de Con A {1 pg/mL) y Dz 256 pM en 1 mL de
medic RPMI complete a 37°C v § % CO; 3 hs antes de la finalizacion del cultivo, se
agregd monensing a8 una concenfracién final de 2 pM (Momgcilovic y col., 2008).
Fosteriotmente, las células fueron lavadas con PBS v se procedid a la marcacidn de
antigenos de superficle, para o cual fueron incubadas durante 10 min. con buffer FACS
en hielo. Las células fueron lavadas con PBS e incubadas durante 30 min. con los
anticuarpos anti-C04 de rata conjugado a FITC y anti-CD8 de rata conjugado a PerCp.
Luegoe fueron lavadas nuevamente e incubadas por 20 min. en buffer de fijacin. seguido
por 30 min, con anti-IFMN-y conjugade a PE v anfi-IL-17 conjugado a APC preparados en
buffer permeabilizacion. Finalmente las células fueron lavadas y resuspendidas en PBS.
Se adguirieron 50.000 eventes utilizando el citémetro FACS Canto Il (Becton Dickinson,
San Jose, CA, LUSA) y los datos se analizaron con el software FlowJo, version 5.7.2.

Estudio del estado de activacidn de células T

Fara determinar la respuesta funcional de células T, se evalud la expresion del
marcador de activacion CDZ5 (subunidad alfa del receplor de interleucina 2) en células
cultivadas en medio RPM| completo a 37°C y § % CO; en placas de 96 pocillos en
presencia de Con A y Dz. A las 24 hs de cultivo, |as células fueran cosechadas, 3 pocilios
fueron agrupados y marcados para antigenos de superficie con anficuerpos anti-CD4
conjugado a FITC, anti-CD8 conjugado a PerCp y anti-CD25 conjugado a APC. Las
muestras fueron analizadas por citometria de flujo empleando el equipo FACS Canto |1
(Becton Dickinson, San José, CA, USA). Sa utilizd el software Flowlo version 5.7.2 para
el andlisis, Se adqguirieran un minimo de 50.000 células por muestra

Andlisis estadistico:

Los resultados fuerom expresados como la media £ ESM. Los datos fueron
anglizedos usando el analizis de varianza ANOWVA de una via. Una comparacion por
pares de la media de todo los grupes respecio a un grupo control fue llevado a cabo
ipreeba de comparacidn miltiple de Dunnet), En todo el andlisis estadistico, p<0,05 fue
cansiderado por representar una diferencia significativa entre grupos.

Materiales y Métodos - 52 -



Procaedimiento para CDs v Mdis

Obtencién de GM-CSF y M-CSF

Para |la obtencion de factores de crecimiento necesarios para diferenciar
progenitores de médula dsea en CDs y Més inmaduros, se ufilizaron lineas celulares
especificas. La linea celular J358 produce grandes cantidades de GM-CSF, necesanoc
para la diferenciacidn de CDs, mientras que la linea celular L8929, produce grandes
cantidades de M-CSF, necesano para la diferenciacidn de Mbs. Brevemente, 200,000
celulas fueron colocadas en placas de cullive de 10 cm de didmetro con 12 mL de medio
RPMI complelo e incubadas durante T dias. Transcurrido este periodo, se colectd el
sobrenadante (enriguecido en factor de diferenciacidn) y se consenvd a -20°C hasta la
realizacidn del experimenio.

Preparacién y cultive de CDs y Mdgs

Las CDs fueron generadas como se describid previamente (Falcdn y col.. 2012).
Brevemente, se obluvo médula dsea de fémur y tibia de ratones y las células fusron
colocadas en placas de Petri bacteriolégicas a una concentracion 2x10%mlL en 10 mL de
medio compleio suplementade con 2 mM de L-Glutamina, 1 % de sobrenadante de
cultiva de células J558 productoras de GM-CSF (concentracion final: 20 ngfmL), 10 %
SFE libre de endotoxinas, y 50 pg/mL de Gentamicina, Al dia 3. se adicionaren 10 mL
mas de medio conteniendo GM-CSF. Al dia 7 las células fueron cosechadas v marcadas
con el anficuerpe especifice (anti-CD11c) siendo el 85 % positivas para ese marcador. El
numero ¥ viabilidad de células se estimaron por recuento en solucidn 0.2 % azul de tripan
en camara de Neubauer,

Los Més fueron oblenidos wlilizando el mismo método, pere los progenitores de
meédula dsea fueron culfivados en RPMI 1640 con 10 % de SFB en presencia de M-CSF
{Factor estimulante de colonias de macrofagos). Al dia 3, se adicionaron 10 mL méas de
medio conteniendo M-CSF, Al dia 7 de cultivo, mas del 85 % de las células colectadas
expresaron &l marcador de superficle CD11b v F4/B0, moléculas caracleristicas de Mbs.
El ndmero y viabilidad de células se estimaron por recuento en solucion 0,2 % azul de
tripén en camara de Neubauer

Se evalud el efecto directo de Dz sobra la viabilidad celular, estado da activacion,

produccion de eitocinas, produccion de dxido nitrico {NO), induccion de |a enzima iNOS, y
activacién de vias de sefializacidn intracelular (gatiladas por LPS). Para ello, COs v Més
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diferenciadas de médula dsea fueron cultivadas en una concentracidn 1.5x 10°
célulasmL en 200 pl de volumen final en placas de 96 pocillos en con diferentes
concentraclones de Dz (5-25-50 pM) en presencia o ausencia de LPS (1 pg/mL) a 37°C,
5 % GOy durante 18 hs (salvo aclaracion).

Expresidn de CMHIl y moléculas co-estimulatorias

CDs y Mgs diferenciadas de médula dsea fueron cultivadas como se indico
previamente. Luego de 18 hs,, las celules fueron cosechadas, lavadas y marcadas con
anmticuerpos especificos para anfigenos de superiicie, de igual manera al procedimiento
detallado en; “tipificacion de células drenantes en ganglio v SNCT. Para ello se emplearon
oz siguienies anticuenpos: anti-C0 1o conjugado a FITC (para caracierzar la poblacién
de CDz) o anti-=CD11b conjugado a APC y Anti-F4/80 conjugado con APC-Cy7 (para
caracterizar a poblacidn comrespondiente a bMés), anti=-lANE {CMHI) conjugado a PE y
anti-CD40 conjugade a PE (para molécula del complejo mayor de histocompatibilidad v
molécula co-estimulatoria respectivamenta).

Determinacion de citocinas en sobrenadante de cultiva

Las citocinas en sobrenadante de cultivo se determinaron utilizando ELISA. CDs y
Mis diferenciados de medula dssa fueron cultivadas como se indicd previaments.
Transcurrido &l penodo de ncubacion, los sobrenadantes de cultwo fueron recolectados y
aimacenados a -80°C hasta &l momento de ser procesados. La concentracion de IL-
12p70, TNF-a, IL-6, IL-10, TGF-f fue determinada usando un juego de anticuerpos en un
ELISA sandwich de acuerdo con las indicaciones del fabricante. El procedimiento
detallado de la técnica fue descriplo previamente en la seccién "determinacian de nivelas
de citocinas in wiro — determinacién de citocinas en sobrenadante de cultive”™ {pagina 51)

Ensayo de produccidon de NO por Mgs

La preduccion de NO se midid indirectamente cuantficando los nitritos presentes
en ios sobrenadantes de 18 hs de los cullivos de Més diferenciados de medula Gsea,
mediante |a reaccion de Griess (Dulgerian v col., 2011). Brevemente, se transfineron por
duplicado 100 pL de sobrenadania a una microplaca de 96 reservarios de fondo plano, se
agregaron 100 pL de una mezcla de sulfanilamida 10 mg/mL v N-{1-naftil)- efilendiamina
1 mg/mL disuelta en 2.5 % H3PO4 vy se incubd durante 10 min. a temperatura ambiente.
Se cuantificd la densidad Sptica (DO desarrollada a una longitud de onda de 550 nm. Los
valores obtenidos se exprasaron como concentracion de nitrites (uM) por comparacion
con una curva estandar de nitrito de sodio,
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SDS-PAGE y Western blot

Se utilizd la técnica de inmunotincidn para cuantificar las proteinas dxido nitrico
sintasa inducible (INOS), inhibidor épsilon del Factor Muclear kappa B (IxBe), proteina
quinasa con aclividad mitdgena fosforilada en Treoning 180y birosina 182 v tolal {P-
pIBMAPK v p38MAPK iotal), guinasa reguladora de sefial extracelular, fosforilada en
treoning 202 o tirogina 204 v tolal (P-ERK 12 y ERK1/2 otal respectivamente).

Para e estudio de INOS, se prepararon muestras de cultivos de Més diferenciados
de médula dsea que habian sido cultivados por 24 hs en placas de 24 pocillos, a una
concentracidn de 1 x 10°%&llas/mL, en un volumen final de 500 pl 8 37°C vy 5 % CO., en
presencia de Dz con o sin LPS.

Fara evaluar el efecto de Dz sobre las vias de sefalizacidn intracelular gatiladas
par LP3, a los Més diferenciades a partir de sus progenitores de medula dsea, luego de
sar cultivados durante 24 hs en incubadora a 37°C & % C0, a una concentracion de 1 x
10" célulasimL, en placas de 24 pocllios en un volumen final de 500 L, se les adiciond
LPS y diferentes concentraciones de Dz durante 60 min. a 37°C.

Fara la preparacion de extractos celulares, luego de la incubacidn los Mbs fueron
colectados v lisados con RIPA, luego se cuantificaron las proteinas, se cenfrifugaron y
resuspendieron en buffer de skembra, hervidas a 96°C durante 5 min v conservadas a
= 20°C hasta el momento de siembra.

Cantidades iguales de proteinas (40 pg por carril) fueron separadas por S0OS-
PAGE. Resumidamente, se ulilizaron geles de poliacrlamida al 10 % v 1,5 mm de
espesor y la corrida electroforética se realizo a voltaje creciente desde 120 V a 180 V.
Marcadores de pesc molecular de amplio rango se corrieron en paralelo. Posteriormenta,
las proteinas separadas fueron elecirotransferdas a una membrana de nitrocelulosa,
(pora de 0,45 pm), durante 60 min. a 350 mA. Luego de bloquear las membranas con una
soluckin de ABS 3 % en solucidn tampén de Tris saling con Tween 20 (TBS-T, Tris-HCI
20 mM, NaCl 137 mM, Tween 20 0,1 %, Ph=76) durante 1 h a temperatura ambienta,
estas fueron incubadas con los anticuerpes primarios especificos (ver diluciones en la
Tabla 1} disueltos convenientemente en TB3-T 1 9% B3A, con agitacidn constante duranie
toda la noche a 4 °C. Las membranas fueron lavadas e incubadas con los anticuarpos
secundarnos unidos a un fluordforo infrarojo (Tabla 1), Ios cuales se diluyaron en TBS-T y
se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion. Luego de extensos
lavados, la sefial de fluorescencia fue detectada en el sistema de imagenas inframrajo
Odysgay (LI-COR Inc., Lincoln, ME, USA4), Las bandas obtenidas fueron cuaniificadas
madiante el uso dal programa Gel-Pro Analyzer (Media Cybernstics Inc., Bethesda, MD,
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UsA). En cada membrana se detectd la forma fosforilada v total de la proteina de interés
{teniendo la precaucidn de medir la forma fosforilada en pnmear lugar) y finalmeants
tubulina. Para ello se realizd un tratamiento con una solucidn de hidréxide de sodio 2 M,
durante 3 min,, a femperatura ambiente ¥ agitacion, que remueve todas las proteinas
asociadas a la membrana. A confinuaciin se repitid el protocole de Western blot desde el
pase de blequeo en adelante. El grado de fosforilacién de las diferentes protelnas
analizadas =e relativizd a la intensidad de fuorescencia de la proteina tolal
correspondiente. La sefal oblenida de la banda correspondiente a alfa tubulina fue
utihizada como contral de siembra, Todos los resultados se expresaron como Indice de
aumanto (1A} respacto de la condicién basal {sin LPS ni Dz).

Tabla 1 (Anticuerpos primarios)

Proteina que Peso Especie Dilucién
reconoce molecular

INDS 130 kDa Conejo 101000
F-p3EMAPK 38 kDa Conajo 1/1.500
pIBMAPK total 38 kDa Conejo 1/1.500
P-ERK1/2 42/44 kDa Consjo 1/1.0040
ERK1/2 total 42/44 kDa Conejo 11.000
IKBe 53 kDa Fatan 1/2.000
a-tubulina (DM1A) | 50 kDa ‘Ratén 11,000 |

Anticuerpos secundarios:
IRDye BOOCW anti-lgG de ratdn, dilucion 1/15.000,
IRDye BDODCW anti-lgG de conejo dilucidn 1715 000,

Analisis estadistico

Todos los datos 52 expresaron coma la media £ ESM v fueron analizados por ANOVA de
una via. Para establecer niveles significativos para comparacionas miltiples, se empled
test de correceitn de Bonferroni. Todos los experimentos fueron realizados al menos por
triplicado. Diferencias con wvalores de p<0,05 fueron consideradas estadisticamenta
significativas.
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Estudio de los receptores de benzodiacepinas

Procesamiento de nodulos linfaticos popliteos

Los nodulos linfaticos fueron procesados como se describio previamente en
"Oblencidn de celulas de ganglios poplitens”, {pagina 47}, Una fraccidn de las células
obtenidas fue empleada para ensayos de identificacién de la subunidad v2 v TSPO por
citometria de flujo ¥ microscopia

Aislamiento de células inflamatorias del SNC

El SNC (cersbro, cerebelo y médula espinal) fue procesado como se describid
previamente en “aislamiento de células inflamatorias de SMC" (pagina 48). Una fraccitn
de las células obtenidas fue empleada para ensayos de identificacidn de la subunidad y2
¥y TSPO por citometria de flujo.

Identificacion de la subunidad y2 del receptor GABA, y TSPO por citometria de
flujo

Fara el estudio de la subunidad y2 en superficie, las células aisladas de ganglio vy
SMNG fueron marcadas para mokeculas de superficie con los sigulentes anticuerpos: anti-
CD4 conjugado a APC-Cy7, Anti-CDH 1bvc conjugado a PE, v Anti-y2 “frio” {anticuerpo no
acoplado a un fluorocromo) hecho en conejo. Las células fueron incubadas durante 1 h &
4°C, lavadas e incubadas con un anticuerpo secundario anti-lg de conejo acoplado a
Alexa 488 (dilucion 1/1000). Finalmente fueron lavadas y resuspendidas en 100 uL de
PBS.

Para el analisis de TSPOD, luego de la marcacion de superficie inicial (CD4" v
CD11bvc"), las células fueron incubadas por 20 min. en buffer de fijacion, y
posteriormenta 1 h con anticuerpo anti-TSPO “frie” hecho en congjo y preparado en buffer
de permeabilizacidn. Se procedio a lavar nuavamenie |las células e incubarlas con un
anticuerpo secundario anti-lg G de conejo, acoplado a Alexa 488 (dilucion 1/1000)
también preparado en buffer de permeabilizacion. Finalmente las células fueron lavadas,
resuspendidas en 100 pl de PBS.

& adguirieron al menos 50.000 eventos de cada muestra utilizando un citdmetro
FACS Canto |l (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) v se analizaron con el software
FlowJo versidn 5.7.2
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Identificacion de la subunidad y2 del receptor GABA, vy TSPO en células T CD4" por
microscopia

Uina fraccién de células aisladas de ganglios popliteos fueron marcadas para la
molécula de superficie (CD4) empleando un anficuerpo anti-CD4-bioting hecho en ratén
(BD Pharmingen) vy anti-y2 "frio” hecho en conejo, durante 1h a 4*C. Seguide por la
incubacidn con un anticuerpo acoplado a Alexa 555 (11.500) especifico para ratdn y anti-
Ig de conejo, acoplado a Alexa 488 (dilucidn 1/1000). Finalmente se tifid el ndcleo celular
con DAPI (4 G-diamino-2-fenilindol) 2 pg/ml y 1as células fueron resuspendidas en 30 plL
de PBS-paraformaldenido (PFA) al 1 %. Se tomd una alicuota de 7 uL v fue colocada en
un poracbhjetos, se cubrid con un cubreobjetos redondo (12 mm de diametro) y se selld
con esmalte. Las imagenes fueron tomadas conm un microscopio confocal Clympus
FluoWiewTh FV1000 equipado con un laser de argdén/helia/nedn, configurado para 3
fluordforos v un objativo de 60X (objetivo 60 X Laton 1.4 MNA). La sensibilidad de los
detectores fue configurada evitando alcanzar niveles de saturacion. Las imaganes fueron
procesadas con el programa Olympus FluoView version 4.0a

Obtencién y procesamiento de corteza cerebral

A partir de cerebro total se alskt region frontal de la corteza cerebral v fue
congelada a -80°C hasta su procesamiento, Para ser procesada, se colocd en pequefas
bolsas libres de ARNasa y ADMasa, y se frabajd en frio ulilizando hielo seco. El tejido fue
pulerizado mecanicamente en un blogue de hierro empleando un pistilo de porcelana, v
llzado con TRIZOLU para el posterior aislamiento del ARNm, oblencidén del ADNc v estudio
de szecuencias de interés por la técnica de gPCR empleande cebadores especificos

(pagina 60).

