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"El hombre radical, comprometido con la liberacion de los hombres, no
se deja prender en ‘circulos de seguridad’ en los cuales aprisiona
también la realidad. Por el contrario, es tanto mds radical, cuanto mds
se inserta en esta realidad para, a fin de conocerla mejor, transformarla
mejor.”

Paulo Freire, "Pedagogia del oprimido”

“Que crean lo que crean. Lo que alguien cree no se puede saber.
Siempre importa mds lo que el hombre quiere, que lo que pueda o
quiera creer. Y mds importa lo que hace. Mire lo que hace.”

Fogwill, "Runa”
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Resumen

Las citoquinas pro-inflamatorias son inducidas en condiciones patologicas en el sistema nervioso
central (SNC) en situaciones de trauma o infeccion, y se ha demostrado que son capaces de exacerbar
y/o disminuir una lesion (Rothwell and Luheshi, 2000). Asimismo, son expresadas de manera
constitutiva e inducible por las células del SNC y actian fisiologicamente sobre las neuronas en el
cerebro normal adulto, modulando la plasticidad sinaptica, la transmision sinaptica, etc. (Vitkovic et
al., 2000).

El sistema de la interleuquina-1 (IL-1) juega un rol decisivo en la respuesta inflamatoria. La
expresion de sus ligandos (IL-1a, IL-1[ e IL-1ra) y de sus receptores ha sido demostrada en varias
regiones del SNC y bajo diversas condiciones (Rothwell and Luheshi, 2000). Otros trabajos han
demostrado no sélo una variedad de efectos de la IL-1 en el cerebro o en neuronas y glia in vitro, sino
que los resultados publicados hasta la fecha resultan muchas veces contradictorios, demostrando
efectos opuestos en el mismo sistema de estudio.

El objetivo general de esta tesis es estudiar de manera sistematica y profunda los roles
fisiologicos y los efectos farmacoldgicos de la IL-1 en el cerebro. Para ello se investigé a la molécula
en cuatro modelos diferentes en los cuales se estudiaron las respuestas de la glia, las citoquinas, la
neurodegeneracion y las variaciones en el comportamiento, de forma de obtener una vision global de
la fisiologia de la IL-1 en el SNC. (1) Observamos similitudes y diferencias regionales en la respuesta
aguda a la IL-1B. Por ejemplo, detectamos reclutamiento de neutrdfilos en todas las regiones
inyectadas, pero neurodegeneracion sélo en el giro dentado. (2) En un modelo en rata de la
enfermedad de Parkinson observamos la activacion atipica de la microglia en la region lesionada, con
una regulacion particular de la expresion de citoquinas. (3) Demostramos que la neurogénesis en el
mesencéfalo no es un fenémeno fisiolégicamente relevante. (4) Demostramos que la IL-1a endégena
hipocampal tiene un rol modulador del aprendizaje aversivo.

De esta manera, caracterizamos funciones y/o efectos de la IL-1 en el SNC, obteniendo
evidencia empirica no sélo de funciones especificas de la IL-1 sino también de caracteristicas mas
generales de la gliosis/inflamacion en el SNC. Asi, observamos que los efectos de la IL-1 dependen
tanto de las concentraciones utilizadas como de la regioén que se esta estudiando y, probablemente, de
la densidad glial en la misma. Por ejemplo, observamos que la IL-1 endégena modula el aprendizaje,
pero que, cuando se inoculan cantidades farmacolégicas de la misma, causa degeneracion en la misma

region (hipocampo).
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Abstract

Pro-inflammatory cytokines are induced in pathological conditions of the central nervous system
(CNS) both after trauma and infection, and it was shown that they can exacerbate and/or diminish the
lesion (Rothwell and Luheshi, 2000). Moreover, they are expressed by brain cells both constitutively
and after induction, and act physiologically on neurons in the adult normal brain, modulating synaptic
plasticity, synaptic transmission, etc. (Vitkovic et al., 2000).

The interleukin-1 (IL-1) system plays an important role in the inflammatory response. The
ligands (IL-1a, IL-1P and IL-Ira) and their receptors are expressed in many regions of the CNS and
under different conditions (Rothwell and Luheshi, 2000). IL-I agonists have many effects both in the
brain and in neurons and glia in vitro. Nevertheless, many reported effects are contradictory and even
opposing.

The main aim of this thesis is to gain a deep insight into the physiological roles and
pharmacological effects of IL-I in the brain. We used four different models to study the glial response,
cytokine expression, neurodegeneration and behavior, to achieve a global idea of the physiology of IL-
I in the CNS. (1) We observed similarities and differences in the regional response of the CNS to the
acute administration of 1L-1[. For example, we detected neutrophil recruitment in all injected regions,
but neurodegeneration only in the dentate gyrus. (2) In a rat model of Parkinson’s disease we observed
an atypical microglial activation in the lesioned region, with a tight regulation of cytokine expression.
(3) We showed that there is no physiologically relevant neurogenesis in the adult rat mesencephalon.
(4) We demonstrated a modulatory role of endogenous hippocampal IL-1a in aversive learning.

In summary, we characterized the function and/or effects of IL-1 in the brain, finding evidence
not only for specific functions of IL-1 but also for more general effects of gliosis/inflammation in the
CNS. Indeed, we observed effects of 1L-1 that depend both on the concentration used and on the
region under study, and probably on the glial density in it. For example, we observed that the
endogenous IL-1 modulates learning but exogenous 1L-1 causes degeneration in the same region (the

hippocampus).
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Abreviaturas

e  Ad: vector adenoviral

o  Pgal: beta-galactosidasa

e 60HDA: 6-hidroxidopamina (3,4,6-trihidroxifenilamina).

e  ADN: Acido desoxirribonucleico.

e ADNc: Acido desoxirribonucleico simple cadena complementario a un ARNm, sintetizado a partir de éste
mediante transcripcion reversa in vitro.

e ARN: Acido ribonucleico.

e ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

e BBB: barrera hemato-encefalica

e BDNF: Factor de crecimiento derivado del cerebro (Brain-Derived Growth Factor).

e f.c.: Fragmento de competicién de la PCR competitiva.

o DA: dopamina (3,4-dihidroxifenilamina).

¢ DG: giro dentado

e EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor).

e bFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos basico (Fibroblast Growth Factor).

e  GDNF: Factor de crecimiento derivado de la glia (Glial-Derived Growth Factor)

e i.c.v: intra-cerebro-ventricular

¢ IL-1: interleuquina-1

e IL-la: interleuquina-lalfa

e IL-1pB: interleuquina-1beta

e IL-1ra: antagonista del receptor de interleuquina-1

e i.p.: intra-peritoneal

e i.v.: endovenosa

e LPS: lipopolisacarido

e LTM: memoria de largo plazo

e LTP: potenciacion a largo plazo

e  MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridina.

o NGF: Factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor).

e  NT: Neurotrofina.

e PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

e  SN: substantia nigra.

¢ SNC: Sistema nervioso central.

e  SNpc: substantia nigra pars compacita.

o  SNpr: substantia nigra pars reticulata.

e STM: memoria de corto plazo

12
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e  TGF-p: Factor de crecimiento transformante-beta (Transforming Growth Factor Beta).
e TH: tirosinhidroxilasa (enzima responsable de la conversién de Tirosina en L-DOPA).

e TNF: Factor de Necrosis Tumoral (Tumor Necrosis Factor).
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Introduccion general

‘Conocer el cerebro —nos deciamos- equivale a averiguar el
cauce material del pensamiento y de la voluntad,
sorprender la historia intima de la vida en su perpetuo
duelo con las energias exteriores; historia resumida, y en
cierto modo esculpida, en esas coordinaciones neuronales
defensivas del reflejo, del instinto y de la asociacion de
ideas.

Santiago Ramoén y Cajas
“Historia de mi labor cientifica”
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Existen dos formas basicas de neurodegeneracion del sistema nervioso central (SNC): aguda y
cronica. La neurodegeneracidon aguda puede ser causada por embolias, trauma, hemorragias
cerebrales e isquemia. Todos estos accidentes tienen una alta incidencia en la poblacion y
representan un importante aspecto socio-econdmico debido a las consecuencias que traen al
individuo. Luego del estimulo inicial, la respuesta glial e inflamatoria continia causando un
dafio ain mayor, proceso que puede durar varios dias. La neurodegeneracidon crénica esta
asociada a distintas enfermedades del SNC y esta adquiriendo una cada vez mayor incidencia
en la salud, debido al incremento de la expectativa de vida y a que estas patologias por lo
general estan asociadas con la vejez. En este tipo de degeneracion también se ha mostrado que
la muerte neuronal esta asociada con la activacion de la glia, aunque su rol todavia no ha sido
realmente dilucidado.

Debido a que la gliosis/inflamacion aparece como un proceso comun a fenémenos tan
importantes tanto social como econémicamente, nos propusimos en esta tesis aportar a la
comprension del mismo y a como afecta a las neuronas y a funciones especificas del SNC,
como el aprendizaje. Considerando que la gliosis/inflamacién es un fendmeno muy amplio y
que puede ser provocado por los mas diversos estimulos, decidimos abocarnos al estudio de la
interleuquina-1, una molécula clave en la activaciéon glial y en la inflamacién y con
posibilidades de estar relacionado con las consecuencias de las mismas.

Antes de discutir los resultados obtenidos introduciremos a los tipos celulares y a las
moléculas involucrados en la gliosis y la inflamacién del SNC, resefiaremos el conocimiento
actual de la enfermedad que hemos tomado como modelo de neurodegeneracion crénica (el
sindrome de Parkinson) y describiremos los trabajos que han relacionado a la IL-1 y a la

gliosis con alteraciones en el comportamiento.
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1. El sistema de defensa del cerebro contra la pérdida de la

homeostasis

El cerebro ha sido caracterizado inmunolégicamente como un sitio de reactividad
limitada. Este concepto, llamado inmuno-privilegio, se desarrollé a partir de experimentos
clasicos de transplantes que mostraban que los tejidos y los tumores sobrevivian mejor en el
cerebro que en otros lugares de la periferia. En los dltimos afios se ha determinado la
importancia de la glia en las respuestas a dafios y a infecciones, y se han caracterizado las
diversas condiciones que llevan al reclutamiento de células del sistema inmune al cerebro.
Ademas se ha demostrado que muchas de las moléculas claves en el funcionamiento del
sistema inmune se expresan en el cerebro y son capaces de regular las respuestas de defensa
del mismo.

En esta primera seccion resumiremos el conocimiento actual sobre las células y las
moléculas que responden a la pérdida de homeostasis del cerebro. Las células involucradas
son tanto residentes (astrocitos y microglia) como provenientes del sistema inmune
(linfocitos). Las moléculas son clasicamente las citoquinas, aunque también se han descripto
roles funcionales para las neurotrofinas. Finalmente, si bien estos tipos celulares y estas
moléculas estan claramente involucrados en la respuesta a dafios tisulares, también juegan
roles importantes en el mantenimiento de la homeostasis del sistema nervioso central (SNC)
en situaciones fisioldgicas. Estas funciones fisiologicas de las citoquinas también seran

descriptas.

1.1. Las células involucradas.

1.1.1. Las células residentes del cerebro: astrocitos y microglia.

El concepto de glia se originé con Virchow (1846) quien describié un Nervenkitt, lo
cual quiere decir cemento o sustancia tipo pegamento (de ahi, el término glia) que mantenia al
sistema nervioso central (SNC) unido. Hoy sabemos que hay dos tipos de células gliales en el
SNC: la macroglia, que incluye a los astrocitos, los oligodendrocitos y las células

ependimales; y 1a microglia.
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1.1.1.1. Los astrocitos.

Los astrocitos fueron descriptos por primera vez en 1865 por O. Deiters, como células
distintas a las neuronas y de forma estrellada. Sin embargo en esos tiempos todavia se discutia
si las células del SNC eran verdaderas células o una red intersticial, por lo que no fue hasta la
enunciacién de la teoria neuronal por Ramén y Cajal (1913) cuando fueron reconocidos como
un tipo de células gliales.

Los astrocitos son células de origen ectodérmico, importantes en la regulacion de la
homeostasis de] SNC. Estas células afectan la funcién neuronal mediante la liberacién de
factores neurotréficos, guiando el desarrollo neuronal, contribuyendo al metabolismo de los
neurotransmisores y regulando los niveles extracelulares del pH y del ién K* (Dong and
Benveniste, 2001). Ademas los astrocitos dan soporte estructural dentro del parénquima
cerebral al cerebro adulto sano e influyen en la formacion y mantenimiento de la barrera
hemato-encefalica (BBB), una estructura que limita la entrada de elementos sanguineos al
SNC. In vivo, los procesos de los astrocitos estin en cercana aposicion a la superficie
abluminal del endotelio microvascular de la BBB, de manera que pueden interceptar o alterar
la entrada de varios factores al SNC.

Por otro lado, los astrocitos estdn interconectados por uniones estrechas (gap
junctions), creando un sincicio que permite el acoplamiento idnico y metabolico. Esto otorga
un medio de comunicacién de larga distancia y permite que las respuestas funcionales se
extiendan a areas considerablemente distantes del sitio primario de accién. De hecho se han
observado ondas de calcio inducidas por glutamato tanto en astrocitos en cultivo como en
rodajas de hipocampo (Basarsky et al., 1998).

Existe una serie de marcadores biolégicos 1tiles para el estudio de los astrocitos, el
mas comun es la proteina acida fibrilar glial (GFAP), cuya expresion aumenta durante la
activacion.

Los astrocitos también son responsables de la respuesta inmune a lesiones del cerebro.
Pueden ser activados (un proceso denominado astrogliosis) en respuesta a citoquinas u otras
moléculas solubles liberadas durante el dafio de tejidos, lo cual desencadena la proliferacion
de los astrocitos y el aumento en la sintesis y la secrecion de una variedad de moléculas
inmunes efectoras, incluyendo citoquinas y quimioquinas, y en menor medida el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase 1, moléculas de adhesién celular, y radicales libres

de oxigeno y nitrégeno que son citotéxicos (Dong and Benveniste, 2001).
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Algunos de los resultados mas impresionantes sobre el rol de los astrocitos en la
respuesta a lesiones del SNC provienen de experimentos de ablacién de ese tipo celular o de
ratones nulos para GFAP y vimentina, dos filamentos intermedios expresados por los
astrocitos. La ablacion de los astrocitos luego de una lesion ha demostrado que los mismos
son necesarios para limitar la infiltracion de leucocitos, reparar la BBB, limitar la
degeneracion neuronal y limitar el crecimiento de fibras nerviosas (Bush et al., 1999). Por
otro lado, los ratones nulos GFAP”vim™ forman cicatrices menos densas (Pekny et al., 1999),
mostrando la importancia de los astrocitos en la cicatrizacion en el cerebro. De hecho, se ha
demostrado que la cicatriz formada por los astrocitos es una de las barreras mas importantes a
la regeneracién en el SNC (Fawcett and Asher, 1999; Liuzzi and Lasek, 1987).

Preparaciones experimentales in vitro han mostrado tanto efectos neuroprotectivos
como neurotoxicos de los astrocitos activados, de hecho no todos los astrocitos expresan los
mismos receptores y astrocitos de diferentes regiones ejercen influencias troficas y
morfogénicas diferentes sobre las neuronas (Denis-Donini et al., 1984). Por ello las
generalizaciones acerca de las propiedades gliales basados en estudios de una sola region

muchas veces no son utiles.

1.1.1.2. La microglia.

Los macréfagos se generan en la médula dsea, la cual abandonan para circular como
monocitos y entonces pasar a residir en casi todos los tejidos. En algunos lugares permanecen
durante mucho tiempo, mientras que en otros existe un recambio rapido. Las funciones de los
macréfagos residentes no se conocen plenamente, pero hay evidencia de que intervienen en la
homeostasis tisular y de que constituyen la primer linea de defensa contra lesiones e
infecciones. El nimero de macréfagos residentes es relativamente bajo, pero aumenta
rapidamente luego de una lesion o infeccion mediante el reclutamiento de mas macréfagos de
entre los monocitos circulantes en la sangre.

La microglia fue descripta por del Rio-Hortega como un tipo de células del SNC con
morfologia caracteristica y porque se tefiia de manera diferencial respecto a las otras células
del SNC (del Rio Hortega, 1932). Ahora existe consenso de que estas células representan los
macrofagos residentes del SNC, las cuales derivan de la médula 6sea durante el desarrollo
fetal temprano e infiltran el cerebro como células mononucleares fagociticas durante el
periodo embrionario tardio y postnatal temprano. A medida que el cerebro madura, estas

células mononucleares evolucionan en microglia, desarrollando una morfologia ramificada
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que es caracteristica del estado no activado de estas células, y residen de manera permanente
en el cerebro (Leong and Ling, 1992; Perry et al., 1995).

La microglia representa cerca del 10% de las células cerebrales, sin embargo la
densidad y morfologia de la microglia ha demostrado ser bastante heterogénea con una
variacion de mas de 6 veces en densidad de una region del cerebro a otra (Lawson et al.,
1990), ademas de diferencias en la expresion de citoquinas (Ren et al., 1999). La expresion de
los complejos mayores de histocompatibilidad (MHC), de marcadores de linfocitos T y B, y
del receptor de complemento 3 (CR3), ademas de la capacidad de secretar citoquinas,
refuerzan la idea de que comparten linaje con los monocitos y macréfagos (Streit, 2002), y
permite detectar a este tipo celular en el cerebro mediante inmunohistoquimica.

De manera notable, la microglia es inica en el hecho de no sélo brindar funciones de
soporte tipicas de otros tipos gliales sino también en representar un sistema de defensa
inmunocompetente. De esta forma, la microglia es un hibrido entre los linfocitos y la glia,
protegiendo y brindando soporte a las neuronas dentro del SNC (Streit, 2002).

La microglia es activada cuando los receptores de la superficie ligan la endotoxina
bacteriana, ciertas citoquinas, prostanoides y proteinas de complemento, representando un rol
de asistencia en las respuestas del sistema inmune y luego de una lesiéon (Hanisch, 2002). La
microglia activada inicia una cascada neuroquimica de “fase aguda” que involucra respuestas
endocrinas, autonémicas y comportamentales. Algunos de estos componentes pueden
contribuir a la neuropatologia: 1) aumento en la sintesis y secrecidn de factores solubles como
citoquinas, Oxido nitrico, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, proteinas de
complemento, neurotransmisores aminoacidicos y prostanoides (Banati et al., 1993; Hanisch,
2002); 2) el aumento en la expresion de receptores de superficie, incluyendo los MHC clase |
y 11 y moléculas de adhesion celular (Neumann, 2001); y 3) la migracion a sitios distantes de
inflamacion en el cerebro y la diferenciacion morfolégica en células fagociticas (Kreutzberg,
1996). Estas caracteristicas de la microglia activada recuerdan a los macrofagos periféricos
luego de dafios tisulares, una observacion consistente con el origen ontogénico comun entre
estos dos tipos celulares.

La muerte neuronal también promueve la transformacién de la microglia en células
fagociticas que remueven los debris celulares y, a su vez, la microglia reactiva puede
contribuir activamente a la muerte celular en el SNC, liberando metabolitos toxicos como
aminoacidos excitatorios, intermediarios reactivos de oxigeno y de nitrogeno y citoquinas

(Banati et al., 1993; Gehmann et al., 1995). Es mas, algunos tratamientos que reducen la
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activacion microglial resultan en un aumento en la supervivencia neuronal luego de diversos
estimulos dafiinos (He et al., 2001; Tikka et al., 2001; Tikka and Koistinaho, 2001; Wu et al.,
2002; Yan et al., 2003; Yrjanheikki et al., 1998; Yrjanheikki et al., 1999). En cambio, estudios
de axotomia del nervio facial y de lesiones de la médula espinal sugieren que la microglia
tiene como rol disminuir el dafio tisular primario y promover la reparacién subsiguiente

(revisado en Streit, 2002).

1.1.2. Inflamacion: cuando las células del sistema inmune son reclutadas al

sistema nervioso central.

En la periferia la inflamacién es definida en términos clinicos, patoldégicos y
moleculares. Clinicamente se definen las sefiales de Celsus: dolor, tumor, calor y rubor.
Histopatologicamente se identifica la presencia de neutr6filos y reclutamiento de otros tipos
celulares. Molecularmente se evidencia la presencia de factores de complemento activados,
proteinas de fase aguda y citoquinas pro-inflamatorias. De esta manera la inflamacién es
considerada una respuesta estereotipada no especifica y la inflamacion croénica tiene lugar
cuando se falla en eliminar el factor iniciador. En la mayoria de los tejidos, la lesion aguda es
seguida de la liberacion de histamina que tiene efectos vasculares, resulta en una exudacion de
fluido en el tejido lesionado y en la migraciéon de los neutréfilos.

Una respuesta de esas caracteristicas seria catastrofica en el cerebro. Por ello es
conceptualmente posible que el cerebro, y la interfase con la sangre que es la BBB, se hayan
adaptado de forma de evitar el dafio tisular circundante a una lesion. Asi, la activacion glial
puede ser considerada una forma especializada de respuesta del SNC a una lesion
(Eikelenboom et al., 2002).

De hecho, el cerebro mantiene no s6lo un aislamiento fisico respecto de la sangre, sino
que el cerebro representa un ambiente anti-inflamatorio, ya que la inyeccién de inflamdgenos
en el cerebro produce s6lo respuestas inflamatorias modestas (Andersson et al., 1992; Perry et
al., 1993). Esta dificultad en reclutar células sanguineas no se debe a una falta de expresion de
moléculas de adhesion (Andersson et al., 1992), sino a una expresion diferencial de citoquinas
y quimioquinas (Anthony et al., 1997, Blond et al., 2002). Es mads, es necesario el
reclutamiento de neutr6filos para que se rompa la BBB (ver una revisién en Perry et al,,

1997).
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Las citoquinas TNFa (factor de necrosis tumoral-alfa) e IL-1 (interleuquina-1) son
importantes en la iniciacién y propagacion de la fase aguda de la respuesta inflamatoria. En
los tejidos periféricos, la administracion exdgena de lipopolisacaridos (LPS), IL-1B o TNFa
evoca un patrén de induccion de citoquinas muy parecido, que involucra el propio aumento
autdcrino y la expresion de citoquinas adicionales, todo lo cual resulta en una histopatologia
similar, independientemente del estimulo inicial. Sin embargo, en el SNC la IL-1p no induce
TNFa ni viceversa, y la inyeccion de IL-1f induce el reclutamiento de neutréfilos pero no de
monocitos, mientras que Io opuesto ocurre con TNFa (Anthony et al., 1997; Blond et al.,
2002).

En la literatura el término “inflamacidn” es utilizado de forma laxa cuando se refiere al
SNC: a veces se refiere al reclutamiento de células sanguineas, a veces a la gliosis y otras a
las dos respuestas en conjunto. Para evitar confusiones, en esta tesis nos referiremos con el
término gliosis a la activacion de astrocitos y microglia, y con el término inflamacion al
reclutamiento de células sanguineas (neutréfilos, monocitos y otros linfocitos). Sin embargo,
esta separacion no es perfecta, ya que muchas veces se observan células macrofagicas de las
cuales no se puede determinar su origen, ya que pueden ser monocitos que invadieron el SNC

o microglia diferenciada.

1.2. Las moléculas involucradas: citoquinas y neurotrofinas.

Las citoquinas son una clase de polipéptidos pleiotropicos y multifuncionales, que
juegan un rol crucial en la comunicacién célula a célula y en la activacion celular. Son
expresados en niveles bajos en los tejidos sanos, pero pueden ser inducidos rdpidamente en
respuesta al trauma tisular o a desafios inmunes, de manera de llevar a cabo una gran variedad
de funciones de sefializacion y efectoras. Se han identificados mas de 40 citoquinas diferentes
asi como diversos tipos y subtipos de receptores (Hopkins and Rothwell, 1995). Varios
autores han sugerido que las citoquinas debieran dividirse en “familias™ sobre la base de
caracteristicas funcionales o moleculares. Funcionalmente, pueden ser clasificadas en pro-
inflamatorias o anti-inflamatorias, dependiendo del balance final de sus efectos sobre el
sistema inmune. Sin embargo, las citoquinas no sélo estan involucradas en la respuesta
inmune sino también en una serie de procesos fisiologicos y biolégicos, en los sistemas
nerviosos periférico y central. De hecho, las interacciones neuro-inmunes son bidireccionales:

las citoquinas y otros productos del sistema inmune modulan la accién, diferenciacién y
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supervivencia de las neuronas, mientras que los neurotransmisores y neuropéptidos liberados
por las neuronas juegan un rol pivote influyendo sobre el sistema inmune.

Las citoquinas pueden ejercer sus efectos en el SNC tanto directa como indirectamente
(Figura 1). Las acciones directas implican que las citoquinas estan presentes en el cerebro, en
y/o alrededor de las neuronas, y que éstas tienen receptores para ellas. Los efectos indirectos

resultan de la accion de las citoquinas en otros sistemas cuyas seifiales llegan al SNC por vias

indirectas.

Figura 1. Esquema de la
comunicaciéon entre los
sistemas inmune y nervioso.
Las citoquinas periféricas
estimulan una plétora de
funciones centrales, incluyendo
las respuestas neuroendécrinas,
el comportamiento, el suefio y
la fiebre. Lo consiguen a través
de vias diferentes, incluyendo el
cruce de la BBB y la activacién
del nervio vago. Abreviaturas:
PNS, sistema nervioso
periférico; SNS, sistema
nervioso simpético; LC, locus
coeruleus; PVN, nticleo
paraventricular; CRH, hormona
liberadora de corticotropina;
AVP, arginina vasopresina;
ACTH, hormona
adrenocorticotrdpica. Las lineas
s6lidas indican vias
estimulatorias y las punteadas
vias inhibitorias. Adaptado de
Sternberg, 1997.

Las citoquinas que se generan en la periferia pueden afectar el SNC mediante distintas
vias (Licinio and Wong, 1997). La barrera hemato-encefalica (BBB) no es completamente
impermeable a las citoquinas sino que existen zonas permeables (Konsman et al., 2002) y
ademas se ha demostrado transporte activo de algunas citoquinas a través de la barrera
(Plotkin et al., 1996; Plotkin et al., 2000). Ademas, las citoquinas circulantes pueden inducir
la expresion de mas citoquinas en las células endoteliales, las cuales pueden ser liberadas
hacia el parénquima cerebral (Warner et al., 1987). Otra via indirecta de acciéon de las
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citoquinas periféricas es a través del nervio vago (Licinio and Wong, 1997; Mascarucci et al.,
1998) y las células catecolaminérgicas del nucleo del tracto solitario (Ericsson et al., 1994).
De cualquiera de estas formas, las citoquinas periféricas entran al cerebro o inducen nuevas
moléculas en el mismo, sefializando lo que ocurre en la periferia. Asi pueden participar en las
complejas respuestas autonémicas, neuroendocrinas, metabdlicas y comportamentales a
infecciones e inflamacion, pero también a isquemia y trauma cerebral.

La expresiéon de citoquinas en el cerebro tanto constitutiva como induciblemente, ha
sido observada en todos los tipos celulares del SNC (Szelényi, 2001). Si bien la deteccion de
receptores en distintos tipos celulares ha tenido grandes dificultades técnicas debido a los
bajos niveles de expresién, se han demostrado efectos de distintas citoquinas en todos los
tipos celulares. Al detectarse las proteinas y sus receptores en el SNC, los trabajos se han
concentrado en identificar los efectos de las mismas (para una revision ver Besedovsky, 1996;
Hopkins and Rothwell, 1995; Rothwell and Hopkins, 1995).

Las células gliales producen una variedad de citoquinas y son capaces de responder a
las mismas o a otras, liberando mas citoquinas, moléculas de adhesién y otros factores.
También se ha descripto la expresién de citoquinas por neuronas y efectos de aquellas sobre
este tipo celular (ver mas adelante IL-1 como ejemplo, siendo una de las citoquinas mas
estudiadas). Asi se han demostrado efectos de las citoquinas sobre diversas funciones
centrales como el comportamiento, el aprendizaje, el suefio, la fiebre, la regulacion de los
sistemas inmune y endocrino, etc. (Sternberg, 1997) y sobre la biologia neuronal, incluyendo
neurodegeneracion, neuroproteccion, regeneracion, plasticidad sinaptica, desarrollo del SNC,

etc. (Vitkovic et al., 2000).

1.2.1. El sistema interleuquina-1 (IL-1): IL-1a, IL-1B e IL-1ra.

La IL-1 es una citoquina responsable de la mediacion de una variedad de procesos de
defensa del organismo, inflamacion y respuestas a lesiones, y como tal se la considera el
prototipo de citoquina inflamatoria. Aunque inicialmente fue descripta como producto de
macrofagos activados, se la ha detectado en una variedad de células, incluyendo fibroblastos,
queratinocitos de la piel, linfocitos T y B, asi como en astrocitos y células de la microglia del
SNC (Arai et al., 1990).

Existen dos moléculas relacionadas, IL-1a e 1L-1p, que estan codificadas por distintos

genes pero que interactiian con el mismo receptor para activarlo (Figura 2). Se sintetizan
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como precursores de 31kDa que son activados por la enzima convertidora de IL-1 (ICE o

1997). Estos dos agonistas actian sobre el receptor de 80kDa IL-

1RI, que requiere de la asociacion de una proteina accesoria para la transduccion de la sefial

seleccionados durante la evolucion.
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(ver Rothwell and Luheshi, 2000 y citas alli). Existe un segundo receptor de 68kDa IL-1RII
que también une IL-1 pero no es capaz de transducir la sefial debido a que carece de dominio
intracelular. El tercer miembro de la familia IL-1 es el antagonista competitivo natural IL-1ra,
que se une al IL-1RI pero no es capaz de estimular la asociacion con la proteina accesoria.
Ademas existen formas solubles de los dos receptores, mostrando que el control del sistema

IL-1 es extremadamente importante, ya que varios sistemas de regulacion han sido

Figura 2. El sistema interleuquina-1
(IL-1). El sistema IL-1 esta formado por
los agonistas (IL-1a e IL-1B), el
antagonista (IL-1ra) y a los receptores
(tipo 1y II). Abreviaturas: AcP, proteina
accesoria; MAP, proteina activada por
mitégeno; IRAK, quinasa asociada al
receptor de IL-1; TRAF, factor asociado al
receptor de TNF; NF-xB, factor nuclear-
kB; JNK, quinasa del amino terminal de c-
jun. Adaptado de Rothwell and Luheshi,
2000

La expresion de IL-1 en el cerebro no se limita a las células gliales, sino que también

se han detectado los ligandos y los receptores en las neuronas en distintas regiones (Ban et al.,

1991). Sin embargo, la expresion de IL-1 en el cerebro sano es muy baja y se regula

pero con un retraso temporal (ver mas adelante).
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Las proximas secciones estan dedicadas a revisar qué procesos inducen IL-1 en el
cerebro y, a su vez, cudles son los efectos de esa IL-1 central en el funcionamiento neuronal.
Existen varios trabajos que revisan el conocimiento actual sobre la IL-1 cerebral (Allan, 2002;
Arend et al., 1998; Dinarello, 1996; Dinarello, 1991; Lotan and Schwartz, 1994; Rothwell,
2003; Rothwell and Luheshi, 2000; Rothwell and Luheshi, 1994; Rothwell et al., 1996;
Vitkovic et al., 2000).

1.2.1.1. ;Qué procesos inducen a la IL-1 en el cerebro?
1.2.1.1.1. Inductores periféricos.

En general las infecciones periféricas provocan un aumento de la IL-1 circulante en
sangre. Como se menciond previamente, existen varios mecanismos por los cuales las
citoquinas periféricas pueden alcanzar el SNC. En particular, se han descripto varios
mecanismos especificamente para la 1L-1.

La IL-1PB cruza la BBB en ratones intactos y se ha observado que esta permeabilidad
disminuye con la edad (McLay et al., 2000). La IL-la de rata cruza mediante un transporte
saturable la BBB de rata, pero la IL-1ac humana no (Plotkin et al., 2000). Por otro lado, en
raton la IL-1o humana si es transportada a través de la BBB, mientras que la distribucion
posterior a una inyeccidén i.c.v. de IL-la humana es por difusiéon y por vias extracelulares
(Plotkin et al., 1996). Asi, a pesar de evidencias preliminares que sugerian que la mayoria de
los péptidos y polipéptidos cruzan la BBB a través de los érganos circunventriculares, menos
del 5% de la IL-1a inyectada en la sangre entra en estos Organos y esta proteina esta
restringida de difundir al resto del cerebro por la capa externa de células que forman los
organos circunventriculares (Kastin et al., 1999).

Por otro lado, las citoquinas periféricas pueden inducir la expresion de citoquinas en el
cerebro por diversos mecanismos (Pitossi et al., 1997; Van Dam et al., 1998). Por ejemplo, la
IL-1 induce la expresion de 1L-1 en las células vasculares (Warner et al., 1987) y en las
meninges (Vemnet-der Garabedian et al., 2000).

Asi, la IL-1 periférica puede ejercer sus efectos directamente o a través de inducciones

endoégenas de la citoquinas.
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1.2.1.1.2. Inductores centrales.

Existen distintos factores que pueden inducir la expresion de IL-1 en el cerebro
(toxinas liberadas por excesiva excitacién neuronal, purinas, leptinas y otras citoquinas) tanto
como diversos procesos (inflamacién, gliosis y plasticidad sinaptica).

De hecho, una gran variedad de estimulos centrales es capaz de inducir la expresion de
1L-1: el dafio mecanico del parénquima cerebral o trauma (Fassbender et al., 2000; Gabellec
et al, 1999; Knoblach and Faden, 2000; Woodroofe et al., 1991), la induccién de
convulsiones por kainato (Vezzani et al., 1999), la transeccidon de los aferentes entorhinales
del hipocampo (Fagan and Gage, 1990), la degeneraciéon Walleriana (Shamash et al., 2002), la
isquemia (Legos et al., 2000), la infeccién con parasitos (Quan et al., 2003) y la excito-
toxicidad (Allan et al., 2001; Erksson et al.,, 1999). En algunos de estos modelos se ha
evaluado si la expresion endogena de IL-1 tenia efectos nocivos o protectores, utilizando el
antagonista IL-1ra. Los efectos nocivos son mas que los protectores: en modelos de isquemia
(Boutin et al., 2001; Friedlander et al., 1997, Hara et al., 1997; Loddick et al., 1996; Loddick
et al,, 1997), en epilepsia (Vezzani et al., 1999; Vezzani et al.,, 2000), en degeneracion
Walleriana (Shamash et al., 2002), en neurodegeneracion inducida quimicamente (Bruccolen
et al., 1998), en excitotoxicidad (Allan et al., 2001; Lawrence et al., 1998; Pearson et al.,
1999; Strijbos and Rothwell, 1995), en la degeneracion causada por el parasito Trypanosoma
brucei (Quan et al., 2003) y en la demielinizaciéon (Mason et al., 2001). Los roles positivos de
la 1L-1 sobre las neuronas descriptos son: la asociacion de inmunoreactividad para IL-1 con
prolongaciones en activa ramificacidn, tanto de neuronas colinérgicas (Fagan and Gage, 1990)
como dopaminérgicas (Ho and Blum, 1998), la proteccion contra degeneracion por isquemia
de concentraciones bajas pero prolongadas de IL-1 (Wang et al., 2000) y la necesidad de IL-1

para inducir la remielinizacion (Mason et al., 2001).

1.2.1.2. ;Qué efectos tiene la IL-1 exégena en el cerebro?

Los principales efectos de la inyeccion de IL-1P en el parénquima cerebral tienen que
ver con la activacion de la glia y la inflamacién. Se ha visto que la IL-1pB es capaz de reclutar
neutréfilos de la sangre al SNC, aunque este efecto es mucho mas marcado en ratas jévenes
que en adultas (Anthony et al.,, 1997). Esto conlleva la ruptura de la BBB de manera
dependiente de neutréfilos, ya que no tiene lugar en animales a los cuales se les ha eliminado
ese tipo celular. Por otro lado, cuando se observa a tiempos mas largos (5 dias después de la

cirugia), la inyeccion de IL-1f3 en la corteza causa la activacion de astrocitos y el crecimiento
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de vasos sanguineos (Giulian et al., 1988). Finalmente, la infusién continua de IL-1pB en el
SNC induce una encefalitis severa, con infiltrado de neutréfilos (Schéning et al., 1999).

Hasta ahora no se ha demostrado que la IL-1P sea capaz de causar muerte neuronal
directamente, sin embargo si exacerba el dafio producido por neurotoxinas. Por ejemplo, la
inyeccién de IL-1f en el estriado aumenta el volumen de la corteza que resulta lesionado por
excitotoxicidad (Allan et al., 2000; Grundy et al., 2002). Sin embargo, hasta la fecha no se ha

realizado ningun estudio exhaustivo de los efectos de la IL-1f en distintas regiones del SNC.

1.2.2. Otras citoquinas y neurotrofinas

Otras citoquinas y neurotrofinas pueden participar junto con la IL-1 en la regulacién
de procesos neurolégicos o inflamatorios del SNC. En particular se describiran a continuacion
la citoquina pro-inflamatorias TNFa, la citoquina anti-inflamatoria TGF-B1 y Ias
neurotrofinas BDNF y NGF. El tener un panorama de la expresién de otras moléculas
efectoras a la hora de estudiar una en particular (como la IL-1) permite establecer el ambiente

molecular en el cual la citoquina en cuestién esta actuando.

1.2.2.1. El factor de necrosis tumorai-aifa (TNFa).

El TNFa es una citoquina producida principalmente por las células activas del sistema
inmune, mientras que en el SNC se expresa en muy bajos niveles y especialmente en los
astrocitos (Mattson et al., 1996). Se produce mayormente como una proteina de secrecion de
17kD, aunque también existe una forma de membrana que tiene actividad citotdéxica y un rol
importante en la comunicacion intercelular. La produccion de TNFa en la periferia se induce
por varios estimulos, incluyendo mitégenos, IL-1, 1L-2 e interferones. Existen dos tipos de
receptores para TNFa, denominados p55 y p75, que son expresados tanto por las células de la
glia como por las neuronas. El receptor de p55 activa una via de transduccion de sefiales que
incluye a la enzima esfingomielinasa, que induce la liberacion de ceramida de la
esfingomielina, y que lleva finalmente a la activacion del factor de transcripcion NF-xB y/o
caspasas. p75 esta asociado a las proteinas citoplasmaticas TRAF1 y TRAF2 que actian por
vias de sefializacion como NF-xB o MAPK.

Se ha descripto la produccion de TNFa por astrocitos, microglia, y neuronas frente a
multiples estimulos fisioldgicos y patolégicos (ver en (Mufioz-Fernandez and Fresno, 1998)).

TNFa tiene diferentes efectos en distintos tipos celulares del SNC respecto a la proliferacion
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y/o a la supervivencia. TNFa puede afectar tanto a los astrocitos y a la microglia, en los
cuales induce proliferacién, como a los oligodendrocitos y a las neuronas, en los que es toxico
en altas concentraciones. Ademas, TNFa puede inducir cambios de reactividad en Ia
microglia, incluyendo la produccion de superdxidos y la liberacidon de factores citotoxicos.
Asimismo, la sobreproduccion continua de TNFa soluble en animales transgénicos lleva al
desarrollo de enfermedades neuronales, independientemente del tipo celular que lo produzca
(Akassoglou et al., 1997).

En cambio, se ha demostrado que en ratones que carecen de TNFa o de ambos
receptores para TNFa, hay un aumento del dafio neuronal provocado por distintos estimulos
neurotoxicos (Bruce et al., 1996; Liu et al., 1998) pero no por otros (Rousselet et al., 2002;
Sriram et al, 2002). Por ello, TNFa puede ejercer un rol neuroprotectivo o

neurodegenerativo, dependiendo de las condiciones, el tipo celular o el estimulo inicial.

1.2.2.2. El factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B).

Los TGF-Bs fueron primero caracterizados como proteinas que estimulan a las células
normales de rifién de rata para que formen colonia (Roberts et al., 1981). Ahora los TGF-fs
son reconocidos como los prototipos de los factores de crecimiento multifactoriales. Regulan
una variedad de importantes funciones celulares y tisulares, como el crecimiento celular y la
diferenciacion, la angiogénesis, la funciéon inmune, la produccion de matriz extracelular, la
quimiotaxis celular, la apoptosis y la hematopoyesis. Son los prototipos de una superfamilia
de factores de crecimiento de aproximadamente 25 miembros que incluyen a las activinas, las
inhibinas, las proteinas morfogénicas de hueso, los factores de crecimiento y diferenciacién y
el factor de crecimiento derivado de glia (GDNF) (Massagué et al., 1994).

El TGF- activo es un homodimero unido por puentes disulfuro de dos cadenas de 112
aminoacidos. Cada mondmero tiene 9 cisteinas, las que se encuentran en posicién 77 forman
la unién del dimero y el resto forman puentes intracatenarios (Daopin et al., 1992).

En mamiferos hay 3 isoformas de TGF-Bs (TGF-1 al 3) que comparten la misma
estructura basica y en general muestran actividades similares en los ensayos in vitro, aunque
la multiplicidad de formas y la fuerte conservacion entre las especies animales sugieren la
existencia de roles especificos para cada una (Flanders et al., 1998). Las 3 formas tienen
distintos promotores y diferentes regiones no traducidas 5° y 3" que regulan la transcripcion y

la traduccion, respectivamente. Por ejemplo, el promotor de TGF-B1 no tiene region TATA ni
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CAAT, pero si un numero de sitios de unién de proteinas reguladoras importantes como AP-
1, AP-2, NF-kB, entre otras (Guron et al., 1995). De esta forma, el promotor de TGF-1 se
activa por heridas, isquemia o anoxia, mientras que TGF-2 y 3 (que si tienen regién TATA
con una zona de respuesta a AMP ciclico 5° de ella) se regulan principalmente por hormonas
y seiiales del desarrollo.

En el SNC de rata, los TGF-Bs se expresan en todas las areas, incluyendo corteza,
hipocampo, estriado, bulbo raquideo, cerebelo y médula espinal. Ademas, se han detectado
inmunorreactividades para TGF-fs tanto en astrocitos como en neuronas de la substantia
nigra y el estriado de ratas adultas (Flanders et al., 1998).

Los TGF-s tiene multiples efectos supresores sobre los astrocitos. En cultivo inducen
la produccion de matriz extracelular, mostrando asi un rol en la formacién de cicatriz, que se
cree impide el crecimiento de neuritas y la regeneraciéon (Toulmond et al., 1996). Ademas,
estimulan la expresion de IL-6, tanto por si mismos como de manera cooperativa con 1L-18 y
TNFa (Benveniste et al., 1994). En cambio, TGF-p inhibe la produccion de TNFa, IL-1, IL-6
e IL-12 por la microglia (Suzumura et al., 1993). Por otro lado, TGF-f1 es quimiotactico para
astrocitos y microglia, indicando que sus efectos aportan a la generacion de cicatriz en el SNC
(revisado en (Benveniste, 1998; Flanders et al., 1998)). Todo esto sugiere que los TGF-fs,
frente a una lesion en el SNC, estimulan la migracién de astrocitos y microglia hacia la region
e inducen luego el fenotipo reactivo de estos tipos celulares. Ademas, el TGF-$ regula la
produccion de moléculas de reconocimiento (como la tenascina, la molécula de adhesion
neuronal, NCAM, o la glicoproteina L1) por la astroglia, revelando un posible rol indirecto en
la regeneracion axonal (Aubert et al., 1995).

El TGF-B también puede influir en la supervivencia y la diferenciacién neuronal in
vitro, pero sus efectos dependen de las condiciones de cultivo (por ejemplo la presencia de
otros factores de crecimiento). Entre las células sobre las que actian, los TGF-3s mantienen la
supervivencia y modulan el fenotipo de las neuronas dopaminérgicas embrionarias del cerebro
medio de rata (Poulsen et al., 1994). Ademas, el tratamiento de cultivos de neuronas de
hipocampo de rata con TGF-B1 protege contra la excitotoxicidad mediada por el receptor de
NMDA (regulando la [Ca®*]; mediante la induccién de un mayor potencial mitocondrial),
impide la apoptosis causada por la remocion de factores neurotréficos (estimulando la
expresion de la oncoproteina Bcl-2) y reduce el dafio neuronal causado por radicales libres de
oxigeno (Prehn et al.,, 1994). Por otro lado, el TGF-B induce la apoptosis de las neuronas
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granulares del cerebelo (de Luca et al., 1996). Asi, dependiendo del tipo de neuronas en

estudio y la etapa del desarrollo, TGF-f puede tener un efecto neuroprotector o neurotoxico.

1.2.2.3. El factor de crecimiento nervioso derivado del cerebro (BDNF).

El BDNF es una proteina basica dimérica de 28kDa de dos subunidades de 14kDa
unidas de manera no covalente, estructuralmente relacionadas con NGF y su receptor se
denomina TrkB (Connor and Dragunow, 1998). En el cerebro de rata normal (sin ningun tipo
de tratamiento) se ha verificado que tanto la proteina como el ARNm que la codifica
presentan una amplia distribucién en todo el SNC (Conner et al., 1997).

Ademas de las funciones tipicas de BDNF como regulador del crecimiento neuronal y
modulador de la plasticidad sinaptica que no seran discutidos aqui (ver (Alonso et al., 2002;
Poo, 2001)), el BDNF comparte con otras neurotrofinas un rol en la degeneracién y la
neuroproteccion.

En particular, los resultados in vitro e in vivo sugieren un rol de BDNF en la
neuroprotecciéon de las neuronas dopaminérgicas contra la toxicidad del i6n MPP", del
glutamato y del 6xido nitrico, pero no de dopamina (Hyman et al., 1991; Son et al., 1999). El
transplante de diferentes tipos celulares expresando BDNF, atenta la pérdida de neuronas
dopaminérgicas tanto en el modelo de lesidon con 6-hidroxidopamina en rata como en el de 1-
metil-4-fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridina (MPTP) en ratén (ver (Connor and Dragunow, 1998) y
citas alli). Por otro lado, la lesion mecanica induce a los macréfagos y la microglia activos a la
produccion tanto de BDNF como de GDNF, y la activa ramificacién de neuronas
dopaminérgicas en la region (Batchelor et al., 1999).