Aislamiento de ARMN total

A parlir de tejido cerebral pulverizado en frio y lisado en ImlL de Trizol, se
procedid a la exraccion de ARM total haciendo uso del metodo de exireccien con
fiocianate de guanidinio-fenol-cloroformo (Mylonas v col., 2009). Brevemenie, a las
muestras lisadas en Trizel, se le adiciond 0.2 mL de cloreformo y se procedid a la
separacion de fases. La fase acuonsa superior se incubd con igual volumen de 2-propanol
para inducir la precipitacién del ARM, luego de centrifugar a 12.000 ¥ g durante 15 min.,
sa descartd el sobrenadante v & ARN fue lavado con etanol 70 %, para finaimente sar
diluido en agua iratada con dietipirocarbamate (DEPC). Por dftime & ARN fue
cuaniificado mediante la medicidn de la absorbancia a 260 nm. Se utilzo la relacion
Abs280nm/Abe280nm como medida del grado de pureza.
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Obtencidon del ADNc

El ARM aislado fue utilizado para la sintesis del ADM complementario (ADMc). La
metodologia se llevd a cabo pariende de 2 pg de ARNM fotal, ¥ ulilizando la transcriplasa
reversa muring M-MLY (M-MLY RT, Promega, Wisconsin, USA) (Mylonas y col., 2009).
De acuerdo a las especificaciones del fabricante se incubaron el ARNm, la transcriptasa
reversa, desoxiribonucledtidos trifosfato vy oligonucledtidos aleatorios (Promega, USA).
La transcripcidn reversa se realizd en un solo ciclo de ia siguiente manera: & min a 25°C,
Elmin a 37C, 18min a 70" y 10 min a 4°C.

A partir del templade obtenide (ADMc), se procedid a la amplificacién de los
fragmentos de inferés por la reaccidn de PCR en tiempo real (gPCR).

Diseno de los cebadores utilizados en gPCR

Para cada gen se disefiaron oligonucledtidos especificos enlistados en la Tabla 2.
Para el disefio de los oigonuclediidos ulilizados para PCR en tiempo real se wlilizd el
programa Primer Express.

Pl:trll

TSR TITE AGCGAZGET | TCCACCAARGLOCAGLICAT G4 120
v |GRBA,| AGATELTCACTGRATOGA CAGEEEECAGEAGTETICAT 5R'C 145
G FH TTCACCACCATGCAGANGEE AGTGATGEEATGEACTGTGGETS | AOC 243

Tabla I: mformacidn de los cebadoras emplaados

PCR en tiempo real

Fara la reaccién de PCR en tiempo real se ulilizaron 2.5 pb de la dilucibn
correspondiente del ADMc obtenido v 17.5 pL de la mezcla de reaccidén PCR master mix
(Bicdynamics, Argentina), contenienda los cebadores especificos a una concentracidn de
30 pico moles por volumen final. La reaccidén se realzd en un ciclador Rotor-Gene 6000
(Corbeft Research, Australia) utilizando un programa de amplificacién de 40 ciclos. Al
finalzar la reaccidn de amplificacién, se realizd una curva de disociacion, estableciendo
una rampa de temperaturas comprendidas eptre T2°C y 38°C, con una adgquisicidn de la
sefial cada 0,2°C. De esta manera, el valor de temperatura de discciacién del producto
obtenido permite establecer la especificidad de la reaccidn,

El producio final de cada reaccién de gPCR se analizd mediante electroforesis en
geles de agarcsa al 2.5 % tefiido con una solucidn al 1% de bromure de elidic, para
chequear que producto oblenido sea del famaho esperado,
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Cuantificacién relativa de genes

La amplificacidn por PCR en tiempo real parmite realizar la cuantificacidn de un
determinado gen de interés. En nuestro caso, se recurric a la cuantificacion relativa
utilizando un gen de refarencia que presente una expresion constitutiva (genes que se
expresan en todas |as célulag del organismo vy codifican proteinas que son esenciales, en
nuestro caso se empled el gen de la GADPH). En este trabajo de tesis determinaremos |a
cuantificacion relativa de un gen de interés aplicando al métode de AACT (Livak y col.,
2001). En este método, se establece un parametro denominado CT, que se define como
el nimero de cicle de la reaccidn de PCR en el cual la sefial de fluorescencia supera un
umbral arbitrario. determinade en la zona de fase exponencial de la resccion de
amplificacidn {Schmitigen v col,, 2008), Para cada gen evaluado, los valores de CT se
normalizan con los valores de CT comespondientes al gen de referencia, ufilizando la
siguiente formula; ACT =CT (gen de interés) = CT (gen de referencia)

Luego, = obtiene |z expresion relstiva del gen de interés en una muestra
determinada expresando el ACT como 2%, El método también se aplica para
determinar la expresidn relativa de un gen en dos condiciones o muestras diferentes.
AACT =ACT {condicidn A) = ACT (condicion B)

De la misma manera, la expresién relativa del gen de interés se expresa como
274ET B0 (Schmitigen v col., 2008).

Andlisis estadistico

Todos los datos se expresaron como la media £ ESM y fuaron analizados por ANOVA da
una via, seguido de un analisis post-hoc mediante el test de Tukey. Para realizar los
andlisis estadisticos, se ulilizd el software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.,
CA, USA) y se considero significativa toda diferencia que arrojara un valor de p< 0,05.
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Capitulo 1: Efecto de diazepam {Dz) durante el desarrollo de la EAE

Para estudiar la capacidad de Dz como inmunomodulador de la EAE, sa levd a
cabo un protocelo de administracion luego de la induccién activa de la patologia. El
mismo consistid en administrar 8 los animales B dosis de Dz o vehiculo por via
intraperitoneal todos los dias @ partir de los & dpi. Primeramente se analzd el efecto
del ratamiento con la benzodiacepina sobre la incidencia de la palologia, signos
clinlcos, reaccién de hipersensibilidad de tipe retardada (ODTH) v posteriormenie se
realizaron esiudios inmunoldgicos para caracterizar las poblaciones celulares gue
participan durante el desarollo de la EAE tanto an periferia como an &l SNC. El
esquama de la Fig. 9 muestra gl desarmollo temparal de estos estudios an el curso de
la EAE.

Sacrificio
01 2 3 4 56 78 91011121314 151 18
1 111111 =
l F T T 111 11 B
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Figura B: Esguema experimernial.

La administracién de Dz reduce la Incidencia y atenda algunos parametros
clinicos de la EAE

Los animales desafiados para la EAE (0 dpl), fueron tratados con Dz (o
vehiculo) como se muesfra en la Fig. 9, pesados y examinados diaramente hasta 25
dpi para evaluar los signos clinicos de la enfermedad de acuerdo a una escala de
severidad de 0 a 5. Este analisis mostrd una disminucion significativa en la incidencia
de la patologia de los animales tratados con Dz (aproximadamente un 50 %), mientras
que en los animales desafiados para la EAE tretados con wehicuba, la incidencia fue
dal 82 %. El grupo tratado con Dz gue no manifestd signos clinicos presentd un
comportamiento similar a los animales AFC en cuante a la varacion de pesos
corporales, mientras que los animales tratados con Dz que manifestaron los signos
clinicos caracteristicos, presantaron una pérdida de peso corporal similar a los EAE
{tratados con vehiculo), durante el periodo agudo de la anfarmedad (Fig. 10 y Tabla 3).
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Cuando eslos dlimos dos grupos fueron comparados entre &l en cuanto 8 varios
paramairos indicativos de la sevendad de la patologia tales como dia de comienzo,
sevendad clinica maxima alcanzada, duracidn e indice de la enfermadad, se observd
una tendencia a qua an los animales del grupo E-Dz el curso de la patelogia sea mas
leve [Tabla 3) Por ofre lado, se evalud el efecto del tfratamienioc con Dz sobre animales
control {AFC) y se observd que esla droga no ejerce efecio alguno sobre el
compartamianto normal de estos animales (datos no mostrados).

Lt
B0
50

40 -a-EAE enf
= E-Dz enf
1]
=a=E-[iz 5ano

20 —AFC

Indice de peso relativa

10

i

0 5 10 15 20 25 30
-10 dpi (dias)

Figura 10: Evaluscitn climca de 8 EAE en los diemsntes grupos de animales Comparacin e |a
variacian de pesa congaral de 08 26 ded. Bl indice de paso relative de cada arrmal e shliene aplicando la
siguiande famaula: (pasc oe cada dia- peso & 0 dpi) = 100 /peso al O dpi,

Tabla 3: Efecto de la administracion intraperitoneal de Dz sobre los signos
clinicos de la EAE

Grupo Incidencia Dia de Duraclén | M.S.C.M." Indice de
comienzo de [dias) enfermedad™
los signos
clinicos
AFC 20 - - - -
AFC-Dz 0/ - * * -
EAE 23125 11,6 20,23 3,7+ 0,20 |2 718027 | 47.3 10
EAE-Dz 1327 12,0 035 34020 |2661032 |38.0152

Los aremeies rechbiaron una inyeccisn de Dz por via intraseritoneal (005 moka de pesoidia) entre los 6 v
12 dpi, fueran peaados y exeminados dariamente duranie el desarrolle de signos dimnicos hasta los 25
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dpi. Los signoe clinicos fueron graduadas en una escafa de 0-5 como se indica en Materiales v Métodos
Los datos son compilados de 4 expenmentos independientes. Los caloulos estadisticos de |og paramelros
tliniges analirados 5e raalizeron scho con koe animalés que desarsllaron la enfermedad. Los resuliades
SE Mradsiran como la media £ ESM

"M 5.CM . meda de la sevandad clinica méxima es |a refacidn enbre |3 suma de la severidad clinica
mixima aleanzada por cada rata duranta la fasa aguds de la enfermedad sobre &l nimero de ratas da
cada grugo,

®lndice de enfermadad, es 1a suma de |a sevendad clinica diaria de cada animal a Io lrge dal parioda
erperimental dividide por & dia de comaenzo de bs signos clinicos © 100

Efecto de Dz sobre la respuesta de células inmunes en la EAE

La EAE ez una enfermedad mediada principalmente por células T
autorreactivas conira antigenos mielinicos. Estas célulag son activadas en la periferia
(nddules linfaticos) v posteriormente migran e infiltran el SNC, favoreciende el acceso
de atras células inflamatorias a dicha sitio. Por ello se analizd el efecto de Dz sobre la
reaccidn de DTH v se caracterizaron las poblaciones celulares en periferia [(ganglios
popliteos) ¥y SHC.

Los animales desafiados para la EAE fueron clasificados en 3 grupos
axperimentales de acuerdo al tratamiento recibido y signos clinicos que manifestaron:
animales tratados con vehicule (solucidn fisiologica) que se enfermaron con una
incidencia de 92 % (EAE enf), tralados con Dz que resultaron enfermos con una
incidencia del 50% (E-Dz enf) y EAE fratados con Dz que resuftaron clinicamente
sanos al momento de sacnficarlos (E-Dz sanoa).

Dz disminuye la reaccidn de hipersensibilidad retardada (DTH)

La OTH &2 una respuesta inmuna mediada por linfocites T antigeno especifica
Para evaluar el estado de |la respuesta inmune in vivo, a los B dpi se realizd la reaccion
de DTH contra PBM, Los resultados mostraron que los animales que fueron tratados
con Dz presentaron un menor edema inflamatorio respecio de [os animales que
recibieron &l wehiculo, independientemente si estos presentaron o no los signos
clinlcos caracteristicos posteriormente (11-15 dpi). Este resultado indica que el

tratamiento con Dz disminuye la respuesta celular de tipe Th1 in vive (Fig. 11).
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DTH Figura 11: E! tratamiento con Oz reduce
la reactwdad de céhdas T especifices
contra PEIM. La reaccion g2 OTH fus
malzada a lbs 9 dpl 8 perir de la
inyeccain de PBEM y S5F en s omeja
dergtha @ Tgwerda, respectivamente, y
meadida 24 ks posteneres. Los resultados
28 aspiresan como diferéndia de espesar
anlre Bs orejss o8 cada animal. Las
diferencles signifcativas. comesponiden
a "pe0, 08, =001, ***p<0,001

Caracterizacion de células en ganglios poplitecs

Cuando los animales son inyactados an las almohadillas de grasa de las patas
traseras con la emulsion de mialina en AFC ocurre un fendmeno de inflamacion y
reclutamiento de células del sistema inmune en dicho sitio. Las primeras células en
actuar son CDs que fagocitan los antigenos, procesan y migran a los drganos linfiticos
secundarios mas cercanos, en este caso los ganglios popliteos. ANl entran en contacto
con los linfocitos que vienen de circulacidn, y aquellos que tengan un receptor
especifico para el antigeno que se estd presentando, van a ser activados, profiferan y
finalmente migran al SMNC donde generan daho v favorecen el reclutamiento de otros
leucocitos de periferia. (Flelcher v col., 2010)

A los 13 dpi, los animales fueron sacrificados y se aislaron los nddulos linfaticos
poplitecs. Se cuantificd el ndmero total de células obtenidas y se caracterizaron por
citometria de flujo las poblaciones celulares presentes, empleando los siguientes
anticuerpos: anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11b/c, anti-CD45RA, anti-MHCII, anti-IFMN-y,
anti-IL17. Como sa puede observar en la Fig. 12A, no existen diferencias significativas
en cuanto al ndmerc total de células aisladas entre los diferentes grupos
experimentales. Cuando analizamos los diferentes fenolipos celulares presentes en
ganglio, no observamos diferencias significativas en el porcentaje (valor relativo) asi
como tampoco en el nimero total de |a poblacion linfocitos T CD4 'y CD8” v de células
B que son los mayoritanos en los ganglios (Fig. 12 B, C v D respectivameants).
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Figura 12; El trataments con D2 no afecta las poblaconses celulares asladas de ganglhos popftens. Sa
evalud &l elecio del irglamiento con DF sobre & nimens otal de cdulas aisladas de gangha (A). El valor
ralativg (porcentais de calulss adqundas de cade subpoblacsdn de intarés respecto del 100 % de avenlos
adguindos por el citbmetre de flufo) ¥ nimens absoluto (valor relative multiplicado por el ndmeng de células
aigladas de cada animal) pera cada wha de ks poblacionss celufares: cilutas T CD4°, COA” y cdhalas B,
&8 obeerva en las ligwas B, Cy D respedvamente. Las células fueran asladas a los 13 dpi, mancadas
con anlicwerpos antl-G04, sab-COE, anli-CO45RA v anaSeadas por eitormefria de flujs. Lo resuflados
codresponden gl promedio de G expermeantos realizados con 2 anmales por grapo. Los grafices de punios
{E ¢ F}son rapresentalives de las tres poblacones celularss an un animal de cada grups expenmantal

Par atro lado, estudiamos la produccion de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y e
IL 17} caracterisbca de linfocitos encefalifogénicos, dentro de la poblacidn de células T

CD4°, y observamos una produccidn muy baja de estos mediadores inflamatorios en
lodos los grupos experimentales (Fig. 13).
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Figura 13: La poblacion de eehlas T CD4+ asladas de ganglios popliess producen baja cantidad de
cioings pro-inflamatorias (FH-y & IL-17). Células aisladas de ganglio fueron esfrmuladas con PMA &
lonomicng ¥ poslanommente incubadas con mopensna, iraladas para la rarcacitn suparficial de CD4 e
intracelular de IFM-y & IL-17 y anehizadas por cilomeltria de Mo, En les gréfces (A y C) s& muesina el
porcenlaje oe céhuas postives para ceda une de B cilosings: células CDATIFM-y" v CD4'IL-
17 respectivamente. Los grdficos de puntos {"dot plots™) (B v D) son reprasentalivos de las fres
poblaciones celulares en yn ndividuo de cada grupe experimendal. Los resuliades comesponden sl
promedio de 2 experimentos realizades con 2 animales par grupo,

& &

0
%,

Luego estudiamos g poblacion positiva para el marcaedor de superficie
CO11bfc, que es caracteristico de las CDs, monocitos, Mz v PMM. Como 28 muestra
en la Fig. 14, no observamos diferencias significativas en cuante al ndmero total de
células aisladas, ni al valor relative (porcentaje de células CD11b/e’ respecte al total
de eventos adquirdos por &l ctémetro de flujo) de la poblacidn de interés (Fig. 144 ¥
B). Pero, al estudiar la molécula del complejo mayor de histocompatibiidad (MHCII),
que juega un rol clave en la presentacidn antigénica por pare de las células
presentadoras de antigeno (CFPA) profesionales (CDs vy Més, principaimenie) frente a
los infocitos T para su postenor aclivacion, observamos diferencias significativas tanto
an al porcontaje de |a poblacion considerada positiva para MHCII {Fig. 14C), asi comao
también en los nivales de intensidad media de fluorescencia (IMF) correspondientes a
esta proteina entre los grupos EAE enf y E-Dz zano (Fig. 14D v E). Estos resullados
indican que =i bien el ratamiento con Dz durante el desarrolle de la EAE no afecia los
fenotipos celulares en esle drgano, esta regulando negativamente los niveles de una
malecula clave en la presentacion antigenica como lo es MHCIH, o cual podria
disminuir &l nimero de linfocitos T activados y de esta manera, reducir fa infiltracldn de
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Figuwra 14; El tratarnienio con O no afecta el porcentaje y numeam absoluta de COs v Mes an ganglio
poplibecs, pere genera cambios en @ oxprmsidn de B mobowa MHCIE Se reallzaron esiudics de
cilomelria de flujp &n ctkias aisldas de gangios poplitess a los 13 dpi. Se gafics o porcentaje v
nimern sbaolutn de las céluas COTbe” (A]. S analizd & makkéula de supedficie complejd mayor de
histocompetibiidad clase I (MHCI} coma un marcador de aclivacian, Sentro de @ poblacian COATRE
Los resultsdos fusron espresados como porcantaje de células CO1iRe" MHCIHT (C) & intensidad media
de fluorescancia (IMF), relativa a los nivelss de eaprasidn de MHCI en ia poblecion CD11bfe (D). Los
grifices de punios (B] o hisiogrames (E) son represantativos de les poblaciones celulares an un animal da
cadha grups experimental. En el grafico E, 1a linea negra mepresenta |a candicitn contrpd. Los resullados
coraepanden al valer madio £ EEM da 3 exparimantos realizados con 2 animalss por Qrupa. Les
diferencies significalivas cormespondean a; *g<0,05, **g=0,01

Efecto de Dz sobre células inflamatorias de SNC

La inflamacién y dafio tisular en el SNC de animales con EAE, en general
correlaciona temporalmente con los signos clinicos v las alteraciones histoldgicas en el
SMC, Ya que se ha descriplo gue gran parte de los dafios al SNC son ocasionados
principalmente por leucocilos infillrantes provenientes de la sangre circulante y la
microglia activada (Stomnes y col,, 2008), en este trabajo nuestro interés consistio en
cuantificar ¥ caracterizar las poblaciones de células inflamatorias presentes an SMNC
durante la etapa aguda de la patolegia.

Resultados - 68 -



El tratamiento con Dz reduce &l nimers de células inflamatorias en SNC

Fara evaluar el efecto del Dz se aslaron las células inflamatorias da SNC
(cerabro, cerebelo y médula espinal) a los 13 dpi de animales de los 3 grupos
axparimentales descrniplos previamente. Como se puede observar en ka Fig. 15, los
animakes desafiados para la EAE fratados con Dz que no manifestaron signos clinicos,
tienen menor nimero de células inflamatorias en SMC en comparacion con los otros 2
grupos experimentales, correspondientes a animales enfermos al momento da ser
sacrificados (ratados con Dz o vehicula).

Figura 15 Dismenucian de ciulas mfiamatonas en
— SMC en o grupo axperimantal E-Dz sano. En |a figura
56 muestna o fdmero absolso da células aisladas de
SHC de animales EAE enf, E-Dz sanos y E-Dz enf Los
resuliados  comesponden & promedio  de 4
exparimentos realizados con 2 animales por grupo, La

=
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miderencia  signficativa  observada  comrmesponde A

& £ & "<, 05,

Células totales (x 10%)
i

El tratamiente con Dz reduce el nGmero de células CD11ble" inflamatorias en
SMC

Se evalud por citomelria de flujo la expresion de CO11k/e, CO45 v MHCH en
células aisladaz de SMC a los 13 dpl. Pudimos observar gue los animales que fueron
tratados con Dz ¥ no se enfermaron, presentarcn una disminuckn significativa an el
nimero absoluto de células CO11b/c” entre las cuales se encuentran principalments
monocites, M$s, granulocitos y microglia, aungue no asl en los valores relativos de
eszta poblacién enire los diferentes grupos experimentales (Fig. 16A). Al estudiar la
maokécula MHCI en asta poblacion aislada de SNC, ebservamos un menor porcantaje
da células CD11bfic” MHCII" en animales E-Dz sanos (Fig. 16C), asi como también
reducidos niveles de expresidén de MHCI| en la poblacién CD11bic” total {Fig. 160, de
forma similar a lo observado en ganglios. Eslos resultados podrian indicar menor
grado de presentacion anbgénica en SNC con la consecuente disminucion de la
reactivacion de linfocitos a nivel del drganc blanco, reduccidn de los niveles de
mediadores inflamatorios, resultando asi en un menor estado de activacion de la
microglila y Més infiltrantes, lo que llevaria conjuntamente a disminucion del dafo
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producido a nivel de SNC.
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Figura 16 Dismmucian &n la poblacitn batal de céulas Cdiibde” alsladas de SHC y reduccion de ks
niveles de expresidn de MHCI de las mismies en & gupo E-Dz sano. Se repfcanen esiudies de citomedria
de fligo en céiulas asladas de SNC a los 13 dp Se graficaron los valores relalives y numero absoluts de
las células COMLC" (A} Se analizd le molécula de superfide; complejo mayor de histocompetibilidad
clase || (MHCI) dertro de k3 poblacidn ©0710ic’. Los resultados fueron expresados como porcentaje de
cdbulas COH 1B MHCIE (2] & intensidad media de fucrescencia {IMF), relatives a la expresidn e la
maldcula MHCEH an ta poblaciin GOk’ iotal (D). Los gréficos de bema presentan los datos conforme
al promedio de 4 experimentos independientas con 2 animales por grupo. Las diferencias significativas,
caTesponden & "< 05, "pel01. Los graficos de punios (B) e histagramas (E) son representativas de
las poblacsones calukares an un animal de cada grupe expenimental. La linea negra en (E}, cormespande a
I8 condicaon combn].

Luego estudiamos la molécula de superficie CO45 (marcador panieucocitario,
presente en todos los glébulos blancos), que dentro de |a poblacion CD11k°, clasifica
diferentes poblacicnes celulares en relacidn a su grado de activacion. La poblacidn
CD11b/c’ CD45™, comespende a células infiltrantes (PMN, monocitos, Més) v microglia
activada. En la Fig. 178 podemos observar que tanto el valor relativo como ndmero
absoluto de células CD11bic™ CD45" se encuentra reducido significativamenta en los
animakes E-Dz sano respecto de los otros dos grupos experimentales, Estos
resultados indican gue en animales que no presentan los signos caracteristicos de la
patologia, esta poblacién es muy chica. Cuando evaluamos gue ocurria con la
poblacién CD11b/c"CD45", que corresponde principalmente 2 microglia no activada,
abservamos que existe un mayor porcentaje de esta poblacidn en SMC de animales
EAE fratados con Dz sanos (Fig. 17A); Como era de esperar, eslo no se refleja en los
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valores absolutos, dade que el ndmero tolal de células aisladas de los animales
enfermos es mayor que en los animales tratados (E-Dz) sanos, por ko tanto en el
grafico de valores absolutos, la poblacion de CD11bic® CD45° es mayoritaria en el
grupc EAE enf Podemos decir entonces, que en aquellos animales tratados con Dz en
Ios cuales fa droga previno el desarollo de la patologla, se observa una disminucidn

de células con fenotipo activado {CD45™) dentro de la poblacidn Cd11bic, respecto de
los animales enfermos.

Posteriormente evaluamos que ccurria con la expresidn de la mobécula MHCI
dentro de las poblaciones descriptas previamente. Como podemos observar en la Fig.
170 en la poblacion que cormesponde principalmente microglia no activada (Cd11b/c”
CD45), se observan bajos valores relativos (porcentaje) de células positivas para
MHCIl asi como también valores bajos de IMF, comrespondiente a los niveles de
expresiin de la molécula en todos los grupos experimentales. Esto era de esperarse
dado gue los niveles de MHCI aumentan cuando las células se aclivan v de esta
forma se favorece la presentacidn antigénica (Harms v col., 2013} Al estudiar |a
pablacién CO11b/e” CD45" enriquecida en animales EAE enfermos (tratados o no),
podemos ver que tanto el porcentaje de células positivas para MHCIH, asi como el
valor de IMF asociado al nivel de expresion de dicha modécula, son mayores respacio
de la poblacion CD11b/c” CD45° (Fig. 17D vy E respectivamente). Dentro de la
pobdacion de leucocitos infiltrantes y microglia activada (CD11bic™ CD45™),
obeervamos una disminucidn significativa tanto en el valor relative como absolulo da
células gue expresan MHCH en los animales E-Dz sano respecto de EAE enf, Al
observar los valores de IMF, podemos ver que en promedio los valores de MHCII pars
la poblacitn CD11bic’ CD45" en el grupo EAE enf son aproximadamente 2.5 veces
mayones que en los animales E-Dz sanos. Ademas, es importante destacar que en
astos Oitimos (E-Dz sanao), la poblacidn CD45™ presanta valores da IMF para MHCI
similares a las observadas dentro de la poblacién CD11bfc” CD45" dal mismo grupo
gxpermantal, reforzando la hipdtesis de gue las células aisladas de SNC de los
gnimales E-Dz sanos presentan menor estado de activacikdin. En base a8 esios
resultados, podemos decir gue la poblacion CO11bic” CD45" enriquecida en animales
EAE enfermos as ka principal contribuyante de los alios niveles de MHCIH en SNC.
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Figura 17" Cambio en el perfil fenatipico en funcian de k8 expresidn de CDES ¥ MHCH en |& poblacion
COfibie™ Se aislaran les cllulas inBamalorias de SMC y luego se marcarcn con anficusmpos anti-
CO1ibde, anti-CO4E v anti-MHCH v $8 anakzaron por citometria de fujo, En (A v B) 56 observa valores
relative y ndmers absoluto de las peblacion COH WG CO45" ¢ COH1bE COCE™ en los diferentes grupos
experimentales. Los graficos de punlos (C) son reprasentalives de uma muestre de cada condician
esperimental, v en cads ume de elks se pueden distinguir las poblaciones CD11b/c'CD45™ v
COVibic'CO45™. En (D y E), se exhiben los valores relativos, numeros abeslutes v fa IMF (intensidad
media de fluocrescencia) de MHCH en les  poblaciones COU1RG'COE5" vy COMibic"CD45"™
respactvameants, Los grafcos de bemas son &l resullade del promedio de 4 expermanios mdependianbas
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realizados con 2 Bnimales poe grepo. Las diferencias significativas cormespanden & *g<0,08, *pal 01,
=001, Los hislogramas (F y G} son representstivos de ios nlveles de exprasidn de MHCH en un
animal comaspordiants a cada grups expeamantal {83 lines nagra comesponde & |8 condiciian contnsd).

En animales E-Dz sanos, se aislaron menos linfocitos infiltrantes de SHNC

Celutas inflamatorias aisladas de SNC a los 13 dpi fueron incubadas con los
siguientes anficuerpos: anki-C03, anti-CD4, anti-CDE vy anti-CD45RA [marcador de
células B). La molécula CD3 es un marcador de superficie de linfocitos T (presente en
células T CD4" y CDA"). Como se puade observar en la Fig, 184, tanto el valor relativo
como el némero absoluto de células cormespondiente la poblacidn CD3" an SNC se
encueniran significativamente reducidos en animales EAE tratados con Dz sanos
respecto de animales EAE enfermos. Al evaluar las dos subpoblaciones dentro de las
células T, observamos que la poblacidn CD3'CD&°, linfocitos T citotéxicos, es la
minoritaria v su ndmero abselute, se encontraba reducido en el grupo experimental E-
Dz sano con respacto a los grupos EAE enf, como consecuencia de un menor numerng
de células infillrantes, mieniras que las proporciones relativas enire los grupos
axparimeantales no se modificaron (Fig. 18E). En cuanto a la poblacidn de linfocitos T
CD3'CD4" (T colaboradoras), observamos una disminucidn significativa tanto en el
valor ralative come ndmers absolulo en los animales E-Dz sanos respecto de los otros
grupos {Fig, 18C). Estos resultados nos indican que en SNC de animales tratados con
Dz que no se enfermaron, podemos aislar menor cantidad de células T colaboradoras
(CD47), poblacion denfro de la cual se encueniran los linfocilos encefalitogénicos que
son los principales responsables del desarrollo de la patolegla. En cuanlo a la
poblacion de células B (CD45RAT), estas se encuentran en proporciones muy bajas en
SMNC (0-1 %), en los diferentes grupos experimentales (resuliados no mostrados),
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Flgura 18: El tratamianto con Oz disminuye el porcenisge y rdrmens absolulo de céhdas T gue infiltran ol
SHC, (principalments células T C04" ) en aquebos animales quee resultaron sanes Calulas infittrantes de
SMC aislades a oz 13 dpl fuerpn marcadas con anticuerpes anti-CO3, anl-C04, anli-COE v analizadas
par citometria de fluio. Se anafzaron los valores relativos ¥ nomers ebsoluto de células CO3° (A),
CO3'C0d" {C) y CO'COE™ (E), Los graficos de bama representan e promedio de 4 exparmentos
independiemes con 2 animales por grupo. Las diferencias significativas, cormesponden a “p=0,05,
**p=0,01. Los grificos da puntos (B, D y F} son representatives de cods una de las poblaciones
analizadiss gn un animal por grupo,

El tratamiento con Dz reduce el nimero de células T encefalitogénicas en SNC

Los rasgos pateldgicos de la EM como de la EAE estdn asociados con la
invasion de células T CD4™ capaces de secretar citocinas pro-inflamatorias en al SNC,
siendo [as principales responsables de la inflamacién local en el periodo agudo. Estas
20N capaces de producir ciocinas del perfil Th1 y Thi7, imporantes para generar
dafio, acltivacion de microglia y quimiotaxis de leucocitos de sangre periférica.

Grupos de animales fueron tratados con Dz o vehiculo, lvego de la induccidn
de la EAE y se evaluaron las poblaclones de cébulas T CD4' (mayoritaria dentro de los
linfocitos T) productoras de diferentes citocinas pro-inflamatorias: IFN-y (CD4'IFMy™) &

Resultados - 74 -



IL-17 (CD4" IL-17") entre las células infiltrantes de SNC. Para ello, a los 13 dpi se
aislaron células inflamatorias del SNC, v se activaron en cultivo para estimular la
produccion de citocinas, Las células fueron marcadas en su superficie con un
anficuerpo anti-C04 v de modo intracelular con los anticuerpos anti-IL-17 y anti-IFMN-y
de rata conjugados a diferentes fluorocromos. Por citometria de flujo pudimos obsemnvar
que los animales tratados con Dz que resultaron sanos, presentaron una disminucidn
significativa en el nimera absoluto de células T CO4'IFN-y' y CD4'IL-17" aisladas de
SNC respecto de los animales EAE enfermos (Fig. 19},
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Figura 19: El fratamignto con Dz disminuys s poblaciones T CO&"IFM-y" y COA" IL-177 &n &l SNC de
animalies E-Dz sanos a las 13 dpl, Células infiltrantes e SNC lueron eslimuladas en culliva con PMA &
lanamicing ¥ poslenormeants incubadas con moneneina, tratedas pare marcacién superficial da CO4 &
intracalutar de IFM-y & IL-1T y analizades por ciomatria de figo En los gréficos se rmesiran las
poblacianies celulares pasitivas para las ctocinas denfro de fa poblacdn de cédulas COM°. Los resutados
lueron expresados como valores relativos (porcenisie) ¥ nomero absoluto de cédulas  COMIFN-y" (AL
CO4'IL-1T" (B} en el SMC. Los graficos de punios (T v D) son representativos de las poblaciones
calulares an un indivduo de cada grupo expanmantal, Los resultados corespandien al valed medio & ESM
de 3 exparimenics independantes realizades con & animales por grups, Las diferencias ssgnificastivas,
correspondan a *p2{l 05

Conclusiones capitulo 1:

En ganglios popliteos de animales E-Dz sanos no se observan diferencias
significativas respecto de los otros dos grupos experimentales en cuanto a poblaciones
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de células T, B v CO11ble, v produccidn de citocinas inflamatonias. Sdlo se observa
disminucidn en el porcentaje de células positivas para MHCI, asi como en la

intensidad meadia de fluorescencia de las mismas,

En &l SNC de los animales EAE tratados con Dz que no manifestaron signos
clinicos, s& aisld un menor ndmera de células inflamatorias, La poblacion CD11bic’,
que en nomeros absolutos es minorilaria en este grupo expenmental, presenta
menores niveles de expresion de la molécula MHCI, imporante durante el proceso de
presentacidn antigénica. Se obsarva un “cambio en el perfil” de la poblacidn CD11bde”,
prevaleciendo la poblacién CD45 low, que reprezenta la microglia no activada. Ocurne
una disminucion en porcantaje y nimero total de linfocitos T infiltrantes, y dentro de la
misma disminuyen especificamente los linfocitos T CD4°, que ademas, son menos
productores de IFMN-y e IL-17,

Capitule 2: Efectos del Dz sobre distintas poblaciones del sistema inmune

invalucradas en al desarrolle de la EAE

Capitulo 2 (I}: Efecto de Dz sobre linfocitos
Caracterizacion de poblaciones celulares en ganglios linfaticos

Lot ganglios linfaticos popliteos son los drganos linfoides secundarios
drenantes al sitio de inoculacidn para la induccidn de la EAE, es el lugar donde ocurre
la presentacion antigénica ¥ comienza la expansion clonal de ciertas poblaciones de
linfocitos.