Finalmente, en la substantia nigra de pacientes con la enfermedad de Parkinson, los
niveles del receptor de BDNF (trkB) no estan alterados (Benisty et al., 1998), sin embargo en
el estriado ipsilateral a la lesién con 60HDA en rata tiene lugar un aumento significativo en la

densidad de hibridizacion para trkB (Numan and Seroogy, 1997).

1.2.2.4. El factor de crecimiento nervioso (NGF).

La primera evidencia de que una sustancia quimica podia estimular y controlar el
desarrollo neuronal provino de los experimentos de los afios "50, en los que Rita Levi-
Montalcini y Viktor Hamburger identificaron al NGF. Desde entonces se han descripto

multiples funciones del NGF sobre las neuronas: estimula su proliferacion durante el
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desarrollo, luego influye sobre la diferenciacion, la elaboracién de procesos, la maduracién y
la supervivencia.
El péptido nativo de NGF consiste en 3 pares de subunidades que son clivadas de

manera proteolitica, de las cuales la 3 es la activa (118 aminoacidos), por eso muchas veces se

lo denomina NGF-f3. El receptor se denomina TrkA y esta presente en distintas células de los
sistemas nervioso, inmune y endocrino. Sin embargo, NGF (y las otras neurotrofinas) se
puede unir con baja afinidad al receptor p75 y, aunque no se autofosforila, puede interactuar
con las proteinas Trk y modificar su afinidad de unién al ligando, la dosis-respuesta y la
actividad quinasa (Siegel and Chauhan, 2000).

Los roles descriptos para NGF en el SNC son muy variados, incluyendo la regulacion
de los niveles de neurotransmisores, de la nocicepcién, la supervivencia neuronal, etc.
(revisado en Levi-Montalcini et al,, 1996; Lewin and Mendell, 1993). En particular, se
observéd la disminucidn de los niveles de NGF en pacientes con la enfermedad de Parkinson

(Siegel and Chauhan, 2000).
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2. La enfermedad de Parkinson como modelo de

neurodegeneracion croénica.

Como se describi6 en las secciones anteriores, la IL-1 tiene un rol importante en la
neurodegeneracion aguda causada por accidentes (isquemia, hemorragia o trauma). Sin
embargo, las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por ser cronicas y muchas
veces de etiologia desconocida.

Existe evidencia directa e indirecta de un rol de la IL-1 en este tipo de enfermedades
(ver (Rothwell and Luheshi, 2000) y citas alli). En este sentido, se ha relacionado a la IL-1
con la miastenia gravis, la esclerosis miultiple, la enfermedad de Alzheimer y la epilepsia. A
continuacidén se revisa el conocimiento actual sobre la fisiologia de la enfermedad de

Parkinson.

2.1. Caracteristicas del sindrome de Parkinson.

Varios sintomas parkinsonianos (particularmente el temblor en reposo) fueron
descriptos ya por Galeno (138-201 AD). Sin embargo, aun en 1817, cuando James Parkinson
describié por primera vez la enfermedad que él llamé “paralisis con temblores™ (Parkinson,
1817), el numero de pacientes no era todavia importante. Pero, con los cambios demograficos
globales y el incremento en la expectativa de vida, las aflicciones asociadas a la edad se han
vuelto cada vez mas prevalentes. Entre 1970 y 1998 la poblacién mundial aument6 un 60%,
mientras que el numero de personas de mas de 80 afios se duplicod, y las proyecciones
anuncian que este incremento continuara: para el afio 2050 habra 1970 millones de ancianos
(United Nations, 1998).

La enfermedad de Parkinson es el segundo desorden neurodegenerativo mas comin
(luego de la enfermedad de Alzheimer). Estda mundialmente distribuida y su prevalencia total
que se encuentra entre 0,1-0,2%, aumenta al 1,4% alrededor de los 55 afios de edad y al 3,4%
a los 75 (Riess et al., 1998).

Los individuos afectados sufren de deficiencias debilitantes en las funciones motoras
que se manifiestan en (1) temblores ritmicos en el reposo, (2) imposibilidad de iniciar
movimientos de rutina (acinesia) o movimientos voluntarios anormalmente lentos
(bradicinesia), (3) rigidez muscular que lleva a movimientos abruptos, (4) inestabilidad

postural, y (5) falta de expresion facial (Figura 3A). La enfermedad es invariablemente
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progresiva y 5-10 afos luego del inicio los pacientes estan postrados y mueren de infecciones

o complicaciones secundarias (Rosenthal, 1998).
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¥t Figura 3. (A) Sintomas motores de la enfermedad de
postura

Parkinson. (B) La enfermedad resulta de la pérdida de
la neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra que
inervan el estriado. Imagenes tomadas www.parkinson-
web.de.

La enfermedad es causada por la pérdida de dopamina (DA) en los terminales de las
proyecciones principales de las neuronas nigrales en el estriado, la corteza y el nucleo
accumbens, debido a la degeneracion neuronal de la zona compacta de la substantia nigra
(SNpc) (Figura 3B). Existe una pérdida gradual de neuronas de la SNpc y del contenido de
dopamina de los ganglios basales con la edad, ain en la poblaciéon general (Dunnet and
Bjorklund, 1999). En la enfermedad de Parkinson idiopatica, los primeros sintomas clinicos se
evidencian cuando la funcién de estas células ha disminuido en un 70-80% del normal (Hagan
et al., 1997). Estas células son una parte integral de los ganglios basales, un grupo de nicleos
del cerebro anterior que cumplen un rol importante en el control motor. En su ausencia, un
exceso de estimulos inhibitorios es enviado desde los ganglios basales a través del globus
pallidus hacia el talamo, provocando una disminucion en la actividad de la corteza motora y
los sintomas negativos de la enfermedad de Parkinson: acinesia, bradicinesia y rigidez.
Ademas, la pérdida de la retroalimentacion entre las neuronas nigrales dopaminérgicas y el
talamo da como resultado la liberacion de impulsos periddicos espontéaneos en el talamo, que
son en parte responsables de los temblores caracteristicos (Rosenthal, 1998). También otros
sistemas dopaminérgicos del cerebro se ven afectados en la enfermedad de Parkinson, pero

con menor severidad que las proyecciones nigro-estriatales.
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Ademas de la pérdida de las neuronas pigmentadas de la SNpc, una caracteristica
patoldgica relativamente especifica acompaiia a la degeneracion neuronal: los cuerpos de
inclusion intracitoplasmaticos, conocidos como los cuerpos de Lewy (descriptos por F.H.
Lewy en 1912). Los cuerpos de Lewy son encontrados en varias regiones del cerebro,
incluyendo la SNpc, el locus coerelus, el nucleus basalis, el hipotdlamo, la corteza, los
nuicleos motores del nervio craneal y las divisiones centrales y periféricas del sistema nervioso

autonomo (Riess et al., 1998).

2.2. Etiologia de la enfermedad de Parkinson

La(s) causa(s) de la muerte neuronal en la enfermedad de Parkinson son desconocidas
y en general se acepta el origen multifactorial de la enfermedad, causada por la accion de
factores ambientales sobre individuos genéticamente predispuestos durante su envejecimiento.
Los desencadenantes podrian ser infecciones virales y toxinas ambientales, asi como el estrés
oxidativo inducido por metabolitos de la DA, la edad, el sexo, el estado inmunolédgico, la
dieta, etc.

De hecho se han postulado dos mecanismos mediante los cuales se llegaria a la barrera
sintomatica de la enfermedad, o sea a la pérdida del 70-80% de las neuronas dopaminérgicas
(Dunnet and Bjorklund, 1999). El primero sugiere la existencia de envejecimiento acelerado,
el cual aumentaria la tasa de muerte neuronal normal (5% por década) a un 45% por década,
de forma que pueden aparecer sintomas que en un individuo normal y con una expectativa de
vida de 70 afios no aparecerian. El segundo es un modelo de dos estimulos que combina un
dafio toxico agudo que disminuye la cantidad de neuronas sin llegar al umbral de inicio de los
sintomas, pero que continuando la tasa normal de pérdida neuronal lleva a la aparicion
temprana de la enfermedad (Clarke et al., 2000). Cualquiera sea el modelo que resulte mas
parsimonioso con los datos clinicos que se van obteniendo con técnicas avanzadas de
seguimiento de la funcién cerebral (tomografia de emisién de positrones -PET-, tomografia
computada de emision —SPECT-, etc.), lo cierto es que las causas del envejecimiento

acelerado o del dafio toxico agudo son en casi todos los casos desconocidos.

2.2.1. La forma familiar.
La contribucion genética a la enfermedad de Parkinson ha sido controvertida durante

largo tiempo, debido al fracaso en estudios tendientes a demostrar un aumento en la
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concordancia de la enfermedad de Parkinson en gemelos, comparados con mellizos. Sin
embargo, ahora se sabe que estos estudios tenian limitaciones de disefio, y con el uso de
técnicas de estudio mas sensibles (la tomografia de emisién de positrones para medir la
incorporacién de '*fluorodopa en los ganglios basales) se ha llegado a la conclusién de que
factores genéticos contribuyen a la predisposicion para la enfermedad de Parkinson (Riess et
al., 1998). De los 10 genes asociados a la forma familiar de la enfermedad de Parkinson, 2 han
sido caracterizados en forma exhaustiva: la a-synucleina y la parkina.

El rol de la a-synucleina en la etiologia y la patologia de la enfermedad de Parkinson
ha sido extensamente estudiado a partir del descubrimiento de una mutacién ligada a la forma
familiar de la enfermedad (ver Clayton and George, 1998). La a-synucleina es una proteina
de 140 aminodacidos, originalmente encontrada en los terminales nerviosos presinapticos y en
porciones de la envoltura nuclear, de ahi su nombre (Maroteaux et al., 1988). En homogenatos
de cerebros, 0,5-1% de la proteina citoplasmatica es synucleina. Tanto la o- como la B-
synucleina parecen estar relacionadas con la plasticidad neuronal, ya que los mayores niveles
de proteina y ARNm se encuentran en regiones relacionadas con las modificaciones sinapticas
dependientes de la experiencia (Clayton and George, 1998).

En estudios histolégicos se ha encontrado que la a-synucleina se encuentra en muy
altos niveles en los cuerpos de Lewy, inclusiones citoplasmaticas que son caracteristicas tanto
de la forma esporadica como de la familiar de la enfermedad de Parkinson (Spillantini et al.,
1998). Las razones por las cuales estas proteinas se agregan en la patologia se desconocen,
pero andlisis estructurales revelan que presentan dos estructuras estables, una de las cuales
promueve la agregacion. Asi esta proteina semeja a la proteina prion y a la proteina amiloidea
B que forma placas en la enfermedad de Alzheimer (Weinreb et al., 1996). Sin embargo, la
toxicidad de los cuerpos de Lewy todavia es tema de discusion y algunos autores sugieren que
éstos son en realidad neuroprotectivos (ver Maries et al., 2003, y citas alli). Sin embargo es de
notar que aunque la a-synucleina se expresa en todo el cerebro sélo se agrega en la SNpc,
sugiriendo una interaccién con el ambiente oxidativo de las neuronas dopaminérgicas.

A pesar del entusiasmo generado a partir de la identificaciéon de la a-synucleina,
ninguno de los modelos animales generados (eliminacién o sobre-expresion del gen o de las
formas mutadas del gen en ratones y ratas) ha podido reproducir la mayoria de las
caracteristicas de la enfermedad de Parkinson (ver una descripcion de la situaciéon en Maries

et al., 2003). Tal vez uno de los resultados més interesantes arrojado por el trabajo con
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animales nulos para el gen de la a-synucleina sea que estos animales son resistentes a la
toxicidad por MPTP (Dauer et al.,, 2002). Estos resultados apoyan la nociéon de una
convergencia de factores genéticos y ambientales en el desencadenamiento de la enfermedad,
mostrando cémo la modificaciéon de un s6lo gen puede alterar la susceptibilidad a distintas
neurotoxinas.

En el parkinsonismo autosémico recesivo de comienzo juvenil se encontraron
mutaciones en el gen de la parkina (Kitada et al., 1998). La parkina es una ligasa de ubiquitina
E3, involucrada en la degradacion de diversos sustratos. Un estudio sugiere que la parkina
ubiquitina una forma glicosilada de a-synucleina (Shimura et al., 2001), vinculando los dos

genes mas importantes en la forma familiar de la enfermedad de Parkinson.

2.2.2. La intoxicacion con MPTP.

En 1983 se observd que la administracion intravenosa de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), que es un producto colateral de la reaccién de sintesis de la 1-
metil-4-fenil-4-propionoxy-piperidina (MPPP) que se vendia en una region de California
(Estados Unidos de Norteamérica) como una nueva “heroina sintética”, causaba un severo
parkinsonismo en los individuos adictos (Langston et al., 1983). Este trabajo no sélo permitié
incluir a esos pacientes en los protocolos terapéuticos de la enfermedad de Parkinson, sino
que promovié el desarrollo de modelos animales para el estudio de la enfermedad de
Parkinson tanto en primates no humanos como en ratones (ver mas adelante, seccion 2.3.1.).
Ademas, las similitudes quimicas del MPTP con herbicidas comunes estimularon la

investigacion epidemiolégica de 1a enfermedad (Golbe, 1998).

2.2.3. La forma esporadica.

Como ya se menciond, las causas de la forma esporadica de la enfermedad de
Parkinson, que representa mas del 90% de la incidencia de la enfermedad, siguen siendo
desconocidos. La evidencia sugiere que la enfermedad de Parkinson representa el resultado
final de un conjunto complejo de interacciones, durante décadas, entre factores de
predisposicion genética, caracteristicas propias e innatas del sistema dopaminérgico nigro-
estriatal y exposicion a toxinas ambientales. Aqui se describen algunos de los factores que se
han propuesto como causales de riesgo para la enfermedad, en particular aquellos que tienen

que ver con la activacion glial y la induccidn de citoquinas.
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2.2.3.1. Polimorfismos en los genes que codifican para IL-1a, IL-1p e IL-1ra.

Los genes que codifican para las proteinas IL-lo, IL-1B e IL-1ra se encuentran
ubicados en el brazo largo del cromosoma 2. Se ha descripto un polimorfismo en la region
promotora (C-511T) del gen de IL-1B que influye sobre los niveles de expresion de la
proteina. Lo mismo ocurre con el polimorfismo C-889T en el gen para IL-lat y con un
polimorfismo de repeticiones en tandem de nimero variable (VNTR) en el segundo intrén del
gen para IL-1ra.

Estudios poblacionales han demostrado una mayor frecuencia del polimorfismo -511T
(que conlleva mayor expresion de la proteina IL-1B) en pacientes con la enfermedad de
Parkinson (McGeer et al., 2002; Schulte et al., 2002), aunque en ciertas muestras
poblacionales no se ha podido encontrar esta asociacion (Nishimura et al., 2000),
probablemente debido a una mayor frecuencia del alelo en la poblacién japonesa (Schulte et
al., 2002). En la poblacién japonesa en cambio, se encontré que el alelo -511C estaba
asociado a un inicio mas temprano de la enfermedad (Nishimura et al., 2000).

En ninguna de las poblaciones analizadas se encontrd una mayor frecuencia de algun
alelo particular de los genes para IL-1a (Dodel et al., 2001; McGeer et al., 2002; Nishimura et
al., 2000; Schulte et al., 2002) ni para IL-1ra (Nishimura et al., 2000).

Si bien se necesitan estudios mas amplios, que incluyan una poblaciéon mas
heterogénea y probablemente con una revision de sus diagndsticos (Lachenmayer, 2003), los
trabajos mencionados sugieren que en las poblaciones canadiense y alemana la expresion

aumentada de IL-1p es un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson.

2.2.3.2. Inflamacién/Gliosis en la etiologia de la enfermedad de Parkinson.

Aunque no se ha establecido una relacion causal, algunos estudios epidemioldgicos
sugieren que la inflamacién relacionada con el dafio cerebral post-traumatico contribuiria con
el desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Stern, 1991), probablemente mejor reflejado en
algunos casos de sindrome de Parkinson en ex-boxeadores (Davie et al., 1995). En este
sentido se ha observado activacion de la microglia (Mirza et al., 2000), sugiriendo un rol de
estas células en la enfermedad (ver seccién 2.4.). Sin embargo, si la inflamacién/gliosis esta
relacionado con la etiologia y/o la patologia de la enfermedad, todavia es tema de

investigacion.
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Algunas caracteristicas regionales y celulares de la SNpc, podrian explicar la especial
vulnerabilidad de estas células a la neurodegeneracion: 1) la SN es la region del cerebro con
mas alta concentracion de microglia (Kim et al., 2000; Lawson et al., 1990); 2) estudios in
vitro e in vivo indican que, en comparacion con las provenientes de otras regiones, las
neuronas de la SNpc son las mas sensibles al dafio mediado por inflamacién (Kim et al., 2000;
Le et al., 2001); y 3) las neuronas dopaminérgicas tienen una menor capacidad antioxidante
(Dunnet and Bjorklund, 1999), lo cual dificulta su respuesta a desafios del entorno.

La sensibilidad especial de las neuronas dopaminérgicas a la respuesta inflamatoria se
evidencia en la neurodegeneracion producida por la inyeccidn del lipopolisacéarido bacteriano
(LPS) en la SNpc de rata, el cual es un inductor de citoquinas (Herrera et al., 2000; Liu et al.,
2000). Este efecto del LPS parece estar mediado por la microglia, ya que el tratamiento con la
droga anti-inflamatoria dexametasona (Castafio et al., 2002) o con un antagonista de los
receptores de opioide (naloxona) (Liu et al., 2000) disminuye la respuesta microglial, y esta
inhibicién correlaciona con una menor muerte neuronal. Sin embargo, el mecanismo por el
cual el LPS induce la muerte neuronal es desconocido, habiéndose demostrado hasta ahora
que no se debe a la induccién de la 6xido nitrico-sintetasa (NOS) (Castaiio et al., 1998) ni a
las citoquinas IL-1B, TNFa e interferon-gama (IFNy) (Castafio et al., 2002).

Otras dos moléculas capaces de activar la microglia (el trisialoganglésido GT1b y la
trombina) también provocan la degeneracidon de las neuronas dopaminérgicas cuando son
inyectados en la SNpc (Choi et al., 2003; Ryu et al., 2002). Sin embargo, estos efectos si estan
mediados por la toxicidad del 6xido nitrico.

Esto muestra que existen distintos estimulos capaces de inducir la muerte de las
neuronas dopaminérgicas a través de la activacion de la microglia y que estos actuan mediante
mecanismos diferentes. En conclusién, ain en modelos donde se ha demostrado el rol directo
de la microglia en la neurodegeneracién, el mecanismo por el cual tiene lugar puede variar de

sistema en sistemna.

2.2.3.3. Disfunciéon mitocondrial y dafio oxidativo.

Entre los factores ambientales sospechados de incidir en la patogénesis de la
enfermedad de Parkinson, la exposicion a agentes agroquimicos ha sido el més intensamente
estudiado. La administracion de herbicidas como la rotenona o el paraquat inducen
parkinsonismo en roedores (Beal, 2001). La rotenona inhibe el complejo I mitocondrial de las

neuronas, al igual que la neurotoxina MPTP. Sin embargo, se ha demostrado in vitro que
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concentraciones subtdxicas del herbicida resultan tdéxicas a las neuronas dopaminérgicas
cuando se las combina con concentraciones subtoxicas de LPS al mismo tiempo o en manera
secuencial (Gao et al.,, 2003). Estos resultados llevaron a los autores a sugerir que la
exposicién a agroquimicos y episodios de inflamacion cerebral, simultaneos o secuenciales,
pueden promover o disparar el proceso neurodegenerativo.

Esta bien documentado que la tirosina hidroxilasa y la monoamina oxidasa producen
peroxido de hidrégeno como un producto colateral normal de la sintesis y del catabolismo de
la dopamina (revisado en Blum et al., 2001). Es mas, la auto-oxidacién no enzimatica de la
dopamina produce la formacién de neuromelanina, que potencia la formacién de radicales de
hidroxilo cuando se combina con hierro. Normalmente, el H,O, es inactivado por la catalasa o
la peroxidasa de glutation. En la SN en neurodegeneracidn se ha verificado: 1) un aumento en
los niveles de hierro y 2) una disminucién en los niveles de defensa anti-oxidante (ver Blum
et al., 2001 y citas alli).

Asi se ha propuesto que la enfermedad de Parkinson podria ser explicada como una
susceptibilidad genética a agentes ambientales o enddgenos que lleven a dafio oxidativo en
una poblacion neuronal que se encuentra previamente bajo estrés oxidativo (Blum et al.,

2001).

2.2.3.4. Envejecimiento.

Tal vez uno de los factores mas aceptados de susceptibilidad a la enfermedad de
Parkinson es la vejez. Durante el envejecimiento se acumulan progresivamente moléculas
alteradas que llevan a un metabolismo de energia defectuoso en las células del cerebro. El
ADN, los lipidos y las proteinas son alterados por mecanismos diferentes (oxidacion,
peroxidacién, modificacion y agregacion). Aunque las células tienen varios mecanismos
adaptativos para lidiar con estas alteraciones (chaperonas, factores de crecimiento, proteinas
antiapoptéticas, enzimas antioxidantes, etc.), no son capaces de evitar completamente la
disfunciéon sinaptica, la regresion de dendritas y la apoptosis que acompafian al
envejecimiento. Ademas existe disfuncion de las células gliales como la activacién de la
microglia, una dificultad en la detoxificacion, demielinizacién y la induccién de cascadas de

citoquinas, todo lo cual se suma a la alteracion progresiva.
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2.3. Los modelos animales de la enfermedad de Parkinson.

Para que tenga relevancia directa en la enfermedad de Parkinson, un modelo animal
ideal debiera repetir las caracteristicas mas importantes de la enfermedad humana: 1)
cantidades normales de DA al nacimiento, con pérdida gradual y selectiva de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc en el adulto; 2) deteccion de déficit motores incluyendo
bradicinesia, rigidez y temblor en reposo; y 3) aparicion de cuerpos de Lewy. Ademds debe
tener un curso temporal relativamente corto, para permitir el estudio de manera rapida y no
tan costosa. Se han desarrollado varios modelos animales de la enfermedad, pero ninguno es
capaz de recapitular todas las caracteristicas de la misma.

La identificacién de sustancias que son captadas de manera selectiva por las neuronas
catecolaminérgicas y que provocan su neurodegeneracion, ha llevado al desarrollo de lesiones
quimicas, las cuales son las mas utilizadas hoy en dia. Lamentablemente, la mayoria de los
modelos no representan un adecuado paradigma de neurodegeneracion progresiva, una de las

caracteristicas mas importantes de la enfermedad (Dawson et al., 2002).

2.3.1. MPTP (raton y simio).

La identificacion de la toxina 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridina (MPTP) como
causante de parkinsonismo en humanos (ver mas arriba y (Langston et al., 1983)), conllev¢ el
desarrollo de modelos de la enfermedad en simios y ratones (por alguna razén desconocida la
droga no es efectiva en ratas). Cuando se administra en ratones, la MPTP cruza la barrera
hemato-encefalica y es convertida, por la monoamina oxidasa B presente en células gliales, en
su forma activa: el ion MPP". Este i6n es reconocido por el transportador de dopamina y
tomado asi de manera selectiva por las neuronas dopaminérgicas, en las cuales se acumula
mediante la formacién de complejos con neuromelanina y por la confinacién del i6n en las
vesiculas sindpticas mediante los transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT) . En
las mitocondrias interfiere con el complejo I de la cadena de transporte de electrones,
provocando la deplecion de energia de la célula, lo cual genera a su vez estrés oxidativo por
aumento en la concentracion de radicales libres de oxigeno (Nussbaum and Polymeropoulos,
1997). La muerte neuronal inducida por MPP* parece ser por apoptosis, mediante la
activacion de la caspasa-3 (Hartmann et al., 2000).

Una tnica inyeccion de MPTP causa la degeneracion completa de la SNpc en 1-2

semanas, representando asi un modelo agudo de neurodegeneracion. Ademas la inyeccién
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sistémica de la toxina no permite una lesién especifica de la SNpc, sino que todas las
neuronas dopaminérgicas son afectadas. Finalmente, y de importancia para este trabajo, el
hecho de que la MPTP sea transformada en su forma activa por los astrocitos permite postular
que ese tipo glial sea afectado por la toxina (lo cual explicaria que en ese modelo se observe

astrocitosis, mientras que en otros no, ver mas adelante).

2.3.2. 60OHDA (ratén y rata).

La 6-hidroxidopamina (6OHDA) es un andlogo hidroxilado del neurotransmisor
natural dopamina. Si bien su uso en la generacién de modelos animales proviene de ensayos
de toxicidad especificos para neuronas catecolaminérgicas, existe evidencia de producciéon
endogena de 60HDA en el cerebro de rata y en el humano (ver (Blum et al., 2001) y citas
alli).

Para generar un modelo de la enfermedad de Parkinson, la 60HDA es inyectada
generalmente de manera unilateral en el haz medial del cerebro medio (MFB), el estriado o la
SNpc. Esto resulta en su captacion por las neuronas dopaminérgicas (y otras
catecolaminérgicas vecinas) donde causa estrés oxidativo y degeneracién (Blum et al., 2001).
La extension del dafio neural depende de la dosis y del sitio de administracion. Cuando se la
inyecta en la SNpc, la neurotoxina causa una muerte celular aguda que comienza a las 12
horas y que continia por mas o menos una semana (Sotelo et al., 1973). La pérdida de la
funcion nigro-estriatal correlaciona con el comportamiento rotacional inducido por
anfetamina y apomorfina, lo cual permite evaluar comportamentalmente la
neurodegeneracion. Si bien este modelo no logra recapitular todas las caracteristicas de la
enfermedad de Parkinson esporadica, ain sus versiones agudas han predicho los resultados de
las terapias sintomaticas y de reemplazo celular y son valiosos en los estudios de terapias
regenerativas (Dawson et al., 2002).

El modelo de inyeccion de 60HDA en el estriado de la rata utilizado en esta tesis, por
otro lado, presenta caracteristicas degenerativas progresivas (Sauer and Oertel, 1994). La
60HDA es incorporada a los terminales dopaminérgicos estriatales por medio de los
transportadores de DA de alta afinidad. Alli, su oxidacion resulta en la formacién de radicales
hidroxilos, que reaccionan con azicares y fosfolipidos llevando finalmente a la pérdida de la
integridad de la membrana y a la destruccion de los terminales.

En la caracterizacion de este modelo (Sauer and Oertel, 1994) se inyecté un marcador

retrogrado llamado fluorogold (FG), 7 dias antes de la lesion y en los dos hemisferios. Este
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marcador permite seguir la degeneracidon de las neuronas que inervan la zona que rodea al
sitio de inyeccion. Una semana después se inyectd la toxina en uno sélo de los estriados
siguiendo luego los fenémenos provocados por la lesion. La 60HDA causa una rapida
degeneracion de los terminales nigro-estriatales a las 24 horas, provocando una forma de
"axotomia quimica” que aisla a los cuerpos celulares de sus estructuras blanco. La
degeneracion continua a partir de ese momento progresivamente, perdiéndose parte de la
inmunoreactividad para TH dentro de la semana y observandose un encogimiento de los
cuerpos neuronales dopaminérgicos. La muerte neuronal (estimada por el nimero de células
marcadas con FG) se evidencia a partir de las 2 semanas luego de la lesién, comparando con

el hemisferio contralateral, y a partir de ese momento crece asintdticamente (Figura 4).

e

oo
o
—, e
4

60

Figura 4. Niumeros promedios
relativos de las neuronas nigrales ;
ipsilaterales marcadas con FG e 0 |
-
]

inmunorreactivas para TH a
diferentes tiempos luego de la lesién
con 6-OHDA (tiempo 0). El numero
de células se expresa como porcentaje 20 |
!
1

% de células respecto al contralateral

respecto al nimero de células contadas
en el hemisferio contralateral, no

lesionado. +P<0,05, respecto al valor

precedente; *P<0,05, respecto al valor 0 : - r
d . Adaptado de S d ' 1t 1 T rr T 1T
Oee:tz?sle;;ra Aprado € saneran 01 2345678 91011121314151617

Semanas post-lesién

En los animales sacrificados 1 y 2 semanas después de la lesion se observaron
pequeiias cicatrices necrdticas en el sitio de inyeccién, en general asociadas a pequeiias
hemorragias. A tiempos mayores no se observo ninguna hemorragia.

El nimero de células marcadas con FG e inmunoreactivas para TH es
significativamente menor en el hemisferio lesionado a partir de las 2 semanas, aunque no
presenta diferencias a lo largo del tiempo. En el lado no lesionado también se observan
diferencias significativas entre el nimero de células marcadas con FG a una semana y todos

los otros tiempos (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracterizaciéon a diferentes tiempos de las neuronas nigrales ipsilaterales y contralaterales a la
lesién con 60HDA intra-estriado. Adaptado de Sauer and Oertel, 1994.

Numero promedio de células | Numero de células positivas para | % de células con TH y FG (rango)
con FG (rango) TH (rango)
ipsilateral contralateral ipsilateral contralateral ipsilateral contralateral
| semana post 6GOHDA 98,1 £ 4,9 102,9 £ 4,6 1436+74* 1755+11,8 694+54 79414
(n=8) (78-126) (81-117) (99-168) (145-241) (45-91) (75-87)
2 sernanas post 60HDA 54,6+ 54** 944149 | 71,7111,5** 184,7+78 51,5+6,5 ** 753%1,5
(n=8) (30-77) (79-117) (34-112) (159-227) (28-74) (70-84)
4 semanas post 6OHDA 29,1 £ 2,5%** 852+4,6 | 779%188** 188,6 £ 11,0 62,5124 ** 88,9 +1,3
(n=8) (2141) (61-102) (22-141) (140-251) (53-76) (83-94)
8 semanas post 6OHDA 17,6 £2,5%* 751£3,6 | 664+172** 193,2+6,5 68,6 £ 6,5 ** 88,123
(n=8) (7-27) (61-89) (10-143) (172-227) (34-89) (80-98)
16 semanas post GOHDA 9,6+1,0%* 65,4 2,1 75,8184 ** 146,8 + 14,3 758+ 1,2 ** 89,9+ 1,6
(n=28) (9-13) (60-72) (51-100) (121-199) (72-80) (85-95)

Cuando se comparan con ¢l hemisferio contralateral no lesionado: la pérdida de neuronas nigrales marcadas con FG es significativamente
menor a partir de las 2 semanas, ¢l nimero de células expresando TH es significativamente menor a todos los tiempos, y ¢l nimero de
células expresando TH y marcadas con I'G es significativamentc menor a partir de las 2 semanas. Prucba t de Student pareada, **P <
0,01; *P < 0,05 comparado con el contralateral.

Asi, este modelo conlleva una muerte gradual y parcial de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc, permitiendo el estudio de los procesos que tienen lugar durante la

degeneracidn, y no las consecuencias de la misma.

2.4. La glia en la enfermedad de Parkinson.

Varios estudios sugieren que la microglia esta relacionada con la pérdida progresiva de
las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en la enfermedad de Parkinson (Orr et al., 2002; Vila
et al., 2001). Como se menciond antes, en cerebros normales los astrocitos y la microglia no
se encuentran distribuidos homogéneamente, sino que, por ejemplo, la densidad de células
microgliales es particularmente alta en la SN cuando se la compara con otras areas del cerebro
medio (Lawson et al., 1990). Esta observacion, junto con el descubrimiento de que las
neuronas de la SN son muy susceptibles al dafio mediado por microglia activada (ver seccién
2.2.3.2. y Kim et al., 2000), sugieren que la gliosis puede tener un rol significativo en la
enfermedad de Parkinson.

Se ha demostrado la presencia de microgla activada en la SNpc de pacientes con la
enfermedad de Parkinson (McGeer et al., 1988; Mirza et al., 2000), de humanos expuestos a
MPTP (Langston et al., 1999), de ratones intoxicados con MPTP (Kohutnicka et al., 1998;
Kurkowska-Jastrzebska et al,, 1999) y de ratas lesionadas con 60HDA (Akiyama and

McGeer, 1989; He et al., 2001). Varios autores han descripto que la exposicidn a las toxinas
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MPTP o 60HDA causan una respuesta inflamatoria alrededor de los axones y de las células
en degeneracion (Cicchetti et al., 2002).

En las fases tempranas de la lesién neuronal, la microglia expresa numerosas
moléculas con funciones inmunes importantes y puede ser responsable de la remocion
adaptativa de las neuronas lesionadas. Sin embargo, esta respuesta puede generar mas dafio en
el tejido circundante y causar mas neurodegeneracion en regiones que de otra forma la
hubiesen evitado.

Las muestras post-mortem de adictos a drogas que en los "80 se intoxicaron con MPTP
sugieren un rol de las células gliales en la degeneracién neuronal (Langston et al., 1999). Si
bien el periodo de intoxicacién durd s6lo una semana, en reportes subsiguientes se pudo
observar la progresion de las manifestaciones clinicas del sindrome parkinsoniano y de la
denervacién dopaminérgica, evaluada por analisis con tomografia de emision de positrones.
Es mas, el examen post-mortem de los cerebros de estos adictos mostré evidencia de
degeneracién neuronal en progreso, con gran cantidad de microglia activa en la SN. Estos
resultados apoyan el concepto de que un dafio del sistema dopaminérgico limitado en el
tiempo puede disparar un proceso neurodegenerativo que se auto-perpetua y que involucra a
las células gliales (Hirsch and Hunot, 2000).

La microglia activada puede ser neuroprotectiva, por ejemplo liberando neurotrofinas
(Streit, 2002), o neurotodxica, liberando compuestos citotoxicos como intermediarios reactivos
de oxigeno, dxido nitrico y proteasas (Gehrmann et al., 1995). Por ello, el rol de la microglia
activada en la degeneraciéon de las células dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson
todavia es desconocida.

Entre los efectos potencialmente protectores, la glia es capaz de remover y metabolizar
los compuestos tdxicos liberados por las neuronas que degeneran y también los
neurotransmisores liberados al espacio extra-celular. Por otro lado, se ha descripto la
expresion de neurotrofinas y de IL-1a acompafiando el desarrollo de ramificaciones en los
terminales dopaminérgicos que quedan en el estriado luego de la lesion de la SNpc (Batchelor
et al., 2000; Batchelor et al., 1999; Ho and Blum, 1998). De hecho, en animales nulos para el
receptor tipo I de IL-1 no se observa ramificacion de los terminales remanentes luego de la
lesion con 60HDA (Parish et al., 2002).

Se han detectado anticuerpos anti-neuronas dopaminérgicas en el liquido céfalo-
raquideo de pacientes con la enfermedad de Parkinson y la inyeccién de estos anticuerpos en

la SNpc causa su degeneracion (He et al, 2002). Sin embargo, no se observa
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neurodegeneracién si se utilizan animales nulos para el receptor microglial Fcy, lo cual
sugiere que el mecanismo de neurodegeneraciéon por anticuerpos especificos es via la
activacién de la microglia. De hecho, en los animales nulos no se observa microglia activada.
Asi, al menos en este modelo de neurodegeneracion, la microglia juega un rol activo en la
muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.

La inhibicién farmacoldgica de la enzima neuronal capaz de sintetizar 6xido nitrico
(nNOS) atenua la neurotoxicidad dopaminérgica inducida por MPTP (Przedborski et al.,
1996). También se ha demostrado el aumento de la NOS inducible (iNOS) en la microglia que
rodea a las neuronas en degeneracidn en ratones intoxicados con MPTP (Liberatore et al.,
1999). Es mas, en dicho trabajo, utilizando ratones que carecen de la enzima iNOS,
demostraron una supervivencia del doble de las neuronas con respecto a ratones silvestres
(wild-type).

Por otro lado, los ratones intoxicados con MPTP muestran activacion de la microglia
en la SNpc en degeneracion y en el estriado (Delgado and Ganea, 2003) y esa activacion
microglial estd acompaiiada de la expresién de citoquinas pro-inflamatorias. En ese modelo,
la inyeccidon del péptido vasoactivo intestinal (VIP) que tienen un potente efecto anti-
inflamatorio, impide la activacion microglial y la expresion de citoquinas, lo cual correlaciona
con una menor toxicidad del MPTP. Es mas, ratones que expresan una enzima convertidora
de IL-1PB (ICE) mutante (dominante negativo), incapaz de procesar la pro-IL-1p (cuando son
inyectados con LPS estos ratones muestran una produccién 75% menor de IL-1 que ratones
wild-type), son resistentes a la toxicidad por MPTP (Klevenyi et al., 1999).

La minociclina es una droga anti-microbiana, derivada de la tetraciclina, capaz de
cruzar la barrera hemato-encefalica (BBB). Se ha demostrado que esta droga tiene efectos
anti-inflamatorios independientes de la actividad anti-microbiana. Ademas, la minociclina
protege a las neuronas piramidales de la region CA1 (Yrjanheikki et al., 1998) y a las de la
corteza (Yrjanheikki et al., 1999) contra la neurodegeneracion causada por isquemia, y contra
excitotoxicidad en cultivos mixtos (Tikka et al., 2001; Tikka and Koistinaho, 2001). En todos
estos modelos, la inhibicion de la neurodegeneracion correlaciona con la inhibicién de Ia
activacion de la microglia. Es mas, en un modelo murino similar al utilizado en esta tesis (dos
inyecciones de 60HDA en el estriado de ratén), la minociclina inhibe la activacidon de la
microglia y esto es acompafiado por una proteccion del 21% de las neuronas dopaminérgicas
de la SNpc (He et al., 2001). Esto sugiere que en el modelo de lesion por 60HDA la

microglia, si bien no inicia la pérdida neuronal, es al menos responsable de una porcién de la
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neurodegeneracion observada a tiempos largos. Sin embargo, el mecanismo por el cual la
minociclina reduce la muerte neuronal no ha podido ser desentrafiado, ya que esta droga tiene
efectos muy diversos: reduce la actividad de la iNOS, reduce la expresion de caspasa-1, etc.
Finalmente, la minociclina también inhibe la activacion de la microglia y la
neurodegeneracion inducidas por la toxina MPTP en ratones (Wu et al., 2002). Otros
parametros que se ven afectados en este modelo y que pueden ser causa o consecuencia de la
activacion de la microglia son los niveles de IL-1p e iNOS.

Las inmunofilinas son proteinas expresadas de manera ubicua que, en el cerebro,
interfieren con la regulaciéon de la funcidén neuronal y que han sido identificadas como
“receptores” de las drogas inmunosupresoras FK506, rapamicina y ciclosporina A. La
inmunofilina para FK506 es FKBP y este complejo tiene efectos neuroprotectivos y
neuroregenerativos. De hecho, utilizando un andlogo que cruza la BBB (GPI 1046), se
demostré una actividad neurotréfica in vitro y en diferentes modelos de la enfermedad de
Parkinson. Otro analogo mostr6 ser efectivo en proteger contra la toxicidad por MPTP en
ratones y en proteger y/o estimular la regeneracion en ratas lesionadas con 4 inyecciones

intra-estriatales de 60OHDA (Constantini et al., 2001).

2.5. La IL-1 en la enfermedad de Parkinson.

Como se describidé en la seccién anterior, la activacion glial en la enfermedad de
Parkinson tiene caracteristicas que la puede hacer neuroprotectiva en cierto momentos pero
causar neurodegeneracion en otros. Lo mismo ocurre con las citoquinas en general y con la
IL-1 en particular.

Como se menciond antes (seccion 1.2.1.1.2.), la IL-1 puede mostrar tanto efectos
nocivos como protectivos sobre las neuronas frente a estimulos que causan degeneracion
aguda. Sin embargo mucho menos se sabe sobre sus efectos sobre la neurodegeneracion
cronica. Se ha descripto niveles aumentados de la IL-1 en muestras post-mortem de cerebros
(Mogi et al., 1994) y en liquido cefalo-raquideo (Nagatsu, 2002) de pacientes con la
enfermedad de Parkinson. Sin embargo, su rol en el desarrollo de la patologia sigue siendo

desconocido.

46



Amaicha Mara Depino Introduccién general

2.6. Neurogénesis en la substantia nigra y rol de la IL-1f.

Por mas de 100 afios un dogma central dentro de las neurociencias ha sido que no
surgen nuevas neuronas en el cerebro adulto de los mamiferos, aun a pesar de algunos
trabajos que demostraban lo contrario (ver una revision histérica del tema en Gross, 2000).
Los trabajos de Fernando Nottebohm y sus colegas en los afios 60, demostrando la existencia
de neurogénesis en el cerebro adulto de las aves, algunas evidencias obtenidas utilizando
timidina tritiada en mamiferos (Altman and Das, 1967) y la utilizacién de nuevos marcadores
de la division celular (como la 5-bromo-3°-deoxiuridina, BrdU), lograron derrumbar el
dogma, demostrando que en dos regiones especificas del cerebro de mamiferos existe
neurogénesis durante toda la vida: la zona subventricular y el giro dentado. Asi, desde los
afios 90 la investigacion del fenémeno ha experimentado una verdadera explosion, mediante
la utilizaciéon de distintas técnicas y distintos enfoques. Debido a la extensa bibliografia
generada a partir de esta "moda” en la neurogénesis, esta parte de la introduccion se limitara a
revisar aquellos trabajos vinculados a esta tesis: diferenciacion de las células stem (troncales)
a neuronas dopaminérgicas, neurogénesis en el mesencéfalo y neurogénesis inducida por
neurodegeneracion.

Las células stem neurales son células pluripotentes, capaces de generar los tipos
celulares que pueblan el SNC. Esta potencialidad ha sido vista como la gallina de los huevos
de oro, ya que se podria obtener cualquier tipo celular que se necesite para una terapia de
reemplazo, generando un tejido inmunocompetente con el paciente y evitando los rechazos
tipicos de las otras terapias de reemplazo. En este sentido, cada grupo que trabaja en distintos
modelos de enfermedades neuroldgicas se ha abocado en diferenciar a estas células
pluripotentes en el tipo celular deseado. En particular, los grupos que estudian la enfermedad
de Parkinson se han esforzado en inducir la diferenciacién a neuronas dopaminérgicas. Sin
embargo, la mayoria de los trabajos in vitro han sido realizados con células stem de origen
embrionario, y el comportamiento de las células provenientes de adultos es en gran medida
desconocido.

El trabajo con animales nulos ha demostrado la necesidad de diversas neurotrofinas
como BDNF y GDNF (Erickson et al., 2001) y factores de transcripcion como engrailed-1y 2
(Simon et al., 2001), Nurrl (Saucedo-Cardenas et al., 1998) y Lmx1b (Smidt et al., 2000) para
la supervivencia y la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas. El trabajo en células

stem embrionarias en cultivo ha identificado factores tréficos necesarios para la
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diferenciacion a ectodermo (NGF, EGF, bFGF, TGF-B1; Schuldiner et al., 2000) y en cultivos
de progenitores mesencefélicos embrionarios la IL-1, el factor inhibitorio de leucemia (LIF) y
el GDNF aumentaron el nimero de células dopaminérgicas (Ling et al., 1998). Este tltimo
trabajo resulta particularmente interesante, ya que después de evaluar 19 citoquinas diferentes,
solo la IL-1 result6 efectiva como estimulador de la diferenciaciéon dopaminérgica.

Una hipétesis evaluada por varios grupos es que el ambiente determina el destino de la
diferenciaciéon de las células pluripotentes, en ese sentido no es necesario conocer los
estimulos para la diferenciacidn, sino que implantando las células en el medio ambiente
adecuado las mismas se diferenciaran al tipo celular correspondiente. En ese sentido se ha
demostrado que las células stem embrionarias se pueden incorporar a un cerebro adulto
lesionado con 60HDA y llevar a una recuperacion funcional del sistema dopaminérgico
(Bjorklund et al., 2002; Kim et al.,, 2002). Lo mismo se ha demostrado para células
precursoras del mesencéfalo (Sawamoto et al., 2001).

Como se ve, la mayor parte de los trabajos realizados para identificar los factores
necesarios para la diferenciacién de células precursoras a neuronas dopaminérgicas han sido
llevado a cabo en sistemas embrionarios. El estudio de las células stem adultas permanece en
gran medida inexplorado.

Un enfoque alternativo, y tal vez mas interesante, de evaluar la potencialidad de las
stem adultas para terapias de reemplazo en la enfermedad de Parkinson, es evaluar la
existencia de células stem en el mesencéfalo y estudiar las formas en que esas células puedan
dirigirse a la region que degenera y diferenciarse al tipo neuronal adecuado. Al inicio de esta
tesis sélo existian trabajos muy preliminares que ponian a prueba estas hipotesis. De hecho,
s6lo un trabajo muy poco citado demostraba la presencia de nuevas neuronas en el
mesencéfalo luego de la administracidn i.c.v. de los factores tréficos EGF y bFGF (Alonso,
1999).

Finalmente, existe evidencia que lesiones del SNC son capaces de estimular
neurogénesis en la region CAl del hipocampo (Nakatomi et al., 2002), una zona donde
normalmente no se observa el fendmeno. Esto sugiere que ciertos estimulos son capaces de

estimular neurogénesis en regiones que fisiolégicamente no proliferan.
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2.7. Hacia una terapia de la enfermedad de Parkinson.