D ellos se aslaron las cehilas reclutadas a dicho sitic durante & desarmollo de
la EAE y se evalud por citometria de flujo las diferentes poblaciones celulares,
empleando anticuerpos especificos para antigenos de superficie caracteristicos de
cada una de ellas (Fig. 20). La poblacién de células estaba compuesta por un 72 % de
linfocitos T (54 % T CD4" y 18 % T CD8"), 18 % linfoctos B (células CD45RAT™), un
porcentaj@ muy bajo de células T inmaduras (CD4™ CDE™), entre 0 y 1 % y alrededar
del 7 % de las células aisladas fueron positivas para el anfigeno de superficie
CO011bfe, correspondiente a una poblacidn helerogénea de moenocifos, granulociios,
hgs v CDs.
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Flgura 20: Andlisks de frecusncia de poblacones celilarss en ganglios popliteos de ratas EAE Se
emphann los siguisnies anficuspas: Anb-C04 y anli-CO8 para identficar subpoblaciones de linfocios T,
arli COMERA para Infocios B y anti-CD11bfe para monocilos, granulocios, Mgs y CDs. En (A) e
MuUSSITaEn & porcentaies relativos de cada poblacidn obtendos de 20 muestras diferantas y en {B), los

gréficos de punos mpresemalivos oe una datarminacidn individual

Dz no afecta la viabilidad celular hasta una concentracion 25 pM

Las células aisladas de ganglioz de animales EAE fueron cultivadas en
presencia de diferentes concenfraciones de Dz v el efecto sobre la viabilidad celular
fue evaluado por el ensayo de MTT (Fig. 21). Los resullados muestran que Dz no
afecta la viabilidad en células no estimuladas hasia la concentracién 25 pM durante la
gxposicidn por 24 o 48 he, Sin embargo, a concentraciones de 50 uM o mayores, el T
de células viables decrece v a la mavor dosis evaluada (500 yM), hay una marcada
citoloxicidad. Estos dates correlacionan con los resullados cblenidos en el ensaye de
apoplosis v muerle celular (Fig. 22},

Figura 21 Efecio de Dz en vabilidad celuar. Calulas

Hi aislades de nddubos linfaticos poptitess de ammales

_i EAE Tueron cullivados durante 24 o 48 hs sin eslirmulo,
¥ an presancis de concantraciones crecientes de Dz, Las
¥ dlbrsas 4 he de cullivo, e adicand MTT al memo ¥ la
wabilidad fue detarminada a 570 nm a parir de la
prodwcsion de farmazan, como resultado del
i matatalisma mitocondrial. E| grafico musstra al
L] ] i FL L] l
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porcentaje de células visbles Yy Se representan como
promedio £ ESM de 5 experimemos ndependiantes.®p<
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Dz no induce apoptosis temprana ni muerte celular a bajas concentraciones

Con el fin de analizar el efecto de Dz sobre la induccidn de apoptosis temprana
in vitro sobre células aisladas de ganglios linfaticos poplitecs @n ratas con EAE
duranta |a etapa aguda de la patologia, las células obtenidas fueron incubadas con
diferentes dosis (0-50uM) de esta benzodiacepina, La induccion de apoptosis ¥ muerds
celular fue evaluada por citometria de flujo a las 24 hs (Fig. 22). En este ensayo, se
observd que el porcentaje de células Anexina V (#), IP (-) no s& modificd en presencia
de Dz, indicando que no hay efecto de la droga sobre la apoplosis temprana hasta la
concentracion 25 pM de Dz, El porcentaje de la poblacidn doble posiliva (Anexing VW
{+), IP (+}), tampoco se modificd hasta la eoncentracion 25 pM, pero si se evidencid un
aumento significativo en |a concentracion de Dz 50 pM, indicando que esta
concentracién de Dz aumenta el porcentaje de células en apoplosis tardia o muena
celular. Sin embargo, este ansayo no permite diferenciar entre estas dos condiciones.
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Figura 2 Dz no induce apoptosis emprana ni muere cehdar a bajas coneanlracanss. Células aigladas
de ganglios poplitacs de animales EAE duranie &l estado agudo de (3 pelologis fuedon incubadas an
presencia de diferenies concenbradones de Oz sin estimulo, y B8 nduccidn de apopicsis luego de 24 ha
de incubacion fue detsminada por citomatris da Bujo Se evaled el efecto de DF en: apopiosis lemgrans
(Anexng YWHIP=] v calulas an apopiosis tedia o con muete calulsr (Anexing VHIP+) [A) representa el
poroentain de ofulas en cada condicidn [promediot ESM de § expanmantas indepandientes) (B} Los
graficos de pumMos aon represenistivos de una determnacidn indvidual, Las diferencas significabves,
*pe,08, *pc 004, con respecta a la condicidn besal, e chbuvieron empleanda el test | de Student por
Gfupos.

Dz inhibe la proliferacion celular de manera dosis dependiente

La activacian v proliferacidn de células T en ganglos linfaticos periféricos es un
evento clave en el desarrollo temprano de @ EAE. En consecuencia, se realizd un
ensayo para evaluar la proliferacion celular en cultivo, a partir de células aisladas de
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ganglios poplitecs durante la fase aguda de la patologia (13 dpi). Las eélulas fueron
cultivadas y estimuladas con Con A, un mitogena inespecifico, o especificamente con
proteina basica de migling (PFEBM) durante 24 o 48 hs respectivamente, en presencia
de diferentes concentraciones de Dz. Cuando las células fueron estimuladas con Con
Ao PBM en ausencia de Dz, s observd una buena respuesta proliferativa (LE = 2). La
presencia de la benzodiacepina an el medio redujo la proliferacidon de manera dosis-
depandiente a dosis no toxicas (2,5-25 M), en células estimuladas con Con A asl
coma con PBM (Fig. 23). Células aisladas de ratas control (grupo AFC), mostramn una
respuesta simikar con Dz cuando fueron estimuladas con Con A, pero en presencia de
FEM no se observd prolferacidn (datos no moestrados),
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Figura 23, Dz Inhie fa proliferecitn celular de maners dosts dependiente. Célules alslades de genglios
popliteas, fusron cultivadas con Con A (1 pgimL) por 24 ha-o PERA (100 pgimil) por 48 he en presencia de
diteremes concentraciones de Oz Los graflcos muestran el indice de estimulaciin (|LE} obbanide como la
ralectin entre kas cuertas por minuts (cpm) antre cada condiciin sxparimantal y las cpm die wna condiciin
&in Eshrmed meadia + ESM de T expenmentos ndependientas). La linea moja detarming e vehar minimo de
LE necesars para considersr que hubo prodiferacasn. Las diferencies significateeas, “pa0U0h, =01
***or=il) ({1 respecto de la condicsdn: con estimulo v en ausenca de Dz se cbhivveron empleando & jes)
AMNOVA de una via

La pre-incubacion con Dz no induce anérgia

Fara evaluar si la incubacion de celulas en presencia de Dz conduce a las
mismas a un estado aneérgico, es decir, altera su capacidad para responder 8 un
estimule posterior, estas fueron incubadas duranie 24 hg en presencia de Dz 0-25 ph
sin estimulo. Posteriormenta, fueron lavadas para remover el la benzodiacepina dal
medio, resuspendidas en medio completo nuevo & incubadas nuevaments por 24 hs,
ahora en presencia de Con A o de un anticuerpo anti-C03 [estimulos inespecificos)
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{Fig. 24). Los resultados de este ensayo muestran que las células responden de
manera similar tanto a la estimulaciGn con Con A como con  anti-CD3,
independientemente de haber sido incubadas previamente o no con diferentes dosis
de Dz, Indicando que esta droga no altera la capacidad de proliferar que tienen esias
células ante posteriores estimulaciones

¥ Figura 24. La incubacidn con DF nd induce anengia en

e | finfocitos T Células aisledas de panglio fueron

incUladas por 24 he en predssnca de Dz (0, 10, 25 g,

: en  Busencie de estimulo, Las  células  fueron
cosachadas, lavedss con PBS, resuspendidas en
1 | | | medio compsato nuevn & ingubadas nuevaments por 24
| he an presenca de Con & o anficoerps anli=CO3. 56
!
E L] . %

Indice de ssiimulacian

grafica el indice de estrmulacdn de células pre-
incubadas & mo eon DOz (Medsa = ESM de 5
Dlagspare (] experimenios indapendieras)

Dz reduce la produccion de citocinas pro-inflamatorias

Teniendo en cuenta que la incubacidn en presencie de Dz redujo |a
proliferacion de las células in vitro cuando estas fueron estimuladas con Con A o
PBM, sin afactar la viabilidad celular ni inducir apoptosis, decidimos evaluar si esta
droga es tembién capaz de afectar la produccion de cilocinas pro-inflamatorias
involucradas en los procesos de activacion vy prolferacion celular, relacionadas al
desarrollo de 1z EAE. Pars allo, células aisladas de ganglios linfaticos popliteos fueron
cultivadas durante 24 o 48 hs en presencia de estimulo, Con & o PEM vy diferentes
concantraciones de Dz (0, 5, 10 y 25 uM). Transcurrido el tiempo de Incubacsin, se
aislaron los sobrenadante de cultiva v s realizd un test de ELISA para determinar la
produccidn de IFMN-y e IL-17. Se observd una disminucidn significativa, dosis
dependiente en la produccion de IFN-y an presencia de Dz an células estimuladas de
manera especifica y no especifica (Fig. 264, C). Los niveles de IL-17, una cilocina
involucrada en condiciones de autoinmunidad, alcanzd altas concentraciones cuando
las células fueron aclivadas principalments con FPBM (estimulacién especifica), en
comparacidn con Con A, Sin embargo, con ambos estimulos se observd que Dz redujo
los niveles de esta citocing, pero con el estimulo inespecifico el efeclo dosis
dependients no &3 tan marcado (Fig. 25 B, D)L
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Figura 25: Dz reduce |8 produccitin de citocnas pro-infiamatories. Calules assisdas de ganglio fueron
cultivadas son 1 pgiml de Con A por 24 he (A, B} o 100 wgérml de PEM poe 48 he (G, D) en presencia da
dilerenies concenireciones de Dz, Las conceniraciones de IFMN-y (& C) a 17 (B, O} fueron
determinedas emplsands los enticuenpos espsclficos en un ansaye da ELISA sandwich. Los graficos
indican los niveles de produccion de citocinas en cada condecion, (media ¢+ ESM) de 4 expenmenios
independienies p=0.05, **p=0.01, **“p=0,001 se chtuweson de comparar cada condicién respecio de Dz
UM, &n prasancia de eslimols (s ANOWVA de una via), En el grafics, (-] hasoe referencia o cdbulas
incubadas sin estimds v en ausenca de diagepam

Dado que la probiferacion celular disminuye cuandao las celulas son incubadas
en presencia de Dz, la disminucidn en los niveles de citocinas pro-inflamatorias en
sobrenadante de cultivo puede ser una consecuencia de un menor numero de células
en el pocille. Para evaluar esta posibllidad, realizamos marcaciones infracelulares para
eslas cilocinas v lag analizamos por citomalria de fiujo. Como sa muestra en la Tabla
4, se observd una disminucién an el parcentaje de células productoras de IFN-y e IL-
17 cuando estas fueron estimuladas con Con A e incubadas en presencia de Dz 25
pM, comparado con la condicion Con A sola.

Tabla 4
Poblacidn Sin Con A [%) Con A + Dz | (%) diferencia
celular estimulo %) Con A
(%)
CDa+IFN=y+ 233+ 033 B.00+ 1,15 4,33+ 120" -45,68
CDE+IFN-y+ 233+033 |8.33+1,33 533 +1.20" -42.87
CD4+IL-17+ 3,00 £ 0,58 13,67 £ 145 8331133 -31,75
CDE+IL-1T+ 6,33 + 068 18,33 4 318 14,33+ 3 54 =21 82

Los datos son expresados como ¢l promedio de cada grupo £ ESM. “pc0.05 para la comparacion
entre Con A v Con & + Dz,
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Dz reduce el porcentaje de células T CD8' activadas

El marcador de superficie CD25 corresponde a la cadena a del recepior de IL-
2. Es una proteina transmembrana tipo | presente en células T y B activadas, algunos
fimocitos, precursores migkoides y oligodendrocitos. Esta cadena se asocia con i3
proteing COI122 para formar un hetercdimere que puede actuar como un recepior de
alta afinidad para IL-2 (Brisslert v col., 2006). La IL-2 es una paguefa molécula que
pusde actuar como faclor de crecimbento, ¥y %8 encuentra involucrada en la
supervivencia y proliferacion de linfocitos T, En este ensayo, evaluamos el porcentaje
de la poblacion T CD4°CD25" v CDA'CD2Z5" en cultivo, de céiulas estimuladas o no
con Con A durante 24 hs, en presencia de diferentes dosis de Dz (Fig. 26). Pudimos
obsarvar una disminucidn en el porcentaje de poblacion de células T CDB'CD25' de
manera dosis dependiente en células estimuladas con Con A en presencia de Dz,
mientras que no se observaron cambios en la poblacién de células T CO4'CD25" a
cualkquier dosis de Dz empleada.
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Figura 26 Disrminucdn de los piveles de adprasidn de COZ5 en oélulas T COE estimuladas, en
presencia de D2 La expresion de la modcuta de superice COES comd macador de actvacitn, fue
detarminada an obiulas cultvadas por 24 hs an presencia © ausancia de Con A y con determinadas
concentraciones de Dz Los graficos de barma muestran @l promedio de los porcertajes de células G025
deriro de la poblacidn de oblulas T CD4” (&) y COE™ (B), abdenidos de 5 experimentos independiantes
Log gridficos de densadad (G, D) coresponden a un experrmento representabive. Las diderencaas
sgnificativag, “pal 05, *p<0,01, "p<0001 respecio de la condicdn Con A en ausencia de DZ, se
ablusieron emplesndo @ et | e Student para muesiras aparsadas
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Capitulo 2 (l): efecto de Dz sobre CDs y Més
Efectos del DZ sobre las CDs
Dz no afecta la viabilidad celular

Los lipopolisacaridos (LPS) son un componente de la pared celular de bacterias
Gram negativas que tiene |a capacidad de desencadenar respuestas inmunes e
inflamatorias (Miu v col., 2015).

Las CDs diferanciadas a partir de sus progenitores mieloides, fueron cultivadas
con diferentes concentraciones de Dz, en presencia o ausencia de LPS v el efecio
sobre |a viabilidad celular fus evaluado por el ensayo de MTT (Fig. 27). Se demostrd
que la incubacién de las células en presencia de Dz no reduce la viabilidad al manos
hasta la concentracion 50 yM. Cuando las células fueron incubadas en presencia LPS,
o observa que la viabilidad disminuye respecto de la condicidn basal, Esto puede ser
consecuencia de gue la activacién con esta molécula induce la liberacidn de
mediadores inflamatorios que se acumulan en al medio y son toxicos para las propias
céfulas. De todas maneras, la incubacidn de las mismas con Dz en presencia de LPS,
no afecta la viabilidad celular respecto de su condicion contral (LPS solo), Estos datos
indican gque las concentraciones de Dz empleadas en los experimentos no tienen
afecto Whxico o alteran la viabiidad celular en las condiciones de frabaje empleadas

160 Figura 27: Dz no ofecta la visbilided celdar. CDs
diferencigsss de medula dses fuercn incubadas duants 18

Em he gin estimulo o estimuladas con LPS, sn presencia de
5 concertraciones crecienes de D Las Gllimas 4 hs de
,E.. g cullivo se adicont MTT y i visbdidad fue determinada por

ks absorbancle a 570 nm & partr de la preduccion e
formazdn, mesultada del metabohismo mitocondrial El grafco

% 1? ﬁ‘? j £ _ﬁ#na‘hpl’ friuesira e pu:.nrraantaja de célules wviables y 58 representan
bl como promedio + ESM de 3 expenmenics indepandiantas

Hazepam [ph)

Dz disminuye la activacidn de CDs inducida por LPS

Teniendo en cuenia la capacidad de las CDs de actuar como oélulas
presentadoras de antigencs profesionales, se decidid evaluar el efecto de Dz sobre |a
modulacion de |la expresion de MHCH y CD40, dos moleculas que aumentan su
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expresion cuando las células son aclivadas (Askew vy col., 2000). MHCI &2 |a molécula
encargada de presentar los péplidoz captados v procesados por las CDs a los
linfocitos T,CD40 es una importante molécula co-estimulatoria necesaria para una
optima intaraccidn entra la CD v linfocitos T y para una efectiva activacion de este
Gitime (Grewal v col., 1998, Herndndeaz v col., 2007), Como se puede observar en la
Fig. 28, la incubacion de las CDs en presencia da LPS conduce & un aumento en el
porcartaje do células MHCI" y CD40" respecte de la condicion basal, Cuando las CDs
58 incubaron en prasencia de estimulo (LPS) y Dz, se observa una disminucién en el
porcantaje de células positivas para estas dos moléculas
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Figura 28: Dz disminuye la aclivacion de COs inducida por LPS. Las COs denvades de médula dsas
fusron cullivadas durante 18 hs en prasenca de diferentes concantacones de Oz con o ain estimuis
ILPS). Posioforents, se mancanon oon los siguientes anticuespas: anb-Cdiio {para caracienzar la
poblacién de COsh ant-MHCH v anti-COL0 {marcadores o gotivecion celulan y se analizt por clomedria
da flups. Se reakzanon 2 expenimantos y les histogrames son represantatieos da uno de elios.

Dz modula la produccion de citocinas pro- y anti-inflamatorias

Posteriormente se evalud el efecto de Dz sobre |a produccion de cifocinas pro-
nflamatorias (IL-12, TNF-a e IL-6), liberadas durante la activacion de CPA
profesionales, que i vive promueven y favorecen el desamcllo de la respuesta nmune
adaptativa mediadas por células Th1 y Th17 (Hsieh y col., 1893). Por otro lado se
determinaron los niveles de produccidn de la citocina anti-inflamatoria  IL-10,
caracterizada por sus efectos inmunoregulatorios, como disminuir os niveles de
citecinas producidas por células Thi (IFN-y & IL-17), inducir células Treg y reducir los
nivedes de expresibn de MHCIl y moléculas co-estimulatorias en CDs y Més(Aste-

Resultados - 84 -



Ameazaga y col., 1998, Moore y col., 2001). Como se puade absarvar en la Fig. 29, Ia
incubacion de las células en presencia de LPS aumanta la produccion de las citocinas.
Cuando las células se incubaron en presencia de LPS y Dz, ocurre una disminucion da
manera dosis dependienta en la produccion de citocings pro-inflamatorias (Fig. 294, B
y C) y en la condicion Dz 5 M, aumentan los niveles de IL-10 tanto en presancia
como en ausencia da LPS (Fig. 280).

Estos resultados nos indican que la incubacion en presencia de Dz, estaria
favoreciendo a las CDs a adquinr un perfil més tolerogénico, menos inflamatorio.

Ejﬂﬂ[]l“ E"ﬂnﬂlli
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Figura 28: Dz modula |s produccian de ciocings pro- y anti-inflamatenas, Chs dervadas de middula dsea
fuersn cullivadas con o & LPS durante 18 hs en presenda de diferemes dosis de Dz, Las
concantraciones de IL-12, THF-g, IL-&, IL-10 fusmon detarminadas en sobrenadante de cullbve, ermpleando
ics anticuerpos sfpecificos e&n un ensayo de ELISA sindwich Los graficos Indcen is nveles ds
produccitn de cibocnas en cada condicidn (meda « ESM de 3 expenmeanios independientes). El analisis
esadisticn se realzd con un test ANDOVA de una via, “p=0,05, “p=001, *“p=0001 cormesponden & las
diferencies significativas de cada condicidn respecto da la condicion basal o LPS (segon cafresponda) En
el grafico, (-) hece refarencia a céulas incubadas sin eslimulo ¥ &n ausencia de diazepam.

Efecto del Dz sobre los Mds
Dz reduce el estado de activacion

De manera similar a lo observado en las CDs, cuando fos Mgs fusron
estimulados con LPS, aumenta el porcentaje de células activadas, es decir, &l
porcentaje de células positivas para las moléculas de superficie: MHCI y CD40 dentro
de la poblacidn CD11b*. Pero en presencia de Dz se observa una disminucion
significativa en &l % de células CD116"CD40°, indicando que esto podria resultar en
una incorrecta interaccion anfre el Mé v la célula T v de esta forma una inadecuada
activacion de esta ultima poblacion. Sin embargo, no observamos diferencias en
cuanto a los nivelas de expresion de la mokécula MHCI cuando las células fueron
incubadas en presencia de LPS y Dz (Fig. 30A).
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Por otro lado, observamos que el Dz reduce los niveles de produccion de citocinas
pro-inflamatorias gatilladas por el LPS v eleva la produccién de cilocinas anti-
inflamatorias {IL-10 v TGF-B), en ausencia de estimulo, lo que estarla favoreciendo un
perfil de activacion alternativo (M2) (Fig. 308) (Rupil ¥ col., 2012).
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Figura 30: Dz reduca los nivalas de moléculas co-astimuisionas asi coma |e prodeccidn de citacinas pro-
inflamatarias ¥ favoreca las anli-inflamatonas. {A) Més denvados de meduia dsea, culivados durenie 16
he an presencis de diferentes dests de Dz con o sin esbmulo (LPS) se mercaon con log sagulenles
anficuarpes; ant-C011b, ant-MHCH y ant-C040 y se analizd por cilometria de fluje. Se reallzaron 2
expanmenics ¥ los histogrames son representativos de uno de elice. (B Mde denvedos da MO fueron
cultwados con o sin LPS durante 18 hs en presancis de diferentes concentreciones de De. Les
concantraciones da IL-12, THF-n, IL-6, IL-10, TGF-@ fusron cedemminades an sobrenadanies da culliva,
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amplsands los anbewerpos easpaciboos an un ensayo da ELISA séndwich. Los graficos indican los nivales
de profduccion ge citocinas en cada condicldn (medka + ESM de 3 esperimentos mdepandientes),
*p=0,08,* peD04, ** pe 0001 (test ANOVA da una vialEn & grafice, (<) hace referencia a céluias
ncubades sinestimulo y en ausencla de diazepam.

Dz reduce los niveles de la enzima INOS y la produccion de ON

Mis fueron cultivados por 24 hs y se determing la cantidad de nifritos en los
sobrenadantes de cultivos como una medida indirecta de la produccion de NO (Fig.
31B). En Mé no activados, el tratamiento con Dz no indujo cambios en los niveles de
nitritos mientras que la exposicidn a LPS indujo un notorio aumento en la liberacion de
NO. En presencia de Dz, se observa una disminucidn dosis dependiente en la
produccién de este mediador, observandose diferencias significativas a la
concantracidn de Dz 25 uM. Por otra parte, con el objetivo de profundizar en el
mecanismo inhibitorio de esta benzodiacepina hacia la produccidn de NO, se evalud
mediante Western blot |a expresidn de la enzima responsable de su produccion (iNOS)
en un contexto inflamatorio (Fig. 31A). La relacidon INOSAubulina, reveld que la
incubacién de las células en presencia de LPS, aumentd significativamants los niveles
de INOS. Sin embargo, la condicion LPS y Dz25 uM indujo una marcada disminucion
an los niveles de expresion de la enzima. Podemos decir que la incubacion de los Mgs
en presencia de Dz reduce los niveles de NO como consecuencia de una disminucidn
de los nivelas de la enzima INOS, cuando eslas células son estimuladas con LPS,
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Figura 31. Dz reduce los nivales de B ensma iINGS y @ produccion de MO, Més derivados de médula
deas fearon cultivados con o 8in LPS durants 18 hs en presencia de diferenies conceniraciones de Oz, las
celulgs fuenon colectadas v la exprasion da iINQS fue evaluada medianta Wesherm ot (&), S reslizanon 3
expermentod v las imagenas son representalivas de wno de allos. (B) Los sobrenadantes se cosecharan
¥ B8 datarmingd kB produccadn de nititos madiante el ensayo e Griess Los dabos del grffico de Barras
comasponden al promedo de 9 expenimentos mdependiontes. Las dferenciais significalivas de grupes
tratados con respecio a la condicon LPS, s& indican camo “po0u05; *p=0,01; a0, 001,
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Dz afecta la sefalizacién intracelular gatillada por LPS

La produccidn de citocinas pro-inflamatorias se encuentra finamente regulkada
por la via de sefalizacidén de las MAPK, dado gue [a misma [leva a la activacion da
clerios factores de transcripcidn: o-fos, c-jun, con la posterior formacion del complajo
AP1 (proteina activadora 1), gque transloca al nucleo y favorecen la transcripcion y
posterior sintesis de citocinas pro-inflamatonias, La mhibicion selectiva de las MAPKs
ha sido idenfificada como un nuevo blanco ferapéufico en enfermedades inflamatorias
(Miu v col., 2015; Xie y col., 2015.8hn v col., 2016}, Con la idea de evaluar sl el Dz
podria modular las vias de sefalizacidn intracelular gatilladas por LPS a ravés de
TLR4, disefiamos ensayos de Western blot para estudiar la cascada de sefializacidn
de las MAPK, Observamos que las células no estimuladas (sin LPS), presentan muy
bajos niveles de fosforilacién para ERK1/2 y p38MAPK. Cuando los Més fusron
ezlimulados con LPS durante 60 min., los niveles de P-ERK1/2 v P-p38 MAPK
aumentaron significativamente, al kgual gue los niveles de citocinas pro-inflamatorias
presentado praviamente (Flg. 30B). Cuando analizamos la condicidn LP3 en presencia
de Dz, observamos que esla droga inhibe parcialmente la fosforilacién de p38 MAPK
ja la dosis § pM), y ERK1/2 a ambas concentraciones de Dz (5 y 25 pM). Como se
puede observar en la Fig. 32 A y B loa niveles de tubulina, p38 MAPK total y ERK1/2
total no varian entre las diferentes condiciones, Esto indicaria gue Dz actua sobre al
eslado de fosforilacidn de estas proteinas, sin cambiar |95 niveles iotales de las
mismag. Paralelamente, estudiames la via de sefalizacidn mediada por el fachor
nuclear MF-kB. Esta proteina, en condiciones bazales se encuenira en el citoplasma
celular asociada a inhibidores, uno de ellos la proteina [kKBe, Durante la estimulacidn
calular, como puede courrr con LPS, el inhibidor es degradado y NF-kB transioca al
nacleo para favorecer la ftranscripcidn v posterior sintesis de proteinas pro-
inflamatorias {&hn ¥ col,, 2016). Es por ez que en la condicidn LPS solo {Fig. 32C)
observamos menores niveles del inhibidor, pero esta situacion no es revertida por la
incubacidon en presencia de LPS v Dz, manteniéndose reducidos los niveles del
mismo, A partir de estos resultados podemos decir que Dz es incapaz de prevenir o
revertir la degradacion de |nBe gatillada por el LPS.
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Figura 32 Oz mhibe s vias de sefsszaciba gatlleds por LS. Los Més dervades de médula dees
fussan cullhvados durante 24 hes 8 37°C y estimulades por 1 h en presencia de Dz, con o sin LPS. Las
cédulas fueron colecladss v los niveles de espresidn de P-p3BMAPE, p38MAPK fotal (A), P-ERE12
ERF1/2 todal (B), IkBe (C) fue evaluada medkante Westem blot. Las maganes son represantabivas de un
axparimanta, v bas grafices da bamra cormaspandan al andlisis de al menas 3 axparimanios ndependienes
Las diferencias significativas da grupos de calulas tralados con respecto a B condicion LPS s& indscan
ebmo *p=0,08, (ER = expresidn relativa) En al grafes, (-] hape referencsa o oblulas incubsadas sn egtimule
¥ an ausencia de diazepam.

Conclusiones capitulo 2:

La incubacion de células aisladas de ganghos popliteos de animales EAE en
presencia de Dz, reduce Ia proliferacion de células T y la produccion de citocinas pro-
inflamatorias, sin alterar la viabilidad de las mismas, inducir apoptosis ni llevarlas a un
estado anérgico.

La incubacion de COs en presencia de Dz, reduce los niveles de expresion de
MHCII y CD40 en membrana plasmatica. cuando esfas son activadas con LPS,
disminuye la produccién de citocinas pro-inflamalorias, ¥ aumenta la anti-inflamatoria
(IL-10), par lo que estaria favoreciando a las CDs a adguirr un perfil mas tolerogénico
imenos inflamatorio},

Resultados - 8-



En Més se puede ocbservar que esta benzodiacepina, reduce la produccidn de
citocinas pro-inflamatonas v aumenta las anti-nflamatonas, favoreciendo el perfil de
activacion alternative (M2), reduce la liberacidn de MO como consecuancla de una
disminuciin en los niveles de expresion de iINOS. Estos efectos puaden ser madiados
al mencs en parte, por la inhibicién de los mecanismos de sefalizacion infracelular
galillado por el LPS, reduciendo la fosforilacidn de p38MAPK vy ERE,

Capitulo 3: Receptores de Dz

En log capitulos previos hemos descripto el efecto preventivo de Dz sobre el
desarrollo de la EAE, asi como también el efecto directo de esta benzodiacepina sobre
diferentes poblacionas celulares que participan activamanta durante la induccidn y
desarrollo de la patologia. En este capitule, en colaboracion con el grupo de la Dra.
Bouzat, INIBIBE, Bahia Blanca, describimos la presencia de los posibles receptoras da
Dz (GABA, v TSPO) en los linfocitos T CD4°, una poblacitn critica durante el
desarrolio de la EAE, susceplible a la accidn de esta benzodiacepina, tanto in wivo
como i vitro, asi como también su prezencia en ka regidn frontal de tejide cerebral y
an la poblacién CO11b/c” de SNT constitulda por microglia y Més, principalmente.

Si bien astudics previos han descripto la presencia de receptores GABA, en
células del sistema inmune, enfre ellos linfocitos T (Tian y col,, 2004; Bjurstim y col.,
2008; Mendu y col, 2011), sdlo algunos trabajoes confirman |a presencia de la
subunidad gammia2 (v2), gue como sa describid previamente, es indispensable para la
unidn de benzediacepinas a dicho receptor. Es por eso, que en este frabajo, nos
enfocamos en evaluar la presencia de esta subunidad y no las 16 subunidades que
puadan conformar al receptor GABA..