En los afios 50, el premio Nobel Arvid Carlsson mostré6 en experimentos
farmacologicos clasicos que la deplecion de dopamina en el cerebro medio inducia acinesia en
animales y propuso que los sintomas motores de la enfermedad de Parkinson se debian a una
disfuncion dopaminérgica. Poco tiempo después se inicid el tratamiento de los pacientes con
el precursor de dopamina capaz de cruzar la BBB: la L-3,4-dihydroxyphenylalanina (L-
DOPA). Sin bien este tratamiento farmacolégico es eficaz en las etapas tempranas de la
enfermedad, su uso prolongado conlleva la aparicion de efectos colaterales que causan
fluctuaciones en la efectividad de la droga (ver Obeso et al., 2000). Estos problemas han
renovado el interés en nuevos tratamientos que puedan detener, revertir o reparar la
progresion de la enfermedad.

De hecho, la naturaleza progresiva de la enfermedad de Parkinson y el hecho de que la
degeneraciéon neuronal de la SNpc es lenta, brinda la oportunidad de una intervencion
terapéutica que busque bloquear o disminuir la velocidad del proceso degenerativo (Dunnet
and Bjorklund, 1999). Como se describi6 en las secciones anteriores, el proceso
neurodegenerativo parece involucrar una cascada de eventos interrelacionados, que incluyen
el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial, la excitotoxicidad acompaiiada por la
formacion excesiva de radicales libres de oxigeno y la inflamacién. Se deriva de ello que cada
uno de estos fendmenos se ofrece como un objetivo potencial de estrategias terapéuticas
neuroprotectivas.

El uso de agentes antioxidantes (vitamina E y selegilina) no ha dado resultados
satisfactorios en humanos (revisado en Dunnet and Bjorklund, 1999), a pesar de los resultados
prometedores en los modelos animales. A proposito es importante tener en cuenta que en
estos casos la causa de la muerte neuronal es conocida y sigue de hecho vias oxidativas,
mientras que en humanos esto no esta tan claro.

Los factores neurotréficos son candidatos naturales a la neuroproteccidn, ya que
fueron descubiertos como moléculas que regulan la supervivencia y el crecimiento neuronal
durante el desarrollo. Una gran variedad de neurotrofinas han sido identificadas en modelos
animales de la enfermedad de Parkinson (BDNF, GDNF, NT-3, bFGF, TGF-p) y la mayoria
ha sido evaluada en los modelos animales y ain en pacientes (para una revision ver Alexi et
al., 2000). De hecho, la familia de proteinas similares a GDNF ha mostrado efectos mas que

potentes en los modelos: rescata a las neuronas dafiadas por axotomia cuando se las aplica
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antes o poco después del dafio, promueven la ramificacién o regeneracion en animales
lesionados de manera crénica y estimulan la funcion dopaminérgica. Sin embargo, lo ensayos
clinicos con GDNF han resultado decepcionantes, debido principalmente a que el mismo ha
sido administrado sistémicamente o a que no se ha podido controlar su expresion. De esta
manera surge la necesidad de identificar nuevas moléculas para el tratamiento de la
enfermedad, que sean efectivas en las etapas tardias de la misma, que es cuando los pacientes
acceden a los ensayos clinicos y cuando hoy por hoy pueden ser tratados.

Si la inflamacién surge como uno de los factores que aportan a la neurodegeneracion,
es posible imaginar terapias de inmunosupresion para la enfermedad de Parkinson. Por otro
lado, podrian desarrollarse nuevas drogas que permitan la regulacion de la gliosis, sin afectar
al sistema inmune, de forma de minimizar los efectos no deseados.

Otra forma de pensar el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas son las
terapias de reemplazo. Se han postulado diversas fuentes de las cuales obtener células
dopaminérgicas que puedan ser transplantadas a pacientes con la enfermedad de Parkinson.
Las células catecolaminérgicas de la glandula adrenal han mostrado mejorias solo transitorias,
probablemente debido a su baja supervivencia en el cerebro, mientras que otros érganos que
sintetizan catecolaminas, como el 6rgano de Zuckerlandl, han mostrado mejorias mas
duraderas y mayor supervivencia (Fernandez Espejo et al., 2001). El transplante de neuronas
dopaminérgicas embrionarias y de células stem embrionarias, si bien han arrojado resultados
promisorios en animales, han generado también discusiones éticas importantes acerca de su
aplicabilidad en humanos que han llevado a la bisqueda de nuevas fuentes de estas células.
Asi se ha estudiado el uso de células porcinas, lo cual a su vez ha generado controversias en
cuanto a la inmunosupresion necesaria para los xenotransplantes y al riesgo de transferencia
interespecifica de agentes infecciosos, en particular retrovirus animales. Finalmente, la
descripcion de la neurogénesis en el cerebro humano adulto, ha despertado fuertes
expectativas en la utilizacién de esas células tanto para transplantes como mediante su
manipulacién para repoblar las dreas en degeneraciéon (ver mas arriba). Sin embargo, la
biologia de las células stem adultas es mayormente desconocida, por lo cual una terapia

utilizdndolas no ha de esperarse en un futuro cercano.
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3. La IL-1 en el comportamiento y el aprendizaje.

3.1. El aprendizaje y la memoria.

El aprendizaje se define como el proceso de adquisicion de nuevos habitos y
comportamientos mediante la experiencia. Por lo general, el cambio en el comportamiento
implica un valor adaptativo que le otorga al animal ventajas en la supervivencia y la
reproduccidn. Para que el aprendizaje tenga lugar es necesario que exista una memoria, esto
es un almacenamiento y una evocacién de las experiencias previas. A pesar de algunos
intentos de establecer que la memoria no es guardada en un lugar fisico determinado (como el
trabajo de Karl Lashley; Lashley, 1950), existen numerosas evidencias de que la adquisicion,
almacenamiento y evocacion de memorias es una de las funciones principales de ciertas
estructuras del sistema nervioso central (SNC). Entre ellas, se ha demostrado de forma
extensa que el hipocampo tiene un rol crucial en la consolidacién de la memoria en varias
especies y en diversas tareas.

Las memorias han sido divididas en explicitas e implicitas. Las memorias explicitas
son por definicion aquellas que almacenan eventos autobiograficos y de nuestro conocimiento
factico, pudiendo ser evocadas por un acto deliberado de recoleccién. No hay acuerdo general
acerca de si los animales son capaces de recolectar informacién en forma conciente, y por ello
este tipo de memoria es mayormente evidenciado y estudiado en seres humanos. En cambio,
las memorias implicitas tienen una calidad automatica y de reflejos, y su formacién y
evocacién no dependen de procesos concientes. En general este tipo de memoria se acumula
lentamente, se expresa mediante una mejoria en el desempefio y no puede ser expresado en
palabras, caracteristicas que la hacen plausible de estudio en animales.

Existen dos paradigmas principales para el estudio del aprendizaje implicito: los
simples y los asociativos. Los aprendizajes simples o no asociativos tienen lugar cuando un
animal modifica su comportamiento a partir de la presentacion repetida de un estimulo. Asi, el
individuo aprende sobre las propiedades de ese estimulo y deja de responder a él si es inocuo
(proceso llamado habituacion) o responde de manera mas fuerte si es nocivo (proceso llamado
sensibilizacion). Por otro lado, en los aprendizajes asociativos el animal conecta un estimulo
neutral (o indiferente) con un segundo estimulo que es recompensante o nocivo. De esa
forma, luego de adquirir la asociacion el animal responde al estimulo neutral como si fuera el
otro, o previendo la aparicion del otro. Una forma de aprendizaje asociativo es el
condicionamiento operante: el animal aprende que de entre todos los comportamientos
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posibles (acicalarse, levantarse en dos patas, caminar, etc.) s6lo uno, por ejemplo presionar
una palanca, es seguido por una recompensa (por ejemplo una porciéon de comida), o por un

estimulo aversivo (por ejemplo un shock eléctrico).

La habituacion.

Entre los aprendizajes simples o no asociativos se encuentra la habituacion, que es la
disminucién de una respuesta comportamental que tiene lugar durante la presentacion repetida
de un estimulo, y que no depende de la fatiga muscular. La habituacidn se evidencia tanto a
nivel celular como de organismo, y es una de las formas mas elementales de aprendizaje tanto
en animales como en humanos.

Uno de los paradigmas de habituacion mas utilizado es aquella a un ambiente
novedoso. En roedores, esto se analiza en general sobre el comportamiento exploratorio, que
es alto cuando el ambiente es novedoso, pero disminuye cuando el ambiente es familiar (Thiel
et al., 1998). Ademas, se sabe que la exploracion en campo abierto y su habituacién dependen
del hipocampo, ya que la inyeccién intra-hipocampal de antagonistas de los receptores
glutamatérgicos NMDA y AMPA/kainato inhiben la habituacion a largo plazo (Vianna et al.,
2000).

La evitacion inhibitoria.

Entre los condicionamientos operantes de tipo aversivo se encuentra el aprendizaje
denominado evitacion inhibitoria. Originalmente fue descripto como la capacidad de asociar
un gusto con el sentimiento de malestar causado por una enfermedad (Garcia and Koelling,
1966). Aunque se asocia un estimulo no condicionado (por ej., el malestar) con uno
condicionado (por ej., el gusto), esta forma de aprendizaje presenta diferencias respecto al
condicionamiento clasico: un sélo ensayo es suficiente para adquirir la asociacion y esta
asociacion tarda algunas horas en consolidarse.

Hay distintas variantes de evitacion inhibitoria, por ejemplo: 1) en roedores: no pasar
por una puerta hacia un compartimiento donde reciben un shock eléctrico o no bajar desde
una plataforma hacia un piso electrificado; 2) en moscas: no entrar a un area con olor
desagradable; 3) en pollos: no picotear una bolilla amarga; 4) en humanos: refrenarse en
poner los dedos en el enchufe o en cruzar la calle sin mirar. Obviamente, esta habilidad

representa uno de los mayores determinantes en el comportamiento de supervivencia en todas
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las especies (Gold, 1986), y la brevedad de su adquisicion no debiera llevar a la idea errénea
de que es innata o implicita.

En particular, la evitacion pasiva a bajar de la plataforma requiere aprender a no bajar
de la misma de forma de evitar un shock eléctrico leve en las patas. El hecho de ser adquirido
en un so6lo ensayo lo hace ideal para estudiar procesos iniciados por el entrenamiento, sin
contaminaciones de ensayos previos o subsiguientes, o de la evocacion (Gold, 1986). El evitar
bajar involucra la represion especifica de la tendencia natural de las ratas a explorar mas alla
de la plataforma, sin afectar el comportamiento exploratorio sobre la misma. De hecho se
observa la aproximacién repetida al borde de la plataforma y que el animal apoya las patas
delanteras en el piso y las vuelve a subir a la plataforma. Es en este sentido que el
comportamiento es mejor descripto por el término “inhibitorio” que “pasivo” (Izquierdo and
Medina, 1997).

La formacién de una memoria de evitacidn inhibitoria requiere de una serie de eventos
que tienen lugar en el hipocampo de la rata. Primero se activan tres tipos de receptores de
glutamato (NMDA, AMPA y metabotropicos) (Izquierdo and Medina, 1997), seguido de
cambios en cascadas de segundos mensajeros que llevan al aumento de la actividad de las
quinasas de proteinas A (PKA), C (PKC) y G (PKQG), y de la quinasa Il dependiente de calcio-
calmodulina (CaMKII). Finalmente ocurren cambios en las subunidades y en las afinidades de
los receptores de glutamato y aumenta la expresion de factores de transcripcidn constitutivos e
inducibles (revisado en Izquierdo and Medina, 1997).

Los eventos bioquimicos son regulados de manera temprana por mecanismos
hormonales y neurohumorales relacionados con el estado de alerta, la ansiedad y el estrés, y
entre 3 y 6 horas después del entrenamiento por vias relacionadas al estado de animo y al
afectivo. Asi, los eventos tempranos (menos de 30 minutos después del entrenamiento) estan
sujetos a la inhibicion mediante los receptores GABAA, modulados por sustancias endogenas
del tipo benzodiazepinas y que son, ademas, moduladas por sinapsis colinérgicas
muscarinicas y PB-noradrenérgicas (revisado en Izquierdo and Medina, 1997). Es més, una
variedad de sistemas moduladores centrales y periféricos influyen sobre la memoria en el
periodo temprano post-entrenamiento: B-endorfina, receptores colinérgicos nicotinicos,
serotonina, adrenocorticotrofina, vasopresina, oxitocina, glucocorticoides, epinefrina,
norepinefrina y glucosa (ver McGaugh, 2000). La mayoria de estas sustancias son en realidad
liberadas durante diversas formas de entrenamiento, lo cual significa que muchas o la mayoria

de las memorias son formadas y a veces evocadas bajo su influencia. Ademas muchas de estas
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sustancias actian a través de interacciones con los mecanismos noradrenérgicos en la
amigdala y por ello su influencia sobre el hipocampo es indirecta.

Por otro lado, los eventos mas tardios (3-6 horas después del entrenamiento) son
modulados por receptores hipocampales de dopamina D;, B-noradrenérgicos y de serotonina
tipo 1A. Las vias dopaminérgicas, noradrenérgicas y serotoninérgicas que inervan el
hipocampo estan involucradas en la regulacion del animo y del afecto. Asi, las alteraciones en
la memoria que se observan en desordenes de estos sistemas (por ejemplo, en esquizofrenia,
depresion, la enfermedad de Parkinson) pueden estar relacionadas con alteraciones en la
regulacion de la fase tardia de formacién de la memoria. Es mas, estas vias transmiten

componentes de alerta, emocionales y afectivos que pueden alterar el aprendizaje.

3.2. Efectos de la IL-1 sobre el comportamiento.

Tanto la IL-1 periférica como la central han mostrado tener diversos efectos sobre el
comportamiento. Hay una serie de sefiales comportamentales, observadas luego de una
infeccion (que induce IL-1) o luego de la inyeccion de IL-1, que son asociadas a
enfermedades (denominadas en conjunto “sickness behavior”). Otros efectos de la IL-1 sobre
el comportamiento animal incluyen: la regulacion de comportamientos de ansiedad/depresion,
de la sensacion de dolor y del suefio. Debido a que el aprendizaje en los animales es analizado
a través del comportamiento, cualquier analisis del rol de la IL-1 en el primero debe tener en

cuenta estos efectos generales, ya que pueden inducir a conclusiones erréneas.

3.2.1. Sickness behavior.

Los animales y los humanos que sufren de infecciones bacterianas muchas veces
exhiben una serie de cambios comportamentales a los cuales se los engloba en el término
“sickness behavior” o comportamiento de enfermedad (ver una revision del tema en Dantzer,
2001). Estas sefiales comportamentales incluyen: anorexia, somnolencia, disminucién de la
actividad locomotora, disminucién de la exploracidon de estimulos sociales y novedosos,
disminucion de la actividad sexual, debilidad, malestar e incapacidad para la concentracion.
De esta manera, el individuo se encuentra deprimido y letargico, muestra poco interés en lo
que lo rodea y deja de comer y beber. Este comportamiento es interpretado como una
estrategia altamente organizada del organismo para combatir una infeccion. Es mas se ha

propuesto que esta serie de respuestas organizadas tienen como proposito “apoyar a la fiebre”,
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a través de la conservacion de la energia metabdlica, de forma de combatir mas efectivamente
al patégeno. De hecho, la IL-1 es un pirégeno que actia en sitios precisos del SNC para
regular la fiebre (Cartmell et al., 1999).

En afios recientes se ha acumulado evidencia que demuestra que la sincronia entre los
componentes metabdlicos, fisioldgicos y comportamentales necesaria para la respuesta
sistémica a la infeccion depende de las mismas sefiales moleculares responsables de la
respuesta inflamatoria local: las citoquinas proinflamatonas IL-1, IL-6, TNFa e IFNy, que son
liberadas por los monocitos y macréfagos activados durante la infeccién. En este sentido, la
infusion sistémica o central de citoquinas recombinantes inducen un plétora de sintomas
inespecificos de la enfermedad, tanto en animales de experimento como en seres humanos.
Ademas los mismos efectos son obtenidos luego de la administracion de moléculas que
inducen la sintesis de citoquinas enddgenas (por ejemplo, el LPS, el fragmento activo de
endotoxina obtenido de bacterias gram negativas) (Konsman et al., 2002).

Por estas razones, utilizar un sistema de administracién exogena (y en cantidades
nanomolares) de citoquinas, no aparece como un modo preciso de evaluar el rol de estas
moléculas en el aprendizaje y la memoria, ya que los resultados obtenidos pueden estar
opacados o desviados de la situacion normal debido a los efectos inespecificos en el

comportamiento.

3.2.2. Stress y Ansiedad / Depresion.

La administracion central o sistémica de IL-13 aumenta la liberacién de neuropéptidos
y neurotransmisores hipotaldmicos, de manera similar a los efectos de los factores estresantes
psicoldgicos o fisicos (ver Anisman and Merali, 2002). Por otro lado, factores estresantes
causan variaciones hormonales y alteraciones neuroquimicas centrales que favorecen el
desarrollo o la exacerbacion de desdrdenes afectivos, como la enfermedad conocida como
depresion. De hecho, la mayoria de los efectos de los factores estresantes son similares a las
alteraciones neuroquimicas que se creen asociadas a la depresion, y en animales los factores
estresantes inducen cambios comportamentales similares a los que caracterizan a la patologia,
los cuales son mitigados por el tratamiento con agentes anti-depresivos (Castanon et al.,
2002). Finalmente, se ha comprobado que los agentes anti-depresivos reducen la produccion
de citoquinas pro-inflamatorias estimulada por LPS y atentian varios sintomas del “sickness

behavior” (Castanon et al., 2002).

55



Amaicha Mara Depino Introduccion general

Dada la similitud en los efectos neuroquimicos que tienen los factores estresantes y las
citoquinas pro-inflamatorias, y el hecho de que el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
parece estar involucrado en la depresidn, varios trabajos han evaluado la posibilidad de que
las citoquinas favorezcan el desarrollo de desdrdenes afectivos (Anisman and Merali, 2002).
De hecho, la inmunoterapia con IFNy y/o IL-2 para el tratamiento de ciertos canceres o de la
hepatitis C crénica esta acompaiiada por la emergencia de sintomas de depresion en gran parte
de los pacientes (Capuron et al., 2002). De manera similar, la administracion sistémica de IL-
2 causa anhedonia (disminucion en la ganancia de placer a través de estimulos normalmente
recompensantes), un sintoma de la depresiéon (Anisman et al., 2002).

Correlacionando de manera reciproca, la depresion en humanos estd asociada a
alteraciones en varios aspectos de la respuesta inmune, incluyendo altos niveles de citoquinas
circulantes y de sus receptores solubles (entre las cuales se encuentran IL-1p e IL-1ra). Es
mads, se ha observado que los efectos son mas pronunciados en pacientes severamente
deprimidos (aquellos que exhiben melancolia) y que los niveles de IL-1p e IL-6 se normalizan
con medicacidn anti-depresiva (Anisman and Merali, 2002).

Finalmente, los animales inyectados con IL-1B i.c.v. entran menos y pasan menos
tiempo en los brazos abiertos de un laberinto elevado en cruz (“elevated plus maze"),
exhibiendo un comportamiento similar a la ansiedad, al mismo tiempo que aumenta
significativamente la concentracion de la hormona de estrés corticosterona (Song et al., 2003).
Por otro lado, la inyecciéon i.p. de 10 o 100 ng/kg de IL-lo causa un aumento en las
ambulaciones en animales habituados a un campo abierto, efecto similar al producido por el
estrés. Este efecto correlaciona con un aumento en los niveles hipocampales de serotonina y
con una disminucién de los de norepinefrina, sugiriendo un mecanismo de accién de la IL-1a
sobre este comportamiento (Broderick, 2002). Asi, los resultados sugieren que tanto la IL-1

central como la periférica inducen un comportamiento de estrés y de ansiedad.

3.2.3. Dolor.

La IL-1 también estd implicada en la modulacién de la sensibilidad al dolor. La
administracion exdgena de IL-1 sensibiliza los receptores de dolor, causando hiperalgesia
(Sachs et al., 2002). De hecho, la IL-1 y otras citoquinas son responsables del dolor observado

en situaciones de inflamacion.
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De manera notable, la inyeccidon de IL-1p en el cerebro también es capaz de modular
la nocicepcidn. Sin embargo, los efectos sobre el dolor son bifasicos ya que la IL-1 causa
hiperalgesia o analgesia dependiendo de los niveles utilizados: niveles bajos a moderados
causan hiperalgesia, mientras que niveles altos producen analgesia (Yabuuchi et al., 1996).
Asi, la IL-1 exdgena es capaz de modular los umbrales de nocicepcion térmica, tanto
aumentandolos (a través de la modulacion de CRH y de adrenoreceptores) como
disminuyéndolos (a través de prostaglandinas y a-MSH) (revisado en Bianchi et al., 1998).
Por otro lado, se ha demostrado que la IL-1 central media la analgesia a corto plazo inducida
por un choque en la planta de las patas (Zou et al, 2001). Es mas, el bloqueo de la
sefializacién de IL-1 utilizando ratones que no expresan el receptor tipo 1 o la proteina
accesoria del receptor, o que sobre-expresan el IL-1ra en el cerebro presentan analgesia en
distintos ensayos de dolor (Wolf et al., 2003). También el tratamiento sistémico prenatal o en

animales adultos con el IL-1ra causa analgesia.

3.2.4. Sueiio.

Existe abundante evidencia de que existe una relacion bi-direccional entre el dormir y
el sistema inmune. Asi, tanto dormir como la falta de suefio modulan la expresiéon de
citoquinas (Irwin, 2002). Por otro lado, varias citoquinas influyen sobre el suefio y sobre la
profundidad del suefio. Por ejemplo, la inoculacion de IL-1p en el nicleo rafe dorsal aumenta
el suefio sin movimiento rapido de los ojos (NREM) a través de la inhibicién de las neuronas
serotoninérgicas de ese nucleo (Manfridi et al.,, 2003). Otra vez, este fendmeno es
independiente del efecto de la IL-1 sobre la fiebre. Por todo esto, cualquier estudio de las
citoquinas debe ser realizado en ciclos controlados de luz-oscuridad, para evitar variaciones

que se deban a alteraciones en los ritmos circadianos de los animales.

3.3. Efectos de la IL-1 sobre el aprendizaje y la memoria.

Existe una serie de evidencias que sugieren fuertemente un rol de las citoquinas en el
aprendizaje y la memoria. Por un lado, la experiencia clinica muestra que algunas formas de
cognicién son menos eficientes durante la enfermedad, tanto en infecciones periféricas como
en enfermedades que afectan al SNC (Dantzer, 2001). Por otro lado, la alteracidn artificial de

los niveles de la IL-1 (y otras citoquinas) en animales también causa alteraciones en la
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adquisicion de tareas comportamentales. Finalmente, formas celulares de memoria (como la
potenciacion a largo plazo, LTP) también son afectadas por las citoquinas.

Se ha demostrado que distintos tipos de tareas que requieren una memoria de corto o
largo plazo dependen del funcionamiento normal del hipocampo. Asi, para que la IL-1 pueda
regular estos procesos, debiera poder actuar sobre las células responsables del mismo. De
hecho, se ha mostrado la presencia de receptores para IL-1 en el giro dentado (Ban et al.,

1991), apoyando la idea de una funcion de la IL-1 en el aprendizaje.

3.3.1. IL-1 periférica.

Existen varios mecanismos por los cuales las citoquinas sanguineas pueden llevar
informacién al SNC (ver secciéon 1.2.1.1.1.). Asimismo, una serie de condiciones que
aumentan los niveles circulantes de citoquinas pro-inflamatorias (enfermedades autoinmunes,
periodos post-quinirgicos, infecciones, quimioterapia, depresiéon) estan asociados con
perturbaciones en la cognicion y la memoria (Swedo et al., 1998). Ademas, la administracion
periférica de citoquinas o endotoxinas a humanos producen impedimentos cognitivos y de
memoria pronunciados (Poutiainen et al., 1994; Reichenberg et al., 2001).

En animales también hay evidencias de esta regulacion. El aprendizaje de navegacién
espacial en el laberinto de agua de Morris es impedido por infecciones periféricas agudas con
la bacteria gram negativa Legionella pneumophila (Gibertini et al., 1995). Estos efectos de
una infeccion sobre la memoria se deben a la accién de la IL-1B, ya que la inoculacién de
anticuerpos que bloquean la unién de la citoquina IL-1B a su receptor revierten los efectos
sobre el aprendizaje. Como los anticuerpos no afectan la fiebre inducida por la bacteria, ni hay
diferencias en la motivacidon ni en la capacidad de nado, los resultados sugieren que los
efectos de la infeccion sobre la termorregulacion y sobre la cognicién no estdn vinculados.
Por otro lado, la inyeccion de IL-1a humana endovenosa (i.v.) bloquea la consolidaciéon de
una memoria adquirida en un laberinto en T, en el cual los animales deben evitar el brazo
donde reciben un shock (Banks et al., 2001). Esto muestra que distintos tipos de aprendizaje
pueden ser modulados por la IL-1 periférica.

Por otro lado, para poder independizarse de los efectos sobre la actividad locomotora
que puede tener la IL-1, Aubert et al. (1995) utilizaron un paradigma de aprendizaje que no
requiere de una locomocién importante: esa tarea es conocida como “autoshaping”. En ese

paradigma, los autores demostraron que tanto inductores de IL-1 (LPS y levadura) como la

58



Amaicha Mara Depino Introduccién general

IL-1B inyectados i.p. impiden la adquisicién de una tarea de caracteristicas pavlovianas. El
hecho de que el LPS tenga efectos sobre la tarea mucho mas prolongados que los efectos
sobre la fiebre o el malestar, sugiere otra vez un efecto directo sobre la cognicioén (Aubert et
al., 1995).

Sin embargo, la IL-1p i.p. puede funcionar como estimulo no condicionado, al menos
en un modelo de aversion a un lugar que utiliza un compartimiento con olor como el estimulo
condicionado (Mormede et al., 2003). Este condicionamiento no es acompaiado por ninguna
alteracion en los niveles de citoquinas periféricos (bazo) ni cerebrales (hipotalamo). Esto hace
notar que los trabajos que utilicen la IL-1 periférica como modulador de la formacién de
memoria deben controlar que la inyeccién no actie por si misma como estimulo no

condicionado.

3.3.2. IL-1 central.

En los ultimos tiempos ha habido un creciente interés en la influencias que las
citoquinas pro-inflamatorias centrales pueden tener en la memoria y el aprendizaje. Parte de
este interés deriva del hecho de que la IL-1 cerebral se encuentra aumentada en patologias de
origen diferente pero con alteraciones cognitivas importantes como el sindrome de Down, la
enfermedad de Alzheimer (Griffin et al.,, 1989) y la demencia compleja asociada al SIDA
(Zink et al., 2002). Ademads, estudios genéticos de familias con retardo mental asociado al
cromosoma X mostraron mutaciones en un gen que codifica para una proteina con alta
homologia (52% en identidad y similitud) con la proteina accesoria del receptor de la IL-1
(Carrie et al., 1999). El homdlogo en ratdn de esta proteina se encuentra altamente expresado
en el hipocampo en desarrollo y post-natal, sugiriendo un rol de esta proteina en el desarrollo
y/o la funcion de esta estructura. Finalmente, una serie de trabajos ha sugerido que la
desregulacion de procesos inmunes cerebrales estaria implicada en la patogénesis de
numerosas enfermedades neuropsicoldgicas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer, la
esquizofrenia, la esclerosis miltiple, las enfermedades esponjiformes humanas y otras
demencias (revisado en Gahtan and Ovemnier, 1999).

Por otro lado, algunos trabajos han evaluado los efectos de la IL-1 sobre el aprendizaje
y la memoria en animales. Sin embargo, los trabajos no siempre son concluyentes ya que
muchas veces ademas de los efectos sobre el aprendizaje se observan efectos inespecificos

que relativizan los resultados obtenidos.
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Uno de los trabajos pioneros en el analisis de los efectos de la IL-1 central sobre el
aprendizaje y la memoria demostré que la IL-1 i.c.v. no afecta la adquisicion de una memoria
espacial, pero si altera la performance 24 hs después, mientras que la IL-6 no causa ningin
efecto (Oitzl et al.,, 1993). Como ambas citoquinas aumentaron significativamente la
temperatura corporal (aunque con una dinamica distinta), los efectos de la IL-1 sobre la
cognicion no deben ser consecuencia de las propiedades pirogénicas de esta citoquina. Estos
resultados sugieren fuertemente que el aumento de temperatura que indica una enfermedad no
estd necesariamente acompaiiada por un bloqueo del aprendizaje, y que entonces la IL-1
puede tener un efecto directo sobre la cognicién independiente del que tiene sobre la
regulacion de la temperatura (de manera similar a los resultados obtenidos con la IL-1
periférica). Por otro lado, la IL-1 afecta la performance a las 24 hs sdlo si es inyectada 60
minutos antes de la primera sesién de entrenamiento, pero no si se inyecta en el mismo
momento, sugiriendo un efecto de la IL-1 sobre la consolidacién y/o la evocacion, y no sobre
la adquisicién. En la misma linea, otro trabajo demostré que la inyeccion de IL-1B evita la
consolidacidn y/o evocacidn, sin afectar la adquisicion, utilizando un paradigma que permite
evaluar memoria de trabajo, el laberinto de 8 brazos (Song, 2002). Sin embargo, la inyeccion
i.c.v. de IL-1p altera los niveles de corticosterona circulante y de neurotransmisores en
distintas regiones del SNC (Song, 2002), por lo que el efecto de la IL-1 puede no ser directo
sino mediado por cualquiera de estos mecanismos.

Por otro lado, la inyeccion cronica (4 semanas) de LPS i.c.v. impide la adquisicion de
una tarea de alternancia espontdnea en un laberinto en T (memoria espacial), sin causar
anorexia (Hauss-Wegrzyniak et al., 1998). El tratamiento crénico con LPS también esta
asociado a una muy importante activacion de la microglia y un aumento de tres veces en los
niveles de ARNm para IL-1B. El tratamiento también causa la pérdida de neuronas
piramidales de la region CA3 del hipocampo y alteraciones generales en las neuronas
hipocampales (Hauss-Wegrzyniak et al., 2000; Hauss-Wegrzyniak et al., 2000), por lo que los
efectos observados sobre el aprendizaje pueden deberse en realidad a la pérdida de estas
neuronas.

Una serie de trabajos realizados en el Departamento de Psicologia de la Universidad
de Colorado, han analizado los efectos de la IL-1f i.c.v. o de tratamientos que aumentan IL-
1B en el hipocampo en un paradigma de condicionamiento de miedo (revisado en Pugh et al.,

2001). Este grupo demostré que la inoculacién i.c.v. de 10 o 20 ng de IL-1B impide el
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condicionamiento de miedo al contexto, pero no afecta el condicionamiento cuando el
estimulo no condicionado es un sonido (Pugh et al., 1999). Lo mismo fue demostrado con
estimulos que inducen la expresion central de citoquinas (el stress causado por el aislamiento
social (Pugh et al., 1999) y la inyeccién de LPS en la periferia (Pugh et al., 1998)) y luego de
la inyeccidn i.c.v. de la proteina de la capside del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1
(HIV-1), gp120, que induce la expresion de citoquinas (Pugh et al., 2000). Todos estos efectos
fueron bloqueados por la inyeccidn i.c.v. del antagonista IL-Ira, demostrando que se deben
efectivamente a la accién central de la proteina IL-1p. Sin embargo, la estructura del cerebro
que es realmente responsable de estos efectos no ha sido dilucidada, ya que la inyeccion i.c.v.
de la IL-1f permite la accion de esta citoquina sobre estructuras diversas como el hipocampo,
la amigdala y el hipotadlamo, pero también en el plexo coroideo, las células ependimales, la
vasculatura cerebral y la meninges (Konsman et al., 2000).

Un unico trabajo evalud el efecto de la inyeccién de la IL-1 en una estructura del
cerebro en particular. Asi, la inyeccién de cantidades importantes de IL-1p (100ng) en el
hipocampo impide la formaciéon de memoria de trabajo (Matsumoto et al.,, 2001),
probablemente porque altera la liberacidn de glutamato y de acetilcolina. Sin embargo, como
se vera en el Capitulo I de esta tesis, hemos observado una importante neurodegeneracion en
el giro dentado de ratas inyectada con 10ng de IL-1B, por lo que la falta de analisis
histologico de estos animales no permite desestimar que los efectos se deban a la pérdida de

neuronas en la region y/o a una importante respuesta glial.

3.3.3. Potenciacion a largo plazo (LTP).

Para que un animal aprenda diversos mecanismos moleculares y celulares deben tener
lugar, de forma que lo aprendido pueda ser guardado y evocado cuando se lo necesita. Una de
las formas celulares de guardar informacion es la plasticidad sinaptica, o sea los cambios en la
eficacia de una sinapsis que son causados por el aprendizaje. Uno de estos cambios, el cual se
ha propuesto como una base celular para el aprendizaje, es la potenciacién a largo plazo
(LTP), observada principalmente en el hipocampo (ver una revision del tema en Bliss and
Collingridge, 1993). En 1973, Bliss y Lemo demostraron que luego de una estimulacién
tetanica cualquier estimulo pre-sindptico evoca una respuesta post-sinaptica mayor que la

lograda antes del tétano (Bliss and Lomo, 1973) y que esta potenciacion dura varias horas.
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Este fenomeno ha sido estudiado tanto in vitro en rodajas de hipocampo como in vivo,
en animales anestesiados o despiertos. Una gran variedad de proteinas sefializadoras inter-
celulares modulan la LTP hipocampal. Entre ellos se han identificado varias citoquinas y
neurotrofinas. En particular, la 1L-1 tiene un rol tanto en la formacién como en el
mantenimiento de la LTP.

Uno de los datos mas sorprendentes obtenidos a raiz del estudio del rol de las
citoquinas en el fenémeno de la LTP, es que tanto el cortar al hipocampo en rodajas
(Jankowsky et al., 2000; Schneider et al., 1998), como el insertar electrodos en el hipocampo
(Jankowsky et al., 2000), induce la expresiéon de citoquinas (en particular 1L-1p). Este
resultado es muy importante porque revela que la gran mayoria de las conclusiones obtenidas
hasta la fecha sobre la LTP son obtenidas bajo la influencia de citoquinas.

Sobre los efectos de la IL-1 sobre la LTP, existen evidencias tanto in vitro como in
vivo. Asi se ha encontrado que la administracion de IL-1f inhibe la formacion de la LTP tanto
en el giro dentado (Cunningham et al., 1996; Vereker et al., 2000), como en las regiones CA1
(Bellinger et al., 1993) y CA3 (Katsuki et al., 1990) del hipocampo. Si bien el mecanismo a
través del cual la IL-1 afecta la LTP es desconocido, se ha demostrado que involucra un
aumento en las especies reactivas de oxigeno y de la actividad de las quinasas JNK y p38
(Vereker et al., 2001; Vereker et al., 2000), que el efecto es contrarrestado con un antagonista
de la quinasa p38 (Coogan et al., 1999) y que la 1L-1 aumenta la entrada de Ca™*
(Cunningham et al., 1996).

Por otro lado, la IL-1p es inducida por la LTP y la perfusién con el antagonista IL-1ra
no afecta la formacion de la LTP pero impide su mantenimiento (Schneider et al., 1998). De
esta forma, se puede ver que el efecto de la IL-1 sobre la LTP no s6lo depende de las
concentraciones analizadas (algo que se evidencia cuando se aplica IL-1 en comparacién con
la inhibicién de la IL-1 endégena) sino también de la fase temporal del fenémeno que se esta

estudiando.
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El objetivo general de esta tesis es estudiar el rol de la interleuquina-1 (IL-1) en
modelos fisiologicos y patoldgicos del sistema nervioso central (SNC). Decidimos enfocarnos
en una molécula en particular (la IL-1) y estudiarla en distintos modelos, de forma de obtener
una vision amplia y lo mas completa posible de las formas de actuar y de los efectos que esta
molécula tiene en el SNC. Asi el objetivo ultimo de esta tesis es obtener evidencia empirica
acerca del rol que juega la IL-1 en el cerebro.

El esquema presentado abajo representa las distintas conexiones que buscamos a lo
largo de esta tesis (flechas) entre los fendmenos en los cuales nos concentramos. Asi, primero
nos preguntamos (capitulo I) qué efectos tiene la inoculacion de la IL-1P en distintas regiones
del cerebro. En el capitulo II estudiaremos el rol de la IL-1 en la neurodegeneracion, en
particular en un modelo en rata de la enfermedad de Parkinson. En el capitulo III
investigaremos la neurogénesis en el mesencéfalo y los efectos de la IL-1 sobre la misma. Y,
finalmente, en el capitulo IV evaluaremos si la IL-1 esta involucrada en el aprendizaje. Sin
embargo, no debe pensarse cada capitulo como independiente del resto, sino que estan en
estrecha interrelacion, ya que la presencia de IL-1 debera tener los mismos efectos
independientemente de qué se esté mirando en el experimento en particular. De hecho los
proyectos fueron avanzando paralelamente y los resultados de unos fueron guiando el camino

de los otros.
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1. Animales.

En toda la tesis fueron utilizados ratas macho Wistar (160-250g) de nuestra cria. Se
mantuvieron en grupos de 2 o 4 animales en jaulas plasticas o metélicas, en un ambiente con
temperatura controlada (22°C + 2°C) y con luz artificial en ciclos de 12 horas. Los animales
son aclimatados a la colonia durante una semana antes de cualquier procedimiento. Los

animales disponen de libre acceso a comida y agua.

2. Técnicas quirurgicas.

Para las inyecciones centrales los animales son anestesiados con clorhidrato de
ketamina (80 mg/kg) y xilazina (8 mg/kg) y ubicados en una aparato para estereotaxis. Luego
de ubicar el bregma, se utilizan las coordenadas determinadas en el atlas de cerebro de rata

(Paxinos and Watson, 1986) para la inyeccion en la region deseada (ver tabla 2).

Tabla 2. Coordenadas estereotaxicas utilizadas en la tesis, segin regién
Paxinos and Watson, 1986.

Regién Antero-posterior (mm) Lateral (mm) Ventral (mm)
Estriado 0,7 3,0 -5,0
Substantia nigra -5.3 2,0 -7,2
Corteza 0,7 2,7 -2,0
Giro dentado -3.8 1,5 -3,5
Region CAl -4,2 3 24
Ventriculo lateral -0,09 0,14 -0,36
Acueducto -0,45 0 -0,5

Para las inyecciones se utilizaron jeringas Hamilton con agujas de 26G (punta redonda
o con bisel, segin indicado) o capilares ultrafinos. Los capilares ultrafinos son fabricados
utilizando capilares graduados (Drummond Scientific Company, Pennsylvania, USA) cuyo
extremo es afinado en un “puller” de capilares (Modelo PC-10, Narishige). La punta que se
introduce en el tejido nervioso tiene asi un didmetro aproximado de 50 pm y causa una lesion
mecanica minima. El flujo de administracién de las soluciones también es muy controlado de
modo de minimizar los dafios causado por la infusidon per se (ver especificaciones en cada

capitulo).
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2.1. Inyeccién de la proteina recombinante humana IL-1p.

Se inyectaron 12 ratas macho Wistar con 10ng de IL-1p humana recombinante (hrIL-
1B, BD Biosciences, San Diego, CA, USA; disuelta en 2pl de una solucion salina conteniendo
0,Img/ml de albimina sérica bovina) en cada regién a analizar (ver Capitulo | y tabla 2) y
otras 12 con vehiculo. La mitad de los animales fueron sacrificado 24 horas después de la
cirugia y la otra mitad a los 6 dias. Finalmente, 3 animales por tiempo y tratamiento fueron
analizado mediante inmunohistoquimica y los otros 3 mediante RT-PCR competitiva
semicuantitativa. Ademas, se utilizaron 3 animales naive pertenecientes a la misma camada
para normalizar los valores de cuantificacién por RT-PCR.

Las inyecciones fueron realizadas utilizando una jeringa Hamilton con aguja 26G de
punta roma y con un flujo de 0,5ul/min, dejando la aguja en su lugar 2 minutos adicionales
antes de su remocion. Para verificar que los resultados obtenidos (a menos a nivel celular), no
se debian al trauma causado por la aguja Hamilton, | rata por tiempo fue inyectada con
capilares ultrafinos.

Finalmente, inyectamos la misma cantidad de hrIL-1p pero desnaturalizada por calor
(10 minutos a 65°C) en el hipocampo, para controlar que los efectos obtenidos no se debieran

a la inyeccion de nanogramos de proteina (sin importar su actividad).

2.2. Lesion con 6-hidroxidopamina (6OHDA).

La 60HDA es una molécula muy reactiva por lo cual se diluye en solucién salina
conteniendo 2pg/ul de acido ascorbico (vehiculo), para reducir su oxidacién, inmediatamente
antes de utilizarla. Ademas es mantenida en hielo y en oscuridad durante el procedimiento
quirurgico.

Se inyectaron 20pg de 60HDA (ICN Biochemicals, Irvine, CA, USA) disueltos en 4pul
de vehiculo en el estriado izquierdo (tabla 2), utilizando una jeringa Hamilton con aguja 26G
de punta con bisel. La infusion se realiza a un flujo de 0,5ul/min y se deja la aguja 2 minutos
adicionales antes de removerla, de modo de evitar el reflujo. Como control se inyectaron 4pl

de vehiculo en las mismas coordenadas y siguiendo el mismo procedimiento.

2.3. Inyeccion de lipopolisacarido (LPS) en la SNpe.
Como estimulo inflamatorio bien caracterizado, se inyectaron 2ug de LPS (cepa

0111:B4, Sigma-Aldrich, MA, USA) diluidos en 2l de PBS en la substantia nigra (tabla 2).
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La inyeccion fue realizada utilizando una jeringa Hamilton con aguja de 26G de punta
redonda, y un flujo de 0,5ul/min, dejando la aguja en lugar durante 2 minutos adicionales.

Como control se inyect6 el mismo volumen de PBS, siguiendo el mismo procedimiento.

2.4. Inyeccion de factores tréficos en el acueducto.

18 ratas Wistar macho (204+7g al inicio del experimento) fueron divididos en 6
grupos de 3 animales cada uno. Cada grupo recibi6 una inyeccién de un factor trofico o una
combinacién de factores: 1) 200 ng de factor de crecimiento de fibroblastos basico, humano
recombinante (hrbFGF, PeproTech, Veracruz, México); 2) 200 ng de factor de crecimiento de
epidermis de raton (mEGF, Sigma); 3) 200 ng de IL-1p recombinante de rata (rrIL-1p,
NIBSC); 4) 100 ng de hrbFGF + 100 ng mEGF; 5) 100 ng hrbFGF + 100 ng mEGF + 100 ng
rIL-1P; y 6) PBS. Todos los factores fueron diluidos en PBS estéril. Se inyectaron 10ul en el
acueducto (ver Tabla 2) utilizando una jeringa Hamilton con punta redonda de 26G y un flujo

de 0,5p1/min.

3. Marcacion con bromodeoxiuridina (BrdU)
Para la marcacion de células en activa proliferacion, se administré 5-bromo-2’-
deoxiuridina (BrdU, Sigma) intra-peritonealmente. La dosis inyectada fue de 50 mg /kg de

peso del animal (disuelta en 0,1N NaOH, 0,9% NaCl a una concentraciéon de 25mg/ml).

3.1. Analisis de la proliferacion celular en cerebros lesionados con 60HDA.

Para evaluar si existia neurogénesis en la substantia nigra pars compacta (SNpc)
lesionada con 60HDA, se inyectaron animales con BrdU segun el esquema de la Figura 5 y se
analizaron sus cerebros mediante doble inmunofluorescencia para BrdU y TH (ver seccién
7.4.6. y Capitulo Il1). El protocolo de inyeccion se grafica en la Figura 5, donde cada flecha
representa el dia en que los animales fueron inyectados. Se administraron 2 dosis diarias, una
hora después de que se prenden las luces (9:00hs) y 2 horas antes de que se apaguen
(18:00hs). De esta forma los animales sacrificados a los 12 dias post-lesidn recibieron 12
inyecciones mientras que los sacrificados a los 28 dias recibieron 18.

A pesar de realizar este experimento para detectar neurogénesis en el modelo de la

enfermedad de Parkinson, nos encontramos con que la inmensa mayoria de las células
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positivas para BrdU en los animales lesionados eran microglia en activa proliferacion (ver

seccién 7.4.5. y Capitulo 11, seccion 11.3.2.).

60HDA Sacrificio Sacrificio
(o) animales animales
N 1y by
0 6 11 12 25 28

Figura 5. Protocolo de administracién de BrdU en animales lesionados con 60HDA y
controles. Las flechas representan dos inyecciones diarias del marcador. Los animales
sacrificados a los 12 dias recibieron 12 dosis y los sacrificados a los 28 dias 18 dosis.

4. RT-PCR competitiva semi-cuantitativa.
4.1. Extraccion del ARN.

Para la extraccidon del ARN de los tejidos se utiliza el reactivo TRIzol (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD, USA) o una solucidn de extraccién compuesta por un volumen de solucién
desnaturalizante (33,3%p/v tiocianato de guanidinio, 0,02M citrato de sodio pH=7, 0,35p/v
sarcosyl, 0,3% B-mercaptoetanol y 0,1M acetato de sodio pH=7) y un volumen de fenol acido.
El protocolo seguido es el original con pequefias modificaciones (Chomczynski and Sacchi,
1987, Pitossi et al., 1997). Los tejidos se homogenizan en 1ml de TRIzol por cada 50-100mg
de tejido (ver Tabla 3), utilizando un homogeneizador Polytron (IKA, Alemania), 10
segundos a maxima velocidad. Se incuba 5 minutos a temperatura ambiente y se agrega
cloroformo (un quinto del volumen de TRIzol). Se agitan e incuban las muestras 15 minutos
en hielo. Se centrifuga 10 minutos a 12000g a 4°C. Luego de precipitar la fase acuosa con
isopropanol durante 45 minutos a —20°C, se lava con etanol 75%, se seca brevemente, y se
disuelve el pellet en agua libre de RNAsas. La integridad del RNA se chequea en un gel de
1% agarosa en buffer Tris-acido bérico-EDTA (TBE) y la cantidad se calcula midiendo la
absorbancia a 260 y 280nm.
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Tabla 3. Especificacién de los volimenes utilizados durante la extraccién del ARNm para cada hemiregién
o hipocampo completo, y el volumen utilizado para la transcripcién reversa.