Los linfocitos T CD4°, presentan bajos niveles de la subunidad y2 del receptor
GABA,

Los animales de los diferentas grupos exparimentales (EAE enf, E-Dz sano, E-
Dz enf) fueron sacrificados a los 13 dpi, se aislaron los ganglios poplitecs ¥ se
purificaron las célulag. Estas fueron marcadas para la molécula de superiicie CD4 vy la
subunidad yv2 de receptor GABA, v posteriormania analizadas por citometria de flujo o
microscopia. Como se puede observar en la Fig. 33A y B, los niveles de v2 en la
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poblacidn de células T CD4" es muy baja para lodos los grupos expernmentales (2-6
%), sin observarse diferencias significativas enire ellos. Las imagenes de microscopia
(Fig. 330 y E) son ilustrativas, y si bien la cuantiicacion se realzo en base a los
resultados obtenidos por citometria de flujo, en la imagen D se puede cbservar que |a
mayoria de las células T CD4" (roja), no presentan, sefial para y2 (verde)
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Figura 33: Detarminaciin da la subunidad 2 an linfocsios axlados de ganglhos poplitess, Se aistaron las
cétulas da nddules poplitescs de animalkes de los diferentes grupss expenmentales y &5 mismas fueron
marcadas ton anlicuarpes aspecificss para la proleina CO4 ¢ la subundad ¥2 del recaplor da GABA., [A)
Se represente o porcentaje de lnfocitos T S04 que expresan la supunidad v2 en su superficie a partir
dal andlisiz por cilomatria da flujn. Los resuliados comasponden @ @&l menos 3 animales por grupa. El
histograma (B} es representativa de un animal coresgoncdiente de cada condicon exparimental, a lnea
negra coxTesponde a la condicsdn conbol {empleandd &l anticuarps Eacindans, an aarsencs del primarno
El grafico e puntos (C) es rapresenativo de un animal, v los puntos dentro del recusdro corresponden a
lag céldas T GO -,-2' Las imagenss oblanidas de micrascopia son cualfativas, an (D) & mussica una
folo de microscopia represantativa de la expresion de y2 (verde) sobne los Enlacios T CO4° (repo) de un
animal. La imagen (E) a5 una ampliicacon de una reguan de (D), donde se obsarva que B célula swperior

presanta ka subunidan 2

El receptor TSPO esta presente en linfocitos T CD4’

Las células aisladas de ganglios poplitess fuercn marcadas para el antigeno de
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superficie CD4, e intracelularmente para la proteina TEPD de lecalizacidn mitocondrial
iMidzak y col., 2011). Como se puede observar en las Fig. 34A, B y C, los resultados
obtenidos por citormetria de flujo, indican que alrededor del 80 % de las células T CD4"
aisladas son positivas para el receplor TSPO, v prezentan buenos niveles del mismo,
sin obsarvarse diferencias significativas entre oz grupos experimentales. Todos
presentan valores similares lanto en el porcentaje de céulas T CO47 TSPOY, como en
s intensidad media de fluorescencia (IMF). Cuando evaluamos esla proteina
gmpleando 3 técnica de microscopia de manera cualifativa (Fig. 34D y E), pudimos
cormborar que tarto las células T CD4" come las negativas para este marcadaor,
presentan sefial citoplasmatica para el receptor TSPO
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Figura 34. Delerminaciin de & presencia del receptor iIntrecalular TSPO en infochos T CO4° aslados de
-:J'..:Ir'll='||lﬁ-‘d popliless. Sa aslaron B3 caldles os Qal'lﬂ:-l:lE paplitans d& raies OB oS dvisrantes DNIpIE
experimentales y las mismas fugron marcadas con anticuerpss espeoificos para la proteina de superfice
COE v &l receplor intracelular TSRO (&) Se reprisents o porcentaje de linfociios T Cd’ sorsidarados
posilivos para 8l recepior TSPO y la |MF de sxpresion de TSPO en estas oélidas Los resultadas
correspondan & al menos B animales por grupn. El histograma (B) relalive a la IMF, &% réepresentalive de
un animal an cada condcidn aaperimenial La linea regra regresenta la condicion comrol {empleando
anlicuarps secundang, an ausancea ool pormana), Bl grafico de puntos (O] e represantalivg de un animal
v los punins dentro del recusdn cormespanden 8 1&s celuas T COd" TSPO . Las imagenes (O] ¥ (E)
fueron chtenidas por micrescopid candocal, oon ditenenle aumento, ¥ on cualilabves de |la expresion og
TSP (verde) en las ciulas T CD4" {raja]
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Miveles de TSPO en linfocitos T CD4" aislados de SNC

Tenigndo en cuenta los datos obtenidos respectn de TSPO como recaptor de
Dz presente en células T CD4" aisladas de nédulos linfaticos poplitecs, decidimos
evaluar su presencia en linfocites T CD4" infiltrantes de SMC (encefalitogénicos).
Como se puede observar en la Fig. 358 las células T CD4” aisladas del grupo E-Dz
sano presentan mayores niveles de expresidn de la proteina TSPO (IMF), respecto de
loz animales enfermos. A partir de estes resultados v los obtenides en el capitulo 1
(Fig. 19), es imporante remarcar la presencia de altos niveles de TSPO en los
linfacites T CD4" aisladas de aste grupa, v los bajos nivales de produccidn de citocinas
pro-inflamatorias (IFN-y e IL-17).

A B L

TSRO en CO4+ [IMF)

% eslulas T CD4+, TSRO+

ﬁ-‘ﬂ'& %ﬂ‘# aﬁ'

& &

'i:?g# tﬁ"f &

Figura 35: Miveles de TEPD an linfocites T CO4™ alsladas de SO, Se alslaron las colutas nflamstonias
de SMC, y 52 mafcaron oon un anliclerps especiics para ia mokculs CDd4, Lusgo de Macdn y
permesbilizacdn, |as células se incubaron con wh anbousipo especiics para TSPOD y finalmenie se
analzanon &8 poblacinnes por citometria de flujo. El grafics de barrs (&) presanta ef porcentae de cdlules
positves para TSPO dentro de fa poblacidn CO4°, mieatras que (B) representa o promedio en la IMF de
TSPO en cada una da las poblacionas en las diderentes condiciones eswpermertales. Los resuliados
corresponten a8 2 esperimentos con 2 anirmalas por grupo. Los histegramas [C) son representativos de un
animal cormespondients 3 cada grupo, 18 Bnsa negre comesponde & la condscion control {empleando el
anbiceerpo secundeng, en ausencia del primanio), Las dferencias significalivas se indicen obmo *p=0,05;
p=0,01; " o<, 00

Estudio de ARNm codificante para la subunidad y2 del receptor GABA, en tejido
cerebral

Estudiamos la presencia de la subunidad y2 del receplor GABA, en la regidn
frontal de la corteza cerebral, una regidn del cerebro donde tanto la neurctransmisidn
glutamatérgica, como la modulacidn GABAérgica se encuenira allerada durante el
curse clinico de la EAE (Vikcaes y col,, 2009; Cid y col., 2011; Chanaday y col., 2015;
Fernandez Hurst v col,, 2015). Los resultados obfenidos indican que en tejido cerebral,
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particularmente & nivel neuronal que es donde ze localiza principalmente el receptor
GABA,, no ocurren cambios significativos en log niveles de transcripte codificantes
para la subunidad v2 del receplor como consecuencia de la inflamacién o tratamiento
(Fig. 36).

Figura 38: HNiveles redabvos de ARMN

mensajers  pard 8 subunidad W@ ded
E a. recaplor GABA, en lepdo comespondlents
o & la ragidn fronisd de la corteza cerabral, EI
E. resullado cormesponce @ 1 espermento con
i 3 animales por grupa

MNiveles de ARNm codificantes para TSPO en tejido cerebral

& partir del mismo material de parida empleado para la deteccion de la
subunidad y2, pero utilizando cebadores aspecificos para la amplificacién del receptor
TSPOD, estudiamos los niveles de transcriplo codificante para este receplor en igjido de
la regidn frontal de la coreza cerebral de animales de los diferentes grupos
experimentales.

En tejido cerebral, antecedentes bibliograficos describen que al receptor TSPO
se |ocalizada principalmente en la microglia, y sus niveles aumentan cuando |as
células se activan, generaimente en condiciones de inflamaciin o dafo (Politis v col.,
2012). En fa Fig. 37, observamos que los niveles de transcripto para esta proteina se
encuentran incrementados significativaments en la regidn frontal de la corteza cerebral
alslada de animales EAE respecto de los animales confrol. Cuando los animales
fueron desafiados para la patologia y tratados con Dz, los que se enfermaron
mostraron un comportamiento similar al grupo EAE (vehicula), mientras que aquellos
gue no manifestaron signos clinicos caracteristicos, presentaron una tendencia a
expresar menoras niveles de transcripto respecto del grupo EAE.
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] Figura 37: Mivelss rmaldlivos de ARN
mensajeros para @ receptor TSPO en tejido
cormespondienie & la megidn frontal de |a
corleza cerebiral, El resuliado corresponde a
1 experimento con 3 anrmales por grupa. Las
diferencias sqgnificatves =& Indican como
*p<0,05; "o 01; **"p<0,001

Expresion relativa

Niveles de TSPO en células inflamatorias de SNC

Los resultados obtenidos respecto de los niveles de ARNm codificante para
TSPO en tejido cerebral comelacionan con los antecedentes biblicgraficos respecto del
aumento en los niveles de expresiin de TSPO en microglia activada en varias
patologias v condiclones inflamatorias (VMenneti v col., 2006, Politis ¥ col., 2012). Por
ello, decidimos evaluar por citometria de flujo la presencia ¥ niveles de expresidn de
asta proteina en células CO1Ib/" (microglia ¥ Més principalments) aisladas de SNC
en animales desafiados para la EAE durante la etapa aguda de la patologia.
Obsarvamos que en los animales E-Dz sanos, las células CO11b/e" presantaban una
tendencia a expresar menocres niveles de TSPO (IMF) (Fig. 38B). lo gue estaria
indicando menores niveles de activacion, Esto podria ser considerado como wuna
medida indirecta del grado de inflamaciin v dafo en SHC segun antecedentes
reportados por Wilms v col., (2003). Estos resultados correlacionan con los obtenidos
por RT-gFCR en la regiin frontal de la corteza cerebral (Fig. 37), donde evidenciamos
una tendencia a menores niveles de ARNm codificante para TSPO an los animales E-
Dz sanos con respecto a los animales EAE enfermos (ya sea tratados con vehiculo o
Oz).
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Figura 38: Miveles de TSPO en célulss CD11b/c” sisladas de SHC. Se aislaron las células inflamatarias
de SMC, v S8 mafcaren con un anticuerpo especifico para CO11kdc. Lusgo e fjackdn y permeabilzacion,
lag células se incubaron con un enticuerpo especifice para TSPO  finglmenie s analzaron las
poblaciones por citcenetria de fluio, B grafico de bames (&) presanta & porcentse de cilulas positivas
para TEPO dentro da la pablacitn Cd1ibic”. Mentras que (B} representan el promedio en la IMF de
TSPO an cada una de las poblacones en las diferenles condiciones expefimentaies. Los resuliados
corresponden a 2 experimentos con 2 animales por grupo, Log hislogramas (C) son represenatives de un
animal comespondiente a cada grupa, la inea negra comesponde & la condickdn controd {empleando al
anlicuenpo secundafid, en ausencla del primario). Las dferancias significativas se Indican como *p=0,05,
e, 0 " p<0,001.

Conclusiones Capitulo 3:

Cuando evaluamos la expresion de la subunidad y2 de receptor de GABA, vy
TSPO an linfocitos T CD49' akslades de ganglios poplitens. observamos que presentan
muy bajos niveles de y2Z (5 % de las células), mientras que aproximadamente el 90 %
de las células expresan TSPO, sin observarse diferencias significativas entre (os
grupos experimentales. Esto nos lleva a pensar que el efecto directo de Dz sobre los
linfocitos durante el desamrolio de la EAE, asi como en ensayos in wiro, eslaria
mediado principalimente por el receptor TSPO. Los linfocitos T CD4” aistados de SMNC
dal grupo E-Dz sano expresan niveles de TSPO significativamente mayores respecto
de los animales EAE enfermos. Esto podria estar relacionado con un rol protecior de
esta proteina, o una reducida produccidn de citocinas pro-inflamalorias.

En tejido aislado de la regidn frontal de corteza cerebral no se observan
cambios en cuanio a los niveles de transcripto codificante para y2 entre los grupos
experimentales. En animales EAE durante el curso clinico de |a patologia se obsarva
un aumento en los niveles de transcripto para TSPO respecto de animales control. Los
animales EAE tratados con Dz que no manifestaron signos clinicos, presentaron
niveles disminuidos. Estos resultados comelacionan con la tendancia obsarvada en la
poblacidn CD11bdc purificada de SMC, indicando gue TSPO puede ser un buen
marcadaor de neursinflamacion en nuesiro modelo expenimental,
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La enfermedad humana EM v su modelo experimental EAE ze caracterizan por
inflamacion, desmielinizacion y degeneracion que afectan al SNC. Se genaran por una
fugrte regccidn inmune confra componentes propios del organisme comd son los
antigencs de SMC, entre ellos la miglina. Los linfocites T son aclivados en periferia v
diferenciados princlpalmente en los sublipos Th1 v Thi17. Estos son capaces de
atravesar la BHE y acceder al SMC, alli son reactivados por CPA locales e infiltrantes y
liberan mediadores inflamatorios que ejercen un dafo directo scbre neuronas v células
gliales. Ademas favoracen el reclutamiento de olros leucocitos desde periferia (células
T CDA’, linfocitos B, Més) y la aclivacion de la microglia, que contribuyen a la
inflamacion y dafio (Ludwin v col,, 2006; Fletcher vy ¢ol., 2010; Simmons v col,, 2013).

El glutamato es al principal neurctransmisor excitatoric del SNC vy su
concentracicn se encuentra finamente requlada en el espacio sinaptico. \Varos
estudios reslizados en EAE, han revelado concentraciones elevadas de este en
neurctrasmisor en SNC durante el curse clinico de la patologla, evento conocido como
excitoloxicidad mediada por glutamato (Werner v col., 2000, Pampliega v col., 2011).
Ademas, trabajos realizados por nuesitro grupo indican gue una alteracion en la
neurotransmision glutamatérgica ocurre en sinaplosomas aislados de la region frontal
de la cortera cerebral de animales desafiados para la EAE, respecio de animales
control (Vilcees y col, 2009; Chanaday y col, 2015). El GABA es el principal
neuroiransmisor inhibiteno de SNC encargado de controlar la actividad excitatoria del
glutamate. Alguncs frabajos indican que el sistema GABAérgico se encuenira alterado
en pacientes con EM v durante el curso clinico de la EAE {Demakova v col., 2003,
Wang v col., 2008). Estudios previos realizados por nuestro grupo han demostrado
gque existe una alteracidn de la modulacidn GABAérgica sobre la liberacidn de
glutamate en sinaptosomas aislados de [a regidn frontal de la corteza cerebral de
animales EAE enfermos (Cid v col., 2011). Con la intencidn de evaluar sl aumentando
la actividad GABA&rgica en SNC se podia contribuir a mejorar el curso de la EAE, los
animales desafiados para la patelogla fueron tratados con dos dosis de Dz (0,05 v 0.1
maikg/dia) empleando vanos esquemas de administracion, Se observd que esta droga
reducia tanto la incidencia de la patelogia, come los signos de dafio histolégico a nivel
de la médula espinal asociados a la EAE vy se inhibla la alteracidn en la liberacidn de
glutamato previamente descripla (Bibolind v col., 2011), Ademas, se obsenvd que el
trafamiento con Dz modificaba algunos parametros inmunokigicos asociados con la
patologia como k8 reactividad celular, la proliferacion antigeno especifica ¥ la
produccion de anticuerpos confra PEM.
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Tenendo en cuanta eslos antecedentas, 2o considerd alevar a dosks de Dz a
la concentracion 0,5 mghkg/dia, empleando un protocolo de administracidn entra los
dias § v 13 dpi, con el objetive de reducir aun mas la incidencia, signos clinicos, ¥
reallzar un estudio més completo del tratamiente sobre células del sistema inmune
Para ello, se aiglaron leucocitos de ganglios poplitecs v SMC, dos regiones
importantes en el desarollo de la patologia. Los primeres son drgancs linfaticos
secundarios drenantes del sitio de induccidn de la EAE, lugar donde los finfocitos T
entran en contaclto con las COs v otras CPA que captaron los antigenos inveclados, se
activan, profiferan v comienzan a producir citocinas pro-inflamatorias, para luego
migrar hacia SMNC, que es el organo blanco de la patologia. Alli desencadenan la
inflamacidn y dafo neuronal, gque se postulan come responsables de los signos
clinicos caracteristicos.

Se observé que el tratamiento con Dz 0.5 mg/kg/dia redujo la incidencia de la
EAE en un 50 % aproximadamente, atenud |z caida de peso indicativa del comienzo
de los zignos clinicos v redujo levemente algunos parametros relacionados con |a
sevendad de la enfermedad an los animales EAE que resultaron enfermos de manera
similar a ko observado praviameante por nuestro grupo (Bibalini y col., 2011). Cuanda
estudiamos lo que ocurria con las diferentes poblaciones del sistema inmune en
periferia  (ganglics poplitens), no observamos cambios en los  porcentajes
correspondientes a los linfocitos T CD47, CD&" vy las células B. Ademas, |las células T
CD4' aisladas, presentaron una muy baja produccion de citocinas pro-inflamatorias
(IFM-y & IL-17}), Eslo puede deberze a que los linfocitos T aislados de este drgano a
los 13 dpi, corresponden principalmente a células no especificas para los antigenos
gue se estan presentando (péptidos de mielina). Posiblemente, las células T CD4"
aspecificas, productoras de estos mediadores inflamatorios, se encuenfren infitrando
al SMC. En refacibn a la poblacion CD11bic’, caracterizada como CPAs,
principalments Chs (en esie drgano), no observamos diferencias significalivas enire
log grupos experimentales en cuante al porcentaje v nimero absoluto de celulas
aisladas, mientras que si observamos cambios en log niveles de expresiin de la
molécula MHCIl, con valores significativamenta disminuidos en los animales E-Dz
sano respecto de los enfermos. Estos resultedos, nos llevan a pensar que la
presentacidn antigénica se encuentra reducida en estos animales, por ko que habria
menor activacion de linfocitos, que se evidenciaria como un menor infiltrade en SNC.