Region TRIZOL utilizado enla | Volumen de resuspensiéon | Volumen utilizado para la
extraccion (ml) del pellet (ul) transcripcion reversa (ul)

Estriado 1 40 10

Corteza 1,5 60 10

Substantia nigra 0,7 20 10

Hipocampo 1 20 10

Hipocampo total 1,5 60 10

Alternativamente, se agrega 10ug de acido poliinosinico (poli I, Sigma) por cada 1ml
de TRIzol como carrier del ARN (Winslow and Henkart, 1991), de forma de aumentar la
eficiencia de extraccion del ARN. En estos casos se verifica la integridad del ARN en gel de
1% agarosa en TBE pero la cuantificacién por absorbancia a 260nm no es posible debido a la
presencia del acido, que absorbe a la misma longitud de onda.

En los casos en que se desea analizar la presencia de ARNm de genes sin intrones
(neurotrofinas) se trata la muestra de ARN con DNAsa libre de RNAsa (Gibco) durante 15
minutos a 37°C, de forma de evitar la contaminacion con ADN gendémico. Luego se elimina la

nucleasa por tratamiento térmico y extraccioén con fenol acido.

4.2. Sintesis de ADNec.

El ADNCc fue sintetizado utilizando un kit comercial (Gibco) de transcripcion reversa.
Se toman Spg de ARN total (o 4ul de 10ul de preparacién con poly I) de cada muestra o
cuando se desean juntar varios animales en un tubo se toman proporcionalmente de cada ARN
total de forma de obtener una cantidad final de Spg. EI ARN es mezclado con 0,5ug de
oligo(dT)2.13 (Promega). Se calienta a 70°C durante 10 minutos e incuba luego en hielo al
menos | minuto. Luego se agregan hasta concentracién final 10mM dithiothreitol, 0,5mM
dNTP, 40mM Tris-HCl, pH 8,4, 100mM KCl, SmM MgCl;, 0,2mg/ml BSA y 200 unidades
de la enzima Super Script II (Gibco). Se incuba 10 minutos a temperatura ambiente, se
mantiene la reaccion a 42°C por una hora y finalmente se calienta 15 minutos a 70°C. Luego
se agregan 40pul de agua. Se guardan las muestras a —20°C.

Como control de contaminacién genémica de las secuencias a analizar se incluye en
cada experimento de transcripcion reversa un control negativo sin la enzima Super Script 11

("control sin RT").
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4.3. PCR semicuantitativa.

1) Fragmento de competicion. Para la cuantificacion de las muestras se utiliz6 un fragmento

de competicion con sitios de hibridacién de primers correspondientes a secuencias de ADNc
de rata, llamado pRat6 (Pitossi and Besedovsky, 1996). Se linealiza el plasmido con la enzima
de restriccion EcoRI y se diluye a la concentracion adecuada en 0,1mg/ml de seroalbumina
bovina (Amersham).

Para la obtencion de los amplicones se utilizaron oligonucledtidos con las siguientes
secuencias (Tabla 4), de forma que cada par de ellos permite la amplificaciéon de una
secuencia de cDNA y de una porcion del fragmento de competicion. En los casos en que es
posible, la amplificacion de ADNc y de ADN genémico dan amplicones de diferentes

tamaiios.

Tabla 4. Se especifican las secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién, los tamafios
de los productos y el nimero de ciclos y cantidad de ARN utilizados en la amplificacién.

Gen Primer sentido Primer antisentido Largo del Producto Namero de ug de ARN
5 3|5 3 amplicon bp genomico bp ciclos total
IL-la AACTGGGTCAGTCTTTGCC | TTGTGACACCCTGGTTTGAG 207 i? 42 0.16
iL-1p | TCCATGAGCTTTGTACAAGG | GGTGCTGATGTACCAGTTGG 237 95 30 0.64
IL-la_| GACCCTGCAAGATGCAAGCC | AGAGGAACCATCCTGGACAG 349 >5000 42 0.5-0.64
TNFa | AAATGGGCTCCCTCTCATCA | AGCCTTGTCCCTTGAAGAGA 248 661 42 0.5
TGF-p1I | ACCAACTACTGCTTCAGCTC | TGTTGGTTGTAGAGGGCAAG 189 >5000 30 0.5
BDNF | TCACAGTCCTGGAGAAAGTC | ATGAACCGCCAGCCAATTCT 202 202 42 0.25-0.5
NGFp | CGGACACTCTGGATTTAGAC | TCCACTCTCTACAGGATTTG 271 271 42 0.25
p-actina | CAATGTGGCTGAGGACTTTG | ACAGAAGCAATGCTGTCACC 193 .7 30 0.08
B2- TCTTTCTGGTGCTTGTCTC AGTGTGAGCCAGGATGTAG 241 >3000 30 0.016-0.08
micro

Abreviaturas: IL-1a ¢ IL-1p, interleuquina-lalfa y beta; IL-1ra, antagonisia del receptor de IL-1; TNFa, factor de necrosis tumoral-alfa;
TGF-B1, factor de crecimiento transformante-betal; BDNF, factor de crecimiento nervioso derivado de cerebro; NGFp, fragmento B del
factor de crecimento nervioso; 2-micro, microglobulina-beta 2.

2) Amplificacién por PCR. La amplificacién del ADN se realiza en 5pl de buffer de reaccion

(20mM Tris-HCI, pH 8, 50mM KCl; Gibco) suplementado con 2,5mM de MgCl, y 0,2mM de

cada dNTPs, ademas de 0,2uM de cada uno de los primers especificos, y 2,5 unidades de la
ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Gibco) en un volumen final de SOpl.

La mezcla se amplificé en un termociclador PTC-200 (MJ Research) de la siguiente
manera: 2,5 minutos a 94°C, seguidos de 30 o 42 ciclos de: 45 segundos a 94°C, 1 minuto a
55°C, 1 minuto a 72°C, y finalmente 3 minutos a 72°C.

Como controles dentro de la amplificacién se incluyeron: 1) un control negativo, al cual
no se le agregé AND; y 2) un control “sin RT", en el cual se amplificé el f.c. en presencia de

una muestra de ARNm total al cual no se le agregé transcriptasa reversa durante la sintesis de
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ADNc. El control negativo permite identificar la presencia de contaminantes en los reactivos

utilizados. El control “sin RT" permite detectar la contaminacién con ADN gendmico.

3) Deteccion de los productos de amplificacidn. El producto se siembra en gel de agarosa
1,5% en TBE con 0,5 mg/ml de bromuro de etidio y se corre 1 hora a 75V. Luego se

visualizan las bandas bajo UV, tomandose la imagen con el equipo White/UV
Transilluminator UVP. Las bandas se cuantifican utilizando el programa Gelworks 1D
Intermediate, version 3.01 UVP, cuidando que no exista saturacion en la imagen a cuantificar.

El tamaiio de los productos de amplificacion es estimado en todos los casos mediante
la corrida paralela del marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder (Gibco). Para corregir
las diferencias en la cantidad de ARN transcripto de forma reversa en cada una de las
muestras, se cuantifica mediante la misma metodologia el ADNc de f2-microglobulina. Las

muestras son normalizadas segun la cantidad de 2-microglobulina presente.

4) Curvas de referencia. Durante la puesta a punto de la técnica de semicuantificacién por RT-

PCR competitiva se observaron diferencias entre las eficiencias de amplificacion del ADNc y
del competidor (Depino, 1999). Por ello se construyeron curvas de referencia para cada una
de las moléculas a cuantificar (Alvarez et al., 2000). Se amplificaron 100 fg del fragmento de
competicion (f.c.) con diluciones seriadas de ADNc extraido de bazo de una rata que fue
inyectada dos horas antes con la endotoxina LPS (citoquinas) o de hipocampo de una rata
naive (neurotrofinas). El logaritmo de la relacion ADNc/competidor se relaciona linealmente
con el logaritmo de diluciéon de ADNc amplificado, dentro de un rango de relaciones entre los

amplicones (Tabla 5).

Tabla 5. Curvas de referencia para las distintas moléculas analizadas en esta tesis. Se especifica la ecuacion
de la recta que mejor ajusta a los datos, el nimero de ciclos y la temperatura de apareamiento de la
amplificacién, la cantidad de fragmento de competicion (f.c.) utilizada y el rango en que se mantiene la
linealidad.

FFactor Curva Nimnero de Temperatura de Masa de fc  Relacion  Relacion
neurotrofico ciclos annealing ("C) (fg) minima maxima
IL-1a y=1,3422x-2,7772 30 55 100 -0,7 0,9
IL-1B y=0,8006x-1,1233 30 55 100 -0,5 2
IL-1ra y=1,0351x-3,0744 42 60 100 -1,5 0,7
TGFB1 y=0,8924x-0,8021 30 55 100 -0,4 1
BDNF y=0,6435x-1,3892 42 55 100 -0,1 1,2
y=0,4809x-0,8683 -0,8 0,4
NGF y=1,0793x-3,3615 42 55 100 -1 1,3
2-micro y=0,6351x-0,2963 30 55 100 0,2 1,6
-acfina y=0,7766x-1,349 30 55 1000 -1,3 0,2
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Asi, se pueden utilizar estas pendientes para obtener un valor relativo de dilucion de
ADNc a partir de las relaciones ADNc/competidor obtenidas en la amplificacion, permitiendo
asi un analisis semicuantitativo preciso (Alvarez et al., 2000).

En resumen, para cada molécula medida la cuantificaciéon por UV del amplicon de
ADNc es normalizada por el amplicon del competidor del mismo tubo y a partir de esa
relacion se obtiene un valor de dilucién de ADNc en la curva de referencia. Luego las
mediciones para los factores neurotr6ficos son normalizados por la cuantificacion de B2-
microglobulina (que representa la cantidad de ADNc en la muestra). Para una visualizacion

mas facil de los datos, se muestra el porcentaje respecto a la media de los animales naive.

5. ELISA para IL-1a e IL-1p.

Para medir los niveles de las proteinas IL-lo € IL-1B en el cerebro, los animales
fueron sacrificados mediante decapitacion, el cerebro inmediatamente removido y disectado.
Los tejidos se mantuvieron a —70°C hasta su procesamiento. Se homogenizaron los tejidos en
400ul de TBS (Tris-Hel S0mM pH=7,3, NaCl 150mM) con 0,1% de Tween 20 y una mezcla
de inhibidores de proteasas (10pg/ml de aproteinina, Spg/ml de peptastina, Spug/ml de
leupeptina y 1mM PMSF). Luego se los centrifugd a 1000g a 4°C por 10 minutos y el
sobrenadante fue ultracentrifugado a 40000rpm por 2 horas. Las muestras fueron alicuotadas
y guardadas a —70°C hasta su uso. La cantidad de proteina total fue medida en cada muestra
segun la técnica de Bradford. Se utilizaron kits comerciales para medir las concentraciones de
IL-1a e IL-1P de rata (ELISA kits, R&D Systems, Minneapolis, MN) con alta sensibilidad

(<15 pg/ml). Se analizaron al menos 3 animales por tiempo, y cada muestra por duplicado.

6. Procedimientos comportamentales.
6.1. Stepping.

El ensayo de ajuste de pasos ("stepping”) fue realizado segtn lo descripto en Olsson et
al. (1995) con animales lesionados con 60HDA (n=7-43) y con animales inyectados con
vehiculo (n=7-28). Se toma a la rata con una mano fijandole las patas posteriores y elevando

la parte trasera levemente respecto a la superficie. Con la otra mano se toma la pata delantera
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de la rata que no sera evaluada. Luego se mueve la rata sobre una mesa hacia el lateral,
lentamente (1 metro en 5 segundos), primero en direccién derecha-izquierda (D-I) y luego
izquierda-derecha (I-D) (Figura 6). Se contd el numero de pasos con que el animal ajusto el
desplazamiento lateral para ambas patas delanteras y en ambas direcciones. La secuencia de
evaluacion fue pata derecha (contralateral) en direcciéon D-I (palma) y luego I-D (dorso),
seguido de la pata izquierda (ipsilateral) en direcciéon D-I (dorso) y luego I-D (palma). Se
realizé el ensayo al menos 3 veces antes de la cirugia para permitir que los animales se
acostumbren al agarre por el experimentador. El tltimo ensayo realizado antes de la cirugia

fue considerado el pre-lesion.

Figura 6. Stepping: ensayo para evaluar
la acinesia de las patas anteriores. Los
animales son sostenidos por la parte
trasera y se le inmoviliza la pata delantera
que no va a ser evaluada. Luego se
desplaza al animal lateralmente, de forma
que para no arrastrar la pata deba realizar
pasos de ajuste.

6.2. Evitacion pasiva.

Los ensayos de evitacion pasiva fueron realizados en colaboracioén con el grupo del
Dr. Jorge Medina (Bernabeu et al., 1997; Izquierdo et al., 1998). Las ratas fueron ubicadas en
una plataforma de 8 cm de ancho elevada 2,5 cm respecto al piso, que se encuentra en el lado
izquierdo de un aparato de entrenamiento de acrilico amarillo (50 x 25 x 25 ¢cm) (Figura 7). El
piso de la caja consta de una serie de barras de bronce paralelas de 0,2 cm de didmetro
espaciadas cada 0,1 cm.

Se determind la latencia a bajar de la plataforma, como el tiempo transcurrido hasta
que el animal apoya las cuatro patas en las barras. En el entrenamiento, inmediatamente
después de bajar, los animales recibieron 0,4 mA durante 4 segundos en las patas a través de
las barras. Las sesiones de prueba fueron realizadas 1,5 horas después (memoria de corto
plazo, STM) o a las 24 horas (memoria de largo plazo, LTM). En ellas, el procedimiento es el
mismo que en el entrenamiento pero se omite el shock. Se realizaron tres experimentos

independientes en los cuales el operador era ciego al tratamiento.
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Figura 7. Caja de evitacién pasiva.
La rata es ubicada en la plataforma
elevada y se mide el tiempo que tarda
en bajar al piso formado por barras.

Debido a que los animales con una adquisicion fuerte de la tarea se pueden quedar en
la plataforma varios minutos y hasta horas, se estableci6 un techo de espera de 180 segundos.
Si luego de 3 minutos los animales aun no han descendido de la plataforma, se los retira de la
caja de entrenamiento y se les asigna un valor de latencia de 180 seg. Esta imposicion de un
techo a los valores de latencia, obliga la utilizacion de pruebas estadisticas no paramétricas.
Utilizamos la prueba de Kruskal-Wallis tanto para los valores de latencia a corto (STM) como

a largo (LTM) plazo, seguida de la prueba individual U de Mann-Whitney.

6.3. Campo abierto.

Los animales fueron expuestos a un campo abierto de 50 x 50 cm y paredes de 39 cm
de altura todos recubiertos de férmica negra (Figura 8). El piso se encuentra divido en 9
cuadrantes por lineas rojas. Los animales se ubicaron en el cuadrante medio mas cercano al
observador y se determinaron durante 5 minutos el nimero de veces que el animal cambi6 de
cuadrante y el nimero de rearings (pararse en las patas traseras) (Izquierdo et al., 1999). Para
evaluar la habituacion a largo plazo, 24 horas después de la primera sesion se sometieron los
animales a otra similar (segunda sesion o sesion de prueba).

La habituacion al ambiente novedoso dentro de cada grupo se analizO mediante

pruebas ¢ de Student pareadas entre la sesion de entrenamiento y la de prueba. La
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comparacion entre tratamientos en la sesion de prueba fue realizada mediante una prueba 7 de

Student no pareada.

Figura 8. Campo abierto utilizado para evaluar la habituacion. (A) Los “crossings” son
evaluado como veces que el animal cruza las lineas grises. (B) "Rearings™: el animal se para sobre
las patas traseras.

6.4. Ensayos de sensibilizacion al shock eléctrico.

Se ubicaron a los animales en el aparato de entrenamiento de evitacidon pasiva, al cual
se le removié previamente la plataforma. Luego de 30 segundos de exploracion libre, los
animales recibieron shocks de 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 y 0,6 mA durante 1 segundo, en ensayos
sucesivos separados por 15 segundos. Se determiné el umbral de vocalizacion y de saltos para

cada animal.

7. Analisis histolégicos.

Para los andlisis histolégicos los animales son anestesiados profundamente con
clorhidrato de ketamina y xylazina y perfundidos transcardiacamente con solucién salina
heparinizada (0,9% NacCl, 0,25 U/ml de heparina; aproximadamente 50ml por rata) seguido de
paraformaldehido al 4%en buffer fosfato (PB) 0,IM pH=7,2 (200ml por animal). Las
perfusiones se realizan a un flujo constante (200ml en 30 minutos) utilizando una bomba
peristaltica (Masterflex, Cole-Palmer Instrument Co., IL, USA). Los cerebros son extraidos y
post-fijados durante 24hs en la misma solucién fijadora a 4°C. Luego los tejidos son
criopreservados mediante inmersién en una solucion conteniendo 30% de sacarosa (en 0,1M

PB), hasta que los cerebros adquieren mayor densidad que la solucion. Finalmente son
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congelados en una solucion de isopentano (J.T.Baker, NJ, USA) enfriada en un bafio de etanol
puro Y hielo seco.

Las regiones del cerebro a estudiar son entonces seccionadas de manera seriada en un
criostato (Leica). Las secciones de 40um de grosor son guardadas en solucién de
criopreservacion (3 vol glicerol, 3 vol etilenglicol, 4 vol 0,IM buffer fosfato) a —20°C hasta
ser usadas. Luego son utilizadas para inmunohistoquimica o inmunofluorescencia en flotacién
o montadas en portaobjetos gelatinizados y tefiidos con una solucién de violeta de cresilo

(tincién de Nissl).

7.1. Tincién de Nissl.

Esta tincion, modificada de Burck (1969), permite observar los grumos de Nissl y las
formas celulares. Las secciones acomodadas en portaobjetos gelatinizados se dejan secar para
que el tejido se adhiera al vidrio. Las secciones son entonces rehidratadas mediante pasajes
sucesivos por etanol 100%, 96% y 70% (aproximadamente 1 min cada uno) y finalmente en
agua. Luego los tejidos son tefiidos durante el tiempo necesario para obtener la coloracién
deseada (5 a 15 min) en una solucién de acetato de violeta de cresilo (0,1g en 100ml de
acetato de sodio 0,2M, pH=3,8, filtrada). El exceso de colorante es lavado con agua destilada.
Finalmente los tejidos son deshidratados mediante pasajes por 3 soluciones de etanol 70%,
tres de 96%, tres de 100%, y tres de xileno puro. Finalmente son montadas utilizando solucién

de montaje DPX (Fluka, Buchs, Suiza).

7.2. Tincién de Kliiver-Barrera.

Esta técnica consiste en la tincion de la mielina con luxol fast blue y de las neuronas
con Nissl (modificado del original, Kliiver and Barrera, 1953). Se utilizaron secciones de
14um de grosor, montadas en portaobjetos gelatinizados. Se las rehidraté parcialmente en
etanol 96° y se las tifi6 en una solucion de Luxol Fast blue (1g Solvent Blue 38, Sigma, 0,05%
acido acético, en etanol 96°) a 60°C durante toda la noche. Al dia siguiente se dejan enfriar
las secciones a temperatura ambiente y se lava el exceso de luxol en alcohol 96°. Luego se
lava con agua destilada y se diferencia sumergiendo de forma homogénea y rapida los
portaobjetos en una solucién saturada de carbonato de litio, o para hacer la diferenciacién mas
lenta se utilizé una solucién de carbonato de litio al 0,05%. La diferenciacion mas fina se

realiza en etanol 70%. Cuando al microscopio la sustancia blanca permanece azul y la gris
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pierde el color se dejan los cortes en agua destilada. Luego se tifien con la técnica de Nissl
(ver seccion 7.1.) y se montan las secciones utilizando DPX como medio de montaje.
Al finalizar la tincion la mielina estara tefiida de azul y la heterocromatina y nucléolo

en violeta.

7.3. Inmunohistoquimica.

Para los analisis por inmunohistoquimica se utilizaron anticuerpos primarios
especificos, reconocidos por anticuerpos secundarios biotinilados y el kit de amplificacién
Vectastain Standard ABC (Vector). Luego se revel6 la peroxidasa utilizando como sustrato a
la 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Sigma, 0,5mg/ml en 0,1M buffer fosfato, filtrado). Las

secciones se montaron utilizando DPX (Fluka).

7.3.1. Andlisis de la inflamacion.

Luego del analisis bajo la tincion de Nissl, se estudid la presencia de células del
sistema inmune mediante inmunohistoquimica. Secciones de 40pum fueron permeabilizadas y
lavadas de la solucion de criopreservacion mediante 3 lavados en buffer fosfato-salina (PBS)
conteniendo 0,1% del detergente Triton-X100 (PBS-Tx). La actividad de las peroxidasas
endogenas fue eliminada mediante tratamiento con H,O, en metanol (20ul por ml) durante 20
min. Los tejidos fueron luego lavados 3 veces en PBS-Tx y la union inespecifica fue
bloqueada por incubacién durante 40 min en PBS-Tx conteniendo 1% de suero de burro.
Luego se los incubd durante toda la noche en solucion de bloqueo conteniendo algin
anticuerpo de los que detectan los antigenos de macréfagos (anti-ED1 y anti-ED2 generados
en raton, diluidos 1:400, Serotec, Kidlington, Oxford, UK) o al complejo mayor de
histocompatibilidad clase I (anti-MHC clase 1 generado en ratén, diluido 1:200, Serotec).
Después de lavar, se incubaron los tejidos durante 2 horas en solucién de bloqueo conteniendo
una IgG de burro anti-Fc de ratdn, biotinilada (diluida 1:200, Jackson). Después de 3 lavados
en PB, se los incubé 2 horas con el kit Vectastain Standard ABC (Vector), se revelé con DAB

y se montaron las secciones utilizando DPX.

7.3.1. Tirosina hidroxilasa (TH).
Para estudiar la pérdida de neuronas dopaminérgicas y de sus terminales en el estriado,
se analizo la expresion de la enzima limitante para la sintesis de dopamina: la tirosina

hidroxilasa (TH). El protocolo fue igual al de la seccién anterior, utilizando la
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inmunoglobulina de tipo G (IgG) anti-TH generada en conejo (dilucion 1:1000; Chemicon,
Temecula, CA, USA) como anticuerpo primario y el anticuerpo secundario anti-Fc de conejo
generado en burro y biotinilado (dilucidén 1:200; Jackson Laboratories, West Grove, PA,

USA).

7.3.2. f-galactosidasa

Para estudiar la distribucién del Adpgal en el cerebro, se analizé la expresion de la
enzima [3-galactosidasa utilizando la inmunoglobulina de tipo G (IgG) anti-Bgalactosidasa
generada en conejo (diluciéon 1:1000; Molecular Probes, Eugene, OR, USA), de manera
siimilar a la de las secciones anteriores, seguido del anticuerpo anti-Fc de conejo generado en

burro y biotinilado (dilucién 1:200; Jackson).

7.4. Inmunofluorescencia.

Todas las inmunofluorescencias (simples o dobles) fueron realizadas en cortes
flotantes de 40pum de grosor, tomando 1 corte cada 200um de forma de tener una
representacion de toda la zona del cerebro en estudio.

Luego de incubar con los anticuerpos adecuados, los cortes son lavados en PB (ya que
el detergente distorsiona la sefial fluorescente) y son ubicados en portaobjetos previamente
gelatinizados. Luego de dejarlos secar (para permitir que los tejidos se adhieran al vidrio), los
cortes son rehidratados y montados con gelvatol (ver seccién 7.7.3.). La marca es analizada
utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 510 equipado con laser de argén y de He/Ne
que emiten a 488 nm y 568 nm, respectivamente. Las imagenes de cada longitud de onda son

obtenidas de manera independiente y superpuestas a posteriori.

7.4.1. Doble inmunofluorescencia para neuronas dopaminérgicas y microglia.

Para detectar la microglia rodeando la SNpc, se lavaron los tejidos de la solucién de
criopreservacion con PBS-Tx (2 lavados de 10 min cada uno) y se los bloque6 durante 40 min
en una solucion de PBS-Tx conteniendo 0,1% de suero normal de burro. Luego los cortes se
incubaron toda la noche a temperatura ambiente en solucién de bloqueo conteniendo la
isolectina B4 biotinilada de Griffonia simplicifolia (GSA1-B4, diluida 1:50, Vector; Streit and
Kreutzberg, 1987) y el suero de un conejo inmunizado contra la tirosina hidroxilasa (TH,

diluida 1:1000, Chemicon). Esta lectina se une a los residuos de o-D-galactosa en la
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membrana plasmatica y se ha demostrado su especificidad por la microglia en todas sus
formas, monocitos y células supraependimales (Kaur and Ling, 1991). Luego de lavarlos en
PB, los tejidos fueron incubados 2 horas a temperatura ambiente en PB conteniendo IgG anti-
Fc de conejo conjugada con Cy2 (diluido 1:200, Jackson) y estreptoavidina conjugada a Cy3
(diluida 1:250, Jackson), a temperatura ambiente y en oscuridad.

Adaptamos la clasificacion de la microglia activada segin Kreutzberg (1996) (Figura
9). Microglia en reposo: células con cuerpo en forma de cono y procesos finos y ramificados.
Microglia activa ramificada: cuerpo celular alargado con procesos largos pero gruesos.
Microglia ameboide: cuerpo celular redondo con escasos procesos cortos. Células fagociticas:
cuerpo celular redondo con citoplasma vacuolado en las que no se pueden observar procesos
en el microscopio Optico. Todas estas células unen la lectina B4 de G. simplicifolia.
Consideramos microglia activada a todas las etapas a excepcion de las denominadas “en
reposo .
Figura 9. Morfologia de la
microglia. De izquierda a
derecha, transformacion de
la microglia en reposo en
células activas. Todas estas
células son positivas para la
lectina GSA1-B4. En su
estado final se identifican
como células fagociticas, las
cuales son también positivas
para el marcador ED1.

Adaptado de Kreutzberg,
1996.

Para la cuantificacion de la microglia activada, se contaron las células descriptas en el
parrafo anterior presentes en la SNpc, en un microscopio de fluorescencia. La SNpc fue
identificada como la region en la que se evidencia tincion para TH, a diferencia de la SNpr
donde la presencia de microglia es abundante pero no existen neuronas dopaminérgicas. Para
evitar variaciones entre las secciones contadas en los distintos animales, se contaron las
células microgliales presentes en la SNpc lateral al nicleo lateral medio del tracto Optico
accesorio (Figura 10). Se cuantificaron las células en 3 animales por tiempo. En las SNpc
contralaterales o las de animales inyectados con vehiculo no se observaron células positivas

para la lectina (ver Figura I1.3.D y E).
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Figura 10. Seccion utilizada para
cuantificar la activacién de la
microglia. Se cuantifican las células
en la substantia nigra pars compacta
(SNpc, en negro) lateral al niicleo
lateral medio del tracto éptico (MT,

en gris).

Bregma -5.30 mm

7.4.2. Deteccion de activacion de astrocitos y microglia.

Se incubaron los tejidos en solucion de bloqueo 40 minutos a temperatura ambiente.
Luego se los incub6 toda la noche en solucién de bloqueo conteniendo la lectina GSA1-B4
(diluida 1:50) y el suero de conejo inmunizado con la proteina glial acida fibrilar (GFAP,
diluida 1:700, Chemicon). Luego de lavarlos se los incubd 2 horas con los anticuerpos
descriptos en la seccion anterior. En los resultados se muestran las imagenes obtenidas en el

microscopio confocal, cada canal por separado y en blanco y negro.

7.4.3. Deteccion de células macrofagicas.

Luego de lavarlos y permeabilizarlos, se incubaron los tejidos en solucién de bloqueo
40 minutos a temperatura ambiente. Se los incubd toda la noche en solucién de bloqueo
conteniendo la IgG policlonal anti-ED1 obtenida de raton (diluida 1:400; Serotec). Luego de
lavarlos se los incub6é 2 horas con el anticuerpo anti-Fc de ratéon generado en burro y
biotinilado (diluido 1:200; Jackson). Se lavaron los cortes 3 veces en PB y se los incub6 por

dos horas mas con una estreptoavidina conjugada con Cy2 (diluida 1:250 en PB; Amersham).

7.4.4. Deteccion de neutrdfilos.

Las células polimorfonucleares fueron identificadas en secciones de 40pum tefiidas con
violeta de cresilo. Para confirmar la identificacion se realizaron inmunofluorescencias
utilizando el anticuerpo MBS2 generado en conejo (diluido 1:100, generosamente provisto

por el Dr. Daniel Anthony). Se incubaron los cortes toda la noche a temperatura ambiente en
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solucién de bloqueo conteniendo el anticuerpo primario. Luego de 3 lavados se los incubé con
el anticuerpo anti-Fc de conejo generado en burro y conjugado con Cy2 (diluido 1:200,

Jackson). Finalmente los cortes se montaron y analizaron en un microscopio confocal.

7.4.5. Doble inmunofluorescencia anti-BrdU y lectina GSA1-B4.

Para detectar la proliferacion de células microgliales, se utilizaron cerebros de
animales previamente inyectados intraperitonealmente con BrdU (ver seccién 3.). Los tejidos
fueron lavados de la solucidn de criopreservacion en TBS-Tx (Tris-HCl 50mM pH=7,3, NaCl
150mM, Tritéon-X100 0,1%). Luego se los incubé 2 horas en formamida 50% en 2xSSC
(0,3M NaCl, 0,03M citrato de sodio) a 65°C, se los lavé en 2xSSC y se los incubd otros 30
minutos en 2N HCl. Este tratamiento permite la desnaturalizacion del ADN gendémico,
facilitando la deteccion del analogo del nucleétido mediante el anticuerpo. Luego se
neutralizaron los tejidos incubandolos 15 minutos en buffer borato 0,1M y se los lavé en TBS.
Se bloquearon los sitios inespecificos de unidn de los anticuerpos mediante la incubacién en
TBS-Tx conteniendo 1% de suero de burro. Luego se incubaron las secciones toda la noche
en soluciéon de bloqueo conteniendo la inmunoglobulina tipo G monoclonal de ratén anti-
BrdU (dilucion 1:200; Boehringer) y la lectina GSA1-B4 (dilucion 1:50; Vector). Luego de
lavar las secciones 3 veces con PB, se las incubé con una anticuerpo hecho en burro anti-Fc
de raton, conjugado con el fluoréforo Cy2 (dilucién 1:200 en PB; Jackson) y con una

estreptoavidina conjufgada con Cy3 (dilucién 1:250; Jackson).

7.4.6. Doble inmunofluorescencia anti-BrdU y anti-TH

El protocolo para la deteccion de neuronas dopaminérgicas que hayan incorporado el
analogo de nucledtido BrdU es el mismo que el de la seccion anterior hasta el bloqueo de los
sitios inespecificos. Luego se incubaron las secciones toda la noche con el anticuerpo anti-
BrdU antes mencionado y con el anticuerpo hecho en conejo anti-TH (diluCION 1:1000;
Chemicon). Luego de lavar las secciones 3 veces con PB, se las incubd con los anticuerpos
hechos en burro anti-Fc de raton, conjugado con el fluor6foro Cy2 (dilucién 1:200 en PB;
Jackson) y anti-Fc de conejo, conjugado con el fluor6foro Cy3 (dilucién 1:200 en PB;

Jackson).
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7.4.7. Deteccion de neuronas.

Para identificar a las neuronas (particularmente en el hipocampo) se analiz6 la
distribucion de un marcador especifico neural (NeuN; Mullen et al., 1992). Los tejidos fueron
lavados de la solucion de criopreservacion en PBS-Tx (2 lavados de 10 min cada uno) y
bloqueados durante 40 min en una solucion de PBS-Tx conteniendo 0,1% de suero normal de
burro. Luego los cortes se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en solucién de
bloqueo conteniendo un anticuerpo monoclonal anti-NeuN generado en ratén (dilucién 1:100;
Chemicon). A continuacidn, las secciones fueron lavadas dos veces en PBS-Tx e incubadas 2
horas a temperatura ambiente en solucién de bloqueo conteniendo el anticuerpos secundarios
anti-raton generados en burro y conjugado con biotina (diluido 1:200, Jackson). Finalmente,
se lavaron los cortes 2 veces en PB y se incubaron 2 horas (temperatura ambiente y oscuridad)
en PB conteniendo una dilucién 1:250 de estreptoavidina conjugada con el flurdforo

indocarbocianina 2 (Cy2, Jackson).

7.4.8. Doble inmunofluorescencia anti-figalactosidasa y anti-NeuN.

Para estudiar la expresion neural del gen reportero lacZ expresado por el
correspondiente vector adenoviral, se combiné la deteccién de la correspondiente proteina
reportera con la del marcador especifico neural NeuN. Luego de lavar y bloquear, los cortes
se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en soluciéon de bloqueo conteniendo un
anticuerpo anti-Bgalactosidasa generado en conejo (diluciéon 1:1000; Molecular Probes) y un
anticuerpo monoclonal anti-NeuN generado en ratén (dilucién 1:100; Chemicon). A
continuacion, las secciones fueron lavadas dos veces en PB e incubadas 2 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad en PB conteniendo los anticuerpos secundarios anti-conejo
conjugado con el fluoréforo indocarbocianina 2 (Cy2, diluido 1:200; Jackson) y anti-raton
conjugado con biotina (diluido 1:200; Jackson), ambos generados en burro. Finalmente, se
lavaron los cortes 2 veces en PB y se incubaron 2 horas en PB conteniendo una dilucién 1:250

de estreptoavidina conjugada con el fluréforo indocarbocianina 3 (Cy3, Jackson).

7.5. Anilisis de neurodegeneracion utilizando Fluoro-Jade B.

Se realizaron tinciones para neuronas en degeneracion segun Schmued et al. (1997) y
Schmued and Hopkins (2000). Se utilizaron cortes congelados de 14um de grosor, montados
en portaobjetos gelatinizados. Los portas son primero sumergidos en una soluciéon de 1% de

hidréxido de sodio en 80% de alcohol, durante 5 minutos. Luego se los lavé 2 minutos en
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alcohol 70% y 2 minutos en agua destilada. Luego se los transfirié a una solucioén 0,06% de
permanganato de potasio por 10 minutos, con movimientos constantes.

Se prepard una solucién madre 0,01% de Fluoro-Jade B (Histo-Chem Inc., Jefferson,
AR, USA) en agua destilada. Para tefiir se realizé una diluciéon 1:25 de la solucién madre en
acido acético 0,1% (concentracion final del colorante: 0,0004%), no mas de 10 minutos antes
de usarla y la cual nu puede ser re-usada. Se sumergen las secciones 20 minutos en esa
solucidn, se lava un minuto 3 veces en agua destilada. Se secan y montan con DPX.

La tincion fue visualizada por excitaciéon con 480nm, en un microscopio de
fluorescencia (modelo BX60, Olympus) y las imagenes tomadas con una camara refrigerada

(CoolSNAP-Pro, Media Cybemetics).

7.6. Cortes semifinos.

Para realizar cortes semifinos los animales fueron perfundidos primero con una
solucidn de lavado filtrada (0,8% NaCl, 0,8% sacarosa y 0,1% glucosa en agua destilada) con
heparina. Luego se perfundieron con fijador (2% glutaraldehido, 2% paraformaldehido y
0,1M buffer cacodilato en agua destilada), preparado justo antes de usar. Se disectaron piezas
de aproximadamente 1mm’, que fueron dejadas 5 horas mas en fijador a 4°C y luego se las
guardo6 hasta su procesamiento en 0,2M de sacarosa en 0,1M de buffer cacodilato a 4°C.

Luego de 3 lavados de 5 minutos en el mismo buffer, fueron post-fijadas durante 1
hora en 1% 0504 en el mismo buffer. Posteriormente, se lavaron de la misma forma que en el
paso anterior, se deshidrataron con etanol a concentraciones crecientes, se aclararon con
acetona y se infiltraron con araldita. Se obtuvieron secciones semifinas con un ultramicrétomo
Sorvall Porter-Blum MT2-B. Posteriormente, las secciones fueron tefiidas con azul de
toluidina-boérax. La secciones fueron analizadas en un microscopio 6ptico (modelo BX60,
Olympus) y las imdagenes tomadas con una camara refrigerada (CoolSNAP-Pro, Media

Cybemetics).

7.7. Otros
7.7.1. Preparacion de paraformaldehido.

Se prepar6 una solucidon 8% de paraformaldehido (Fluka) en agua destilada. Para ello
se Ilevo la solucién a 60°C y se agregé NaOH 10N hasta que la clarificacion de la solucidn.

Esta solucién fue filtrada utilizando papel Whatmann 3M y guardada a 4°C no mas de 12
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horas. Justo antes de su utilizacion se la diluy6 a una concentracion del 4% con PB 0,2M vy se
y y

lallevé a pH 7.4.

7.7.2. Gelatinizacion de portaobjetos.

Para poder utilizar los portaobjetos comerciales para histologia, los mismos deben ser
gelatinizados de manera de favorecer la unidén de las secciones al vidrio. Para ello los
portaobjetos fueron desgrasados en una solucién IN de HCI durante 20 minutos y lavados con
agua de la canilla corriendo constantemente durante 45 minutos. Luego se los lavé dos veces
con agua destilada y se los sumergié en gelatina (0,5% gelatina 275 Bloom, Fisher, en agua
destilada a 50°C con 0,005% Chrome Alum, CrK(SO,),*12H20) a 50°C. Los portaobjetos se

dejaron secar en un lugar libre de polvo.

7.7.3. Preparacion de solucion de montado de inmunofluorescencia (Gelvatol).

Se mezclaron 2,4g de Mowiol 4-88 (Calbiochem) con 6g de glicerina. Se agregaron
6ml de agua destilada y se dejaron varias horas a temperatura ambiente. Luego se agregaron
12ml de Tris 0,2M, pH 8,5, y se calentd a 50°C durante 10 minutos mezclando
ocasionalmente. Luego de que su disolucion, se clarificd la solucion centrifugando a 5000g

por 15 minutos. La solucién se alicuoté y guardé a —20°C hasta ser usada.

8. Vectores adenovirales.
8.1. B-galactosidasa (AdBgal).

El vector adenoviral que expresa el gen reportero lacZ fue provisto por el Dr. J.
Mallet, del Hospital Pitie Salpetriere, Paris (Le Gal La Salle et al., 1993). Los stocks fueron
generados en el laboratorio mediante purificacion en gradientes de cloruro de cesio de
vectores amplificados en células HEK293 y cuantificados por ensayo de placa (titulo final:
1,5 x 10" pfu/ul) o por dosis infectiva de cultivo de tejido 50 (titulo final: 4 x 10"
DICT50/ml).

8.2. IL-1ra (AdIL-1ra)
El vector adenoviral que expresa al antagonista natural 1L-1ra fue construido en el

laboratorio, utilizando la secuencia de ADNc de 1L-1ra de rata y el brazo izquierdo del
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adenovirus tipo 5 (Revah et al., 1996). La recombinacion correcta fue verificada mediante la
digestion con enzimas de restriccion del ADN viral purificado mediante el procedimiento de
Hirt (Hirt, 1967) y confirmada mediante Southern blot. La expresion del transgén fue
analizada mediante Westerm blot. Finalmente la actividad biolégica se determind en un
ensayo de inhibiciéon de la proliferacion de timocitos inducida por fitohemoaglutinina y
estimulada por la IL-1 (Depino et al., 2003a). Los stocks fueron generados como los del

AdBgal, con un titulo final de 1 x 10" pfu/pl.

8.3. IL-1P (AdIL-1pB).
El vector adenoviral que expresa la IL-1p fue construido en el laboratorio, utilizando
la secuencia de ADNc de IL-1p humana segun lo descripto en Kolb et al. (2001). Los stocks

fueron generados como los del AdBgal, con un titulo final de 1 x 10'° pfw/pl.

9. Analisis de datos.

El anélisis estadistico de los datos fue realizado utilizando el programa Prism version
3.0 (GraphPad Software Incorporated), teniendo en cuenta el disefio experimental. Para mayor
claridad el test estadistico utilizado en cada experimento es aclarado en la correspondiente
capitulo. En todos los casos las diferencias son consideradas significativas si la probabilidad

es menor a 0,05.
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Capitulo L.

Respuesta del tejido nervioso a

la inoculacion de la IL-1B

"Mis observaciones revelaron también que las neuronas
comprometidas por presiones, conmociones o fraumatismos
recaidos en la vecindad, no sucumben siempre subitamente,
presa de la desintegracion granulosa, sino que se necrosan
por grados, propagandose el proceso destructivo desde las

capas protoplasmaticas superficiales hasta las
profundidades.”

Santiago Ramén y Cajal
“Historia de mi labor cientifica”
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I.1. Punto de partida

Se han descripto numerosos efectos de la IL-1 en el cerebro o en neuronas y glia in
vitro, incluyendo algunos efectos contradictorios (ver Introduccion, seccién 1.2.1.). En este
sentido, la IL-1 puede desencadenar respuestas adaptativas pero también daiiinas de la
macroglia y de la microglia: induce la produccién de factores de crecimiento (por ejemplo,
bFGF, TGF-B1, NGF) pero también de mediadores inflamatorios (por ejemplo, fosfolipasa
A2, ciclooxigenasa-2, prostaglandinas, 6xido nitrico, metaloproteasas y colagenasas de
matriz) (Rothwell and Luheshi, 2000). Es mas, concentraciones bajas de IL-1B protegen
contra excitotoxicidad, pero concentraciones altas son téxicas per se (Strijbos and Rothwell,
1995).

Por otro lado, se han demostrado diferencias regionales en la expresion de mediadores
de la inflamacion tanto para astrocitos (Denis-Donini et al., 1984) como para la microglia
(Ren et al., 1999). Esto podria explicar la susceptibilidad diferencial de las neuronas de
distintas regiones del cerebro a la neurotoxicidad por lipopolisacaridos (Kim et al., 2000). Sin
embargo no se puede descartar que el tipo neuronal también sea un factor que determine la
susceptibilidad a la toxicidad por la IL-1.

Finalmente, los infartos, los traumas, las hemorragias cerebrales y el dafio cerebral por
isquemia causan neurodegeneracién aguda, o sea la pérdida rapida de las neuronas dafiadas
como respuesta a la lesion. Sin embargo, en muchas ocasionas se observa que, a pesar de la
naturaleza aguda del estimulo, la pérdida de neuronas puede durar horas y hasta dias (Allan
and Rothwell, 2001). Este dafio celular tardio resulta de factores endégenos que son liberados
en respuesta al estimulo inicial.

En funcién de todo esto, una citoquina en particular (como la IL-1B) puede tener
diversos efectos en el SNC, dependiendo de las moléculas que induce y de la respuesta
inflamatoria o glial que provoca. Ademas el efecto sobre las neuronas puede depender del
fenotipo de las mismas. Sin embargo no existen estudios sistematicos de citoquinas
particulares que permitan evaluar estas hipotesis.

Para estudiar las diferencias regionales en la respuesta a la citoquina IL-1f, se
inyectaron 10ng de 1L-1p humana recombinante (hrIL-1B) y se sacrificaron los animales 24
horas y 6 dias después. Se determinaron las respuestas moleculares estudiando los niveles de

ARNm de los ligandos del receptor de la 1L-1 (IL-1a, IL-1PB e IL-1ra) y de la citoquina anti-
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inflamatoria TGF-B1 por RT-PCR semicuantitativa. Como respuestas celulares se evaluaron
el grado de activacion de la glia, la existencia de inflamacidn y la integridad de las neuronas.
El analisis fue realizado en cuatro regiones del SNC con caracteristicas celulares bien
diferenciadas: 1) el hipocampo: estructura altamente laminar compuesta de neuronas
glutamatérgicas y de grandes espacios ocupados por procesos neuronales y astrocitos; 2) la
substantia nigra: la regiéon del cerebro con mas alta densidad de microglia y con una
poblacion neuronal altamente susceptible a dafios oxidativos, las células dopaminérgicas; 3) el
estriado: region organizada en grupos que ademas de neuronas tiene una alta densidad de
axones mielinizados, o sea, de oligodendrocitos; y 4) la corteza: organizaciéon laminar de
neuronas glutamatérgicas que se encuentran cerca de la meninges. También se analizaron las

regiones contralaterales y algunas regiones distales.
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I.2. Objetivos

El objetivo general de esta parte de la tesis es evaluar la respuesta tisular de las

distintas regiones del sistema nervioso central a la inoculacion de la proteina recombinante

humana IL-1B (hrIL-1p).

Neurodegeneracion 3 » Gliosis
\ Inflamacién
i
(citoquinas)

TN

Figura L.1. Esquema de los objetivos del Capitulo I en el marco de los objetivos generales de la tesis.

B et ‘ompor ie
Neurogénesis Comportamiento

Realizando inyecciones estereotaxicas de la proteina IL-1PB en distintas regiones del cerebro, se evaluara la
gliosis/inflamacion y la expresion de 1L-1 y otras citoquinas. Ademaés se determinard si existe neurodegeneracion
en cada una de las regiones. Las flechas en gris indican que en el trabajo no podra determinarse si los efectos son

directos o0 a través de algin otro fendmeno. La cabeza de flecha indica la variable alterada en el marco de este

capitulo.
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1.3. Resultados

1.3.1. Sobre el hipocampo.

Figura 1.2. Sitio de inyeccion en el hipocampo.
Figura del atlas de cerebro de rata (Paxinos and
Watson, 1986) correspondiente al sitio de inyeccion
en el hipocampo.

1.3.1.1. Expresion del sistema IL-1y de TGF-B1.

En todas las RT-PCRs semicuantitativas realizadas durante esta parte de la tesis se
considerdé induccion o inhibicion de la expresion cuando las variaciones de las medias
obtenidas fueron de al menos dos veces y resultaron significativas estadisticamente (ver
Materiales y Métodos, seccion 4 para los detalles de la RT-PCR semicuantitativa).

En los hipocampos inyectados con hrIL-13 observamos una disminucién en los niveles
basales de ARNm para IL-1a (p=0,0176, prueba ¢ de Student no pareada; Figura 1.3.A). En
cambio, los niveles de ARNm para IL-13 aumentan al dia siguiente de inoculada la citoquina
en el hipocampo, tanto ipsi- como contralateral a la inyeccidn (respecto a los animales naive,
p=0,0366 ipsilateral y p=0,0009 contralateral, prueba 7 de Student no pareada; Figura 1.3.B).
Ademas, el IL-1ra muestra un patrén similar: si bien los niveles no difieren significativamente
de los naive, en el hipocampo ipsilateral son 2 veces mayores (p=0,0282, prueba ¢ de Student
no pareada) y en el contralateral son 3 veces mayores (p=0,015, prueba 7 de Student no
pareada) que los de los animales inyectados con vehiculo (Figura 1.3.C). Finalmente, TGF-f1

no muestra diferencias entre los tratamientos (Figura 1.3.D).

91




Amaicha Mara Depino Resultados - Capitulo I

A.IL-lo C.IL-1ra 7
w00 {——F
140 1 -
[0} - 350 ==
.2 1201 t T : 2 i
< { { !
2 ol 1 = = | < 007 ‘
8 ] | " — 8 - \ ‘
o 8 N 8 200 4 ; =
3, [ ] [ | o |
e 91 i | 8 150 T— < -
T * | =
| g E T
© - 3 100 — L=T_ ; ——
04 - i 0+ : 3!
] ’ . . 6 I ” . .’ 6
Dias post-inyeccion Dias post-inyeccion
300
1400 w  HEE W L-1f ipsilateral
IL-1P contralateral
1200 ) =
QZ) g 250 T m Vehiculo ipsilateral
E 1000 § Vehiculo contralateral
< S 20
S 800 2
=
5 o
8 g 150
2 600 | o
5 v
S 400 =100
5 !
D &

[

=

=
w
=)

(=]

’ . . 6 ’ . . 6
Dias post-inyeccion Dias post-inyeccion

N O.I- B3
1 1

B2-microglobulina
| dia 6 dias

N Ii Ic Vi Veli Ic Vi Ve-RT + - M

fc 500
300

ADNc

IL-1B

1 dia 6 dias
M N Ii Ic Vi Ve Ii Ic Vi Vc-RT+ -

500

200

Figura 1.3. Anilisis de la expresion del sistema IL-1 y de TGF-$1 en el hipocampo de animales inyectados
con hrIL-1P o vehiculo en el hipocampo (RT-PCR semicuantitativa). Patrones de expresion de (A) IL-10,
(B) IL-1B, (C) IL-1ra y (D) TGF-B1. Se grafica la media + error estandar de la media como porcentaje respecto
a animales naive. * p<0,05 y ***p<0,001 en prueba ¢ de Student no pareada, comparada con animales naive.
#p<0,05 en prueba  de Student no pareada, comparado con el vehiculo correspondiente. Barras negras y
blancas, hipocampos ipsilaterales y contralaterales a la inyeccion de hrIL-1p. Barras grises oscuras y claras,
hipocampos ipsilaterales y contralaterales a la inyeccién de vehiculo. En (B) se muestran dos geles de agarosa
tefiidos con bromuro de etidio mostrando una RT-PCR representativa para [L-1B y f2-microglobulina. N, naive.
li e Ic, hipocampo ipsilateral y contralateral a la inyeccién de hrIL-1p. Viy Ve, hipocampo ipsilateral y
contralateral a la inyeccion de vehiculo. -RT, control sin transcriptasa reversa. +y -, controles positivo y
negativo. M, marcador de peso molecular. fc, fragmento de competicion.
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1.3.1.2. Respuesta celular.

El mayor efecto observado en el hipocampo luego de la inoculacién de la proteina
hrIL-1p fue una hemorragia subgranular 1 dia después de la inyeccion, rodeada de nucleos
apoptoticos (Figura 1.4.A y A’). La inyecciéon con IL-1P en el giro dentado conlleva la
condensacién de la cromatina de las neuronas granulares del hipocampo, la cual es una
caracteristica de la apoptosis. En cambio en el giro dentado de los animales inyectados con
vehiculo la cromatina de las neuronas granulares se mantiene relajada. Por otro lado, también
observamos pérdida de inmunofluorescencia para NeuN en el giro dentado cercano a la
hemorragia (Figura 1.4.B). Esto sugiere fuertemente que los nucleos apoptdticos pertenecen
mayoritariamente a neuronas granulares, las cuales mueren debido a la inyeccién de hriL-1.
Ademas, en los hipocampos inyectados con hrIL-1B a los 6 dias se confirma la pérdida de
células granulares del giro dentado tanto en secciones tefiidas con violeta de cresilo (Figura
[.4.C y C’) como luego de inmunoflurorescencia contra el marcador neuronal NeuN (Figura
1.4.D). Ni la hemorragia ni la pérdida de neuronas granulares fueron observados luego de la
inoculacién de vehiculo, ain cuando la lesién traumatica causada por la aguja de la Hamilton
todavia era evidente a los 6 dias (Figura [.4.E). Es de notar que se observ6 una similar pérdida
de neuronas granulares cuando la IL-1P fue inyectada utilizando un capilar ultrafino, lo cual
sugiere que la pérdida no se debe a la lesién traumatica causada por la aguja de la jeringa
Hamilton.

Para controlar que la hemorragia y subsiguiente neurodegeneracion no se deben a la
inyecciéon de grandes cantidades de proteina per se, inyectamos la misma hrIL-1f pero
desnaturalizada por calor. En estos animales observamos una respuesta similar a aquella de
los hipocampos inyectados con vehiculo, con una pérdida de las neuronas granulares ubicadas
directamente en el tracto de inyecciéon pero sin hemorragia subgranular ni signos de la

neurodegeneracion extendida observada con la proteina nativa (Figura 1.4.F).
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Figura 1.4. Estudio de la integridad neuronal en hipocampos inyectados. (A) Tincion de Nissl de
hipocampo inyectado con hrIL-1f 1 dia antes, mostrando una importante hemorragia subgranular y
nticleos apoptéticos en el giro dentado (flechas en A”). (B) En la inmunofluorescencia anti-NeuN se
observa una pérdida parcial de inmunoreactividad en las neuronas granulares cercanas a la hemorragia.
(Cy D) A 6 dias se evidencia la pérdida de neuronas del giro dentado, no sélo en el tracto de inyeccion
sino también lateralmente a éste (ver C’, flechas). A este tiempo no se observa neurodegeneracion en
animales inyectados con vehiculo (E) o con proteina desnaturalizada (F). i, inyeccion; h, hemorragia.
Barras de escala: A-F, 500um; A", 20um; C’, 100pm.
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Por otro lado, nos preguntamos si podriamos obtener el mismo efecto expresando la
proteina IL-1f de forma crénica mediante un vector adenoviral (AdIL-1B). A los 15 dias
después de la inoculacion (tiempo de méxima expresion del vector cuando es inyectado en el
estriado segin lo determinado por ELISA [Ferrari et al., manuscripto en preparacion]),
observamos una extendida inflamacién con reclutamiento de neutréfilos, pero las neuronas no

se ven afectadas (Figura L.5.).

Figura L.5. Tincién de Nissl de hipocampos inyectados con el AdIL-1B. 15 dias después de
la inyeccién de 107 unidades formadoras de placa (pfu), se observa una importante inflamacion
en todo el hipocampo la cual no es acompaifiada por pérdida de neuronas. (B) Se observa el
reclutamiento perivascular de neutréfilos (flecha). Barras de escala: A, 500um; B, 200pum.

En los cortes analizados luego de la tincién con violeta de cresilo no fue posible
observar alteraciones en las neuronas piramidales del hipocampo. Sin embargo, el analisis de
cortes semifinos mostré que las neuronas piramidales de la region CA1 que estan ubicadas en
el tracto de inyeccion presentan signos de degeneracion (Figura 1.6.A y B). Esas mismas
células se tifieron con Fluoro-jade B, que tifie neuronas en degeneracion (ver Materiales y

Métodos, seccidn 7.5.; Figura 1.6.C).
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Figura I.6. Signos de neurodegeneracion en la region CA1 del
hipocampo. En cortes semifinos de la regiéon CA1 de animales
inyectados con IL-10 en el giro dentado observamos neuronas
presentando signos de degeneracion (nd, en A), pero sélo en el
tracto, rodeadas de neuronas intactas (n, en B). Mediante la
tincién con Fluoro-Jade B se identificaron neuronas en
degeneracion en la regiéon CAl, limitadas a la zona a través de la
cual paso la jeringa (C). A y B, 100x. Barra de escala en C, 40pm.

El analisis de la respuesta tisular a la administracion aguda de IL-1p mostré un
infiltrado inflamatorio compuesto principalmente por neutréfilos. La distribucion de
neutr6filos en los hipocampos analizados sigui6 el patron de induccion del ARNm para [L-1f3:
un dia después de la inyeccién se observaron neutréfilos tanto en el hipocampo ipsilateral
como en el contralateral (Figura 1.7.A-D). En los animales inyectados con vehiculo, los
neutréfilos se encuentran distribuidos a lo largo del tracto de inyeccion (Figura 1.7.E).
Ademas, no se observaron neutréfilos en los hipocampos analizados 6 dias después de las
cirugias.

Por otro lado, un dia después de la inyeccion de IL-1f3 se observaron pocas células
positivas para la lectina GSA1-B4 (marcador de microglia, Figura 1.8.A) mientras que
numerosas células macrofagicas (positivas para ED1) son detectadas a lo largo del tracto de
inyeccion, en la hemorragia y dispersas por todo el hipocampo inyectado (Figura 1.8.B). En
cambio, a los 6 dias s6lo se observan células macrofagicas en la capa granular degenerada,
representadas por la morfologia redonda de células positivas para la lectina (Figura 1.8.D) y
por su inmunoreactividad anti-ED1 (Figura [.8.E). En los animales inyectados con vehiculo,
se observaron células macrofagicas a lo largo del tracto de inyecciéon a los dos tiempos

analizados (Figura 1.8.C y F).

96




Amaicha Mara Depino Resultados - Capitulo I

MBS

Ipsilateral

Vehiculo

“‘:“
- \
e

B
=\
P -
\ -
:‘h "‘" .
AN —

Figura L.7. Distribucion de neutrofilos en hipocampos inyectados. Un dia después de la inoculacion con
hrIL-1P se observan neutréfilos tanto en el hipocampo inyectado (A y B) como en el contralateral (C y D).
Mediante inmunofluorescencia con MBS2 se identifican neutréfilos en toda la formacién hipocampal (A y C),
los cuales se ven perivasculares mediante la tincion de Nissl (flechas en B y D). En cambio en el hipocampo
inyectado con vehiculo los neutréfilos se ubican a lo largo del tracto de inyeccién (E). Barras de escala: A, Cy
E, 200um; B y D, 20um. DG, capa granular del giro dentado; fh, fisura hipocampal.

Contralateral

Lectina EDI1
IL-1B Vehiculo

Figura 1.8. Distribucion de células macrofigicas en los hipocampos inyectados. 1 dia después de la
inyeccion de hrIL-1 se observaron pocas células positivas para GSA1-B4 (A), mientras que las células ED1-
positivas se distribuyen alrededor de la hemorragia y en todo el hipocampo tratado (B). En cambio, en los
hipocampos inyectados con vehiculo sdlo se observan células ED1-positivas a lo largo del tracto de inyeccion
(C). A los 6 dias se observan células positivas para lectina (D) y células ED1-positivas (E) en donde previamente
se ubicaban las neuronas granulares. Otra vez, en los hipocampos inyectados con vehiculo sélo se observan
células ED1-positivas a lo largo del tracto de inyeccion (F). Barra de escala: 200pum. DG, capa granular del giro
dentado.
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Se detectaron astrocitos en los hipocampos, independientemente del tratamiento. Sin
embargo, en las regiones inyectadas con hrIL-1p los mismos adquirieron una morfologia
activada y una tincidn intensa para los filamentos astrociticos (GFAP), indicando la actividad
hipertréfica de la astroglia (Figura 1.9.A y C) cuando se compara con animales inyectados con
vehiculo (Figura [.9.B y D). Cabe mencionar también, que los hipocampos contralaterales a la
inyeccion de la IL-1p muestran morfologia activada 6 dias después de la cirugia (Figura

[.9.E), mientras que los de los inyectados con vehiculo no (Figura [.9.F).

IL-1B Vehiculo

Figura 1.9. Distribucién de
astrocitos en hipocampos
inyectados y contralaterales. En
los giros dentados inyectados con
hrIL-1p se observa activacion de la
astroglia a 1 (A) y 6 dias (C), asi
como en el contralateral a 6 dias
(E), evidenciada como células
GFAP-positivas con morfologia
activada. En cambio en los
animales inyectados con vehiculo
la mayoria de los astrocitos se
encuentran en reposo, tanto a 1 (B)
como a 6 dias (D), y no se observa
activacion contralateral (F). Barra
de escala: 200um.

Contralater_al
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1.3.2. Sobre la substantia nigra.

Figura 1.10. Sitio de inyeccién en la
substantia nigra. Figura del atlas de cerebro de
rata (Paxinos and Watson, 1986)
correspondiente al sitio de inyeccion en la
substantia nigra.

1.3.2.1. Expresion del sistema IL-1y de TGF-B1.

Luego de la inyeccion de 10ng de hrlL-1P en la substantia nigra, no observamos un
comportamiento diferente del ARNm que codifica para IL-loc del observado cuando
inyectamos vehiculo (Figura 1.11.A). En cambio, la IL-1p y el IL-1ra son inducidos a las 24
hs de inyectada la citoquina (cuando se comparan con los animales naive, IL-1 p=0,0345 e
IL-1ra p=0,0172, prueba ¢ de Student no pareada), recuperando los niveles basales a los 6 dias
(Figuras 1.11.B y C). Finalmente, TGF-1 fue inducido en los animales inyectados con IL-1
aunque este aumento no alcanzé significancia estadistica (méas de 9 veces respecto a los

animales naive, p=0,0646, prueba ¢ de Student no pareada; Figura [.11.D).
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Figura I.11. Analisis de la expresion del sistema IL-1 y de TGF-B1 en la substantia nigra de animales
inyectados con hrIL-1f o vehiculo en la substantia nigra (RT-PCR semicuantitativa). Patrones de
expresion de (A) IL-10, (B) IL-1B, (C) IL-1ra y (D) TGF-B1. Se grafica la media + error estandar de la media
como porcentaje respecto a animales naive. *p<0,05, en prueba t de Student no pareada, respecto a animales
naive. #p<0,05, en prueba ¢ de Student no pareada, comparada con el vehiculo correspondiente. Barras negras y
blancas, substantia nigra ipsilaterales y contralaterales a la inyeccion de hrIL-1{. Barras grises oscuras y claras,
substantia nigra ipsilaterales y contralaterales a la inyeccion de vehiculo. En (B) se muestran dos geles de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio mostrando una RT-PCR representativa para IL-1 y f2-microglobulina.
N, naive. li e Ic, substantia nigra ipsilateral y contralateral a la inyeccién de hrIL-1p. Viy Vc, substantia nigra
ipsilateral y contralateral a la inyeccién de vehiculo. -RT, control sin transcriptasa reversa. + y -, controles
positivo y negativo. M, marcador de peso molecular. fc, fragmento de competicion.
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1.3.2.2. Respuesta celular.

La distribucion de neutréfilos siguid la de la induccion de ARNm para IL-1f3: un dia
después de la inyeccidon estaban presentes en el mesencéfalo y en la hemorragia de la
inyeccion con hrlL-1p (Figura 1.12.A y B), pero no en los inyectados con vehiculo (Figura
1.12.C). A 6 dias no se observaron neutr6filos en el mesencéfalo, independientemente del

tratamiento (Figura 1.12.D).

Figura L.12. Tincién de Nissl y deteccion de neutréfilos en las substantia nigra inyectadas. Tinciones de
Nissl de substantia nigra inyectadas. Un dia después de la inyeccién de hrIL-1f3 se observa hemorragia en el
tracto de inyecciéon (A) y mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo MBS se detectaron neutréfilos en la
hemorragia y distribuidos en la SNpc (B). En los animales inyectados con vehiculo no se observa hemorragia ni
neutréfilos (C). 6 dias después de la inyeccion de hrIL-1f se puede visualizar el tracto de inyeccién mediante la
tincién de Nissl por la alta densidad de células en el mismo (D). En el mesencéfalo ipsilateral, lateralmente al
tracto, se observo un cumulo de células (flecha) (E). i, inyeccion; SNpr, substantia nigra pars reticulata (la
SNpc se encuentra por encima de esta region). Barras de escala: B, 200pum; A, C, D y E, 500um.

Se detectaron células positivas para ED1 a lo largo del tracto de inyeccidon a ambos
tiempos e independientemente del tratamiento (Figura 1.13.A-C). Sin embargo, 6 dias después
de la inyeccion de la hrIL-1p se observo un cimulo de células lateral al tracto de inyeccion

(Figura I1.12.E), las cuales resultaron positivas para los marcadores de células macrofagicas
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ED1 (Figura 1.13.D) y lectina (Figura I.14.E). Camulos similares se observaron en la

substantia nigra pars reticulata (SNpr) (Figura I.14.C), cercanos a la pia madre.

IL-1P Vehiculo

D Mesencéfalo

Figura 1.13. Distribucién
de células macrofigicas
en los mesencéfalos
inyectados. (A y B) Al dia
siguiente de la inyeccién
las células ED1-positivas
se encuentran distribuidas
a lo largo del tracto,
independientemente del
tratamiento. (C) A los 6
dias muestran la misma
distribucién, aunque algo
mas circunscripta al tracto
de inyeccion. (D) En el
ciimulo observado en la
tincion de Nissl (Figura
I1.19.E) se observan células
ED1-positivas. Barra de
escala: 200pum.

No se observaron diferencias en la activacion de astrocitos o de microglia entre los

tratamientos. Sin embargo, 6 dias después de la inyeccion de IL-1P se observaron astrocitos

activos rodeando los cimulos de células macrofagicas (Figura [.14. D y F).

El dafio tisular en la SNpc fue evidente a lo largo del tracto de inyeccidn, donde se

observa la falta de inmunoreactividad para la enzima tirosina hidroxilasa (TH) (Figura I.15.A

y C). Sin embargo, no se evidencié dafio en el resto de la SNpc ni pérdida de terminales

positivos para TH en el estriado, independientemente del tratamiento (Figura 1.15.).
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Lectina GFAP

Mesencéfalo

Figura 1.14. Distribucion de la células gliales en los mesencéfalos inyectados con hrIL-1B. Un dia
después de la inyeccion se observan células microgliales marcadas con la lectina GSA1-B4 tanto en la
SNpr como en la SNpc (A) y astrocitos que reaccionan con el anticuerpo anti-GFAP sin una marcada
morfologia de activacion en la SNpr (B). A los 6 dias se observan cumulos de células positivas para la
lectina tanto en la SNpr (C) como en el mesencéfalo (E), los cuales estan rodeados por astrocitos activados
(D y F). Excepto por la presencia de ciimulos de células, que sélo se evidencié en los animales inyectados
con hrIL-1, no se observaron diferencias entre ellos y los controles. Barra de escala: 200um.
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Vehiculo

Estriad
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Figura 1.15. Estudio de la expresion de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) en la SNpc inyectada.
Se observa pérdida de TH en la SNpc inyectada con hrIL-1p tanto a 1 (A) como a 6 dias (C), limitada al
tracto de inyeccion. Mientras que las SNpc inyectadas con vehiculo no presentan alteraciones (B y D).

6 dias después de la inyeccion de IL-1B no se observa pérdida de TH en la SNpc contralateral (E) ni en el
estriado ipsilateral (F). i, inyeccion; SNpr, substantia nigra pars reticulata; SNpc, substantia nigra pars
compacta, VTA, area tegmental ventral. Barra de escala: S00pm.
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1.3.3. Sobre el estriado.

Figura L.16. Sitio de inyeccién en el
estriado. Figura del atlas de cerebro de rata
(Paxinos and Watson, 1986) correspondiente
al sitio de inyeccion en el estriado.

1.3.3.1. Expresion del sistema IL-1 y de TGF-p1.

La expresion de IL-loo no es alterada en el estriado independientemente del
tratamiento (Figura 1.17.A). Sin embargo, observamos la inducciéon de IL-1B en el hemisferio
inyectado tanto con hrIL-1p como con vehiculo, pero a 6 dias los niveles vuelven a valores
basales (Figura 1.17.B). El mismo patrén fue observado en la expresion de IL-1ra, aunque la
induccion en los animales inyectados con hrIL-13 es mayor que la de los inyectados con
vehiculo (p=0,013, prueba ¢ de Student no pareada; Figura 1.17.C). Finalmente, TGF-f1
muestra niveles basales significativamente maés altos en los animales naive que en los
inyectados con vehiculo (p=0,0128, prueba 7 de Student no pareada; Figura 1.17.D). Ademas,
los niveles de TGF-B1 a las 24 horas son significativamente mayores en los estriados

inyectados con hrlL-1B que en los controles (p=0,0205, prueba 7 de Student no pareada).
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Figura 1.17. Anilisis de la expresion del sistema IL-1 y de TGF-f1 en el estriado de animales inyectados
con hrlL-1J o vehiculo en el estriado (RT-PCR semicuantitativa). Patrones de expresion de (A) IL-1a, (B)
IL-1B, (C) IL-1ra y (D) TGF-B1. Se grafica la media + error estandar de la media como porcentaje respecto a
animales naive. * p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 en prueba ¢ de Student no pareada, comparada con animales
naive. #p<0,05 en prueba ¢ de Student no pareada, comparado con el vehiculo correspondiente. Barras negras y
blancas, estriados ipsilaterales y contralaterales a la inyeccion de hrlL-1. Barras grises oscuras y claras,
estriados ipsilaterales y contralaterales a la inyeccion de vehiculo. En (B) se muestran dos geles de agarosa
tefiidos con bromuro de etidio mostrando una RT-PCR representativa para IL-1p y B2-microglobulina. N, naive.
li e Ic, estriado ipsilateral y contralateral a la inyeccion de hrIL-1B. Viy Vc, estriado ipsilateral y contralateral a
la inyeccion de vehiculo. -RT, control sin transcriptasa reversa. +y -, controles positivo y negativo. M,
marcador de peso molecular. fc, fragmento de competicion.
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1.3.3.2. Respuesta celular.

La distribucion de neutréfilos sigue el patron de induccidon del ARNm para IL-1f: al
dia siguiente a la inyeccidn se encuentran presentes en todo el estriado inyectado con hrIL-1f3
pero también cerca del tracto de inyeccion en los estriados inoculados con vehiculo (Figura
I.18). En cambio, a 6 dias no se observan neutréfilos en los estriados analizados.
Curiosamente, también se observaron neutréfilos en la corteza ipsilateral 24 horas después de
la inyeccidn de hrIL-1p en el estriado (Figura I.19.A y B). Analizamos la expresion de IL-1f3
en las cortezas de los animales inyectados en los estriados y observamos una induccién de 48
veces de la citoquina 1 dia después de su inyeccién (Figura 1.19.C) Este analisis fue realizado
mezclando los ADNc obtenidos de las 3 ratas correspondientes al mismo tratamiento, y
realizando la PCR competitiva por triplicado. Por esta razén, el error estandar representa el

error de la técnica y no es posible analizar los datos estadisticamente.
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Figura 1.18. Tincién de Nissl y deteccion de neutrdéfilos en los estriados inyectados. En los animales
inyectados con hrlIL-1p se puede observar el reclutamiento de neutréfilos en el estriado ipsilateral tanto
en secciones teflidas con la técnica de Nissl (A) como luego de inmunofluorescencia con el anticuerpo
MBS2 (C). En animales inyectados con vehiculo los neutréfilos estan limitados al tracto de inyeccion (B
y D). A los 6 dias se observa una cicatriz a lo largo del tracto de inyeccion, con ausencia de neutrofilos,
independientemente del tratamiento (E y F). Barra de escala: A, B, E y F, 500um; C y D, 200um.
Magnificacion en A y B: 40x.
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C Figura 1.19. Reclutamiento de neutréfilos y
expresion de IL-1B en la corteza ipsilateral al
b s estriado inyectado con hrIL-1B. A las 24 hs de la
b inyeccion de hrIL-1f en el estriado se observan

neutré6filos en la corteza ipsilateral, tanto en

. secciones tefiidas con la técnica de Nissl (A) como
con el anticuerpo anti-neutr6filos MBS2 (B). La
cuantificacion mediante RT-PCR competitiva
muestra un aumento en los niveles de ARNm para
IL-1P en la corteza ipsilateral (C). Barras de escala:
Dias post-inyeccion A, 500um; B, 200um.

% respecto a naive

Se observaron células ED1-positivas (células macrofagicas) a lo largo del tracto de
inyeccion en todos los tratamientos, aunque se puede observar una distribucién algo mas
dispersa en el parénquima de animales inyectados con la hrlL-1f (Figura 1.20.A-D). El mismo
patrén es observado con la lectina especifica para células microgliales (GSA1-B4), lo cual

sugiere que se tratan de las mismas células (Figura 1.20.E-H).
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Vehiculo
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GSA

EDI1
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Figura 1.20. Distribucion de células macrofigicas en los estriados inyectados. La distribucion de
células ED1-positivas (macrofagicas) y lectina-positivas (microglia) es muy similar dentro de cada
tratamiento, sugiriendo que se trata de las mismas células. (A-D) A un dia las células macrofagicas se
encuentran mas dispersas alrededor del tracto de inyeccion, en mayor medida en los estriados inyectados
con IL-1B (A y C) pero también en los inyectados con vehiculo (B y D). A los 6 dias la marca es observada
casi exclusivamente en el tracto, independientemente del tratamiento (E y G, hrIL-1B; F y H, vehiculo).
Barra de escala: 200um.
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Respecto a la activacion de astrocitos, si bien la importante inflamacion dificult6 la
tincion con los anticuerpos anti-GFAP en los animales sacrificados 1 dia después de la
operacion, se observaron astrocitos activos en todos los tratamientos (Figura 1.21.). Es mas, a
6 dias se observan astrocitos activados en la cicatriz del tracto de inyeccion de todos los
animales (Figura 1.21.).

L1 B Vehiculo

Figura 1.21. Activacion
de astrocitos en los
estriados inyectados.
A 1 dia la inflamacion
autofluoresce con gran
intensidad y dificulta la
tincion con los
anticuerpos anti-GFAP
(A y B), mientras que a
6 dias se evidencia
claramente la presencia
de astrocitos formando
cicatriz alrededor del
tracto de inyeccion,
independientemente del
tratamiento (C y D).
Barra de escala: 200pm.

Finalmente, no se observé demielinizacién ni pérdida de integridad de los fasciculos
axonales al ser analizados los tejidos con la técnica de Kliiver-Barrera (Figura 1.22.). Esto
muestra que la respuesta inflamatoria y la presencia aguda de la hrIL-13 no tienen ningin

efecto sobre los oligodendrocitos.
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IL-1P3 Vehiculo

Figura 1.22. Organizacion de los haces mielinizados en los estriados inyectados. Mediante la
tincion de Kliiver-Barrera no se observo pérdida de mielina en los estriados inyectados con hrIL-18
(Ay C) ni en los inyectados con vehiculo (B y D). i, tracto de inyeccién. Barra de escala: 200pum.
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1.3.4. Sobre la corteza.

Figura 1.23. Sitio de inyeccion en la corteza.
Figura del atlas de cerebro de rata (Paxinos
and Watson, 1986) correspondiente al sitio de
inyeccion en la corteza.

1.3.4.1. Expresion del sistema IL-1 y de TGF-p1.

La IL-1a tiende a aumentar en la corteza contralateral a la inyeccion de la hrIL-18,
aunque no alcanza significancia estadistica (Figura 1.24.A). Por otro lado, la IL-1 es inducida
por la inyeccidn de la hrlL-1P tanto en la corteza ipsilateral como en la contralateral, aunque
s6lo en la ipsilateral la induccion es estadisticamente significativa (p=0,0365, comparado con
naive, prueba ¢ de Student no pareada; Figura 1.24.B). Los niveles de ARNm para IL-1 son
similares a los de los animales naive en todos los demas tratamientos. Por otro lado, la
expresion de IL-1ra mostré una tendencia a aumentar en ambos hemisferios 24 horas después
de la inyeccion de la hrlL-1f, pero la variabilidad entre los animales fue muy alta, de manera
que no alcanzaron significancia estadistica (Figura 1.24.C). Finalmente, no se observaron
alteraciones en los niveles de TGF-B1 en las cortezas independientemente del tratamiento
(Figura 1.24.D). Cabe mencionar aqui que la variabilidad entre animales fue maxima en la

corteza, si se compara con lo observado en las otras regiones.
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Figura 1.24. Analisis de la expresion del sistema IL-1 y de TGF-B1 en la corteza de animales inyectados
con hriL-1p o vehiculo en la corteza (RT-PCR semicuantitativa). Patrones de expresion de (A) IL-1a., (B)
IL-1B, (C) IL-1ray (D) TGF-B1. Se grafica la media + error estandar de la media como porcentaje respecto a
animales naive. * p<0,05, en prueba ¢ de Student no pareada, comparada con el vehiculo correspondiente.
Barras negras y blancas, cortezas ipsilaterales y contralaterales a la inyeccion de hrIL-1(. Barras grises oscuras
y claras, cortezas ipsilaterales y contralaterales a la inyeccion de vehiculo. En (B) se muestran dos geles de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio mostrando una RT-PCR representativa para IL-1B y f2-microglobulina.
N, naive. i e Ic, corteza ipsilateral y contralateral a la inyeccion de hrIL-1P. Viy Vc, cortezas ipsilateral y
contralateral a la inyeccion de vehiculo. -RT, control sin transcriptasa reversa. + y -, controles positivo y
negativo. M, marcador de peso molecular. fc, fragmento de competicion.
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Por otro lado, en un experimento independiente en el cual se inyecté 1ng de hrIL-1
(un décimo de la dosis de los otros experimentos), la administracion subcutanea de la droga
anti-inflamatoria dexametasona (12pg en 0,3ml de solucion fisiolégica) inmediatamente
después de la cirugia inhibi6 la auto-induccién de la IL-1p (Figura 1.25.), demostrando que, al
igual que ocurre en la periferia, en el cerebro la citoquina regula su propia expresion por una
via inhible por corticoides. Es de notar que 1ng de proteina induce una menor produccion de

ARNm para IL-1p y que no lo induce en la corteza contralateral.

600
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EI1L-1 contralateral
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El Vehiculo contralateral
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Figura 1.25. Inhibicién de la induccion de ARNm para IL-1 en la corteza
mediante dexametasona. El andlisis mediante RT-PCR semicuantitativa
mostrd que la inyeccion de Ing de hrlL-1f induce la expresion del ARNm para
IL-1P en la corteza ipsilateral a las 24 hs, pero esta induccion no se evidencia
cuando los animales son tratados con dexametasona inmediatamente después
de la cirugia. Se grafica la media + error estandar de la media como
porcentajes respecto a animales naive.
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1.3.4.2. Respuesta celular.

Al dia siguiente a la cirugia, se observaron neutréfilos en la corteza inyectada con
hrIL-1B y en un animal (de tres) también se detectaron en la corteza contralateral (Figura
1.26.). A los 6 dias, ya no se observan neutréfilos en ningin tratamiento, mostrando de esta
manera un patron similar al de la expresion del ARNm para IL-1pB (Figura 1.24.B).
Curiosamente, también se detectaron neutréfilos en el estriado ipsilateral a la inyeccion
cortical (Figura 1.27.A y B) y la cuantificacién del ARNm para IL-Ip en esa regiéon mostrd
una induccién de 39 veces respecto a los animales naive (Figura 1.27.C). Este andlisis fue
realizado mezclando los ADNc obtenidos de las 3 ratas correspondientes al mismo
tratamiento, y realizando la PCR competitiva por triplicado. Por esta razén, el error estandar

representa el error de la técnica y no es posible analizar los datos estadisticamente.
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Figura 1.26. Tincion de Nissl y deteccion de neutrofilos en las cortezas inyectadas. En los animales
inyectados con hrIL-10 se puede observar el reclutamiento de neutréfilos tanto en secciones tefiidas
con la técnica de Nissl (A) como luego de una inmunofluorescencia con el anticuerpo especifico para
polimorfonucleares MBS2 (C). En animales inyectados con vehiculo, los neutréfilos estan limitados al
tracto de inyeccion (B y D). En un animal pudimos observar la presencia de neutréfilos en la corteza
contralateral 1 dia después de la inyeccion de hrIL-1B (G y H). A los 6 dias la tincién de Nissl
evidencia una cicatriz a lo largo del tracto de inyeccion, con ausencia de neutréfilos,
independientemente del tratamiento (E y F). Barras de escala: A, B, Ey F, 500um; C, Dy H, 200um;
G y magnificaciones en Ay B, 40um.
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A 75

, .

C Figura 1.27. Reclutamiento de neutroéfilos y expresion de IL-
1B en el estriado ipsilateral a la corteza inyectada con hrIL-
1B. A las 24 hs de la inyeccion de hrIL-1B en la corteza se
observan neutréfilos en el estriado ipsilateral (flechas), tanto en
secciones tefiidas con la técnica de Nissl (A) como con el
anticuerpo MBS2 (B). La cuantificaciéon mediante RT-PCR
competitiva de los ARNm obtenidos de los estriados muestra un
aumento en los niveles de ARNm para IL-10 en el estriado
A ipsilateral (C). Barras de escala: A, 40pum; B, 200pum.
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Se detectaron células ED1-positivas a lo largo del tracto de inyeccion en todos los
tratamientos y tiempos, pero un dia después de la inyeccion de la hrIL-1p también se
detectaron macrofagos fuera del tracto en el parénquima ipsilateral y en los vasos (Figura

1.28.).

Vehiculo

Figura 1.28. Presencia de células
macrofagicas en las cortezas inyectadas. Se
observan células ED1-positivas en el tracto de
inyeccion de hrIL-1B a 1 (A) y 6 dias (C) y de
vehiculo a ambos tiempos (B y D). En los
animales inyectados con hrIL-1f las células
macrofagicas se distribuyen por fuera del
tracto, algo que es mas notorio a 1 dia (A)
pero que también se observa a 6 dias (C).
Barra de escala: 200pum.
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Un dia después de la inoculacién de la hrIL-1P, se observaron microglia (células
positivas para la lectina GSA1-B4) no sé6lo en el tracto de inyeccion (donde mostraron una
morfologia fagocitica), sino también distribuidas en toda la corteza inyectada (mostrando una
morfologia ramificada) (Figura [.29.A, comparado con los controles en B). Sin embargo, a los
6 dias, e independientemente del tratamiento, las células que unen a la lectina se encuentran
circunscriptas al tracto de inyeccién y muestran tanto morfologia redonda como ameboidea

(Figura 1.29.C y D).

IL-1B Vehiculo

Figura 1.29. Tincién con la lectina GSA1-B4 de
cortezas inyectadas. (A) Distribucion de células
positivas por toda la corteza ipsilateral a la
inyeccion de hrIL-1p a las 24hs, las cuales
presentan morfologia fagocitica (magnificacion).
(B) En los animales inyectados con vehiculo las
células positivas para lectina se encuentran mas
limitadas al tracto de inyeccion, pero también son
fagociticas (magnificacién). (C y D) A los 6 dias, e
independientemente del tratamiento, las células
lectina-positivas se encuentran confinadas al tracto
de inyeccion, con morfologia de activacion tardia
pero sin llegar a ser macrofagicas
(magnificaciones). Barra de escala: 200pm.
Magnificacién: 63x.
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La distribucion de astrocitos activos fue similar en ambos tratamientos: a las 24 hs se
observaron en la corteza ipisilateral, pero a los 6 dias la distribucién se circunscribid a la
cicatriz de la inyeccion (Figura 1.30.).

IL-1B Vehiculo

Figura 1.30. Activacién de astrocitos en las
cortezas inyectadas. A 1 dia post-inyeccion la
inmunofluorescencia anti-GFAP se ve dificultada
por la importante hemorragia (A y B), sin embargo
alejados del sitio de inyeccion se observan
astrocitos activados, independientemente del
tratamiento (magnificaciones en A y B). A los 6
dias los astrocitos estan formando cicatriz a lo largo
del tracto de inyeccién, independientemente del
tratamiento (C y D). Barra de escala: 200um.
Magnificacion: 63x.

El analisis de los tejidos tefiidos con violeta de cresilo no mostré ningtn efecto sobre
las neuronas, mas alla del gran trauma y hemorragia causados por la inyeccion y que parece

ser algo mayor en los animales inyectados con la hrlL-1p (Figura 1.26.).
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I1.4. Discusion.

En esta parte de la tesis hemos comprobado que existen diferencias regionales en la
respuesta tisular a la proteina IL-1p, tanto a nivel de expresion de citoquinas y de inflamacidn,

como en los efectos sobre la supervivencia neuronal (Tabla I.1.).

Tabla 1.1. Resumen de los resultados obtenidos en el Capitulo I.

Regién IL-1a IL-1B IL-Ira  TGF-B1  Neutréfilos MO Astrocitos  Neurodeg.

Hi J i, ¢ i, ¢ = i,c, vt + + +
SN i i + +/-
Estriado i, v, Ci, Cc¢ i i, v,Ci + +
Corteza = 1, ¢, Sti Lc = i, ¢, vt, Sti + + -

Abreviaturas: Hi, hipocampo; SN, substantia nigra; M., células macrofagicas; sitios donde se observaron efectos: i. region
inyectada con IL-1f; c, regién contralateral a la inyeccion de IL-IB: v, region inyectada con vehiculo: vt, tracto de la
inyeccién de vehiculo: Ci y Cc. cortezas ipsilateral y contralateral a la inyecciéon de IL-1P en el estriado; Sti, estriado
ipsilateral a la inyeccion de IL-1D en la corteza. =, sin diferencias entre los tratamientos; V. disminucién ipsilateral.

1.4.1. Expresion de citoquinas luego de la inyeccion de IL-1p.

En las células de la sangre, la IL-1P induce la transcripcién de IL-1c, IL-1PB e IL-1ra
(revisado en Dinarello, 1996), mostrando una autorregulacidon importante en el control de las
respuestas inflamatorias e inmunes. Aunque IL-1B indujo su propia expresion y la del
antagonista en todas las regiones analizadas, observamos una falta de induccién de IL-1o y en
el hipocampo una reducciéon de los niveles basales (ver Tabla I.1.). Esto muestra una
regulacion diferente del sistema IL-1 en el cerebro cuando se lo compara con la periferia, algo
que ya se ha demostrado para la regulacidn reciproca entre IL-1p y TNFa (Blond et al.,,
2002).

Si bien el TGF-B1 se sugiere como un factor importante para limitar los efectos
colaterales de la respuesta inmune en el cerebro (Benveniste et al., 1994; Jones et al., 1998;
Suzumura et al., 1993), en este trabajo no nos fue posible asociar la regulaciéon de TGF-p1
con la formacién de cicatriz o la activacion de la microglia. Las unicas regiones que
presentaron inducciones de TGF-B1 fueron las que componen el sistema nigro-estriatal,
mostrando un posible mecanismo anti-inflamatorio que no se ve en la corteza ni en el

hipocampo. Como veremos en el Capitulo Il, la substantia nigra tendria mecanismos para el
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mantenimiento de un ambiente anti-inflamatorio, con los cuales la inducciéon de TGF-p1
podria contribuir.

Vale la pena llamar la atencion sobre el estriado como la tnica regién en la cual la
inyeccién de vehiculo fue acompafiada por la induccién de citoquinas. Esto ha de tenerse en
cuenta sobre todo porque su tamafio lo ha convertido en la region elegida para probar los
efectos de la administracion de citoquinas en el cerebro (ver por ejemplo, Blond et al., 2002).
Esta respuesta diferencial a la lesion mecénica hace del estriado una regién mas reactiva que
el resto, algo que debe ser tenido en cuenta a la hora de extrapolar los resultados al resto del
cerebro.

Por otro lado, se observaron inductores contralaterales de citoquinas en el hipocampo
y en la corteza, pero no en la substantia nigra ni en el estriado. Esto no nos llama mayormente
la atencion, ya que se trata de regiones en las cuales las conexiones laterales pueden
adivinarse. Si bien el hipocampo es una estructura bilateral, forma un todo con fuertes
interconexiones, las cuales podrian llevar las sefiales de un hemisferio a otro. Ademas tiene
una importante distribucidon de astrocitos que podrian colaborar con la comunicacién lateral.
Por otro lado, la corteza se encuentra inmediatamente contigua a las meninges y la pia matter.
Las sefiales pueden transmitirse a través de estas células y alcanzar la corteza contralateral. En
cambio las regiones con menos conexiones laterales (substantia nigra y estriado) no
presentaron estos efectos.

Finalmente, nos resultd interesante la falta de induccion de citoquinas 6 dias después
de la cirugia, a pesar de que a ese tiempo es posible observar astrocitos activados y células
macrofagicas en la region. Esto indica que la presencia de células gliales e inflamatorias no
siempre esta acompaiiada por la expresion de citoquinas. Es importante remarcar esto ya que,
en general, frente a la presencia de glia activada y/o células inflamatorias se asume la

expresion de citoquinas. Al menos en este caso no es asi.

1.4.2. Efectos de la IL-1P sobre la viabilidad neuronal.

El dafio tisular que tiene lugar después de un trauma cerebral resulta tanto del dafio
mecanico como de las reacciones secundarias autodestructivas. Este dafio secundario
involucra a una serie de cascadas bioquimicas que contribuyen al daiio tisular y a la muerte
celular retardados. Como en los giros dentados inyectados con vehiculo y con la hrIL-1B

desnaturalizada no observamos degeneracion de las neuronas granulares y como la inyeccion
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de la IL-1B por medio de un capilar ultrafino llevé a la misma neurodegeneracién que cuando
se utilizé una aguja de jeringa Hamilton, proponemos que la neurodegenracion observada no
se debe directamente al trauma. En cambio proponemos que la IL-1B puede ser responsable
de las reacciones secundarias autodestructivas que llevan a la muerte neuronal extendida.

Aunque en base a los resultados obtenidos no podemos determinar el mecanismo
responsable de la muerte de las neuronas granulares del giro dentado, trabajos previos han
mostrado que las neuronas del giro dentado poseen una alta densidad de receptores para IL-1
(Ban et al., 1991), sugiriendo que el efecto de la IL-1 sobre estas células puede ser directo. Sin
embargo, cuando quisimos poner a prueba esta hipdtesis inoculando un adenovector que
expresa la hIL-1p observamos una importante inflamacién (reclutamiento de neutréfilos) 15
dias después de la operacion, la cual no es acompaiiada por la pérdida de neuronas granulares.

El anélisis de la expresion de hIL-1P por este vector adenoviral, realizado luego de su
inyeccién en el estriado, muestra que el mismo expresa 40ng de proteina a los 15 dias (Ferrari
et al., manuscrito en preparacion). Si la cinética de expresion del transgén es similar en ambas
regiones (estriado e hipocampo), a 15 dias la cantidad de hIL-1p presente en el hipocampo
inyectado con AdIL-1B es mayor que la cantidad de proteina recombinante inyectada en el
modelo agudo. Esto sugiere que la sola presencia de cantidades farmacoldgicas de la
citoquina no es suficiente para provocar la neurodegeneracion, y sugiere que probablemente la
cinética de esta presencia juegue un rol en los efectos neurotdxicos.

De hecho, utilizando un ensayo de ELISA observamos que la expresién de hIL-1p por
el adenovector en el estriado es gradual (2,5ng, 41,1ng, 40,6ng y 2,1ng a 2, 8, 14 y 30 dias,
respectivamente). En ese trabajo observamos que los neutréfilos y la glia sufren un fenémeno
de taquifilaxis, ya que las mismas cantidades de IL-1B que eran suficientes para reclutar a
unos o para activar a las otras no eran efectivos luego de la expresion cronica del transgén. En
esta linea, se ha observado que una isquemia corta (Wang et al., 2000) o la depresion
expandida cortical (Jander et al., 2001) protegen contra la neurodegeneracién causada por
isquemia (que a su vez depende de la IL-1B (Loddick et al., 1996)), y que este efecto
correlaciona con la expresion baja y prolongada de IL-1P. Asi, nuestros resultados y trabajos
previos sugieren que los niveles bajos y créonicos de las citoquinas pueden proteger contra los
efectos dafiinos de concentraciones subsecuentes mayores. En este marco, proponemos que en
el caso de la inoculacién del AdIL-1p los tiempos mas tempranos, cuando sélo algunas de las

células transducidas estan expresando la citoquinas, hacen a las neuronas resistentes a la
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expresion maxima observada el dia 15. En cambio, en el modelo agudo esta proteccion no
tiene lugar. Sin embargo, se necesitaran trabajos que evalien directamente esta hipdtesis.

Resulta interesante que las neuronas granulares hayan sido sensibles a la IL-1p.
Mientras que las células piramidales de las regiones CA4, CA3 y particularmente de la CAl,
son sensibles a una gran variedad de insultos, incluyendo por ejemplo la isquemia (Sugawara
et al., 2002), las células granulares del giro dentado son de las mas resistentes dentro de la
formacion hipocampal (Fiedorowicz et al., 2001). Ademas, la continua neurogénesis que tiene
lugar en el giro dentado sugiere que esta region es capaz de recuperarse luego de la pérdida
neuronal. Asi, la pérdida de la capa de células granulares luego de la inoculacién de 10ng de
hrIL-1P observada en este trabajo aparece como un modelo atractivo para el estudio de la
neurodegeneracion y regeneracion en esta region, la cual todavia no ha sido analizada.