Paralelamente, analizamos las prncipales poblaciones celulares inflamatorias
en SNC (cerebro, cerebelo y médula espinal). Observamos que en los animales

Discusion - 98-



tratados con Dz que no presentan signos clinicos, pudimos aislar un menor nomeano
de células. La poblacién CD11b/c" caracterizada principalmente por microglia, PMN,
monocitos ¥y Més, (sin descarar la presancia de CDs) (Miller y col., 2007), resultd ser
la mayoritaria entre las células aisladas de SNC en todos los grupos experimentales.
Tal como esperdbamos, en ol grupo E-Dz zano esta poblacidn se encontrd reducida
en valores absolutos, v al kgual gue en perifena, presentaban en su suparficie menores
niveles de una molécula involucrada en la presentacidn antigénica, MHCII. Estos
resultados sugieren gue podria haber una menor reaclivacion de los linfocitos T en
SMC, eon la consacuenta disminucikdn en &l reclutamiento de otros leucocitos
inflamatorios, reduccidon en la inflamacion y dafio asociado. Observamos que |a
poblacién de células CO11b/c"CD45" (PMN, monccitos, Més infiltrantes y microglia
activada) se encontraba significativamente reducida en el grupo fratado que no
presentd signos clinicos, ¥ se evidenckd una mayor proporcidn de células
CD11b/e’CD45", fenotipo caracteristico de microglia residente no activada (Sedgwick
y col,, 1991; Bibolini y col., 2014). Luego de un anakisis focalizado en evaluar los
niveles de expresion de MHCIH dentro de las subpoblaciones CD11b/c"CD45 “low” v
“high”, demosiramos que los mayores niveles de expresidn de la molécula de interés
eslaba presente en la poblacion CD11b/c’CD45", indicando que estas serfan las
principales responsables de inducir una presentacién antigénica cruzada a los
linfocitos T en SMC, a través de |a exposicidn en su superficie de péplidos derivados
de anfigencs de miglina o neuronales (Fletcher v col., 2010, Constantinescu vy col.,
2011).

En ests rabajo también se estudiaron los linfocitos T, que han sido descriptos
camo los prncipales responsables de la ruptura da la BHE, primaros en accader a
SNC vy favorecer al reclutamlento de oiros laucociios a parlir de la liberacion de
mediadoras inflamatonos (Engelhardt v col., 2008). En nuasiro modalo axparimeantal
anconiramos una marcada predominancia de linfocitos T respecto de los linfocitos B, v
mas especificamenta, de la subpoblacin de células T CD4'. Sin embargo, ambos
subtipos de linfocitos T (CD4” y CD8"), se encontraron reducidos en el grupo E-Dz
sano, Al analizar la produccién de IFN-y o IL-17 dentro de la poblaciin T CD4°,
obgservamos gue las células productoras de cada una de esfas cilocinags se
ancantraron reducidas en al grupo de animales tratados sanos. Este hecho, junto con
un menor numero de células CD11b/c"CD45" v expresion reducida de MHCII, como se
describid previamente, sugieran una contribucidn a menor inflamacién, degenaracidn
da oligodendrocitos, pérdida de mielina y dafo axonal, ewvidenciandose como la
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ausencia de signos clinicos caracteristicos de la EAE

E=ztos resultados en conjunto, sugieran qua al iratamiento con Dz tiene efecto
sobre algunas de [as células del sistema inmune invalucradas en el desarrolic de la
EAE, afectando el estado de activacion, presentacién antigénica, y liberacion de
mediadores inflamatorios, enfre otros. Sin embargo, no se observa un comportamiento
uniforme entre los animales ratados con Dz, Pareceria que el efeclo resultante del
fratamiento con esta benzodiacepina es “a todo o nada” respecio del desarrollo de la
patologia, es decir, podriamos suponer que existe un "umbral” de activacidn tal, que si
E& supera, s desencadena el curso normal de la patologia, pero que en la mitad de
los animales fratados con Dz no se alcanza, por lo que se observa una disminucidn
significativa en la cantidad de células inflamatorias en SNC ¥ la ausencia de signos
clinicos caracteristicos en nuestro modelo experimental de EAE monofasica, A
diferencia de estos resullados, en un modelo expermental murno recientamenta
incorporado & nuwestro laboratorio, inducido por la inyeccién de una emulsion de la
proteina MOG {en lugar de mielina total) en AFC, se observd que cuando los animales
fueron tratados con Dz 2 mglkg/dia, a parir del momente en gue manifiestan los
zignos clinicos, presentaron una atenuacidn de los mismos, sugirendo que en ofro
modelo de frabaje v diferentes condiciones de tratamiento, el efecto de esta
benzodiacepina, puede ser mas modulatorio (Falehn y col., 2014},

Hasta el momento, no podemos definkr concretamente un mecanismo por el
cual estaria actuando esta benzediacepina. Sin embargo, a parlir de una buena
blsqueda bibliografica, es posible proponer varies. El Dz se puade unir al TSPO en la
corteza suprarrenal y aumentar la produccion de glucocorticoides a partir de impulsar
el primar paso, qua consiste an al fransporta de colesterol al interior de la milocondria
para la sintesis de pregnenclona. Los glucocorticoides son conocidos por sus efectos
modulatorios o supresores la respuesta inmune (Wiegers v Reul, 1998; Maszsoco vy
Palermo-MNato, 1999; Lazzarini y col., 2003; Massoco v Palermo-Meto, 2003; Banto de
Lima y col., 2010). Ademas, dada su capacidad de atravesar la BHE, el Dz podria
acceder al SNC y estimular |a sintesis de neurpestercides por pare de células de la
glia (microglia principalmente) y modular la actividad de neuronas vwo leucocitos
infitrantes a través del receptor GABA, descripto en ambas poblaciones celulares
(Ferrarese y col., 1994; Papadopoulos y col., 2006; Martin-Garcia y Pallarés, 2007)
Por otro lado, esta benzodiacepina podria actuar directamente sobre las neuronas ¥
gjercer un ol peuro-protector (Ricct v col., 2007), Por ditimo, no podemos omilic la
posibifidad de que las benzodiacepinas ejerzan su efecto directo sobre las células del
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sistema inmune. En base a esta (ftima premisa, en asta tesis se avalud in viro el
afecto de Dz sobre células del sistema inmune activamente involucradas en el
desarrolio de la patologia como, CDs, Més v linfocitos,

Para establecer las concenfracionss de Dz a emplaar en los ansayos n wina,
nos basamos en dos aspectos. Por un lado, calculamos malematicamente la
concentracidn de Dz en sangre congiderando la volemia en relacion al peso de los
animales, asumiendo que toda la droga invectada es absorbida v alcanza la circulacion
sanguinea. Asi obtuvimos un valer de concentracidn de Dz en sangre de 22 pM. Por
otro lado, investigamos de modo bibliografico las concentraciones de benzodiacepinas
empleadas por otros grupos de investigaciin en ensayos in witro ¥ observamos que
trabajaban en el rango de: 0,01 = 100 yM (Bessler v col., 1882; Ramsier y col., 1883,
Kalashnikov v col., 2002, Wel v col, 2010). En base a esta infformacidn, decidimos
evaluar el efecio de Dz in wivo, trabajando en &l rango de concenfracidn micromolar
()

Comenzamos estudiando la poblacion de linfocitos T, estas células se activan
en periferia en drganos infaticos secundarios, como bazo y nbddulos linfaticos y luego
migran hacia SNC donde ejercen su accion efectora. La activacitn de linfocitos es un
proceso complejo que involucra a induccion de la transcripcion génica, la expresion de
clertos antigenos de supericie, la secrecidn de citocings, la estimulacion de mitosis
que resulta en proliferacion. Ademas, juega un rol clave en el inicio v desarrollo de
varias enfermedades auloinmunes (Xiong v col, 2013). Resuliados previemente
descriptos en este frabajo v en publicaciones recientes del grupo, demuesiran gue el
tratamiento de animales con Dz duranie la fase inductiva de la patologia reduce la
incidencia y algunos parametros clinlcos. Ademas, observamos una reduccion en la
produccion de anticuarpos v en la prolferacidn inducida por PBM en ceélulas aisladas
de panglios popliteos (Bibolind v col, 2011). Asimismo, resuftados preliminares
obtenidos empleande el modelo murino con MOG, ratamiento con Dz y sacrificados a
los 35 dpi, reportan una disminucidon en la produccion de citocinas pro-inflamatorias
{IFM-y & IL-17), por parte de las células asladas de bazo y ganglios inguinalas, cuando
fueron cultivadas en presencia de MOG por 72 hs,

Como hemos mencionado, el efecto de Dz durante el tratamiento de la EAE in
viva puade sar madiado, al manos en parta, por un efecto directo de la droga sobre los
linfocitos, En la prmera parfe del capitulo 2 de este trabajo, estudiamos ol afecto da
Dz sobre células aisladas de nddulos linfatices poplitecs de animales EAE durante |a
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atapa aguda de |la patelogia, donde |a poblacidn mayoritaria cormesponde a linfocitos T.
Evidenciamos que la incubacidn de las células en presencia de Dz no afecta su
viabilidad, tampoco ejerce un efecto pro-apoptotico o toxico, al menos hasta la
concentracién 25 uyM. La proliferacion es un evento clave durante el desarrollo de la
EAE. En una primera etapa de la patologia, ocurre principalmente en ganglios
linfaticos, donde los linfocitos son activados por las CPA. Este evento es acompafiado
por un ncremento en la produccidn de citocinas pro-inflamatorias y un aumento en la
gxpresidn de integrinas que permiten a los linfocilos T acceder a SNG e indugir
inflamacitn v dafic (Sospedra v col., 2008). En este contexto, evidenciamos que Dz
reduce la proliferacidon de células T de manera dosis dependiente cuando se
administra en cultive en presencia de PBM (estimulo especifico) y Con A {estimulo
inespecifico). Es importante destacar que el efecto inhibitorio de Dz sobre [
profiferacion no es consecuencia de la conduccion de las células a un estado de
anergia, dado que en un ensayo simultaneo, evidenciamos que la incubacidn de |as
células en presencia de Dz, no altera la capacidad de los linfocitos de responder ante
estimulos posteriores (Fig. 16). La reduccion en la profiferacion, a su vez, correlaciona
directameante con una disminucidn en la produccidn de citocinas pro-inflamatoras (IFMN-
¥ & IL-17) en presencia de ambos estimulos. Estudios de marcacion intracelular para
estas citocinas, nos permitieron evidenciar que los camblos en los niveles no
comesponden anicamenté a8 un manor numero de células como consecuencia de una
disminucitn en la proliferacion, sino que también se redujo e porcentaje de células T
CD4" y CD&" productoras de IFN-y & IL-17 luego de la incubacién en presencia de Con
A y Dz, en comparacion con la condicion estimulada (Con A) (Tabla 2Z). En
concordancia con estos resultados, otro grupo de investigacion afirma que Dz inhibe &
produccion de |FM-y de manera dosis dependiente, por parte de células
mononucleares (CMN) aisladas de sangre periférica humana estimuladas con anti-
CD3. El efecto inhibitorio de Dz sobre [a produccidn de IFN-y es similar al obtenido por
la molécula RoS5-4B64, un ligando seleclive de TSPO. Colectivamente, esfos
resultados sugieren que Dz podria suprimir la funcion de células T a través del
recaptor TSPO (Wei v col., 2010),

La molécula CD25, es un marcador de activacion para linfocitos, Los nivales
de esta mobécula se incrementan significativamente en células T luego de la
estimulacidn con Con & por 24 hs, pero en presencia de Dz v estimulo, ocure una
reduccion (nicamente en la poblaciin T CD8'. Este evento correlaciona con el
resultado oblenide de la reaccidn de DTH en animales desafiados para la EAE
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fratados con Dz, respecto del vehiculs (Capitule 1). A los 3-10 dpi, los animales
tratados con Dz mostraron menor espesor asociado a inflamacién 24 hs luego de la
inyeccion de PBM en la oréja correspondiente. Taniendo en cuenta gue las células T
CD&" son las principales involucradas en la respuesta de DOTH en varias palologias
como dermatitis por contacto, asma, entre otras enfermedades auteinmunes (Kalish y
col., 1999), es posible hipotetizar que el efecto in vivo durante la respuesta de DTH
puede ser, al menos en parte, &l resultado de un efecta directo inhibitoro da Dz sobra
la activacion de las células T CD8".

En la sagunda parte del capitulo 2, nos focalizamos en evaluar el efecto directo
de Dz sobre calulas de la inmunidad innata involucradas activamente durante el
desanmllo da la EAE. Las CDs desempefian un rol clave en la iniciacion de la
respuesta inmune adapiativa, incluyendo la polarizacidn de células T CD4” virgenes
hacia fos diferentes perfiles (Th1, Th2, Thi17, Treg). & desarmollc de células T
citotGxicas y de memora y la respuesia a anticuerpos (Hespel y col., 2012). CDs
fueron obtenidas in wiro a partir de células diferenciadas de sus pregenitores de
meédula osea. Cuando éstas fueron incubadas con diferentes concentraciones de Dz,
en presencia o ausaencia de LPS, no sa observaron cambios en la viabilidad celular.
Sin embargo, se evidencid una disminucidn en el porcentaje de celulas gue
expresaron s moléculas MHCI y CD40 en su superficie, las cuales son importantes
en &l proceso de presentacion antigénica y necesarias para una comecta activacion de
células T (Hemandez y col, 2007). Este resultado correlaciona con los datos
obtenidos in vivo donde las células CO11b/c” aisladas de nddulos linfaticos popliteos
animales del grupo E-Dz sano, presentaron menores niveles de la molécula MHCI,
respecto de los animales enfermos. La incubacion de las CDs derivadas de medula
G5ea en prasencia de Dz redujo también la produccion de citocinas pro-inflamatorias
como IL-12, IL-6 ¥ TNF-a inducide por LPS, mieniras que se incrementaron los niveles
de la citocina anti-inflamatora IL-10 a una concentracién de Dz S5uM. En algunos
exparimentos complementanios realizados por nuestro grupo de investigacion (Falcon
y col., 20168), CDs pre-incubadas con Dz, preasentaron menor capacidad de inducir
respuestas alpgénicas, en ensayos realizados tanto con células aisladas de ratones
coma de humanos. Ademds, en un experimento in wvo, se observd que CDs pre-
incubadas con Dz, inyectadas en ratones de una cepa diferente, inducen mayores
niveles de células Treg respecio de las COs no incubadas previamente con esta
benzodiacepina. En conjunto, estos resultados nos indican que CDs en presencia de
Dz adguleran un perfil anti-inflamatorio o menos pro-inflamatorio. Especulamos con la
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posibilidad que con el tratamienta in vivo da Dz durante el curso de la EAE, pueda
acurmr un efects similar, resultands en una menor activacion de linfocitos T hacia los
parfilas Th1 y Th17¥ an perifaria y favoreciendo la expresion y liberacion de moléculas
caracteristicas de un pedil mas folerogénico, con la consecuente generacidn de
células Treg. Esta podria ser una de las vias gque contribuyen a la disminucion de la
incidencia observados en la EAE en el modele agude de rata v a la atenuacién de los
signos clinicos en el modelo de ratdn

Posteriormente nos enfocamos en el estudio de otra poblacion de celulas de la
inmunidad nnata, los Mps. Como va ha sido mencionado, desampefan una funcion
muy importante durante las etapas de neuroinflamacion, dafio a neuronas vy
oligodendrocitos, a parir de la liberacidn de mediadores inflamatorios (cilocinas,
guimiocinas, especies reactivas) y consecuentemeante durante la reparacidn de tejidos
a partir de la fagocitosis de mislina v restos celulares en SNC. Con la idea de
simplificar el modelo de estudio, trabajamos in wire con Mgs obtenidos a partir de
células diferenciadas de progenitores de médula dsea. Evaluamos el efecto directo de
Dz zobre la expresidén de moléculas involucradas en la presentacién antigénica,
liberacidn de mediadores pro- v anti-inflamatorios que paricipan en la respuesta
inmune, asi como las vias de sefalizacidén gatiladas por LPS. Los Més incubados en
presencia de Dz y LPS, presentaron menor porcentaje de células que expresan |a
maobkkcula co-astimulatoria CD40 (respecto de LPS solo), sin observarse cambios en los
niveles de MHCI, un resultado discrepante con lo observade in vive durante la fase
aguda de la EAE, en la cual la poblacién CD11ble" aislada de SNC, caracterizada
principalmente por monocitos, Més v microglia presentd menoras niveles de MHCI en
los animales bratados con Dz (Fig.16 y Fig. 30). Por olro lado, la incubacidn en
presencia de esta benzodiacepina induce una secrecidn disminuida de mediadores
pro-inflamaloros caracteristicos de la activacidn clasica (M1) como IL-12, THF-a & [L-E
y reduce tanto 0z niveles de expresidn de la enzima INOS, asl como la produccion de
MO, comparado con la condicidn en la cual 2e incubd solo con LPS (Benoit v col.,
2008). Por ofro lado, se incrementaron los niveles de citocinas anti-inflamatorias IL-10
¥ TGF-f en la condicidn Dz 25 pM, caracteristicas de un perfil de activacion alternativo
(M2). Estos eventos cbsernvados in wiro a causa de la incubacidn de Més aclivados por
LPE en presencia de Dz, nos permite especular que durante el desarrollo de la EAE,
esta benzodiacepina podria estar desfavoraciendo el perfil de activacion clasico
imvalucrado en la degeneracién de oligodendrocites, dafo axonal y perdida de mielina,
y favoreciendo el perfil de activacidn alternativo, reduciendo la inflamacion vy
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estimulando la reparacidn de tejidos v, de esta forma, confribuyende a que los
animales presenten menos incidencia de la patologia.