Otro estimulo pro-inflamatorio que ha mostrado una especificidad en el tipo neuronal
que afecta es el lipopolisacarido bacteriano (LPS): causa la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas pero no afecta la serotoninérgicas ni las GABAérgicas (Herrera et al., 2000).
Ademas la inyeccion intra-hipocampal de LPS no afecta mayormente a las neuronas, aunque
se ha reportado una alta variabilidad en la pérdida de neuronas piramidales de la region CAl
(los autores afirman que 2 de las 8 ratas inyectadas presentaron una extensa destruccidn de la
CAl; Andersson et al., 1992). A pesar de que el LPS es un fuerte inductor de IL-1B (ver
Capitulo II, Figura I1.15), al menos los efectos sobre las neuronas dopaminérgicas no estan
mediados por esta citoquina (Castafio et al., 2002). Esto sugiere que los mecanismos
neurotdxicos del LPS y de la IL-1P son diferentes y explicaria la diferente sensibilidad de las
distintas neuronas a los dos estimulos inflamatorios.

Finalmente, en la substantia nigra inyectada con hrIL-1p observamos una falta de
tincion con el anticuerpo anti-tirosina hidroxilasa a lo largo del tracto de inyeccién 6 dias
después (Figura .15.C). Sin embargo, si comparamos esta imagen con la obtenida mediante la
tincion de Nissl (Figura 1.12.D) y la inmunoflorescencia para detectar células macrofagicas
(Figura 1.13.C), podemos ver que hay un importante reclutamiento de células a lo largo del
tracto de inyeccion. Asi, proponemos que la falta de inmunoreactividad se debe a un
desplazamiento de las células dopaminérgicas por las macrofagicas y no a la

neurodegeneracion.
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1.4.3. Inflamacion y gliosis inducidos por la IL-1f aguda.

La respuesta inflamatoria involucra el reclutamiento de neutréfilos y monocitos
circulantes al sitio donde se encuentra la infeccion o el dafio. Estos fagocitos profesionales
tienen como funcién matar a los microorganismos invasores, remover los restos celulares y
facilitar la reparacion del tejido de forma de recuperar la homeostasis tisular (revisado en
Perry et al., 1993). Una herida penetrante en el SNC (por ejemplo la realizada con una aguja)
causa una destruccion neuronal aguda y el dafio directo de los vasos sanguineos, lo cual es
seguido por el reclutamiento de neutréfilos y otras células fagociticas en los bordes de la
herida. Las células mielomonociticas reclutadas fagocitan los restos celulares y pueden tener
un rol en el reestablecimiento de la barrera hemato-encefalica, el cual es una parte importante
de la recuperacion de la homeostasis del cerebro lesionado. Los macréfagos reclutados
sintetizan tanto IL-1p como TGF-B1, y se ha demostrado que TGF-p1 favorece la formacion
de cicatriz (Fassbender et al., 2000; Fawcett and Asher, 1999).

En todas las regiones estudiadas, la inyeccion de IL-1P en el parénquima resulta en el
reclutamiento de neutréfilos a las 24 hs y en el aumento de los ARNm para IL-1p e [L-1ra.
Un trabajo previo demostré que la inyeccién de IL-1B en el estriado estimula el reclutamiento
de neutréfilos al sitio de inyeccion 24 horas después (Blond et al., 2002). Nosotros no sélo
verificamos ese resultado, sino que comprobamos lo mismo en las otras tres regiones. Es mas,
detectamos inducciones de IL-1B contralaterales y alejadas de la inyeccion, las cuales
correlacionaron con la presencia de neutr6filos en esos tejidos. Por ejemplo, en la corteza
inyectando en el estriado y en el estriado inyectando en la corteza.

Vale la pena mencionar aqui que trabajos previos sugieren que la IL-I no es
quimioatractante de neutrdéfilos per se, sino a través de otras moléculas como los
quimioatractantes de neutréfilos inducidos por citoquinas (CINC-1 y 3) (Campbell et al,
2003). Sin embargo, IL-1 induce directamente la proliferacion de astrocitos (Giulian and
Lachman, 1985) y de microglia (Suzumura et al., 1993), al menos in vitro. De esta forma, la
IL-1 actaa tanto directa como indirectamente para reclutar células fagociticas (microglia,
monocitos y neutr6filos) necesarias para remover el tejido dafiado, y astrocitos necesarios
para la cicatrizacion. De hecho, se ha demostrado que la sefializacion a través del receptor tipo
I de IL-1 es necesaria para activar de manera eficiente la respuesta inmune innata en el

cerebro (Basu et al., 2002).
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Ademas, en el mesencéfalo se evidenciaron cumulos de células macrofégicas alejados
del tracto de inyeccion. La distancia entre estos cimulos y el sitio de inyeccion sugiere que
éstos no se deben a la proteina hrIL-1p inyectada, sino a la IL-1f u otras moléculas inducidas
en estructuras distales y que son capaces de reclutar macréfagos. Sumado esto a la induccion
del ARNm para IL-1P y el reclutamiento de neutréfilos en regiones alejadas del sitio de
inyeccién, podemos concluir que exiten mecanismos que permiter transmitir la sefial a otras
regiones y terminan afectando a las mismas no sé6lo en la expresion de moléculas sino también
en el reclutamiento de células sanguineas. Si bien en base a estos resultados no podemos
deducir el mecanismo de sefializacién, los mismos no parecen ser por difusion (debido a que
no se observan en regiones més cercanas, sino que son especificos) y pueden involucrar tanto
a neuronas como a astrocitos. Asi, se comienza a visualizar una red de comunicacion
intercelular en el SNC en base a moléculas relacionadas con el sistema inmune.

Se ha propuesto que la induccioén extendida de IL-1P estd involucrada con el dafio
cerebral por excitotoxicidad (Pearson et al., 1999). Ademas se ha reportado la exacerbacion
de la lesion cortical causada por la oclusion de la arteria media cuando se inyecta IL-1$3 en el
estriado (Lawrence et al., 1998). Esta inyeccidn de 1L-1P en el estriado induce la expresion de
IL-1P en el hipotdlamo, y de hecho la inyeccién de la citoquina en el hipotdlamo también
aumenta el dafio cortical (Allan et al., 2000). Nuestros resultados sugieren que los efectos
distales de la IL-1P pueden deberse no sélo a la expresion de la citoquina en regiones que no
han sido inyectadas, sino que pueden ser causa o estar modificados por el reclutamiento de
células sanguineas.

Finalmente, este es el primer trabajo (dentro de nuestro conocimiento) que analiza los
efectos tardios de la inoculacion aguda de IL-1 en distintas regiones. En ese sentido llama la
atencion la persistencia de células macrofagicas 6 dias después de la inyeccion en todas las
regiones. Estas células pueden tanto jugar un rol en la recuperacion del tejido como ser
responsables de dafios subsecuentes. Sin embargo, 1a falta de expresion de citoquinas a los 6
dias permite descartar un rol inflamatorio de estas células y apoya la idea de una funcién de

reparacion.

126



Amaicha Mara Depino Resultados — Capitulo Il

Capitulo II.
Rol de la IL-1P en un modelo de

la enfermedad de Parkinson

“But taking all circumstances into due consideration, particularly the very
gradual manner in which the disease commences, and proceeds in its attacks; as
well as the inability to ascribe its origin to any more obvious cause, we are led to
seek for it in some slow morbid change in the structure of the medulla, or its
investing membranes, or theca, occasioned by simple inflammation, or rheumatic
or scrophulous affection.”

James Parkinson, en "An Essay on the Shaking Palsy”
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I1.1. Punto de partida

La activacion microglial es un fenémeno observado en muchas enfermedades del
cerebro y se considera generalmente como una reaccidn tisular a la muerte celular o a la
infeccion, siendo su funcién mas importante la remocidon de restos celulares (Vila et al.,
2001). En particular, la enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo
caracterizado por la pérdida progresiva de las neuronas de la substatia nigra pars compacta
(SNpc) (Dunnet and Bjoérklund, 1999), la region con mas alta densidad de microglia (Lawson
et al., 1990). Tanto en los modelos animales de la enfermedad como en los pacientes se ha
encontrado una activacion microglial robusta (Cicchetti et al., 2002; Kohutnicka et al., 1998;
Mirza et al., 2000; Nagatsu, 2002), mientras que sélo se ha observado astrogliosis en algunos
modelos animales de la enfermedad (Kohutnicka et al., 1998). Por otro lado, las neuronas de
la SNpc son particularmente susceptibles a la toxicidad mediada por la microglia tanto in vitro
como in vivo (Castafio et al., 1998; Kim et al., 2000), y este efecto puede revertirse mediante
la administracion de drogas anti-inflamatorias (Castaiio et al., 2002). Es mas, el bloqueo de la
activacion microglial ha demostrado ser neuroprotectivo en modelos murinos de la
enfermedad de Parkinson (He et al., 2001; Wu et al., 2002). Todo esto sugiere un rol de la
microglia en esta enfermedad.

Las células microgliales pueden mediar la neurodegeneracion a través de la liberacion
de radicales libres, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, prostaglandinas y/o citoquinas
(Hunot et al., 1999), pero también pueden proteger a las neuronas removiendo y neutralizando
a los radicales libres y/o secretando factores troficos o citoquinas (Vila et al., 2001; Zietlow et
al., 1999). Asimismo, las citoquinas pueden modular la respuesta microglial, creando una
cadena de respuestas disparadas por el fendmeno inicial (la pérdida de neuronas
dopaminérgicas).

Trabajos previos han estudiado la expresion de citoquinas en muestras post-mortem de
pacientes con la enfermedad de Parkinson (Mogi et al., 1994; revisado en Nagatsu, 2002), sin
embargo no se habia evaluado la expresion de diferentes citoquinas durante Ila
neurodegeneracion. En esta parte de la tesis evaluamos el patron temporal de expresiéon de
citoquinas claves involucradas en las respuestas inflamatorias e inmunes (el sistema IL-1,
TNFa y TGF-B1) y de neurotrofinas (BDNF y NGF) en un modelo en rata de la enfermedad

de Parkinson. Este modelo ha sido bien caracterizado (Sauer and Oertel, 1994) y lleva a la
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pérdida gradual y parcial de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, permitiendo la
evaluacion del proceso degenerativo al estudiar los tiempos entre un dia y un mes. En paralelo

evaluamos la respuesta glial e inflamatoria a la neurodegeneracion.
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I1.2. Objetivos

El objetivo particular de este capitulo es caracterizar la respuesta comportamental,

celular y molecular a la inyeccidn de la toxina 6-hidroxidopamina (6OHDA) en el estriado.

)

Neurodegeneracion > Gliosis
Inflamacion

IL-1 /

(citoquinas y neurotrofinas)

Neurogénesis —» Comportamiento

Figura I1.1. Esquema de los objetivos del Capitulo 11 en el marco de los objetivos generales de la tesis.
Utilizando un modelo de neurodegeneracion, se evaluara la gliosis/inflamacion y la expresién de IL-1 y otras
citoquinas inducidos. Ademas se evaluaran los efectos de la degeneracion sobre el comportamiento. Las flechas
en gris entre IL-1 y gliosis indican que en el trabajo no se evalia directamente si la neurodegeneracion afecta
estos procesos directamente o si afecta uno y el otro aparece como resultado del primero. La cabeza de flecha

indica la variable modificada en este capitulo.
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I1.3. Resultados

IL1.3.1. Pérdida parcial y progresiva de neuronas dopaminérgicas de la
substantia nigra.

La inyeccion de una sola dosis de 20ug de la toxina 6-hidroxidopamina (6OHDA) en
el estriado (ver Materiales y Métodos, seccién 2.2.) causa una pérdida limitada y progresiva
de células dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta (SNpc) ipsilateral (ver
Introduccion, seccion 2.3.2.; Sauer and Oertel, 1994). Mediante inmunohistoquimicas para
detectar la enzima limitante en la sintesis de dopamina (tirosina hidroxilasa, TH) en los
estriados de animales inyectados con 60HDA o con vehiculo, comprobamos la pérdida
gradual de terminales dopaminérgicos (expansion de la region negativa para TH) (Figura
I1.2.). La parcialidad de la lesién también puede evidenciarse ya que a los tiempos mas largos
evaluados en este trabajo (30 dias) subsisten terminales dopaminérgicos especialmente en las

regiones ventrales e internas del estriado (Figura I1.2.D).

A. 1 dia post-60OHDA B. 6 dias post-6OHDA

N V&

C. 12 dias post-60HDA

Figura I1.2. Andlisis de la expresion de
tirosina hidroxilasa (TH) en el
estriado de ratas lesionadas con
60HDA. En los estriados inyectados con
la toxina se observa la pérdida gradual
de inmunoreactividad para TH a los 1
(A), 6 (B), 12 (C) y 28 (D) dias post-
lesion. En cambio, la tincion es
homogénea en el estriado contralateral
(E) y en el estriado inyectado con
vehiculo (F) a los 28 dias. V, ventriculo
lateral; C, corteza; I, sitio de inyeccion.
Barra de escala = 500um.
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Debido a la parcialidad de la lesidn, estos animales muchas veces no pueden ser
analizados utilizando pruebas comportamentales tipicas como la rotacion inducida por
anfetamina o apomorfina (Deumens et al., 2002). Ademas, la utilizacion de esas drogas
agregan una variable mas al analisis que desedbamos realizar respecto de las respuestas gliales
a la neurodegeneracion, ya que no esta estudiado si la liberacién masiva de dopamina o la
activacion simultanea de todos los receptores dopaminérgicos causan algun tipo de respuesta
glial. En consecuencia decidimos caracterizar el comportamiento de los animales lesionados,
utilizando un ensayo que permite evaluar la acinesia de los miembros anteriores (Olsson et al.,
1995). Este ensayo comportamental es considerado uno de los mas sensibles, permitiendo
evaluar los impedimentos motores causados tanto por la pérdida parcial como total de los
terminales dopaminérgicos en el estriado (Deumens et al., 2002).

Observamos una dificultad para realizar pasos de ajuste con la pata derecha
(contralateral a la lesion) tanto en la direccion derecha-izquierda (Figura I1.3.A; ANOVA
F(8,183)=7,307, p<0,0001) como en la opuesta (Figura I1.3.B; ANOVA F(8,183)=8,439,
p<0,0001), lo cual resulta en el arrastre de la pata cuando la rata es movida lateralmente
(Figura 6, Materiales y Métodos). En cambio, los mismos animales no ven afectada su
performance en el ensayo cuando se analiza la pata izquierda (ipsilateral) (Figuras I1.3.C y D).
También se puede notar que con la evaluacion repetida los animales control muestran una
disminucion de entre 2-3 pasos en el nimero de pasos de ajuste, sugiriendo asi algin grado de
habituacion al ensayo, algo que ya ha sido descripto (Olsson et al., 1995).

De esta manera demostramos el desarrollo de acinesia en animales inyectados con
20pg de 60HDA en el estriado, evidenciando comportamentaimente la degeneracion de las

neuronas dopaminérgicas de la SNpc.

132



Amaicha Mara Depino Resultados — Capitulo II
Direccion de la palma Direccion del dorso
A. Pata derecha B. Pata derecha
159 15+
= Pre-lesion = Pre-lesion
2 = 60HDA e = 60HDA
- - [ Vehiculo 8 [ Vehiculo
© L)
o [+ @
° ° °
3 bl I P I 3
g 5 3
o a
o
2dias 6dias 12dias 21 dias 2dias 6dias 12dias 21 dias
C. Pata izquierda D. Pata izquierda
154 " 159
W Pre-lesion BN Pre-lesion
§ . 60HDA ) . GOHDA
% 1 Vehiculo ..‘5'1 [ Vehiculo
~
b £
v
3 g
o o
2dias 6dias 12dias 21 dias : 2dias 6dias 12dias 21 dias

Figura I1.3. Evaluacion de la acinesia en animales inyectados con 60HDA o con vehiculo 2, 6, 12 y 21 dias
post-inyeccion. Se evalu6 la performance de la pata derecha (contralateral) en la direccion derecha-izquierda (A)
e izquierda-derecha (B), y de la pata izquierda (ipsilateral) en la direccién izquierda-derecha (C) y derecha-
izquierda (D). Sélo el ajuste con la pata derecha (contralateral) se vio impedida y en ambas direcciones. Los
datos se representan como la media + error estandar de la media. *p<0,05, **p<0,01 o ***p<0,001, diferencia
significativa cuando se compara con el ensayo pre-lesion; °p<0.,05, *°p<0,01 o **p<0,001, diferencia significativa
entre el grupo lesionado y su respectivo control al mismo tiempo: ANOVA de un factor significativa seguida de
una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni (n = 7-43 por grupo).

I1.3.2. Activacion de la microglia en la substantia nigra.

En este modelo bien caracterizado estudiamos si la administracion de 60HDA en el
estriado inducia activacion glial y/o inflamacién en la substantia nigra pars compacta (SNpc).
Para ello se detectd la presencia de microglia activada utilizando la isolectina B4 de G.
simplicifolia como marcador especifico de estas células (Streit and Kreutzberg, 1987) y se
caracterizd su morfologia segun lo descripto en Materiales y Métodos, seccion 7.4.1. Asi,
detectamos células microgliales con distinta morfologia: desde aquellas tipicamente en reposo
(con procesos celulares finos y altamente ramificados) pasando varias etapas de reaccidn en
las cuales los procesos se van acortando y engrosando, alcanzando la morfologia caracteristica

de microglia activada.
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Observamos activacion de microglia en la SNpc ipsilateral a la inyeccién de 60HDA a
partir de los 6 dias post-cirugia (Figuras 11.4.A-C). En cambio, en la SNpc contralateral
(Figura I1.4.E) y en la SNpc ipsilateral a la inyeccion de vehiculo (Figura 11.4.D) no se
observan células positivas para la lectina. Es de notar que en las SN pars reticulata (SNpr) se
observan células positivas para lectina, independientemente del tratamiento (Figura 11.4.D),
mostrando que esta region tiene una alta densidad de este tipo glial. Sin embargo, en los
animales inyectados con vehiculo y en las regiones contralaterales a la lesion, la microglia de
la SNpr presenta morfologia de célula inactiva, mientras que en la SNpr vecinas a las SNpc
lesionadas la morfologia cambia mostrando su activaciéon. Ademads, a 28 dias se observan
aglomerados de 2-4 células positivas para la lectina en la SNpc lesionada (Figura II1.4.F,
inserto).

Como se menciond antes, se empez6 a evidenciar microglia activada en la SNpc
lesionada a los 6 dias post-inyecciéon, se observé un incremento no significativo
estadisticamente a los 12 dias y una tendencia a disminuir 16 dias después (Figura 11.4.G).
Para evaluar si esta microglia activa prolifera inyectamos intraperitonealmente a animales
lesionados y controles con BrdU (Materiales y Métodos, seccién 3.1.). La BrdU es un analogo
de la timidina que es incorporado al ADN durante su replicacién y que puede ser detectado
por inmunohistoquimica. Asi encontramos que, tanto a 12 como a 28 dias post-cirugia las
células lectina-positivas incorporan el marcador de proliferacién celular BrdU, mostrando que
no solo estan activadas sino que también proliferan en la zona lesionada (Figura I1.4.F).

Por otro lado, no se observaron células inflamatorias en la SNpc, independientemente
del tratamiento, cuando se analizaron las secciones luego de la tincién con violeta de cresilo o
mediante inmunohistoquimica utilizando los anticuerpos ED1, ED2 o anti-MHC clase 1.
Ademas, no se observaron astrocitos expresando el marcador GFAP en la SNpc en ninguno de

los animales lesionados.
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Figura I1.4. Activacion de la microglia en la substantia nigra luego de la administracion de 60HDA en el
estriado. Analisis mediante inmunofluorescencia mostrando células que unen la isolectina B4 de G.
simplicifolia (rojo) rodeando células dopaminérgicas (inmunoreactivas para TH, verdes) en la SN. Se analizaron
las SN ipsilaterales a la inyeccion de 60OHDA a 6 (A), 12 (B) y 28 (C) dias post-inoculacién, y se las compar6
con la SN ipsilateral a la inyeccion del vehiculo a los 6 dias (D) y con la SN contralateral a la lesién a los 12
dias (E). A los 28 dias se observan células positivas para el marcador de proliferacién celular BrdU (rojas), el
cual localiza con la lectina especifica para microglia (F, inserto: magnificacién de microglia en proliferacién).
SNpr y SNpc: substantia nigra pars reticulata 'y pars compacta, respectivamente. Barra de magnificacion:
200um; inserto en F, 20pum. (G) Cuantificacion de la microglia activada (células positivas para la lectina con
cambios morfoldgicos caracteristicos de microglia activada) en la SNpc lateral al niicleo terminal medio del
tracto Optico accesorio (ver Materiales y Métodos 7.4.1.).
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I1.3.3. Inflamacion y activacion glial en el estriado.

Al analizar la respuesta glial e inflamatoria en el estriado inyectado con 60HDA o con
vehiculo, se evidenciaron astrocitos GFAP-positivos a lo largo del tracto de inyeccion a partir
del dia 6 post-cirugia. Sin embargo, a los 12 dias el estriado inyectado con 60HDA mostr6

una inmunoreactividad extendida a toda la estructura mientras que en los estriados inyectados

con vehiculo ésta se limité al tracto de inyeccion (Figura I1.5.A y B).

Por otro lado, se detectd activacion de microglia alrededor del sitio de inyeccién un dia
después de la cirugia, y a 12 dias era algo mayor en los estriados inyectados con 60HDA que
en los controles (Figuras I1.5.C y D). Finalmente, se detectaron células positivas para EDI
tanto en las cortezas como en los estriados ipsilaterales a cualquier inyeccion, donde la

hemorragia era evidente (Figuras II.5.E y F), manteniéndose la misma inmunoreactividad atn

a los 30 dias post-inyeccion.
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Figura ILS. Signos de
inflamacioén y gliosis en los
estriados 12 dias después del
tratamiento. Andlisis mediante
inmunofluorescencia de la
activacion de astrocitos (células
que expresan GFAP) en estriados
inyectados con 60HDA (A) y
vehiculo (B). Activacion de
microglia (células a las que se
une la GSAI-B4) en estriados
inyectados con 60HDA (C) y
vehiculo (D). Mediante
inmunohistoquimica se
detectaron células fagociticas
(ED1 positivas) a lo largo del
tracto de inyeccion de 60HDA
(E) y vehiculo (F). Barras de
escala: 100um; insertos, 20um.
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El andlisis de los haces mielinizados utilizando la tincion de Kliiver-Barrera
(Materiales y Métodos, seccion 7.2.) evidencié la pérdida moderada de mielina en haces

cercanos a la inyeccion de 60HDA a los 12 dias (Figura I1.6.).

60HDA Vehiculo

A

Figura IL.6. Tincién de estriados inyectados con 60HDA y con vehiculo segiin la técnica de Kliiver-
Barrera. Tincién de los haces mielinizados del estriado (azul) seguido de tincion de Nissl (violeta). En los
estriados inyectados con 60HDA se observa la desorganizacion del tejido y la pérdida de mielina a los 12 dias
(A y A’). En cambio la mielina se encuentra intacta en los estriados inyectados con vehiculos (B). Barras de

escala: A, B, CyD, 50um; A"y C’, 200um.

De esta forma, la tnica respuesta glial diferencial a la 60HDA observada en el
estriado es la activacion de astrocitos a tiempos largos post-inyeccion, ain cuando la pérdida

de dopamina (Figura I1.2.) y cierta demielinizacion es evidente.
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I1.3.4. Perfiles de expresion de citoquinas y neurotrofinas en la substantia

nigra.

Con el objetivo de identificar moléculas que podrian estar implicadas en el proceso de
neurodegeneracion y/o en la respuesta del tejido nervioso a la muerte neuronal, analizamos
por RT-PCR competitiva la expresion de citoquinas claves en la regulacion de las respuestas
inflamatorias e inmunes (IL-1¢a, IL-1B, IL-1ra, TNFa y TGF-B1) y de neurotrofinas (BDNF y
NGF), en la substantia nigra (SN) a distintos tiempos luego de Ia administracion de 60HDA
en el estriado. El criterio para considerar a una molécula como inducida es que presente un
aumento de sus niveles d¢ ARNm de al menos 2 veces y que este aumento alcance
significancia estadistica.

IL-1ac e IL-1B mostraron una tendencia a aumentar a partir de los 12 dias post-
inyecciéon de 60HDA. A los 30 dias estas tendencias alcanzaron valores significativos,
representando aumentos de 2 (IL-1ca) y 16 (IL-1P) veces en la SN ipsilateral a la inoculacion
de la toxina respecto a los valores contralateral o a los de los animales inyectados con
vehiculo (Figuras I1.7.A y B). Por otro lado, el antagonista IL-lra no presenta cambios
significativos en su expresiéon en la SN a ninguno de los tiempos analizados, aunque se
evidenci6 una disminucién no significativa en la SN lesionada a los 6 dias (Figura I1.7.C).

A pesar de la alta sensibilidad de la técnica, la expresion de TNFa se encontré6 muy
cerca de los limites de deteccién, por lo que no se pudieron detectar inducciones o
inhibiciones consistentes. La sensibilidad de la deteccion de TNFa es de 2 moléculas de
ARNm de la citoquina por cada célula analizada (Depino et al., 2003b).

Un resultado no esperado fue la induccion de TGF-P1 en las SN ipsi- y contralaterales
a la inyeccion de vehiculo 6 dias después de la operacion, la cual alcanzo valores 4 veces

mayores que en los animales lesionados con 60HDA (Figura I1.7.D y E).
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Figura IL.7. Andlisis de la expresion de citoquinas en la SN de animales lesionados con 60HDA y animales
control, por RT-PCR semicuantitativa. Patrones de expresion de (A) IL-10., (B) IL-1B, (C) IL-1ra y (D) TGF-
B1. Se grafica la media + error estandar de la media. *p<0,05 y **p<0,01, en pruebas ¢ de Student no pareadas,
comparados con el vehiculo correspondiente. ##p<0,01, en pruebas ¢ de Student pareadas, comparados con el
contralateral. (E) Geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio mostrando una RT-PCR representativa para
TGF-B1 y B2-microglobulina. SN de animales: N, naive; 6i, 6OHDA ipsilateral, 6c, 60HDA contralateral, Vi,
vehiculo ipsilateral, Vc, vehiculo contralateral, a 1, 6, 12 y 30 dias post-inyeccion. + y -, controles positivo y
negativo respectivamente. fc: fragmento de competicion.

139



- - ..

Amaicha Mara Depino Resultados — Capitulo 11

Finalmente, no se detectaron cambios significativos en las expresiones de las
neurotrofinas BDNF y NGF, independientemente del grupo experimental analizado (Figura
II.8.A y B). Sin embargo, se observé un aumento no significativo tanto del ARNm que

codifica para BDNF como el de NGF en la SN a los 12 dias de haber sido lesionada.
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Figura IL.8. Anilisis de la expresion de neurotrofinas en la SN de animales lesionados con
60HDA y animales control. Patrones de expresion de (A) BDNF y (B) NGF. Se grafica la
media * error estandar de la media.

La utilizacion de P2-microglobulina para normalizar el contenido de ADNc en la
muestra podria alterar los resultados, si la expresion de esta proteina estuviese regulada
durante el proceso en estudio. De hecho es dificil contar con una molécula cuya expresion no
esté afectada cuando el fendmeno en estudio lleva a cambios en el nimero de células del
tejido, como en este caso ocurre debido a la muerte de las neuronas dopaminérgicas y a la
proliferacion de la microglia. Para tener una idea de lo que ocurre con el gen utilizado para
normalizar, medimos la expresion de B-actina en las mismas muestras. Normalizamos los
valores obtenidos a cada tiempo para cada uno de los genes por los valores obtenidos de los
animales naive. La relacion B2-microglobulina/B-actina muestra que en los tiempos mas
significativos a este analisis (30 dias en la SN lesionada, cuando IL-la e IL-1P estian
aumentados, y 6 dias en las animales controles, cuando TGF-f1 esta aumentada) la expresion
de B2-microglobulina esta aumentada respecto a la de la B-actina (Figura I1.9.). En esos casos,
la normalizacion con B2-microglobulina puede llevar a una subvaloracién de los aumentos en
los niveles de ARNm para las citoquinas, pero nunca a una sobrevaloracion. Por ello podemos
afirmar que los aumentos observados son verdaderos incrementos en los niveles de ARNm

para esas citoquinas y no artefactos causados por la forma en que se expresan los datos.
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Figura IL.9. Niveles de expresién de B2-
microglobulina respecto a los niveles de
B-actina en las SN de los animales
analizados. El 100% corresponde a la
relacion B2-microglobulina/Bactina en los
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I1.3.5. Perfiles de expresion de citoquinas y neurotrofinas en el estriado.

Debido a que la que la muerte de las neuronas dopaminérgicas también puede afectar a
la region que inervan (el estriado), decidimos estudiar también la expresion de citoquinas y
neurotrofinas en esta regiéon. Como el objetivo principal de esta parte del trabajo era realizar
un paneo de diversas moléculas relacionadas con la neurodegeneracidon, cada grupo
experimental fue analizado mezclando en partes iguales los ARNm provenientes de los
animales tratados de la misma manera. Por esta razén no es posible analizar los datos
estadisticamente (ya que se desconoce la variabilidad entre individuos) y los datos
presentados representan la media y el error de la técnica.

En el estriado, a diferencia de lo observado en la SN, no se evidenciaron cambios
significativos en los niveles de ARNm para IL-1a o IL-1pB (Figuras I1.10.A y B). Los niveles
de ARNm para IL-1ra en los estriados inyectados con vehiculo duplican los valores obtenidos
en los estriados inyectados con 60HDA, representando probablemente una regulacion
negativa en estos ultimos (Figura I1.10.C.). Por otro lado, los niveles d¢ ARNm para TNFa se
encontraron debajo del limite de deteccion en todas las muestras analizadas. Finalmente, la
expresion de TGF-B1 present6 incrementos de 3 veces en los estriados lesionados el dia
siguiente a la cirugia, pero a tiempos posteriores sélo los estriados inyectados con vehiculo

mostraron aumentos en los niveles de ARNm para TGF-1 (Figura II.10.E e F) b

' La cuantificacién de TGF-B1, BDNF y TNFa en el estriado fueron presentados como tesis de Licenciatura en
el Departamento de Ciencias Bioldgicas, FCEyN, UBA (31 de Marzo de 1999). Se repiten aqui para la discusién
general de la expresion de factores neurotréficos en este modelo de la enfermedad de Parkinson, trabajo cuya
finalizacion fue tema sustancial de esta tesis de doctorado.
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Figura 11.10. Analisis de la expresion de citoquinas en el estriado de animales lesionados con 60HDA y
animales control, por RT-PCR semicuantitativa. Patrones de expresion de (A) IL-1a, (B) IL-1B, (C) IL-1ra, y
(D) TGF-P1. Se grafica la media + error estandar de la media, el cual corresponde al error de la técnica. (E)
Geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio mostrando una RT-PCR representativa para TGF-B1 y 2-
microglobulina. Estriados de animales: N, naive; 6i, 6OHDA ipsilateral, 6¢c, 6OHDA contralateral, Vi, vehiculo
ipsilateral, Vc, vehiculo contralateral, a 1, 6, 12 y 30 dias post-inyeccion. +y -, controles positivo y negativo
respectivamente. fc: fragmento de competicion.
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Respecto a la expresion de neurotrofinas, se observaron incrementos en los estriados
lesionados sélo a los tiempos més tardios. La expresion de BDNF es similar en todas las
muestras a 1 y 6 dias post-cirugia, pero se encuentra aumentada en los animales lesionados en
ambos hemisferios a los 12 dias y en el ipsilateral a los 30 dias (Figura II.11.A.). NGF
también presenta un aumento tardio y marcado en el estriado lesionado con 60HDA (Figura

IL.11.B.).
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Figura I1.11. Anilisis de la expresion de neurotrofinas en el estriado de animales lesionados con 60HDA y
animales control, por RT-PCR semicuantitativa. Patrones de expresion de (A) BDNF y (B) NGF. Se grafica
la media + error estandar de la media, el cual corresponde al error de la técnica.

Nuevamente, para cerciorarnos que los aumentos observados en citoquinas y
neurotrofinas no se deben a la normalizaciéon con B2-microglobulina, medimos los niveles de
B-actina en las distintas muestras. Si bien en algunos puntos los niveles de 2-microglobulina
duplican los de B-actina (Figura II.12.), estas diferencias no pueden explicar los resultados
obtenidos. Por ejemplo, en el punto que mas difieren (30 dias después de la inyecciéon de
vehiculo), los aumentos descriptos son de 10 veces (BDNF) o 20 veces (NGF) por lo cual una
sobrevaloracion por B2-microglobulina arrojaria aumentos atn importantes de 5 y 10 veces,

respectivamente.
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I1.3.6. Expresion de las proteinas IL-1a e IL-1P en la substantia nigra

lesionada.

Debido a que se habia detectado una induccion especifica de IL-1a e IL-1P en las SN
en degeneracion y a que habiamos observado la presencia de microglia activada en la region,
(siendo estas células consideradas Ia fuente principal de IL-1 en el cerebro), quisimos estudiar
si este aumento de ARNm se traducia en un aumento de las respectivas proteinas. Para ello
utilizamos dos kits comerciales de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA) de
alta sensibilidad (detectan hasta 15pg de citoquina/ml), el método de deteccion de proteinas
mas sensible que se ha desarrollado hasta hoy (ver Materiales y Métodos, seccion 5.). Sin
embargo, no nos fue posible detectar ninguna de las dos proteinas en la SN de animales
lesionados o controles, ni a 12 ni a 30 dias después de la inyeccion (Figura II.13.A y B).

Para verificar que la falta de deteccion de la proteina no se debiese a un problema
técnico, inyectamos 2pg de la endotoxina LPS en la SN (ver Materiales y Métodos, seccion
2.3.). El LPS es un clasico inductor de respuesta inflamatoria, y como tal se ha descripto su
capacidad para inducir la expresién de IL-1. En los animales inyectados con la endotoxina
comprobamos la induccién tanto de los ARNm como de las proteinas IL-1o e IL-1PB (Figura
I1.13.A-C). Ademads, nos resulté particularmente interesante el hecho de que los animales
inyectados en la SN con PBS (vehiculo de la endotoxina) muestran una induccion tanto del
ARNm como de la proteina IL-1B, probablemente debido a la lesion mecanica producida por
la aguja Hamilton (vale la pena recordar aqui que las inyecciones de 60HDA se realizan en el
estriado, y no en la SN, por Io cual en esos animales la SN no es lesionada de manera
mecanica). Los niveles de induccion de ARNm para IL-1B son similares en los animales
inyectados con PBS que en los animales lesionados con 60HDA 30 dias antes, sin embargo
s6lo en los primeros es posible detectar la proteina.

Esto sugiere un verdadero control post-transcripcional de la expresién de IL-1, y no un

problema técnico que impide la deteccion de la proteina.
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Figura I1.13. Regulacién de la expresion de IL-10. e IL-1p frente a dos estimulos inflamatorios. La
inyeccion de LPS en la SN estimula la expresion de IL-10. (A) e IL-1B (B), tanto a nivel de ARNm como
de proteina. Sin embargo, la expresion aumentada de ambas citoquinas a nivel ARNm en los animales
lesionados con 60HDA no es traducida en un aumento de proteina. 60OHDA, SN lesionada con 60HDA
intra-estriatal 28 dias antes. Vehiculo, SN ipsilateral de animales inyectados en el estriado con el vehiculo
de la 60OHDA, a los 28 dias. LPS, SN inyectada con 2ug de LPS, a las 4 horas. PBS, SN inyectada con
PBS a las 4 horas. Los valores de ARNm provienen de cuantificaciones por RT-PCR competitiva, de 2-3
animales por grupo. Los valores de proteina se obtuvieron mediante ELISA, 3 animales por grupo. Se
grafica la media + error estandar de la media. *p<0,05 y **p<0,01 en pruebas 7 de Student no pareadas,
respecto a los vehiculos correspondientes. (C) Geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio mostrando
una RT-PCR representativa para IL-10., IL-1B y 2-microglobulina en las SN de animales inyectados con
LPS o PBS. M, marcador de peso molecular. 1 y 2, SN ipsilateral y contralateral al LPS. 3 y 4, SN
ipsilateral y contralateral al PBS. +y -, controles positivo y negativo, respectivamente.
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I1.4. Discusion

En esta parte de la tesis estudiamos los perfiles temporales de expresion de varias

citoquinas y neurotrofinas en distintas regiones del SNC durante la neurodegeneracion de las

células dopaminérgicas de la SNpc, inducida mediante la toxina 60HDA. Este patrén de
expresion esta acompaiiado por una respuesta celular especifica a la neurodegeneracion. Parte

de estos resultados fueron aceptados para su publicacién (Depino et al., 2003b).

11.4.1. El modelo de la enfermedad de Parkinson.

Para poder analizar los fenémenos que tienen Iugar mientras las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc degeneran, es necesario utilizar un modelo que sea gradual. Por
otro lado, en humanos la enfermedad no lleva a una pérdida total de estas células, sino que 10-
30% de las mismas suelen permanecer funcionales aunque no pueden evitar los sintomas. El
modelo utilizado en este trabajo (inyeccion de una unica dosis de 20pug de 60HDA en el
estriado dorsal) causa la pérdida de S, 40, 65 y 75% de las neuronas de la SNpca 1,2,3y 4
semanas después de la inyeccion (Sauer and Oertel, 1994). Asi, este modelo presenta las
condiciones de gradualidad y parcialidad requeridas, las cuales no se observan en otro
modelos como el logrado con varias inyecciones de 6OHDA en distintas zonas del estniado, la
inyeccion de la 60HDA directamente en la SNpc o en la MBF (revisados en Deumens et al.,
2002), asi como tampoco en el modelo de toxicidad con MPTP en ratones (ver Beal, 2001, y
citas alli).

El ensayo de acinesia (stepping) no habia sido evaluado en este modelo como método
no invasivo para evaluar la progresion y efectividad de la lesién. En este trabajo demostramos
que es posible detectar con seguridad la lesion ya a los 6 dias, aunque la acinesia es menor en
este modelo que en otros que causan una pérdida mayor de neuronas dopaminérgicas

(Deumens et al., 2002).

I1.4.2. Respuesta glial a la lesion con 60HDA.

Trabajos recientes se han concentrado en el rol de la microglia en la pérdida de las
células dopaminérgicas de la SNpc y han postulado un rol de estas células gliales en la
exacerbacion de la lesion (Cicchetti et al.,, 2002; He et al., 2001; Herrera et al., 2000;

Liberatore et al., 1999; Vila et al., 2001). En este trabajo mostramos el curso temporal de la
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activacion microglial en la SNpc debida a la lesién parcial con 60HDA, de manera similar a
lo descripto por otros autores con otras técnicas 0 marcadores antigénicos en otros modelos
(Cicchetti et al., 2002; He et al., 2001; Kim et al., 2000; Kohutnicka et al., 1998, Liberatore et
al., 1999). Ademas, hemos detectado la proliferaciéon de las células gliales en este area y la
presencia de aglomeraciones de células, lo cual se considera indicio de neuronofagia (Streit
and Kreutzberg, 1987).

En este analisis no encontramos astrocitos reactivos en la SNpc de ratas tratadas con
60HDA, una ausencia que también se ha descripto en muestras post-mortem de pacientes con
la forma idiopatica de la enfermedad de Parkinson (Mirza et al., 2000). En cambio, se ha
descripto una reaccion astrocitaria entre leve y fuerte en la SNpc de ratones lesionados con
MPTP (Kohutnicka et al., 1998; Kurkowska-Jastrzebska et al., 1999; Liberatore et al., 1999) y
en muestras post-mortem de pacientes intoxicados con MPTP (Langston et al., 1999). Una
posible explicacion para esta diferencia entre los modelos es que la droga MPTP es convertida
en el i6n neurotéxico MPP+ por los astrocitos (ver Introduccidn, seccién 2.3.1.), lo cual puede
provocar cierta respuesta en este tipo celular que no es observada en el modelo de toxicidad
por 60HDA. Sin embargo, el rol de los astrocitos en distintos modelos de la enfermedad de
Parkinson necesita ser estudiado en mas detalle.

Por otro lado, en el sitio de la lesion en el estriado observamos tanto activacion
microglial como astrocitica a todos los tiempos estudiados, presentando sélo leves diferencias
entre la inyecciéon de 60HDA y la de vehiculo.

En este contexto inflamatorio y conociendo en detalle la dindmica de degeneracion
progresiva de las neuronas de la SNpc, evaluamos los patrones de expresion de varias

citoquinas y neurotrofinas en las regiones afectadas.

I1.4.3. Expresion de neurotrofinas.

De los patrones de expresion de BDNF y NGF, es interesante notar su induccién 30
dias después de la inyeccién de 60HDA en el estriado lesionado. Aunque observamos
activaciéon glial e inflamacién tanto en los estriados inyectados con 60HDA como con
vehiculo, s6lo en los animales lesionados los niveles de BDNF y NGF estaban aumentados a
los 30 dias. Esto sugiere que estas neurotrofinas son inducidas por la pérdida de terminales
dopaminérgicos en la region, y no por el trauma causado por la inyeccion.

En lesiones parciales, como la realizada en este trabajo, se ha observado que a tiempos

largos los terminales que quedan empiezan a ramificarse en el estriado, probablemente para
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ocupar las dendritas que quedaron sin conexién ya que luego de meses se ven mejoras en la
funcién motora (Finkelstein et al., 2000). Este fenomeno no depende de la lesién con
60HDA, sino de la falta de sefializacién a través de los receptores dopaminérgicos tipo D2
(Panish et al., 2001; Parish et al., 2002). La lesién mecanica del estriado también aumenta el
numero de ramificaciones de los axones dopaminérgicos (Liberatore et al., 1999), y en este
modelo se vio que macrofagos y microglia en la lesion expresan GDNF y BDNF,
respectivamente (Batchelor et al., 1999), y que la inhibicién de estas neurotrofinas impide el
aumento en ramificaciones dopaminérgicas (Batchelor et al., 2000). Una posible explicacién
acerca del incremento tardio que observamos en los estriados lesionados es que estos factores
neurotréficos contribuyan a la ramificacion compensatoria de las fibras que quedan en el
estriado. Sin embargo, la existencia del proceso de ramificacién activa de los axones
remanentes no ha sido evaluada en este modelo.

Por otro lado, en la substantia nigra de pacientes con la enfermedad de Parkinson los
niveles del receptor de BDNF (trkB) no estan alterados (Benisty et al., 1998). Sin embargo en
el estriado ipsilateral a la lesion con 60HDA en rata tiene lugar un aumento significativo en la
densidad de hibridizacion para trkB (Numan and Seroogy, 1997). Nuestros resultados
muestran un aumento no significativo de los ARNm para BDNF y NGF a los 12 dias post-
lesion y s6lo en la SNpc en degeneracién. Esto sugiere que las neurotrofinas actiian sélo en
forma transitoria sobre los cuerpos neuronales dopaminérgicos, pero el rol o efecto de estas
neurotrofinas debe ser evaluado en experimentos de sobre-expresién o bloqueo directo de

estos factores troficos.

I1.4.4. Patron de expresion de TGF-B1 y TNFa.

Las regulaciones de la expresién de citoquinas observadas durante la degeneracion de
la SNpc sugieren un rol o diversos roles de estas moléculas en la respuesta a la lesion. Por un
lado permiten armar un mapa molecular y celular, tanto regional como temporal, que nos
ayuda a entender los procesos que tienen lugar durante la neurodegeneracioén. Por otro lado,
permiten identificar moléculas con potencial terapéutico que pueden ser estudiadas en

experimentos farmacolégicos especificos.
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11.4.4.1. El TGF-p1I.

El TGF-B1 es inducido tanto en la SN como en el estriado de los animales inyectados
con vehiculo, pero no en los lesionados. Este aumento de TGF-B1 no puede deberse al trauma
causado por la cirugia ya que ha sido observado en regiones que no sufren lesion mecanica
como la SN. Por otro lado, este aumento también podria interpretarse como una disminucion
en los niveles de TGF-B1 en los animales lesionados, sin embargo los niveles basales
detectados en los animales naive sugieren que se trata de una verdadera induccién.

Se han descripto diversos efectos de TGF-f sobre las células del cerebro, incluyendo
la regulacién de la gliosis y de la cicatrizacidn, y efectos sobre la supervivencia neuronal
frente a distintas lesiones (Flanders et al., 1998). Resultados in vitro e in vivo sugieren un rol
de esta citoquina en el mantenimiento de un ambiente anti-inflamatorio en el cerebro, ya que
suprime la activacion y la proliferacion de la microglia in vitro (Jones et al., 1998; Suzumura
et al., 1993) e inhibe la expresion de citoquinas por astrocitos y microglia (Benveniste et al.,
1994; Suzumura et al., 1993). Ademas, el TGF-f3 puede regular la expresiéon de moléculas de
adhesion (como tenascina, NCAM o L1) las cuales son necesarias para la regeneracion
axonal, jugando de esta manera un rol en la cicatrizacién y en la regeneracion (Aubert et al.,
1995). Por todo esto, seria interesante estudiar el rol funcional de esta falta de induccién de
TGF-B1 en los animales lesionados con 60HDA y su posible vinculacién con la activacion de
la microglia en la SNpc.

La evidencia de un posible rol de TGF-p en la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas proviene de experimentos dispares. Los TGF-B2 y 3 son expresados durante
el desarrollo y contribuyen a la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro
medio (Poulsen et al., 1994). Ademas, el tratamiento de cultivos de neuronas dopaminérgicas
con TGF-B1 antes de agregar la neurotoxina MPTP, mejora 2 veces la supervivencia de ese
tipo neuronal (Krieglstein et al., 1995). Sin embargo, la administraciéon de TGF-B3 en el
modelo de lesion con 60HDA utilizado en esta tesis no afectéo la muerte neuronal de las
células de la SNpc ni su atrofia (Sauer et al., 1995). Finalmente, se ha demostrado que GDNF
necesita de la presencia de TGF-p para ejercer su efecto neuroprotector y/o neurorregenerador
(Krieglstein et al., 1998), sugiriendo que las dos moléculas carecen de actividad neurotréfica
por separado pero que se vuelven neurotréficas juntas. Todo esto sugiere un rol potencial de
TGF-B1 en la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas, por lo cual la falta de induccién
de esta molécula en la SNpc en degeneracion podria contribuir a la muerte neuronal. Sin
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embargo esto es s6lo una hipotesis que debe ser evaluada experimentalmente (notar que sélo

se han estudiado TGF-B2 y 3 en el modelo utilizado en esta tesis).

11.44.2. El TINFa.

No fue posible detectar los ARNm para TNFa o estos se encontraban muy cerca del
limite de deteccion en las dos regiones estudiadas, independientemente del tratamiento. Esta
falta de induccién de los ARNm para TNFa, y la ausencia de las proteinas IL-1c e IL-1B, no
parecen correlacionar con lo observado en muestras post-mortem de pacientes con la
enfermedad de Parkinson (Mogi et al., 1994; Nagatsu, 2002). Sin embargo, el tiempo de
analisis de los dos enfoques es muy distinto: las muestras post-mortem reflejan los episodios
finales de la enfermedad de Parkinson, mientras que en este estudio se analiz6 la progresion
de la neurodegeneracion. Ademas los animales son mantenidos en ambientes libres de
patogenos y los pacientes no. De hecho, la mayoria de los pacientes con la enfermedad de
Parkinson mueren de infecciones, por lo que los andlisis de muestras post-mortem pueden
estar influidos por otras patologias (Beyer et al., 2001, y citas alli). De esta manera, nuestros
estudios no excluyen la posibilidad de que citoquinas pro-inflamatorias como IL-1a, IL-1B y
TNFa puedan estar funcionalmente involucradas en las ultimas etapas de la enfermedad en
humanos.

La expresion de TNFa también ha sido detectada 4 semanas después de la inyeccién
de 60HDA en el estriado de rata (Mogi et al., 1999; Mogi et al., 2000). La técnica de ELISA
utilizada en ese trabajo parece superar en sensibilidad a la RT-PCR utilizada en esta tesis, ya
que los autores detectan la expresion de TNFa en los hemisferios contralaterales a la lesion,
en la corteza prefrontal y en el cerebro de animales tratados con la droga inmunosupresora
FK506. Sin embargo, en esos trabajos no queda claro cudl es exactamente el sitio de
inyeccion y cuanta la degeneracion lograda a las 4 semanas, por lo cual se puede deducir una
inducciéon de esta citoquina a tiempos tardios pero no se puede evaluar su rol en la

neurodegeneracion.

I1.4.5. Patron de expresion del sistema IL-1 en la substantia nigra.
El patrén de expresion del sistema IL-1 en la SN mostr6 un comportamiento atipico
interesante. Los niveles de ARNm para IL-lra no mostraron cambios frente a la

neurodegeneracion, mientras que los de los agonistas (IL-1a e IL-1p) se vieron inducidos 30
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dias después de la inyeccion de 60HDA. La induccién de ARNm para IL-1p fue mayor que la
de IL-1a (16 vs. 2 veces), de manera similar a lo observado en las células del sistema inmune
ante diferentes estimulos (Dinarello, 1996). Sin embargo, estos aumentos en los ARNm para
IL-1a e IL-1B no fueron acompaiiados por incrementos en los niveles de las respectivas
proteinas. En cambio, un estimulo clasico de la respuesta inflamatoria aguda (la inyeccion de
lipopolisacaridos) si es capaz de inducir la expresion de IL-1c e IL-1( tanto a nivel de ARNm
como de proteina. Es mas, la inyeccion de PBS (vehiculo de los lipopolisacaridos) en la SN
induce la expresion del ARNm para IL-1p a niveles similares a los inducidos 30 dias después
de la inyeccion de 60HDA. Sin embargo, la proteina IL-1p es detectada en el primer caso
pero no en el modelo de la enfermedad de Parkinson, mostrando que el daiio fisico agudo es
un estimulo inflamatorio mas potente que la neurodegeneracién crdnica causada por la
inyeccion de 60HDA.

Estos resultados muestran que la falta de detecciéon de la proteina IL-1B en los
animales lesionados con 60HDA no se debe a la falta de sensibilidad del método utilizado
sino a un verdadero control post-transcripcional, traduccional y/o post-traduccional. Estos
datos sugieren que la expresion de IL-1a e 1L-1 esta sujeta a un riguroso control en la SN
durante la neurodegeneracion. En la periferia se ha observado este tipo de control en distintas
células (por ej., monocitos y queratinocitos) luego de diversos estimulos (por €j., ion6foros de
calcio, adhesion, exposicion a C5a) (Dinarello, 1996; Schindler et al., 1990). A las células
capaces de transcribir la IL-1 pero no de sintetizar la proteina se las considera “cebadas”
("primed”) y estimulos que en otras condiciones serian inocuos son capaces de disparar
rapidamente la traduccion, resultando en una produccién rapida de IL-1 (Dinarello, 1996).
Ademas, aun cuando estas inducciones de IL-1a e IL-1p se tradujeran a proteina, no tendrian
un rol funcional en el desarrollo de la neurodegeneracién en este modelo ya que son
diferencialmente expresadas a los 30 dias, cuando el 60% de las neuronas de la SNpc ya han
degenerado (Sauer and Oertel, 1994).

Cabe mencionar aqui, que un trabajo reciente ha demostrado que existe activacion de
microglia acompaiiada por expresion de IL-1B, TNFo e iNOS (tanto a nivel de ARNm como
de proteina) en ratones intoxicados con MPTP (Delgado and Ganea, 2003). Esto sugiere que
en el modelo murino de intoxicacion con MPTP la activacién de la microglia si esta

acompaiiada por expresion de citoquinas pro-inflamatorias.
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I1.4.6. Activacion de la microglia y expresion atipica de citoquinas en la

substantia nigra.

La activacion de la microglia ha estado siempre asociada con la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias, aunque en general estos estudios son in vitro (Hanisch, 2002).
Nuestros resultados muestran que no es éste el caso en el modelo animal de la enfermedad de
Parkinson utilizado.

Nuestras observaciones correlacionan con la biologia del modelo de neurodegeneraién
cronica utilizado: la muerte neuronal en la SNpc luego de la inyeccion de 60HDA es por
apoptosis (He et al., 2000), la cual por definicién no causa inflamacion. Ademas se ha
demostrado que los macrofagos activados de la periferia no expresan citoquinas pro-
inflamatorias durante la fagocitosis de una célula apoptotica (Fadok et al., 1998). Sin
embargo, los resultados presentados aqui sugieren que la regulacion de la inflamacion durante
la apoptosis en el cerebro sigue un mecanismo diferente al observado en la periferia. La
inoculacion de células en apoptosis disminuye la respuesta inflamatoria mediante la induccién
de TGFB1 y su consecuente efecto anti-inflamatorio (Fadok et al., 1998; Huynh et al., 2002),
mientras que en las SN en degeneracion no se observaron cambios en los niveles de ARNm
para TGF-Bl. Ademas, en la periferia la regulacion de los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias puede verse tanto a nivel de proteinas como de ARNm. Nosotros mostramos
que en el SNC también existen mecanismos transcripcionales (TNFa) y post-transcripcionales
(IL-1a y B) de regulacion de la expresion de citoquinas.

Por otro lado, en otro modelo se ha observado activaciéon microglial sin citoquinas pro-
inflamatorias. En un modelo en raton de la enfermedad causada por priones se ha demostrado
una activacion microglial sin produccion de citoquinas pro-inflamatorias (Betmouni et al.,
1996; Walsh et al., 2001; revisado en Perry et al., 2002). Por otro lado, luego de la oclusién de
la arteria cerebral media en ratones la produccién de citoquinas en la lesion dura un corto
periodo de tiempo, mientras que la activacidon microglial dura varias semana (Andersson et
al.,, 1991; Gregersen et al.,, 2000) y lo mismo ocurre con la induccién de ARNm para
citoquinas y la respuesta glial que siguen a la inyeccion de la proteina hrlL-1f3 (ver Capitulo
I). Por todo esto, los resuitados presentados aqui se suman a los trabajos citados para destacar
la falsedad de la asuncion de que la activacion microglial conlleva la produccién de IL-1a,

IL-1B y/o TNFa (Perry et al., 2002).
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El cerebro preserva un ambiente anti-inflamatorio por diferentes mecanismos. Por
ejemplo, aumenta la produccién de citoquinas anti-inflamatorias o restringe la entrada de
proteinas plasmaticas y de células del sistema inmune mediante la barrera hemato-encefalica
(Aloisi, 2001; Perry et al., 1993). El control de la expresion de IL-la, IL-1B y TNFa a
distintos niveles, demostrado en esta tesis, sugiere un mecanismo adicional para preservar el
ambiente anti-inflamatorio en el cerebro.

Como se mencioné antes, en un modelo de enfermedad por priones se ha observado la
presencia de microglia activada en la regién en neurodegeneracidon con ausencia de
produccion de IL-1 u otras citoquinas pro-inflamatorias (Walsh et al., 2001). En ese modelo (a
diferencia de lo observado en el trabajo de esta tesis), la falta de citoquinas pro-inflamatorias
estd acompafiada con un aumento de los niveles de ARNm y de la proteina TGFf1
(Cunningham et al., 2002). Esos resultados y los presentados aqui llevan al concepto de
taquifilaxis en enfermedades neurodegenerativas cronicas (Perry et al., 2003). La taquifilaxis
es la respuesta adaptativa atenuada frente a una estimulacion repetida y fue descripta
originalmente en animales inyectados con LPS (ver Ziegler-Hietbrock, 1995).

Como ya se describio en la introduccion, las infecciones o la administracion de
inductores de citoquinas en la periferia pueden inducir la expresiéon de citoquinas en el
cerebro y una gran variedad de efectos centrales, como por ejemplo el “sickness behavior”
(Besedovsky, 1996; Konsman et al., 2002, Pitossi et al., 1997; Rothwell and Hopkins, 1995).
De manera interesante, la administracion central o periférica de endotoxina durante el curso
del modelo de la enfermedad por prion causa una produccion aumentada de IL-1B y un
comportamiento exacerbado de enfermedad (“sickness behavior™) (Combrinck et al., 2002).
Asi, se ha postulado que en ese modelo existe una gliosis atipica (sin expresion de citoquinas
pro-inflamatorias) y que esas células gliales podrian ser inducidas a secretar citoquinas por un
segundo estimulo (por ejemplo, una infeccion periférica). De esa forma estas citoquinas
exacerbarian o acelerarian el proceso neurodegenerativo (Perry et al., 2003).

Como se menciond anteriormente, una importante proporcion de los pacientes con la
enfermedad de Parkinson mueren de neumonia y de infecciones del tracto urinario (Beyer et
al., 2001), pero también se ha observado esta tendencia en pacientes con la enfermedad de
Alzheimer y con esclerosis multiple (revisado en Perry et al, 2003). Ademdas se ha
comprobado que si bien las concentraciones de citoquinas (IL-1p y TNFa) circulantes no son

diferentes en pacientes con enfermedades neurodegenerativas y en controles, luego de la
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estimulacion in vitro con LPS las células sanguineas de pacientes con las enfermedades de
Alzheimer o de Parkinson expresan niveles mucho mayores de IL-13, TNFa, IL-6 e IL-10
(Lombardi et al., 1999). Esto sugiere que las células del sistema inmune también estan
cebadas y que en estos pacientes cualquier infeccion puede tener efectos exacerbados sobre la
salud. Por todo esto, y a raiz de los resultados obtenidos en este trabajo, resultaria interesante
evaluar directamente (en modelos animales apropiados) cual es la contribucion de las
infecciones periféricas y de la producciéon central de citoquinas en la progresion de

enfermedades neurodegenerativas.

I1.4.7. Nuevas evidencias en trabajos publicados recientemente.

Mientras este trabajo estaba en revision (Depino et al., 2003b), un analisis similar fue
publicado (Sugama et al., 2003). En ese trabajo, utilizando el modelo de lesién de la SNpc
mediante la inyeccion de 60HDA en el haz medial del cerebro anterior (MFB) observaron
activacion de microglia sin expresion de citoquinas proinflamatorias. Sin embargo, en ese
trabajo no detectaron cambios a nivel ARNm de IL-1p en la SN, tal vez por una menor
sensibilidad de la técnica utilizada (ensayo de proteccion a la ARNasa). En conclusién,
nuestros resultados fueron corroborados en otro modelo en rata de la enfermedad de
Parkinson.

Como se menciond antes, los resultados de esta parte de la tesis y de trabajos
publicados con anterioridad, sugieren que la microglia cebada puede ser inducida a secretar
citoquinas y otras moléculas nocivas para las neuronas dopaminérgicas mediante distintos
estimulos pro-inflamatorios. Es mas, propusimos que este fenémeno podria ser clave en las
fases terminales de la enfermedad humana. En este sentido se esta trabajando en el laboratorio
para evaluar si un segundo estimulo inflamatorio puede exacerbar la muerte neuronal causada
por la toxina 60HDA.

Sin embargo, recientemente aparecié un trabajo que parece en principio mostrar
resultados opuestos a los observados (Saura et al., 2003). Inyectando 20ng de hrIL-1B (el
doble de lo utilizado en el Capitulo I) 5 dias antes de la lesion con 60HDA, los autores
reportan una proteccion de las neuronas dopaminérgicas contra la toxina. Es de notar que los
autores muestran la activacion de astrocitos en la SN, mucho mas extendida que la observada
en el Capitulo I, probablemente debida a la dosis utilizada. Sin embargo, estos efectos

protectivos de la IL-1f inyectada antes de la lesidon no significan que la misma no pueda
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exacerbar la lesion cuando es inyectada después. Por ejemplo, una isquemia corta induce IL-
1B y protege contra la neurodegeneracion causada por isquemia (Wang et al., 2000), mientras
que aplicada a posteriori 1a 1L-1B exacerba la lesién (Touzani et al.,, 2002). Esta linea de
pensamiento esta en corcondancia con los efectos diferentes sobre la viabilidad neuronal en el
hipocampo causados por la administracién aguda o crénica (por medio de un vector
adenoviral) de la IL-1 (Capitulo 1).

Por todo esto el rol de 1a IL-1p en la enfermedad de Parkinson debe ser evaluado en
modelos animales pertinentes a la enfermedad, ya que la proteccion obtenida a través de la
glia, si bien aporta a nuestro conocimiento acerca de las interrelaciones entre la glia y la
neurodegeneraciéon, no brinda informacién acerca de posibles terapias y entra en
contradiccion con resultados de la clinica que sugieren que historias de traumas cerebrales
previos correlacionan con una mayor incidencia de la enfermedad de Parkinson (ver

Introduccion, seccion 2.2.3.2.).
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Capitulo III.
Analisis de la neurogénesis en
el mesencéfalo y estudio del

rol de IL-1P3 en ese proceso.

"No wonder, then, that in the early stages of the
development of any science different men
confronting the same range of phenomena, but not
usuallythe same particular phenomena, describe
and interpret them in different ways.”

Thomas S. Kuhn
“The structure of scientific revolutions™
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II1.1. Punto de partida

La mayoria de las neuronas son generadas antes o alrededor del nacimiento. Las
primeras evidencias de que existe neurogénesis en el cerebro adulto de mamiferos
aparecieron hace unas décadas, pero fueron firmemente establecidas recién en los
ultimos afios (revisado en Gross, 2000). Se ha estimado que se agregan
aproximadamente 10.000 neuronas nuevas diariamente al giro dentado de ratén y la tasa
de neurogénesis en el bulbo olfatorio se supone aiin mayor. En retrospectiva, es bastante
notable que un proceso de esta magnitud haya pasado inadvertido por tanto tiempo y
permite preguntarse si niveles mas bajos de neurogénesis pueden haber pasado
inadvertidos en otras regiones.

De hecho se ha mostrado la generaciéon de nuevas neuronas en otras partes del
hipocampo y en la corteza (Gould et al.,, 1999; Rietze et al,, 2000), aunque la
neurogénesis en la corteza sigue siendo un tema controvertido (Kornack and Rakic,
2001). Por otro lado, se ha demostrado que varias regiones aparentemente quiescentes en
animales naive presentan neurogénesis como respuesta al dafio (Arvidsson et al., 2002;
Magavi et al., 2000), o luego de la estimulacion combinada mediante una lesion y la
administracion de factores de crecimiento (Nakatomi et al., 2002).

En base a la evidencia previa, nos preguntamos si se generaban nuevas neuronas
en la substantia nigra pars compacta (SNpc) del mesencéfalo, la region donde se
pierden neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson. Para ello estudiamos la
existencia de neurogénesis en animales naive y evaluamos si podiamos estimular el
proceso mediante una lesion especifica de las neuronas dopaminérgicas (inyeccion de
60HDA en el estriado). Ademas se ha demostrado que el factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF) y el factor de crecimiento de epidermis (EGF) son factores de
proliferaciéon de células progenitoras y que la IL-1p es una de las moléculas necesarias
para inducir la diferenciacion de células progenitoras a neuronas dopaminérgicas (Ling
et al., 1998). En base a esto, evaluamos también si la administracion de cada uno de
estos factores por separado o en combinacion era capaz de inducir neurogénesis de

células dopaminérgicas en el mesencéfalo.
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II1.2. Objetivos

El objetivo particular de este capitulo es determinar si se generan nuevas
neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo de ratas adultas. En particular quisimos
determinar si el fendmeno ocurre fisiolégicamente, pero también si la neurodegeneracion

o la administracion de factores de crecimiento y/o de la IL-1f podian afectar al mismo.

4

Neurodegeneracion > Gliosis
\ Inflamacion
IL-1 /

y factores de crecimiento

v /

Neurogénesis

Comportamiento

IIL1. Esquema de los objetivos del Capitulo I1I en el marco de los objetivos generales de la tesis.
Utilizando animales naive, un modelo de neurodegeneracion y la inyeccién de IL-1 y otros factores de
crecimiento se evaluard la neurogénesis en el mesencéfalo. Las flechas en gris indican mecanismos

indirectos que pueden afectar el fendmeno en estudio. Las cabezas de flecha indican la variable modificada

en este capitulo.
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II1.3. Resultados

Para estudiar si se generan nuevas neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo,
administramos distintas dosis del andlogo de nucleétido BrdU (que es incorporado al
ADN en el proceso de division celular) a ratas tratadas de distintas maneras y analizamos
luego sus cerebros mediante doble inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-BrdU y
anti-tirosina hidroxilasa (TH, enzima limitante en la sintesis de dopamina). Asi,
establecimos como criterio de neurona dopaminérgica nueva que haya incorporado al

marcador de proliferacién BrdU y que exprese la enzima TH.

II1.3.1. Neurogénesis en animales naive.

El andlisis de animales naive mediante inmunohistoquimica muestra células
positivas para TH en la vecindad del acueducto, las cuales tienen pocas prolongaciones y
algunas parecen estar en contacto con la luz del ventriculo (Figura I11.2.A-C). Esto nos
sugiri6 que el acueducto podia ser fuente de precursores neuronales para el mesencéfalo,
como los ventriculos laterales lo son del bulbo olfatorio. Es de notar que existen dos
regiones de neuronas dopaminérgicas que se encuentran cerca del acueducto: la A10 o
area tegmental ventral, y la Al1 o materia gris periacueducto (Figura II1.2.D). Algunas
de las células que se observan podrian pertenecer a este ultimo grupo, aunque la
morfologia no es la tipica de neuronas maduras por la falta de prolongaciones.

Como primer intento de identificar nuevas neuronas dopaminérgicas en el
mesencéfalo utilizamos ratas jovenes (43,3 + 3,4g al empezar el experimento). Las ratas
recibieron una inyeccion diaria de BrdU durante 3 o 17 dias, luego sus mesencéfalos
fueron analizados mediante doble inmunofluorescencia para BrdU y TH. En estos
animales observamos una fuerte marca para BrdU en la zona subventricular de los
ventriculos laterales y en el giro dentado, asi como de células dispersas por el
mesencéfalo (Figura III.3.A). Sin embargo no observamos células doblemente marcadas

(Figura II1.3.B).
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Figura II1.2. Distribucion de células
dopaminérgicas alrededor del acueducto. En
secciones tefiidas con Nissl y luego de una
inmunohistoquimica anti-tirosina hidroxilasa (TH,
enzima limitante en la sintesis de dopamina) es posible
observar células con distintas morfologias (desde
redondas hasta con muchas prolongaciones) en la
region ependimal o subependimal del acueducto (A-C).
(D) Nucleos dopaminérgicos presentes en el
mesencéfalo: A9, substantia nigra pars compacta,
A10, area tegmental ventral; A11, materia gris
periacueducto. Aumentos: A, 20x; By C, 40x.

Figura IIL3. Generaciéon de neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo de ratas jévenes inyectadas con
BrdU por 17 dias. (A) Se observan células BrdU-positivas distribuidas por el mesencéfalo (verde) y alrededor
de las neuronas dopaminérgicas (positivas para TH, rojo). (B) Cerca del acueducto identificamos una neurona
doblemente marcada, pero que al ser analizada en el microscopio confocal resultaron ser dos células muy
proximas. Aq, acueducto; SNpc, substantia nigra pars compacta. Barras de escala: A, 200um; B, S0um.
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La marcacién con BrdU tiene el problema de que el analogo de nucledtido debe
estar presente en el organismo en el momento en que la célula se esta dividiendo. De esta
manera, si las células tienen una baja tasa de divisién posiblemente escapen a la
marcacién con BrdU. Como un método alternativo que permitiria detectar nuevas
neuronas, inyectamos 10° DICTS0 del vector adenoviral que expresa el gen reportero
lacZ (AdPBgal) en un ventriculo lateral (Figura II1.4.A). El vector se distribuyé a través
del liquido céfalo-raquideo transduciendo todas las células en contacto con el mismo.
Los animales fueron sacrificados a 13, 19 y 25 dias después de la inyeccion del AdPBgal y
se analizaron mediante doble inmunofluorescencia contra 3-galactosidasa (fgal) y TH (2
animales por tiempo). A los 13 dias de la inyeccién del vector, observamos la expresion
de PBgal tanto en la pared de los ventriculos laterales (Figura II1.4.B) como en el
acueducto (Figura 111.4.C). Sin embargo, no se observaron células transducidas lejos del
ventriculo ni células doblemente positivas Bgal/TH. Ademas, vale la pena recalcar que a
los 25 dias la expresion del transgén disminuye considerablemente, por lo cual este

método no puede utilizarse para tiempos largos.

A Adfigal
! A

Figura 111.4. Marcacion de células ependimales mediante la inoculacion i.c.v. del vector AdBgal. (A)
El vector adenoviral AdPgal fue inyectado estereotixicamente en el ventriculo lateral izquierdo. Mediante
inmunofluorescencia anti-Bgal se observan células ependimales en el ventriculo lateral derecho (B) y en el
acueducto (C). Sin embargo no se observan células alejadas del acueducto en el mesencéfalo. AdPgal,
vector adenoviral que expresa Bgalactosidasa; V, ventriculo lateral; Ag, acueducto. Barras de escala: B,
500pm; C, 200um.

II1.3.2. Neurogénesis en animales lesionados con 60HDA.
Dado que en animales naive no pudimos observar neurogénesis en el
mesencéfalo, nos preguntamos si el fendmeno podia ser inducido por una lesion

especifica del tipo celular que estdbamos buscando. Para poner a prueba esta hipotesis
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lesionamos animales con 60HDA y los inyectamos con BrdU segin lo descripto en
Materiales y Métodos, seccidn 3.1., sacrificandolos a 12 y 28 dias post-lesion.

En un total de 8 animales lesionados y otros tantos controles analizados, s6lo
observamos 3 células doblemente marcadas en el mesencéfalo (Figura II1.5). Las mismas
fueron detectadas en animales lesionados. En un animal sacrificado 12 dias después de la
lesion detectamos dos células marcadas con BrdU y que expresan la enzima TH, en las
inmediaciones del acueducto (Figura I11.5.A-C). En un animal sacrificado a los 28 dias
post-lesiéon encontramos una neurona doblemente marcada en la SNpc (Figura I11.5.D-
G). En el resto de los animales no se observaron células doblemente marcadas. Sin
embargo, en los animales lesionados se observaron una gran cantidad de células en
proliferacion en la SNpc, las cuales resultaron ser microglia (ver Capitulo I, Figura I1.4).

De estos resultados concluimos que la lesiéon de la SNpc no induce neurogénesis

en la zona, al menos no a niveles fisiolégica y/o terapéuticamente relevantes.

I11.3.3. Neurogénesis en animales tratados con factores de crecimiento.

Finalmente evaluamos si podiamos inducir neurogénesis mediante la aplicacién
de conocidos factores de proliferacion de progenitores neurales (bFGF y EGF), y/o la IL-
1B, que ha sido postulada como un factor de diferenciacion a neuronas dopaminérgicas.
Los factores fueron inyectados en el acueducto (ver Materiales y Métodos, seccién 2.4.)
de forma que puedan influir sobre los putativos progenitores, pero también con la
intencion de disminuir la respuesta glial a la inyeccion. Los animales fueron operados
por la maifiana y el mismo dia recibieron la primera inyecciéon de BrdU (a las 19 hs). Los
tres dias siguientes fueron inyectados con BrdU dos veces por dia (alas 9y alas 18 hs) y
el cuarto dia por la mafiana fueron sacrificados.

En todos los casos, la inyeccion de cualquiera de los factores de crecimiento
conllevé un aumento en el nimero de células positivas para BrdU en las inmediaciones
del acueducto, cuando se los comparé con los animales inyectados con PBS (Figura
I11.6.A-E cuando se compara con F). Sin embargo, en ninguno de los animales fue

posible observar células doblemente marcadas (BrdU y TH positivas).
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Figura IILS. Doble inmunofluorescencia anti-BrdU y TH de animales lesionados con 60HDA. (A-C)
Dorsalmente al acueducto de un animal lesionado con 60HDA 12 dias antes, detectamos dos células marcadas
tanto para BrdU (A) como para TH (B) (flechas). Una presenta morfologia redonda y la otra sélo dos
prolongaciones. (D-G) En la SNpc de un animal lesionado 28 dias antes detectamos una célula doblemente
marcadas con morfologia neuronal (flecha). Serie de fotos en el eje z, separadas por 1,6pum. Barras de escala: A-
C, 200pm; D-G, 400pum.

bFGF EGF IL-1B

bFGF+EGF bFGF+EGF+IL-1p PBS

Figura II1.6. Distribucién de células BrdU+ (verde) y TH+ (rojo) en el mesencéfalo luego de la
administracion de factores tréficos en el acueducto. Administracion de (A) 200 ng de factor de crecimiento
de fibroblastos basico (bFGF), (B) 200 ng de factor de crecimiento de epidermis (EGF), (C) 200 ng de IL-18,
(D) 100 ng de bFGF + 100 ng de EGF, (E) 100 ng de bFGF + 100 ng de EGF + 100 ng de IL-1B, (F) PBS. Aq,
acueducto. Barra de escala: 200um.
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I11.4. Discusion

De los resultados obtenidos en esta parte de la tesis podemos concluir que no
existe neurogénesis en el mesencéfalo de ratas adultas, al menos en niveles que sean
relevantes fisioldgicamente. Es mas, utilizando modelos experimentales que han
demostrado ser efectivos en la estimulacion de la proliferacion y diferenciacién en zonas
neurogénicas y no neurogénicas tampoco pudimos observar el fenémeno en el

mesencéfalo.

I11.4.1. Neurogénesis en el cerebro adulto.

En los primeros reportes de neurogénesis en el cerebro adulto se utilizé timidina
tritiada para detectar nuevas neuronas en el giro dentado de cobayos (Altman and Das,
1967) y en el bulbo olfatorio de la rata (Kaplan and Hinds, 1977). Pero estos trabajos
pasaron mayormente inadvertidos hasta los afios ‘90, cuando el desarrollo de Ia
marcacion con BrdU y su posterior deteccion mediante inmunohistoquimica dispararon
la investigacion en el campo. Desde entonces se ha caracterizado en gran detalle la
neurogénesis en el giro dentado (por ejemplo, Eriksson et al.,, 1998; van Praag et al.,
2002) y en el bulbo olfatorio (por ejemplo, Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002;
Lois and Alvarez-Buylla, 1994), y se la ha buscado en otras regiones. Hoy existe
consenso de que el giro dentado y la zona subventricular son regiones de activa
neurogénesis en el cerebro mamifero adulto. Otros trabajos han reportado la existencia
de neurogénesis en la corteza (Gould et al., 1999), pero estos trabajos siguen siendo
motivo de discusion en cada congreso, ya que otros grupos no han podido repetir los
resultados.

Debido principalmente a estas discusiones, varios investigadores han dedicado
cierto esfuerzo a caracterizar la marcacion con BrdU y la posterior deteccién mediante
inmunofluorescencia (ver por ejemplo, Cooper-Kuhn and Kuhn, 2001). Esto ha llamado
la atencidn sobre ciertas variables que han de tenerse en cuenta a la hora de usar este
marcador: la toxicidad de las dosis inyectadas, las barreras a la difusion, la generacion de
imagenes confocales que permitan distinguir entre neuronas doblemente marcadas y
células muy cercanas, etc. Por otro lado se ha planteado la necesidad de otras técnicas
para marcar células en proliferacion en el cerebro: retrovirus y tinturas como Dil (Walsh,
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1999), y anticuerpos como el que reconoce al antigeno nuclear de proliferacion celular,
PCNA (Rakic, 2002).

En este trabajo buscamos nuevas neuronas dopaminérgicas por distintas
metodologias (marcaciéon con BrdU y con el vector adenoviral que expresa (-
galactosidasa) pero no fuimos capaces de detectar nuevas neuronas en el mesencéfalo
naive. Cabe recalcar que en el microscopio comun se observaron células que parecian
doblemente marcadas pero las cuales, al ser analizadas en el microscopio confocal,
aparecieron como dos células distintas aunque en intimo contacto (ver por ejemplo
Figura II1.3.B). De hecho, las tres células doblemente marcadas fueron analizadas
mediante diseccidn Optica en el eje z ajustando el “pinhole” del confocal de forma de
optener imagenes de 1,6um de grosor (ver Figura I11.5.D-G).

Finalmente, en regiones donde no fue posible detectar nuevas células en
condiciones fisioldgicas (como la region CA1 del hipocampo y el estriado), fue posible
estimular la neurogénesis luego de una lesidon y de la adminstracion de factores de
crecimiento (Fallon et al, 2000; Nakatomi et al., 2002). Entre los factores mas
estudiados y caracterizados se encuentran bFGF (Palmer et al., 1999) y EGF (Kuhn et
al., 1997), los cuales son necesarios o favorecen la proliferaciéon de células stem en
cultivo, pero también in vivo (Alonso, 1999; Nakatomi et al., 2002). Por otro lado, la IL-
1B ha sido identificada como uno de los factores necesarios para la diferenciacion in
vitro de células progenitoras mesencefalicas embrionarias a neuronas dopaminérgicas
(Ling et al., 1998). Esto nos sugiri6 probar si podiamos inducir la generacion de nuevas
neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo de ratas lesionadas con 60HDA o tratadas
con factores que inducen proliferacion (bFGF y EGF) y diferenciacion (IL-1$). Sin
embargo, en ratas lesionadas sélo pudimos detectar unas pocas células doblemente
marcadas y en ratas tratadas con trofinas ninguna. Esto nos sugiere fuertemente que el
mesencéfalo y/o la substantia nigra es una region refractaria a la generacion de nuevas

neuronas dopaminérgicas en las condiciones estudiadas.

II1.4.2. Evidencias y contra-evidencias de la existencia de neurogénesis

en el mesencéfalo.
El primer trabajo que ha reportado la generacion de nuevas neuronas en el

acueducto (Alonso, 1999), ha sido por alguna razén poco citado. En ese trabajo se
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utilizaron ratas adultas tratadas con bFGF, EGF o la combinacién y se analizaron los
distintos ventriculos en secciones de 200-300um de grosor. En estas condiciones es
posible observar células positivas para BrdU y la molécula de adhesion polisialinada
(PSA-NCAM) en la proximidad del acueducto. Posiblemente la utilizacion de rodajas
tan gruesas que le permiten analizar todo el animal favorezca la deteccion de estas
células que se encuentran en muy bajo nimero. Por otro lado, el autor no ha analizado si
las mismas se diferencian a neuronas dopaminérgicas, razén por la cual no entra en
contradiccion con el trabajo realizado en esta parte de la tesis.

El segundo trabajo que intenta detectar nuevas neuronas en la substantia nigra
proviene del laboratorio donde se ha desarrollado gran parte del trabajo con BrdU
(Chichung Lie et al., 2002). Los autores reportaron la proliferacion celular luego de la
lesion con 60HDA (algo que nosotros vimos que se trata de microglia, ver Capitulo II),
y determinaron que esas células no expresan la enzima TH. Sin embargo detectaron
algunas células positivas para BrdU que expresan nestina (un marcador de células stem),
por lo cual los autores se abocaron a estudiar el potencial neurogénico de las células
progenitoras de la substantia nigra in vitro. En esas condiciones los autores pudieron
comprobar la existencia de células progenitoras en la region, las cuales son capaces de
proliferar y diferenciarse in vitro. Sin embargo, al trasplantarlas otra vez a la SNpc no
generaron nuevas neuronas, mientras que cuando las trasplantaron en el giro dentado si.
Todo esto llevd a los autores a proponer que si bien existen progenitores en el
mesencéfalo, el ambiente impediria la proliferacion y diferenciacion de los mismos.

El tercer trabajo que estudié la neurogénesis en la SNpc utiliz6 animales naive y
lesionados con MPTP (Zhao et al., 2003) y dos vias de administracién de la BrdU:
intraperitoneal (i.p.) e intra-cerebro-ventricular (i.c.v.). En ratones naive los autores
reportan 0,8 + 0,5 y 5,3 + 1,3 neuronas por animal luego de la inyeccién i.p. o i.c.v.,
respectivamente. En animales lesionados los nimeros rondan la 8 células por animal.
Con estos resultados, los autores concluyen que existe neurogénesis en la SNpc. Este
trabajo presenta ciertos problemas técnicos derivados de las grandes cantidades de BrdU
utilizadas y de su posible toxicidad. Pero aunque este no sea el caso, los resultados no
difieren tanto de los obtenidos en esta tesis y considero que muestran que la
neurogénesis no es un fenémeno que aporte a la fisiologia de la SNpc.

En resumen, los resultados obtenidos en esta parte de la tesis fueron corroborados

mientras la misma finalizaba, sugiriendo que la neurogénesis es un fendmeno muy raro
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en la SNpc de mamiferos adultos, si bien en uno de los trabajos se concluye otra cosa.
Ademas, los resultados obtenidos por Chichung Lie et al. (2002) sugieren que esta
limitacién no se debe a la ausencia de células progenitoras en la regidn, sino a factores
presentes en el ambiente que impiden la proliferacion y diferenciacion de las mismas.
Esto no sélo impide que exista neurogénesis endogena, sino que debe tenerse en
consideracion a la hora de realizar transplantes (ver préxima seccion). Por otro lado, al

no poder evidenciar el fenémeno no pudimos evaluar el rol de la IL-1p en el mismo.

II1.4.3. Perspectivas de una terapia de reemplazo para la enfermedad

de Parkinson.

Debido a la falta de neurogénesis en el mesencéfalo adulto y a que las células
progenitoras obtenidas del mismo no pueden diferenciarse e integrarse cuando son
transplantadas, deben buscarse otros métodos de reemplazo celular si se quiere
desarrollar una terapia para la enfermedad de Parkinson.

En este sentido se han obtenido resultados promisorios utilizando células stem
embrionarias que se trasplantan en el estriado lesionado (Bjorklund et al., 2002; Kim et
al., 2002; Sawamoto et al., 2001). En estos trabajos los autores demuestran la integracion
del transplante al tejido y la recuperacion funcional de los animales. Sin embargo, esto
mismo ha sido observado con otros tipos celulares que secretan dopamina, por lo cual la
recuperacion se debe a la administracién del neurotransmisor y no al reestablecimiento
de la via nigro-estriatal. El hecho de que estas células no estén reguladas por las
aferencias de la SNpc puede potencialmente generar problemas similares a los
observados con L-DOPA.

Por otro lado, la utilizacién de células stem embrionarias humanas sigue siendo
un motivo de discusion ética en la sociedad, lo cual pone fuertes limitaciones a su
utilizacién en terapia. En este sentido la utilizacién de progenitores obtenidos de adultos
se presenta como la mejor solucién, aunque los mismos han sido menos caracterizados y
se sabe menos de su biologia (por ejemplo, los factores que son efectivos en la induccién
de proliferacién y diferenciacion de células stem embrionarias pueden no ser efectivos en
progenitores adultos, y el ambiente puede afectar de manera diferencial a unos y a otros).

Es mas, si se busca el auto-trasplante de forma de evitar el rechazo deberian estudiarse
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las caracteristicas que tienen los progenitores de cerebros probablemente viejos y
enfermos.

Finalmente se desconocen cuales son los factores que impiden que las células
progenitoras de la substantia nigra proliferen y se diferencien. Un enfoque alternativo
podria ser la identificacién de estos factores y su manipulaciéon de manera de convertir
una region resistente a la neurogénesis en una que la favorezca. En otras regiones esto se
ha logrado con lesiones y con la administracion de factores de crecimiento (Fallon et al.,
2000; Nakatomi et al., 2002). Podrian identificarse cuales son los tratamientos que
logran esto en la substantia nigra.

En conclusién, pudimos demostrar que la estimulaciéon de la neurogénesis
endégena por estimulos tradicionales (lesion y factores de crecimiento) y por una
citoquina pro-inflamatoria no es un fenémeno que se presente como alternativa directa
para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Sin embargo este fenémeno puede ser
explotado mediante variantes como los transplantes, la identificacion de factores que

aumenten la supervivencia y funcion de las neuronas que quedan en la SNpc, etc.
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Capitulo IV.
Modulacion del aprendizaje
mediada por la IL-1 enddgena

hipocampal.

Parece que si la actividad psiquica es el resultado de la
actividad fisiologica de una cierta masa cerebral, basta
emprender el estudio desde el punto de vista fisiologico para
que su exploracion tenga el mismo éxito que el andlisis
Sfuncional de los otros érganos. Sin embargo, no fue asi
durante mucho tiempo.”

Ivan Pavlov
"El reflejo condicionado”
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IV.1. Punto de partida

Todos los ligandos y receptores de la IL-1 han sido detectados en el hipocampo, no
s6lo en condiciones patoldgicas, sino también fisiolégicas (Hopkins and Rothwell, 1995;
Pitossi et al., 1997; Vitkovic et al., 2000). Ademas, la IL-1B aplicada de manera exogena
puede modular la actividad neuronal inhibiendo la entrada de calcio (Murray et al., 1997,
Plata-Salaman and French-Mullen, 1994) o a la quinasa de proteinas C, PKC (Murray et al.,
1997), o inhibiendo la liberacién de acetilcolina (Rada et al., 1991) o de glutamato (Murray et
al., 1997) en el hipocampo normal (revisado en Vitkovic et al., 2000). Ademas, la IL-1P
modula procesos relacionados al aprendizaje, como la potenciaciéon a largo plazo (LTP)
(Bellinger et al., 1993; Cunningham et al., 1996; Katsuki et al., 1990; Murray and Lynch,
1998; Schneider et al., 1998). Sin embargo, en este modelo los niveles fisioldgicos de la IL-1
tienen efectos opuestos a los observados cuando grandes cantidades de la citoquina son
inducidos o aplicados exdgenamente.

Aunque reportes previos demostraron que la IL-1B puede jugar un rol en los procesos
de aprendizaje y memoria patofisiologicos (Oitzl et al., 1993; Pugh et al., 1998; Pugh et al.,
1999; revisado en Pugh et al., 2001), estos trabajos no han evaluado si la IL-1 endogena
hipocampal modula la adquisicién o consolidacién de la memoria durante situaciones no
patoldgicas.

Para evaluar el rol la participacion del sistema IL-1 en el aprendizaje, cuantificamos la
expresion de los ligandos (IL-1a, IL-1p e IL-1ra) durante la consolidacién de una memoria
motivada por miedo que es dependiente del hipocampo y que es adquirido en una sola y breve
sesion de entrenamiento (Gold, 1986; Lorenzini et al., 1996; Taubenfeld et al., 1999;
Thompson, 1977; Winocur and Bindra, 1976). Una gran cantidad de estudios han demostrado
la habilidad del antagonista IL-1ra para bloquear la actividad tanto de IL-1a como de IL-15,
tanto in vivo como in vitro (revisado en Dinarello and Thompson, 1991). En este contexto
logramos la expresion constante del IL-lra en el hipocampo dorsal, a través de la
administracién de un vector adenoviral (AdIL-1ra), y evaluamos a los animales asi tratados en
su capacidad para aprender en un paradigma aversivo y/o a habituarse a un ambiente

novedoso.
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IV.2. Objetivos

El objetivo de esta parte de la tesis es evaluar si la IL-1 endégena hipocampal esta

involucrada en la adquisicidn, la consolidacién y/o la evocacion de memoria.

Neurodegeneracion Gliosis
Inflamacion

IL-1
Neurogénesis Aprendizaj e.
" Comportamiento

Figura IV.1. Esquema de los objetivos del Capitulo IV en el marco de los objetivos generales de la tesis.
Utilizando un modelo de aprendizaje, se evaluard la expresién de los ligandos de IL-1. Por otro lado, se
modificara la seflalizacion de IL-1 y se evaluara su efecto sobre el aprendizaje y el comportamiento. Las cabezas

de flecha indican las variables alteradas en este capitulo.
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IV.3. Resultados

IV.3.1. Expresion de los ligandos de IL-1 en el hipocampo luego del

entrenamiento aversivo.

Para estudiar el rol del sistema de IL-1 hipocampal en el aprendizaje y la memoria,
evaluamos si el entrenamiento en la tarea de evitacion pasiva se encuentra asociada con la
induccion de la expresion de IL-1a, IL-1P y/o IL-1ra. Este aprendizaje motivado por el miedo
es adquirido en un unico ensayo breve (Gold, 1986; Taubenfeld et al., 1999), constituyendo
un modelo ideal para investigar eventos que ocurren durante el procesamiento de la memoria.

En tres experimentos independientes, ratas Wistar macho (n=57, 200-260g) fueron
divididos al azar en tres grupos. Una parte de los animales fue entrenada en un paradigma de
aprendizaje aversivo y fueron sacrificados 1, 4, 6 y 9 horas después del entrenamiento (n=5-7
por tiempo). Como control, se ubicaron animales directamente sobre la grilla de la caja de
evitacion pasiva (ver Materiales y Métodos, seccion 6.2.) y se les aplicé el mismo shock
eléctrico que reciben los animales entrenados. Estos animales fueron sacrificados a los
mismos tiempos post-shock que los animales entrenados (n=5-7 por tiempo). Finalmente se
sacrificaron animales naive a los mismos tiempos, de forma de controlar variaciones
circadianas de la expresion de los genes de interés. Ver un esquema del disefio experimental

en la Figura IV.2.

Entrenamiento
o
shock 1h 4 hs 6 hs 9 hs
~— ———— —
ARNmMm del hipocampo
v
RT-PCR

competitiva

Figura IV.2. Diseiio experimental para el anilisis de la expresién de IL-1a, IL-1B e IL-1ra durante la
consolidacion de una memoria aversiva. Los animales son sacrificados a 1, 4, 6 0 9 horas luego del
tratamiento, el hipocampo es disectado y procesado para extraer el ARN total. Luego se determinan los niveles
de los ligandos del receptor de IL-1 mediante RT-PCR competitiva semi-cuantitativa. Inserto: localizacién del
hipocampo en el cerebro de rata.
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Los animales fueron sacrificados por decapitaciéon, el hipocampo disecado
inmediatamente y congelado en hielo seco. Los tejidos fueron guardados a —70°C hasta su
procesamiento. Se extrajo el ARNm y se determinaron los niveles de IL-1a, IL-1p e IL-1ra
mediante RT-PCR competitiva semi-cuantitativa (ver Materiales y Métodos, seccion 4.).

Encontramos que los niveles hipocampales de los ARNm para IL-la se encuentran
aumentados 4 horas luego del entrenamiento aversivo respecto a los animales que sélo
recibieron el shock eléctrico (E4 vs S4, p<0,01 en una comparacion de Newman-Keuls luego
de ANOVA de una via, n = 5-7 por grupo) (Figura IV.3.A). No se observaron aumentos en
los animales que recibieron el shock (ubicados directamente sobre el piso electrificado) a este
o a los otros tiempos analizados (1, 6 y 9 horas) cuando se compararon con animales naive.
Esto muestra que la induccién de los ARNm para IL-1a esta relacionada con la adquisicion
de la asociacion entre el bajar de la plataforma y recibir el shock y que no puede ser explicada
por el estrés causado por el shock mismo. Es importante remarcar aqui que los animales
sometidos a shock suaves (como el utilizado en este experimento) no exhiben
condicionamiento contextual de miedo (Alonso et al., 2000), o sea que la exposicion al shock
no es suficiente para adquirir la asociacién entre el bajar de la plataforma y recibir el shock.

Por otro lado, los niveles de los ARNm para IL-1p (Figura [V.3.B) e IL-1ra (Figura
[V.3.C) no presentan diferencias significativas entre los grupos a ninguno de los tiempos
analizados. Cabe notar tambi€n que no se evidenciaron variaciones circadianas en los niveles
de las tres moléculas analizadas en los hipocampos de animales naive.