Cuando estudiamos la cascada de sefializacion intraceiular gatillada por LPS
sobre Més diferenciados de sus progenitores de medula ¢sea, concluimos que al
mencs en parte, el efecto de Dz puede ser mediado por bogqueo o inhibicion de esta
via. Observamos que Dz reduce los niveles de fosforilacién de las proteinas p3BMAFPK
v ERK, activados por LPS, o que sugiere que inhibe la activaciin temprana gatilada
por & ligando de TLR=4, resultado que comelaciona con antecedenies previos respecto
al efecto inhibitorio de Ro5-4864 en mastocitos (Yousefl v col,, 2013). Sin embargo, no
obsarvamos que Dz afecte la sefalizacion mediada por el factor de frenscripcion NF-
kB, a diferencia de otro Wwabajo donde se determind que la incubacién de células
activadas con LPS en presencia de Vinpocetina (agonista de TSFO) inhibe las vias de
sefializacién madiada por MF-kB v AP=-1 (Zhao y col., 2011).

Como parte de un trabajo realizado en nuestro grupe de investigacion, se
evalud el efecto del tratamiento con Dz sobre un medelo de shock séptico, donde los
Més peritoneales son la principal poblacién celular involucrada en la respuesta inmune
(Falchn y col., 2014). Se observd que animales tratados con Dz durante los dias
previos a la induccidn, presentaban mayor sobrevida, acompafado de una reduccion
en los signos clinicos caracteristicos respecto de los no ftretados, Ademas, el
tratamiento con esta benzodiacepina fue capaz de modular la activacion de Mgs
peritoneales inducida por LPS, inhibiendo la secrecién de IL-6 y favoreciendo la
produecidn de IL-10, sugirendo que esta bencodiaceping, tiene la capacidad de
medificar la forma en que estas células responden a LPS en un modela in vive, de
manera similar a lo gque cbservamos in vifro (Falcdn vy col., 2014),

A partir de los dates presentados, podemos concluir que ademas de sus
afectos ansioliticos v sedantes, entre otros ejercidog en &l SNC, el Dz 25 un polente
farmaco inmunosupresor. Sin embargo, su efecto no es especifico de antigeno, sing
que gjerce una acclon supresora genaral sobre linfocitos y modula la respuesta
inmune innata hacia un perfil anti-inflamatorio. Estudios recientes han descripto que la
administracidn diaria de midazolam (1 mg'kg intrapertoneal) en pacientes sujetos a
lesiones por quemaduras reduce significalivamente la respuesta inflamalona. Ratones
sometidos a quemaduras v tralados con esta beniodiacepina presentaron menoras
niveles de IL-1B, TNF-a, [L-8y MIP-10 (Babcock vy col,, 2012). Por otro lado, ciertas
banzodiacepinas han sido asocladas con un incremento en la incidencia de
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infecciones, aumento en el riesgo de neumonia y mortalidad por sepsis (Obiora y col.,
2013). Eslos resullados sugieren que nuevas investigaciones son necesanas para
aslablecer condiciones seguras de administracién de esios farmacos con la [dea de
avilar alectos indesaados,

En los primeros dos capitulos hemos abordado el efecto preventive del Dz
sobre el desamollo de ka8 EAE, asi como también el efecto directo de esta
benzodiacepina sobre diferenies poblaciones celulares que paricipan activamente
durante la induccidém vy el desarrolle de la patologia. Em el tercer capitulo nos
enfocamos en estudiar los posibles sitios de unién para el Dz (receplor GABA, v
TSPO) an los linfocitos T CD4”, una poblacidn critica durante el desarrollo de la EAE,
susceptible a la accidn de esta benzodlacepina, tanto in wwo como i wiro, asl como la
presencia de estos recepltores en tejido cerebral y células CD11bic” aisladas de SNC,

Es conocido que |os linfocitos presentan un sistema GABAérgico completo,
contienen la maguinaria para sintesis, almacenaje y degradacion de GABA, expresan
varas subunidades capaces de formar un receptor complato, se integran formando un
canal funcionzl y son susceptibles & la accidn de agonistas directos (GABA ¥
muscimol) (Bjurstom y ool., 2008; Bhat v ool., 2010; Dionisio v cal,, 207171; Mendu v col.,
2011). Sin embargo, los antecedentes respecio de la presencia de la subunidad v2,
indispensable para la unidn de benzodiacepinas, son controvertidos. en Anfocitos,
Mientras que algunos estudios confirman la presencia de esta subunidad en células T
aistadas de nodulos linfaticos de ratones (Bjurstom v caol,, 2008), otros autores revelan
la presencia de yZ2 solo en algunas de las muesiras de linfocitos obtenidas de
humanos {Dionisio vy col., 2011). Ademas, estudios recientes postulan que s
incubacién de células T en presencia de diferentes estimulos (progesterona, insuling,
GABA), pueden regular la composicion de las subunidades de los receploras, evento
conocide como “plasticidad no neurgnal”, de modo similar a lo que ocurre en nauronas
(Dicnisio ¥ col., 2013). Estudics de la subunidad y2 en linfocitos T CD4' aislados de
ganglics poplitecs de animales de los diferentes grupos expenmentales, revelaron que
&l porcentaje de células T CD4" que expresaron la subunidad y2 en su superficie era
minaritario, (5 %) del lotal, sin observarse diferancias significativas entre los grupos.
De manera fal gue &l efecto ejercido por Dz sobre los linfocitos T CD4+, tanto in wivo
comao in wiro, no estaria mediado por su interaccidn con &l receptor GABA,.

Estudics previos realizados en nuestro laboratoric, evidenciaron una alteracion
en [a modulacidn GABAdrgica, asi como una disminucidn en el ndmero de receptores
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CABA, en sinaptosomas aislados de la regidn frontal de la corteza cerebral de
animales EAE durante el curso clinkeo de la patologia (Cid v col., 2011; Fernandez
Hurst y col.,, 2015). Adicionalments, otros trabajos demuaestran que el tratamiento da
anmmales con drogas como barbitdricos, etancl, benzodiacepinas e Impiramina, ciertas
condiciones fisiologicas como embarazo, ansiedad o paloldgicas como epilepsia,
generan cambios en la composicion de las subunidades del receplor GABA,
{plasticidad neuronal) o su disminucidn en las neuronas (Lyons y col., 2000, Mostalling
¥ col, 2008; Maguire y Mody, 2008, Wabno y Hess, 2013). Eslos antecedentes
maotivaron el estudio de la subunidad y2 en tejido aislado de la regidn frontal de la
corteza cerebral de animales de los diferentes grupos expermentales con la intencidn
de evaluar la plasticidad neuronal como consecuencia del desarrollo de la patologia v
tratamiento con Dz. Sin embargo, los resultados obfenidos no evidenciaron cambios
en los niveles de ARMNm para esta subunidad del receptor GABA,,

En los dolimos afios, la presencia de receptor TSPO ha sido estudiada
principalmente en células de la microglia (Caseflas y col, 2002, Venneti y col.,
2006).5in embargo, algunos trabajos mancionan |a presencia del mismo an monocitos,
linfocitos, entre ofros leucocitos (Ferraresa y col., 1994 Scarl v col.,, 2009). Para
confirmar estos antecedentes en nuestro modelo experimental, comanzamos
evaluando la presencia del receptor TSPO an linfocitos T CD4™ aislados de ganglios
popliteos. Estos ensayos revelaron |a presencia de esta proleina en un porcentaje
mayoritano de bos linfocitos T CD4” aislados, sin observarse diferencias en los niveles
de expresidn entre (05 grupos exparimentales. Tenendo en cuenta estos resultados, v
los previamente descripios para la subunidad ¥2 en linfocitos, podemos suponer que el
efecto de Dz sobve las células T CO4” tanto i vivo como i wilro, se encontraria
mediado principalmeante por el receptor TSPO. Sin embargo, adn no exisien evidencias
respecio de los mecanismos moleculares medianta los cuales o lleva a cabo.

Estos resultados nos mofivaron al estudio de los linfocitos T CD4” infiltrantes de
SMG (encefalitogénicos) con el propdsito de evaluar la presencia v niveles de
exprasidn de TEPOD en esta poblacidn v comparar con los linfocifos aislados de
periferia. Observamos un incramento significative en log niveles de TSPO en los
linfocitos T CD4° aistados de animales del grupo E-Dz sanos, donde ademas, el
nimero total de células T CD4™ es minoritario en SNC y producen menores niveles de
citocinas pro-inflamatonias (IFN-y e IL-17). Esle incremeanto en los niveles del receplor,
podria estar relacionado con un rol protector de esta proteina sobre esta poblacidn
celular. Este resultado correlaciona con un estudio previo reslizado en pacientas
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epik¥plicos tratados con drogas anticonvulsivanies (carbamazepina, fenobarbital, dcido
valprolco), donde se obzenvd un aumento en los niveles de TSPOD en linfocitos
respecto de confroles (pacientes no epiléplicos) v pacientes apilépticos no tratados
{Ferrarese y col., 1994), Sin embargo, seria interesante profundizar en los astudios y
caracterizar los perfiles (Th1, Th2, Th17 o Treg) de estos linfocitos T CD4+, que
presentan niveles incrementades de TSPO, ademas de ahondar en los mecanismos
maoleculares que podrian estar involucrados

En tajido carebral, el racaplor TSPO se localiza principaimanta an células de |a
glia (astrocitos v microglia) y sus nivelas de expresidn aumentan cuando las células se
activan, indicando inflamacidn en SNC (Venneti y col, 2008, Politis y col., 2012).
Muestros resultados respecto de los niveles de transcripto para &l receptor TSPO en Is
region frontal de la corteza cerebral, revelaron cambios interesantes en los diferentes
grupos expenmentales. Se observd un incremento en os niveles de ARNmM de esie
receptor durante |a fase aguda de la EAE respecio de los animales AFC, evento que
podemos comelacionar con lo que ocure en los individuos con EM y ofras patologias
coma Alzheimer, Hunglinton, Parkingon, durante la elspa inflamaioria v
neurcdegenerativa, donde se incrementa en cerebro el nomero de sitios de unidn para
("C)-PK11195, ligande de TSPO, evidenciados por la técnica de tomografia de
emisidn de posirones (PET) (Politis v col, 2012). La expresion de TSPO se
incrementa en la microglia en condiciones de neurcinflamacidn v esia proteina ha sido
caracterizada como un modulador negativo de este evento. Estudios realizados con la
linea calular de microglia BV-2, muestran gue la sobreexpresidn de TSPO reduce la
produccion de cilocinas pro-inflamalorias provocada por estimulacidn de la linea
calular de microglia BV-2 con LPS, ademds aumenta la expresidn de genes
caracteristicos del perfil M2 (IL-10, Arginasal v el receptor de manosa C tipo 1) (Rupil
Y ocol., 2011). Se sugiere que el incremenio en log niveles de TSPO en microglia
durante neurcinflamacidn, podria ser un mecanismo de respuesta adaptativa o de
compensacidn ante el dafo (Bae y col, 2014). Un mejor entendimiento de los
mecanismos subyacentes al efecto inhibitorio de TSPO en naurginflamacidn podria
contribuir al disefio terapéutico de agonistas para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias v neurodegenerativas [Selvaraj v col., 2015)

Algunos frabajos exponen efectos beneficiosos resultantes del tratamiento con
agonisias de TSPO en condicionas inflamatorias de SNC. Dz v Vinpocetina reducen la
proliferacion y produccion de mediadores inflamatarios (MO, IL-8, TNF-a) en cultivos
primanos de microglia vy la linea celular BV-2. Ademas, medio condicionado obtenido
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de microglia fratada con estos agonistas en presencia de LPS, prolege a neurcnas
primarias de la muerte respecto de la condicidn LPS solo (Wilms v col., 2003; Zhao v
col., 2012). Por otro lade, el tratamiento con Ro5-4864 induce mejoras marcadas on la
memornia y disminucion de comportamiento ansioso, entre otras mejoras funcionales
an un modelo muring de enfermedad de Alzheimer (Barron vy col., 2013}

En este trabajo obsarvamos que los animales del grupo E-Dz sanos, presentan
una tendencia a expresar menores niveles de transcripto para TSPO respecto del
tejido cerebral aislado de animales EAE enfermos, ko que nos induce @ pensar que an
aste grupo, el efecto protector ejercido por &l Dz durante & desarrollo de |a patologia
en cuanto a menor infilracidon de linfocitos T encefalitogénicos y Mgs en SNC, se
traduciria en menor inflamacién v dafo celular asociado y por ende, en menores
niveles de TSPO en tejido aislado de ka regidn frontal de corteza cerebral, Segdn datos
bibliograficos, los resultados obtenidos de ARNM codificante para TSPD en la coreza
carebral, indican que [a microglia serla la principal contribuyente (Casellas v col., 2002,
Vannali v col., 2006.). En este senlido, andlizsis preliminares realizados sobre la
poblaciin  CD11b/e®, constituida prncipaimente por microglia vy Més  infiltrantes
aislados de SNC tolal, indican que en los animales del grupo E-Dz sanos esta
poblackn prasentd una tendencia a expresar menores niveles de la proteina TSPO
respecio de ks animales enfermos Iratados com Dz o no. Estos resultados
comelacionan con los de ARNM obtenido de la regidn frontal de tejido cerebral, por lo
fque podemaos postular que serian las células de la microglla actvada y Més Infillrantes
(incremantados an animales EAE enfermos, como se demostrd en el capitulo 1), los
principales contribuyentas al aumento an los niveles de TSPD en SNC; sin embargo,
saria apropiado realizar un analisis mas detallado evaluando los niveles de TSPO
dantro de las poblaciones CD11bic"CD45 “high” (microglia activada y Més infiltrantes)
v “Low” (microglia no activada), para confirmar dicha hipdtesis,
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Conclusiones y perspectivas;

En este frabajo, describimos el efecto inmunosupresor de Dz sobro el
desarcllo de la EAE, caraclerizamos el efecto de esta benzodiacepina sobre células
de la inmunidad innata v adaptativa involucradas en el desarmolio de [a patologia a
identificamos en linfocitos T C04°, el receptor de Dz que estaria mediando los efectos
inmuncregulatonos en esta poblacidn, Ademas presenfamos algunos resultados
prefiminares, respecto del receptor TESPO como marcador de neurcinflamacidn en
nuestro modelo experimantal v las células que serian responsables de su expresion.
cuyo eshudia serd profundizado,

Fuluros ensayos deberan enfocarse en inferpretar los mecanismos molaculares
gue conducen al incremento en la expresion de TSPO v al entendimiento de sus
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efectos inmunomoduladores, asi como al disefio de agonistas especificos que actien
directamente sobre TSPO y no ejerzan efectos adversos o indeseados sobre el
recaplor GABA,.

TSPO es una proteina ampliamente descripta en células de la microglia como
un marcador de neurcinflamacién. Sin embargo, debido a su presencia en la mayoria
de las células del organismo, es posible especular sobre la posibiidad de que esta
proteina también pusda ser empleada como marcador de activacion celular, dafio e
inflamacion en telidos periféricos. Al respecto, se ha reporlado que los niveles de
expresion de TSPO en pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC) pueden
emplearse como un factor de prondstico molecular de la progresion de la patologia
para individuos sometidos a diversos tratamientos, Ademas, esta proteina fue
propuasta como un blanco prometedor para e disefio de agentes terapéuticos (De
Rosa y cal., 2015)

En base a los resuftados presentados en esta tesis v a lo antes mencionado,
propaonamos que el nivel de expresidon de TSFO en leucocitos alslados de sangre
periférica, podria utilizarse como  marcador de dafo o inflamacion y  posiblemente
como indicador de la progresion de enfermedad en patologias autoinmunes comao
artritis reumatoides, Lupus Ertematosn Sistérmico, Diabetes Meallitus o celiagula.
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