Resumiendo, el entrenamiento que resulta en evitacion pasiva correlaciona con un
aumento de los niveles de ARNm para IL-la en el hipocampo 4 horas después del

entrenamiento.
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Figura IV.3. Analisis de la expresion de las citoquinas IL-10., IL-1p e IL-1ra en el hipocampo luego del
entrenamiento aversivo, estimadas por RT-PCR competitiva semicuantitativa. Se muestran geles
representalivos y los analisis densitométricos para IL-1c (A), IL-1B (B) e IL-1ra (C) normalizados por los
niveles de expresion de B2-microglobulina (D). Se expresan los datos de los animales entrenados (barras
negras) y de los que sélo reciben el shock (barras cuadriculadas) a diferentes tiempos post-entrenamiento, como
porcentaje de los animales naive, para facilitar su visualizacion. Se graficaron las medias + error estandar de la
media; n=5-8, **p<0,01 con respecto al grupo que sélo recibio el shock, en una prueba de Newman-Keuls.

M, marcador de peso molecular; N, naive; E1, entrenados a 1 hora; S1, shockeados a 1 hora; E4, entrenados a 4
horas; S4, shockeados a 4 horas; E6, entrenados a 6 horas; S6, shockeados a 6 horas; E9, entrenados a 9 horas;
S9, shockeados a 9 horas; -RT, control sin transcriptasa reversa; -, control negativo; fc, fragmento de
competicion.
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IV.3.2. La IL-1 hipocampal modula el aprendizaje motivado por miedo

tanto a corto como a largo plazo.

Para determinar si la actividad bioldgica endégena hipocampal de IL-1a y/o IL-1B
modula un aprendizaje motivado por miedo, utilizamos un vector adenoviral que expresa al
antagonista IL-1ra de rata (AdIL-1ra). Este adenovector nos permitié analizar el rol de la IL-1
en situaciones no patologicas, ya que el IL-1ra bloquea la union de los ligandos endégenos sin
ejercer acciones agonistas (Dinarello and Thompson, 1991).

En tres experimentos independientes se inyectaron ratas Wistar macho (160-260g) en
la region CAL1 del hipocampo (bilateralmente) con los vectores adenovirales expresando IL-
Ira o B-galactosidasa (Figura 1V.4.). Para minimizar la lesién causada por la cirugia, los
vectores adenovirales fueron inyectados utilizando capilares ultrafinos (50 pm de diametro) y
un flujo lento (0,2 pl/min). El capilar es dejado durante 2 minutos adicionales antes de su
remocién. Se inocularon 10 particulas del adenovector que expresa el antagonista (AdIL-1ra)
o de uno que expresa el gen reportero lacZ (AdPBgal), en un volumen de 1pul de PBS por

hemisferio (bilateralmente).

107 pfu (1ul) 107 pfu (1ul)

Figura IV 4. Sitio de inyeccion de los
vectores AdIL-1ra y AdBgal en la region
CAL1 del hipocampo. Las coordenadas para la
inyeccion en la region CA1 fueron obtenidas
del atlas del cerebro de rata (Paxinos and
Watson, 1986).

Se procur6 detectar la proteina IL-1ra de rata por inmunohistoquimica a los 15 dias
post-transduccion (que corresponde al pico de expresion), pero sélo se obtuvieron sefiales
esfumadas, aun utilizando técnicas de alta amplificaciéon como la que emplea tiramida
(Catalysed Signal Amplification System, DAKO, CA, USA). Debido a que no existen
mejores anticuerpos y que con esta sefial difusa no era posible estudiar la distribucion de los
vectores adenovirales, se realiz6 inmunohistoquimica de la proteina P-galactosidasa en los

animales inyectados con AdPgal. Como ambos vectores (AdIL-1ra y Adfgal) comparten la
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capside se espera que tengan la misma distribuciébn y tropismo. Mediante
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo contra el marcador neural NeuN y otro anti-
Bgalactosidasa (ver Materiales y Métodos, seccion 7.4.8.), se observaron tanto neuronas
(células positivas para NeuN, Figuras [V.5.A y B) y células gliales (células negativas para
NeuN y con morfologia glial, Figuras IV.5.A y C) que expresan el transgén (positivas para 3-
galactosidasa). Esto indica que ambos tipos celulares son transducidos por los vectores

utilizados.

A

Figura IV.5. Los vectores adenovirales transducen tanto neuronas como células gliales de la regién
CA1 del hipocampo. (A) Doble inmuno-fluorescencia contra NeuN (rojo) y B-galactosidasa (verde),
mostrando la expresion del transgén tanto en neuronas (flecha) como en glia (cabeza de flecha) de la
region CAl. (B) Amplificacion de A, mostrando la expresion neuronal de la B-galactosidasa (flecha).
(C) Amplificacion de A, mostrando células negativas para NeuN que expresan el transgén y presentan
una morfologia tipica de células de la glia. Barra de escala: 50pum.

Ademas, cabe mencionar que la expresion del trangén fue observada unicamente en el
hipocampo dorsal, tanto en la region CA1 como en el giro dentado (DG), 1 mm anterior y
posterior al sitio de inyeccién, donde su expresion es maxima (Figura IV.6). Es importante
recalcar que, independientemente de que el sitio de inyeccion sea la region CAl, la mayoria
de las células positivas para (3-galactosidasa se encontraron siempre en el DG y en la fisura
hipocampal (Figura IV.6), distribucién que ya habia sido observada previamente (Le Gal La
Salle et al., 1993).
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Figura IV.6. Distribucién antero-posterior de la expresion de B-galactosidasa en el hipocampo
dorsal, dos semanas después de la inyeccion del AdBgal. Los niimeros en la esquina superior-
izquierda representan la posicion antero-posterior en milimetros respecto al bregma (segiin Paxinos and
Watson, 1986). Se observa la maxima expresion en el sitio de inyeccion (-4,16mm), pero una
distribucién extendida hacia adelante (-3,36mm) y hacia atras (-4,76mm). Las flechas indican ejemplos
de células que expresan Pgal, para hacer notar la distribucion. Barra de escala: 500um. Esquema
mostrando las distintas estructuras dentro de la formacién hipocampal: DG, giro dentado; fh, fisura
hipocampal; lineas puntadas, neuronas.
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Los animales inyectados no presentaron signos de comportamiento de enfermedad
("sickness behavior™) durante el experimento. Luego de una semana de recuperaciéon de la
cirugia, los animales inyectados fueron entrenados junto con animales naive en el paradigma
de aprendizaje aversivo (ver Materiales y Métodos, seccidn 6.2.), ver el disefio experimental
en la Figura IV.7. Trabajos previos (Coogan et al., 1999) habian demostrado que la IL-1 tiene
efecto sobre la plasticidad sinaptica tanto a corto como a largo plazo. Por ello, evaluamos el
efecto de la expresion estable de IL-1ra en el hipocampo tanto sobre la memoria de corto
plazo (STM) como sobre la de largo plazo (LTM), luego del entrenamiento aversivo. La
memoria fue determinada como el aumento en el tiempo de latencia a bajar de la plataforma

1,5 0 24 horas después del entrenamiento (Izquierdo et al., 1998).

N Evitacién pasiva Campo abierto
Clrugla Entrenamiento
AdIL-1ra
Adpgal . . .
STM LTM Ira sesion 2da sesion Perfusion
0 7d 8d 14d 15d 15-16d
Sensibilidad al shock Perfusion
9d 15-16d

Figura 1V.7. Andlisis de los efectos de la inoculaciéon del AdIL-1ra en la adquisicién de dos tipos de
memoria dependientes del hipocampo. Se evalué tanto la memoria a corto como a largo plazo en una
tarea de evitacion pasiva y la habituacién a un ambiente novedoso. Asimismo se evalué la sensibilidad a un
shock eléctrico de los distintos grupos experimentales.

Los animales inyectados con el AdIL-1ra mostraron facilitacién tanto a corto como a
largo plazo cuando se compararon con el grupo control inyectado con el Adfgal (STM,
p=0,0061 y LTM, p=0,0471; Figura IV.8.). Cabe mencionar que no se observaron diferencias
entre las latencias de los animales inyectados con el AdPgal o los animales naive,
demostrando que la cirugia y la infusion del vector no modifican per se la retencion 1,5 y 24
horas después del entrenamiento (STM, p=0,7702 y LTM, p=0,5854). Ademas, no se
observaron diferencias entre los grupos en las latencias del entrenamiento (Figura IV.9.),

mostrando que la facilitacién de la memoria no puede ser atribuida a un efecto mas general
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que esta afectando el entrenamiento. Este control era importante ya que debido al disefio
experimental los animales se encuentran bajo la influencia de la proteina IL-1ra desde antes

del entrenamiento.
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Naive  AdPgal AdIL-lra Naive AdBgal AdIL-1ra
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Figura IV.8. La IL-1 hipocampal modula el aprendizaje motivado por el miedo tanto a corto como a largo
plazo. Los animales inyectados con el vector adenoviral que expresa el antagonista de la IL-1 (AdIL-1ra, barras
cuadriculadas) muestran una facilitacion tanto de la memoria de corto como de largo plazo en la tarea de
evitacion inhibitoria, cuando se los compara con los animales inyectados con el vector control (Adfgal, barras
negras) o los naive (barras blancas). Debido a la imposicion de un techo de 180 segundos a la latencia los datos
son analizados en pruebas estadisticas no paramétricas (ver Materiales y Métodos, seccion 6.2.). Por ello, se
expresan los datos como mediana * rango intercuartilo de la latencia a bajar de la plataforma en la caja de
evitacion inhibitoria, a corto (1,5h) y a largo plazo (24hs). **p<0,01, *p<0,05 versus grupo Adfgal, prueba U de
Mann-Whitney. Los ntimeros entre paréntesis representan el n de cada grupo.
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Figura IV.9. Latencias en la
sesion de entrenamiento de los
tres grupos experimentales. No se
observaron diferencias entre los
grupos naive (barras blancas),
Adpgal (barras negras) y AdIL-1ra
(barras cuadriculadas). Los datos se
expresan como mediana * intervalo
intercuartilo de la latencia a bajar
de la plataforma en la caja de
evitacion inhibitoria durante el

Naive AdBeal AdIL-1ra entrenamiento.
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Diversos factores inespecificos que afectan los procesos sensoriales y motores pueden
influir sobre la retencién de tareas de evitacion pasiva (Izquierdo and Medina, 1997). Para
evaluar si la facilitacion observada en los animales inyectados con el AdIL-1ra se debia a una
diferente sensibilidad al shock eléctrico inducida por el transgén, en uno de los experimentos
se compararon las latencias de los tres grupos a vocalizar y a saltar frente a intensidades
crecientes de shock eléctricos leves (Pittenger et al., 2002; Shimizu et al., 2000) (ver disefio
en Figura IV.7.). No se observaron diferencias entre el grupo AdIL-1ra y los grupos Adfgal o
naive en las latencias a vocalizar (p=0,7140, n=8-10, ANOVA, Figura 1V.10.A) o saltar
(p=0,1843, n=8-10, ANOVA, Figura IV.10.B). Es mas, todos los grupos mostraron umbrales
de sensibilidad al shock inferiores a la corriente utilizado en el entrenamiento (0,4 mA frente
a medias inferiores a 0,27+0,02 y 0,334+0,01 mA para vocalizacién y saltos, respectivamente).
De esta manera concluimos que los animales tienen sensibilidades al shock similares durante
el entrenamiento y que por ello los resultados obtenidos no pueden ser adjudicados a una

hiperalgesia en los animales inyectados con el AdIL-1ra.
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Figura IV.10. Analisis de la sensibilidad al shock eléctrico en las patas, en los tres grupos
experimentales. Se aplicaron intensidades crecientes de corriente (ver Materiales y Métodos, seccion
6.4.) y se determiné la minima corriente necesaria para provocar una vocalizacién (A) o un salto (B) en
cada animal. Se grafica la media del umbral + el error estindar de la media para los animales naive
(barras blancas), Adfgal (barras negras) y AdIL-lra (barras cuadriculadas). No se observaron
diferencias en los umbrales.

Por otro lado, nos preguntamos si el aumento en la latencia a bajar de la plataforma no
se debia a una disminucion en la actividad locomotora del grupo AdIL-1ra. Este no parece ser
el caso, por al menos dos razones. Primero, como ya se remarcé anteriormente, los grupos no

presentan diferencias en las latencias a bajar de la plataforma en la sesiéon de entrenamiento
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(Figura IV.9.). Segundo, observamos que la infusion de AdIL-1ra o Adfgal no producen
cambios en la actividad locomotora desarrollada durante 5 minutos de exploracion libre en un
campo abierto, tanto cuando se evalta el nimero de cruces (p=0,1577, n=4-14, ANOVA,
Figura IV.11.A) como cuando se contabilizan el numero de rearings (p=0,6171, n=4-14,

ANOVA, Figura IV.11.B).
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Naive AdBeal AdIL-1ra Naive AdBgal AdIL-1ra

Figura IV.11. Analisis de la actividad locomotora durante 5 minutos de exploracién libre en un
campo abierto. Se determiné el nimero de cruces (A) y de veces que se pararon en dos patas
(rearings, B) de animales naive (barras blancas), Adpgal (barras negras) y AdIL-lra (barras
cuadriculadas), durante 5 minutos en un campo abierto (ver Materiales y Métodos, seccion 6.3.). Se
grafico la media + error estandar de la media.

Todos estos datos indican que el bloqueo de los receptores de IL-1 hipocampales
produce un aumento en la retencién que no puede ser explicado por efectos inespecificos

sobre la latencia a bajar de la plataforma.

IV.3.3. La IL-1 enddégena hipocampal no modula la habituaciéon de largo

plazo a un ambiente novedoso

Finalmente, quisimos determinar si el AdIL-1ra que facilita la consolidacion de una
memoria aversiva también modula la habituaciéon a un ambiente novedoso, que también es
una tarea dependiente del hipocampo pero que se diferencia de la evitacion pasiva en no ser
asociativa (ver disefio en Figura IV.7.). Observamos que tanto el grupo AdIL-1ra como el
AdPgal muestran habituacion a largo plazo en la sesion de prueba realizada 24 horas después
de la primera exposicion al ambiente novedoso (Figura IV.12.). No se encontraron diferencias

entre los grupos cuando se evaluaron el numero de cruces (p=0,3563, prueba ¢ de Student no
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pareada) o el numero de rearings (p=0,1482, prueba ¢ de Student no pareada) en la sesion de
prueba. Esto indica que la IL-1 end6égena hipocampal no modula la habituacion a largo plazo

a un ambiente novedoso.
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Figura IV.12. La IL-1 hipocampal no modula la habituacién a largo plazo a un ambiente
novedoso. Se evalué el nimero de cruces (A) y de rearings (B) en 5 minutos de exploracion libre
de animales inyectados con el vector control (AdPgal, barras negras) y con el que expresa el
antagonista (AdIL-1ra, barras cuadriculadas). Los datos representan la media + error estandar de
la media en la sesion de entrenamiento (lra) y 24 horas después (2da). Los nuimeros entre
paréntesis indican el n de cada grupo. Las diferencias entre la primera y la segunda sesién son
significativas en ambos grupos y para los dos parametros analizados, lo cual indica que en los dos
grupos tiene lugar la habituacion (**p<0,01, *p<0,05 en pruebas ¢ de Student pareadas).
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IV.4. Discusion

En esta parte de la tesis hemos demostrado por primera vez que la IL-1o enddgena
modula el aprendizaje en ratas, en condiciones no patolégicas (Depino et al., 2003a). Si bien
otros trabajos evaluaron el rol de la IL-1 en el aprendizaje y la memoria, la mayoria de los
mismos fueron realizados en condiciones que inducen un comportamiento patolégico
("sickness behavior”, ver Dantzer, 2001) o estudiando el efecto de la inoculacién de
nanogramos de la citoquina en el cerebro (ver una revisién en Pugh et al., 2001). Muy por el
contrario, nuestro disefio experimental permitio evaluar el rol de la actividad bioldgica de la
IL-1 que esta presente de manera constitutiva y/o fisiolégica en el hipocampo durante el

aprendizaje.

IV.4.1. Rol de la IL-1a en el aprendizaje.

La mayoria de los estudios sobre el rol de citoquinas pro-inflamatorias en el
aprendizaje y la memoria se han concentrado en la IL-1B, porque su expresion en el cerebro
esta muy bien documentada en condiciones normales y patoldgicas (revisado en Hopkins and
Rothwell, 1995) y es la forma secretada mayoritaria (Rothwell and Luheshi, 1994). Trabajos
previos han mostrado que la administraciéon central de la IL-1p bloquea memorias que
dependen de la integridad del hipocampo (revisado en Pugh et al., 2001). Pero inyecciones
i.c.v. de cantidades farmacoldgicas de esta proteina pueden afectar también otras areas del
cerebro (Konsman et al., 2000) y causar alteraciones mas generales del comportamiento
(Nelson et al., 1999). En un modelo celular de memoria (la potenciacion a largo plazo, LTP)
se han demostrado efectos diferentes, dependiendo de la concentracion de IL-1 evaluada. Asi,
concentraciones farmacoldgicas de la IL-1f tienen efectos negativos sobre la formacién de la
LTP (Bellinger et al., 1993; Cunningham et al., 1996; Katsuki et al., 1990; Murray and Lynch,
1998), mientras que la IL-1p enddgena es necesaria para el mantenimiento de la LTP
(Schneider et al., 1998). En resumen, aunque la IL-1f ha sido la citoquina pro-inflamatoria
mas estudiada en la modulacién de la memoria, su rol exacto sigue siendo controvertido.

En cambio, este trabajo muestra por primera vez un rol de la IL-1a en el aprendizaje, y
no de la IL-1B. De hecho, la IL-1a ha sido muy poco estudiada en el cerebro y no se han
descripto otros roles fisiologicos en la actividad neuronal. Sin embargo, las formas de

estimular la expresion de IL-1B (por ej., el aislamiento social, la inyeccién i.c.v. de proteinas
183



Amaicha Mara Depino Resultados — Capitulo IV

virales, la inyeccion i.p. de LPS, etc.; ver Pugh et al., 2001) por lo general también inducen la
expresion de IL-1a (ver Capitulo I, Figura 11.13). En el mismo sentido, cuando se utiliza el
IL-1ra no sélo se bloquea la accion de la IL-1f sino que también se impide la unién de la IL-
1o a su receptor (Burger and Dayer, 2000). Por todo esto, considero que los resultados de esta
tesis no entran en contradiccion con resultados previos, sino que apuntan a la necesidad de
evaluar si se trata de una funcién compartida entre la IL-Ia y la IL-1B o si se deben en
realidad a una accion de la IL-1a.

Es de remarcar también que la induccion de la IL-loo 4 horas después del
entrenamiento es especifica al aprendizaje y no esta relacionada con el estrés producido por el
procedimiento. Esta afirmacion es posible gracias a haber utilizado como controles a animales
que fueron sometidos al mismo shock eléctrico y manipulacién. Estos animales reciben un
estrés muy similar pero se diferencian en que no establecen la asociacion entre el bajar de la
plataforma y recibir el shock eléctrico. Esto sugiere que la induccién de la IL-1a no se debe al
estrés sino al aprendizaje.

Curiosamente, la IL-1f es inducida en el hipocampo y el hipotalamo 2 hs después de
someter a los animales a estrés por shock eléctrico en la cola, pero esta induccion sélo puede
ser detectada cuando los animales son adrenalectomizados (Nguyen et al., 1998). Ese trabajo
sugiere que los niveles de corticoides inducidos por el estrés modulan la IL-1 central. De esta
manera es importante recalcar aqui que la expresion de la IL-1a en nuestros experimentos
seria refractaria a la accion inhibitoria del estrés a través de los glucocorticoides, adquiriendo
asi mas fuerza la conclusion de que la produccion de novo de esta citoquina tiene un rol

especifico en el aprendizaje.

IV.4.2. El aumento en la latencia no se debe a efectos inespecificos del

AdIL-1ra.

Utilizando un vector adenoviral que expresa el antagonista natural del receptor de IL-1
(IL-1ra), bloqueamos especificamente la acciéon de la IL-1 en el hipocampo dorsal y
mostramos que este bloqueo facilita tanto la memoria a corto como a largo plazo en un
paradigma de aprendizaje aversivo. Asimismo, demostramos que los resultados obtenidos no
se deben a efectos inespecificos que afecten la sensibilidad al shock eléctrico o la actividad

locomotora.
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La IL-1 exogena es capaz de modular los umbrales de nocicepcion térmica, tanto
aumentandolos (a través de la modulacién de hormona liberadora de corticotropina, CRH, y
de adrenoreceptores) como disminuyéndolos (a través de prostaglandinas y hormona
estimuladora de melanocitos-alfa, a-MSH) (revisado en Bianchi et al., 1998). Este efecto
bifasico de la IL-1 depende de la dosis: dosis bajas causan hiperalgesia, mientras que dosis
altas son analgésicas. Por otro lado, se ha demostrado que la IL-1 central media la analgesia a
corto plazo inducida por un shock eléctrico en la planta de las patas (Zou et al., 2001).
Asimismo la inoculacioén i.c.v. del IL-1ra bloquea la respuesta de hipertension inducida por un
estimulo condicionado de miedo. Todos estos antecedentes marcaron la necesidad de evaluar
si la expresion crénica del IL-1ra en el hipocampo no estaba modulando la nocicepcion en
nuestros experimentos. Sin embargo, el analisis de los umbrales de sensibilidad al shock
eléctrico no mostrd diferencias entre los grupos experimentales, exhibiendo respuestas
comportamentales (saltos y vocalizacion) a intensidades de corrientes similares (Pittenger et
al., 2002; Shimizu et al., 2000). Esto demuestra que los resultados obtenidos en cuanto al
aumento de la latencia a bajar de la plataforma no se deben a una mayor sensibilidad al shock
eléctrico en el entrenamiento, causada por la inyeccién del AdIL-1ra.

Por otro lado, la administraciéon central (i.c.v.) de IL-1B disminuye en un 54% la
actividad locomotora de ratones adultos (Nelson et al., 1999). Es mads, la inyeccién central de
IL-1PB causa un comportamiento de enfermedad (“sickness behavior”) que esta caracterizado
por varios parametros, entre los que se encuentran la disminucion de la exploracién y de la
actividad locomotora (revisado en Dantzer, 2001). Esto nos llevo a evaluar si la locomocién
estaba alterada en los animales inyectados con el vector adenoviral AdIL-1ra. Los animales
operados no mostraron diferencias con respecto a los naive, ni en la latencia a bajar de la
plataforma en la sesién de entrenamiento del paradigma de evitacién inhibitoria ni en la
exploracion libre de un ambiente novedoso. Es mas, los animales inyectados con el AdIL-1ra
mostraron niveles similares de actividad locomotora a los animales inoculados con el Adpgal.
También vale la pena destacar que los animales que no bajaron de la plataforma mostraron
una intensa actividad exploratoria sobre la misma. De esta manera, las latencias mayores
observadas en los animales tratados con el AdIL-1ra no pueden adjudicarse a una disminucién
inespecifica de la actividad locomotora.

Finalmente, se ha descripto que la inyeccion de un vector adenoviral en el parénquima

de rata induce la expresion de la IL-1 (Cartmell et al., 1999). Sin embargo, la inyeccién de 10’
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particulas de un AdIL-1ra causa una respuesta inflamatoria y glial minima, aunque se use una
jeringa Hamilton con aguja 26G y se inculen 3pl de solucién (Stone et al., 2003). En cambio,
en el laboratorio utilizamos capilares ultra-finos para la inyeccion estereotaxica y un volumen
de solucién de 1pl. En estas condiciones no hemos detectado un aumento en los niveles de
ARNm que codifican para IL-la e IL-1B a partir de los 4 dias post-inyeccién (Chertoff,
2002). De todas maneras, en este trabajo consideramos importante evaluar si la operacion per
se no estaba causando una gliosis y/o inflamacién que pudiera ser responsable de los
resultados obtenidos. Encontramos que tanto la inyeccién del AdIL-1ra como la del AdBgal
generan el mismo tipo de astrocitosis y activacion de la microglia: leve y limitada al tracto de
inyeccién. Como el grupo Adfgal no muestra diferencias con respecto a los animales naive en
la memoria de corto ni en la de largo plazo, consideramos que la cirugia y la subsiguiente

gliosis no afectan los parametros comportamentales medidos en estos experimentos.

IV.4.3. ;| Qué etapa del procesamiento de la memoria esta modulando la IL-

1 endogena?

Es importante recalcar aqui que, debido a que los animales son entrenados y evaluados
bajo la influencia del AdIL-1ra, no nos fue posible elucidar si la IL-1 enddgena esta
involucrada en la adquisicion, consolidacion y/o evocacion de una memoria aversiva. Para
determinar cual o cudles etapas del procesamiento hipocampal de la memoria es modulado
por la IL-1, podria administrarse la proteina IL-Ira en el hipocampo de ratas canuladas en
distintos momentos del aprendizaje (hemos utilizado este tipo de bloqueo para una
neurotrofina en Alonso et al., 2002). Sin embargo, los agonistas del receptor de IL-1 tienen
una muy alta afinidad por el receptor, ya que 3 moléculas son capaces de iniciar una respuesta
celular (Dinarello, 1996). Esto determina la necesidad de concentraciones altas y homogéneas
del antagonista en todo el hipocampo para bloquear la accién de las IL-1co e IL-1f endégenas,
distribucion dificil de lograr mediante inyecciones de IL-1ra en el parénquima hipocampal.

Si bien no hemos demostrado en qué etapa de la formacién de una memoria la IL-1
estd actuando, el aumento de los niveles de ARNm para IL-la durante la ventana de
consolidacion de la memoria aversiva (Alonso et al., 2002) sugiere que al menos en esta etapa

la IL-1 endégena hipocampal tendria un rol modulador.
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I1V.4.4. La modulacién de distintos tipos de memoria.

Una caracteristica de varias formas de aprendizaje en vertebrados es que la practica
determina si el material aprendido sera recordado u olvidado, y si la informacién retenida es
precisa o vaga. Es mas, la mayor parte de la informacién que es almacenada luego del
aprendizaje se va disipando gradualmente con el tiempo, a menos que sea evocada
regularmente y re-consolidada (Sara, 2000). Asi, la llamada “hipétesis de la consolidacién™ ha
sido confirmada mediante tratamientos amnésicos post-entrenamiento, encontrandose que
distintas manipulaciones durante la "ventana temporal de consolidaciéon™ inducen amnesia. Por
otro lado, otro grupo de tratamientos son “recordatorios” efectivos, mostrando un efecto
facilitador sobre la memoria (Sara, 2000).

Se han descripto varios de estos sistemas moduladores centrales que alteran la
formacién de memorias durante el periodo inmediato posterior al entrenamiento: la -
endorfina cerebral, los receptores colinérgicos del tipo nicotinicos, la serotonina, la
adenocorticotrofina periférica, la vasopresina, la oxitocina, los glucocorticoides, la epinefrina,
la norepinefrina y la glucosa (revisado en McGaugh, 2000). De hecho, la mayoria de estas
sustancias son liberadas en el cerebro o fuera de éste durante diversas formas de
entrenamiento comportamental.

Varios trabajos sugieren la existencia de supresores moleculares endégenos que
controlan negativamente la eficacia de la transmisién neuronal y de la formacién de memoria
(Abel et al., 1998). Por ejemplo, las B-endorfinas que son liberadas luego del entrenamiento
ejercen un efecto amnésico generalizado (para una revisiéon del tema ver Izquierdo and
Medina, 1997). Ademas, se ha demostrado que varias fosfatasas de proteinas bloquean el
aprendizaje, el almacenamiento de memoria y/o la evocacion. Estas enzimas, en combinacién
con las quinasas, regulan varios procesos celulares mediante la fosforilacion / defosforilacion
reversible de substratos especificos (Sweatt, 2001). Asi, se demostré que la calcineurina (una
fosfatasa de proteinas dependiente de Ca”*/calmodulina, PP2B) bloquea el aprendizaje, el
almacenamiento de memoria y la evocacion (Malleret et al., 2001). También la fosfatasa de
proteina 1 (PP1) determina la eficacia del aprendizaje, limitando la adquisicion y
favoreciendo la declinacién de la memoria (Genoux et al., 2002).

A partir de nuestros resultados, la IL-1a endégena hipocampal puede ser incluida en
este heterogéneo grupo de moduladores que limitan de manera fisiolégica la formacién y/o la

evocaciéon de la memoria. Es mas, debido a que la IL-1 estd elevada en el hipocampo de
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animales viejos (Murray and Lynch, 1998), esta citoquina podria tener un rol en la
declinaciéon de la memoria en los ancianos, algo que fue sugerido para otro modulador
negativo, la PP1 (Genoux et al., 2002). De hecho, se ha demostrado que modificando la dieta
se pueden disminuir los niveles hipocampales de IL-1P de ratas viejas a los de ratas jovenes, y
que esto correlaciona con una reversion de la disminucién del LTP en las ratas viejas
(McGahon et al., 1999).

Sin embargo, los datos obtenidos no eliminan la posibilidad de que diferentes formas
de memoria puedan ser moduladas de manera diferente por la IL-1 o por distintos niveles de
IL-1, de manera de que la IL-1 enddgena pueda facilitar otras tareas de aprendizaje. De hecho,
nosotros encontramos que dos tipos de memoria dependientes del hipocampo tienen una
sensibilidad diferente a la IL-1. Si bien el bloqueo de la IL-1 facilita una tarea asociativa, no
afecta otra que no lo es (la habituacién a un ambiente novedoso).

En los mamiferos existen algunas formas de aprendizaje asociativo y no asociativo que
involucran la participacion del hipocampo (Eichenbaum, 1999; Izquierdo and Medina, 1997;
McGaugh, 2000; Thiel et al., 1998; Zhu et al., 1997). Los eventos moleculares que tienen
lugar en el hipocampo y que son necesarios para la formacion de una memoria de largo plazo
han sido estudiados en numerosas tareas de aprendizaje asociativo, incluyendo el
condicionamiento contextual de miedo y la evitacion inhibitoria (Atkins et al., 1998,
Bernabeu et al., 1997; Impey et al., 1998; Izquierdo and Medina, 1997; McGaugh, 2000;
Taubenfeld et al., 1999). Pero mucho menos se sabe acerca de los sustratos moleculares
hipocampales que son necesarios para la formacién de una memoria no asociativa (Acquas et
al., 1996; Thiel et al., 1998; Vianna et al., 2000). En este sentido, nosotros demostramos que
el IL-1ra facilita una tarea de evitacion pasiva pero que no tiene efecto sobre la habituacion a
un ambiente novedoso. Esto sugiere nuevamente que ambos tipos de aprendizaje, si bien
requieren de la misma estructura del cerebro, utilizan sustratos moleculares y/o celulares
diferentes, sensibles a distintos mecanismos de modulacién.

Finalmente, una molécula secretada por los astrocitos y que modula el LTP
hipocampal, la proteina neurotréfica que une Ca®* S100B, ha mostrado una especificidad en el
tipo de aprendizaje que modula de manera similar a la mostrada por la IL-1. Asi, la
inoculacion de S100B luego del entrenamiento no afecta la habituacién a largo plazo pero
aumenta la latencia en un paradigma de evitacion inhibitoria (Mello e Souza et al., 2000). Si
bien el efecto es el opuesto al de la IL-1 (la S100B es facilitatoria, mientras que el blogueo de

la sefial de IL-1 es el que facilita), los dos regulan especificamente el aprendizaje aversivo y
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no la habituacion. Esta regulacién especifica aunque opuesta lograda por dos molecilas
distintas brinda evidencia empirica al concepto de que estos dos tipos de aprendizaje son

modulados de manera diferente.

IV.4.5. Trabajos publicados recientemente.

Mientras este trabajo estaba en revision y luego en prensa (Depino et al., 2003a),
aparecieron publicados un trabajo que muestra resultados que apoyan los obtenidos por
nosotros (Barrientos et al., 2002) y otros tres trabajos que muestran resultados en principio
contradictorios a los nuestros (Avital et al., 2003; Loscher et al., 2003; Yirmiya et al., 2002).

Realizando inyecciones en el hipocampo dorsal (en lugar de i.c.v.) de 1ng de IL-1p
(10 veces menos que en los trabajos previos Pugh et al., 2001), el grupo de la Universidad de
Colorado, USA, estudio si el hipocampo estaba relacionado con la adquisiciéon de un
condicionamiento de miedo al contexto (Barrientos et al., 2002). Asi, encontraron que la IL-
1B inoculada en el hipocampo bloquea el condicionamiento al contexto de una forma
independiente a la induccion de la hormona corticosterona en la periferia. Es mas,
demostraron mediante inyecciones de la proteina a distintos tiempos post-entrenamiento que
la IL-1P afecta la consolidacion de esta memoria, tanto inmediatamente como 3 o 24 horas
después del entrenamiento, demostrando un efecto de amplio rango de esta citoquina en el
proceso. Si bien en este trabajo no han analizado exhaustivamente los efectos de la
inoculacion de la proteina IL-1f (tener en cuenta los resultados obtenidos en el Capitulo I de
esta tesis, donde la inoculaciéon de 10ng de la proteina causa la apoptosis de las neuronas
granulares del giro dentado), los resultados obtenidos apuntan hacia la misma funcién de la
IL-1 descripta en este capitulo.

Por otro lado, utilizando inyecciones i.c.v de cantidades similares a las utilizadas por
el grupo de la Universidad de Colorado (10ng, Pugh et al., 2001), otro grupo mostr6 un efecto
facilitador de la IL-1B y uno inhibidor del IL-Ira en un paradigma de evitacion pasiva
(Yirmiya et al., 2002). Asimismo, mostraron un efecto inhibidor del IL-Ira en la version
espacial del laberinto de agua de Morris. Aunque llega a resultados contrarios a los obtenidos
por otros grupos (Oitzl et al., 1993; Pugh et al., 2001), esta aquejado por la misma limitacion
experimental en las conclusiones: si bien analizan paradigmas de aprendizaje que dependen
de la funcionalidad del hipocampo, la inyeccién i.c.v. distribuye las proteinas a distintas

regiones del cerebro, con fuerte efecto sobre las paredes de los ventriculos (Konsman et al.,
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2000). Entre los efectos generalizados sobre el comportamiento, los autores reportan efectos
leves que incluyen anorexia. Sin embargo, la influencia que estos efectos inespecificos puede
tener en el aprendizaje no han sido evaluados. Asi, el trabajo desarrollado en esta tesis sigue
siendo el primero en demostrar un rol de la IL-1 endégena hipocampal en un aprendizaje, sin
la contaminacion con efectos inespecificos.

Utilizando ratones nulos para el gen que codifica para el receptor tipo I de la IL-1, IL-
1rKO (Labow et al., 1997), otro grupo mostré que esos ratones tienen deficiencias en el
aprendizaje (Avital et al., 2003). Sin embargo, estos animales carecen del receptor en todas
sus células y tanto durante el desarrollo como en la vida adulta. De esta manera, los resultados
obtenidos pueden deberse a efectos inespecificos que alteren el aprendizaje en los ratones IL-
1rKO. De hecho, estos animales presentan una menor sensibilidad al dolor en diversos
ensayos (Wolf et al., 2003). Es mas, evidencia previa muestra que ciertos retrasos mentales
estan asociados a mutaciones en un gen que codifica para una proteina homoéloga a la proteina
accesoria del receptor de IL-1, sugiriendo que alteraciones en la sefializacién por la IL-1
afectan el desarrollo normal del cerebro (Carrie et al., 1999). De hecho, en ese trabajo prueban
que los animales sin el receptor tipo I para la IL-1 presentan una excitabilidad basal
aumentada (el “population spike” basal es significativamente mayor en un rango de
intensidades de estimulo) y los IL-1rKO presentan un aumento en la inhibicién por pulso
pareado y una disminucién en la facilitacion. Asimismo, en los animales IL-1rKO no
pudieron producir LTP en el DG in vivo ni en la regiéon CAl in vitro. Todo esto sugiere que la
falta del receptor tipo I para la IL-1 causa alteraciones en el hipocampo que no sélo reflejan
un efecto sobre la plasticidad hipocampal sino que evidencian cambios que probablemente
ocurran durante el desarrollo y que alteran los circuitos neuronales.

De esta forma, al evaluar a los animales IL-1rKO en diversos paradigmas de
aprendizaje, se debe tener en cuenta que estos animales no son iguales a los silvestres al
iniciar el tratamiento. En este sentido, los autores informan que los IL-1rKO tienen una
velocidad de nado significativamente menor, que sugiere que tienen impedimentos motores.
Asi, el aumento en la latencia a encontrar la plataforma en el laberinto de Morris no puede
adjudicarse de manera rigurosa a un efecto de la IL-1 sobre el aprendizaje, ya que otros
parametros inespecificos estdn alterados. También en los ensayos de condicionamiento de
miedo al contexto, deben tenerse en cuenta efectos generales de la falta del receptor. En el
trabajo mencionado no se ha medido la sensibilidad al shock en los animales nulos respecto a

los silvestres, ni la capacidad de reconocimiento espacial, ni parametros que indiquen
190



Amaicha Mara Depino Resultados — Capitulo IV

comportamientos de tipo depresivo, ni actividad exploratoria (estos animales no exploran
libremente en campo abierto, comunicacién personal), ni alteraciones en comportamientos
sociales y sexuales. Cualquiera de estos parametros podria justificar los resultados obtenidos.
Es mas, el hecho de que los circuitos hipocampales estén alterados a priori, hace imposible
cualquier analisis acerca de los mecanismos involucrados en los resultados obtenidos. En
conclusion, considero que los animales IL-1rKO deben ser estudiados de manera mas
exhaustiva en sus comportamientos innatos, antes de poder utilizarlos como modelo para
estudiar efectos especificos de la IL-1 en el aprendizaje.

Finalmente, en el afio 2003 aparecio el primer trabajo que cuestiona miles de trabajos
previos y reclama un rol agonista del IL-1ra en el hipocampo (Loscher et al., 2003). En ese
trabajo muestran que el IL-1ra imita los efectos de la IL-1B en sinaptosomas in vitro, de
manera que ambas moléculas disminuyen la liberacion de glutamato y aumentan la
fosforilacion del factor de transcripcion JNK. De manera similar, tanto IL-1B como IL-1ra
inhiben la potenciacion a largo plazo (LTP) en el hipocampo. Sin embargo, la combinacion de
la IL-1B con el IL-1ra inhibe el efecto (de cada una por separado) en todos los modelos
analizados. Es mas, utilizando ratones que no expresan el receptor tipo I para la IL-1, ven los
mismos efectos, lo cual sugiere que la accion agonista del IL-1ra no es a través de ese
receptor. Debido al bloqueo del efecto de cada una de las proteinas por separado cuando las
aplican combinadas, los autores sugieren que el IL-1ra actuarian como antagonista de la IL-1p
en los receptores tipo I y que la IL-1f haria lo propio antagonizando los efectos del IL-1ra
sobre algin receptor todavia no descripto. Considero que deberan estudiarse en detalle los
efectos del IL-1ra y los posibles mecanismos, pero que los resultados presentados en el

trabajo mencionado siguen siendo preliminares.
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Conclusiones finales

"Esta pretension tan vana de comprenderlo todo no puede nacer
mds que de no haber entendido nada nunca, porque cualquiera
que hubiese experimentado una sola vez el entender perfectamente
una sola cosa, y hubiese degustado realmente como es saber,
sabria que no entiende ninguna de la infinidad de las conclusiones
restantes.”

Galileo Galilei, "Dialogo sobre los dos maximos sistemas del
mundo ptolomaico y copernicano”
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A lo largo de esta tesis hemos recopilado evidencia experimental acerca del rol de la
interleuquina-1 (IL-1) en diversos fenomenos fisiolégicos y patolégicos que involucran a las
células del sistema nervioso central (SNC). Ademas de los aportes concretos en los distintos
temas (Depino et al., 2003a y 2003b), creemos haber adquirido una visién al mismo tiempo
profunda y global del funcionamiento de esta molécula en el SNC, que nos permite una
lectura critica de los datos publicados recientemente en el campo de la neuroinmunologia.
Hay tres areas especificas en las que consideramos que los resultados obtenidos en esta
tesis afectan de manera general a la investigacion en el campo: (1) el estudio de moléculas
inflamatorias en modelos de aprendizaje; (2) la descripcion de la gliosis como un fenémeno

complejo; y (3) la relevancia del contexto en todo fendmeno que tiene lugar en el SNC.

1. Moléculas inflamatorias y aprendizaje.

La alta expresion de los receptores de IL-1 en el hipocampo atrajo la atencién de los
especialistas en aprendizaje sobre esta molécula, ya que el hipocampo es considerado la
region donde se almacena la memoria. En los ultimos afios algunos grupos especializados en
el estudio del comportamiento animal se han abocado a evaluar si la 1L-1 est4 involucrada en
el aprendizaje. Estos grupos han encarado sus trabajos estudiando a la IL-1 como un
neuromodulador, pero descuidando los efectos pro-inflamatorios propios de una citoquina
administrada a concentraciones farmacologicas, que funciona como mediadora dentro del
sistema inmune. Asi, en practicamente ningln trabajo se ha evaluado si la administracién de
la citoquina causa gliosis y/o inflamacion y muchas veces ni siquiera se han verificado sus
posibles efectos sobre la viabilidad neuronal.

En esta tesis nosotros mostramos que una misma molécula, presente en una misma
region, puede estar involucrada en procesos fisioldgicos como el aprendizaje pero también en
fendmenos patologicos como la neurodegeneracion. No es de extrafiar que una citoquina
tenga un efecto doble, hasta opuesto, dependiente de la concentracién. Son numerosos los
ejemplos en los cuales niveles fisidlogicos de una molécula ejercen un efecto sobre un sistema
y niveles farmacolégicos provocan la aparicion de fendmenos no previstos. La farmacologia
es muchas veces muy 1til a la comprension de mecanismos biolégicos, pero debe ser
contrastada con evidencia acerca de su rol fisiologico si se desea comprender la biologia de un

organismo o de un érgano.
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Por otra parte, resulta muy interesante ver, a partir de la evidencia acumulada en esta
tesis, que a niveles altos la IL-1 funcionaria mas como una molécula mediadora de funciones
relacionadas con el sistema inmune, y a niveles no inflamatorios como mediadora de
funciones fisiolégicas del SNC. Esto lleva a pensar no sélo en la accién de las citoquinas
cerebrales como interacciones locales entre el sistema inmune y el SNC (Besedovsky, 1996),
sino que amplia la idea de un “lenguaje” comun entre los dos sistemas.

En este contexto no nos sorprendieron los resultados que mostraban que la IL-1 estaba
regulada en el hipocampo durante el aprendizaje y aquellos que demostraron que la
administracién aguda de la citoquina en la misma estructura causaba neurodegeneracion. Se
trata de dos concentraciones muy distintas de la molécula, que han de estimular de manera
diferente los mecanismos de sefializacion intra-celulares y por ello afectar de distinta manera
a las células sobre las que actian. Es mas, no podemos descartar que estén afectando a
diferentes células: durante el aprendizaje la IL-1 puede ser secretada en las sinapsis, afectando
so6lo a las neuronas involucradas, mientras que luego de la inyeccién aguda la citoquina puede
actuar sobre distintas células distribuidas en el hipocampo, incluidas las de la glia. Esto
refuerza el concepto de que generalizar sobre las funciones de las citoquinas cerebrales como
se viene haciendo es por lo menos tendencioso, y probablemente falso.

Asi, creemos que ciertas moléculas pueden tener funciones diferentes en distintos tipos
celulares, algo que se ha demostrado para las neurotrofinas en los sitemas nervioso e inmune,
y que hemos demostrado aqui para la IL-1. Sin embargo, los sistemas conforman un
organismo como un todo y las divisiones entre ellos no los convierten en sistemas aislados.
En este sentido, cuando se trabaja in vivo deben tenerse en consideracion los efectos que el
disefio experimental puede tener sobre el resto del organismo, de forma de tener ciertas
evidencias de que todo lo que no se mide entra dentro de la formula ceteris paribus, y que no
hay interacciones con otras células o sistemas que puedan explicar los resultados obtenidos.

En resumen, este trabajo debiera llamar la atencion sobre la inoculacién de citoquinas
pro-inflamatorias (y tal vez de cualquier molécula) para estudiar fenémenos como el
aprendizaje, resaltando la importancia de que los mismos estén acompafiados por estudios
histolégicos que evalien la existencia de efectos mas generales sobre la region en estudio, en

particular la activacion de la glia y la existencia de neurodegeneracion.
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2. La presencia de glia activada no siempre implica la expresion

de citoquinas.

No son pocos los trabajos publicados en los cuales se observa activacion de la glia y se
presupone la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, la mayoria de las veces para explicar
los efectos observados sobre las neuronas. Nosotros identificamos tres situaciones en las
cuales la presencia de gliosis no esta acompafiada por expresion de citoquinas: la gliosis
presente 6 dias después de la inoculacion de IL-1p en todas las regiones estudiadas (Capitulo
I), la gliosis presente en el hipocampo luego de la degeneracion aguda de las neuronas
granulares del giro dentado (Capitulo I) y la microglia activada presente luego de la
degeneracion crénica de las neuronas dopaminérgicas de la subtantia nigra (Capitulo II).

Esta regulacion a distintos niveles de la expresion de citoquinas posiblemente
representa un mecanismo anti-inflamatorio del SNC, el cual ha de sumarse a la presencia de la
barrera hemato-encefélica (BBB) y a la expresion de moléculas anti-inflamatorias. En general
se ha aceptado que el cerebro es un organo inmunoprivilegiado y con ambiente
inmunosupresor, en el cual las respuestas de defensa estan atenuadas y fuertemente reguladas.
Es mas, se ha propuesto que las respuestas gliales estan tan cuidadosamente reguladas porque
son perjudiciales para las neuronas. En este sentido nuestros resultados agregan un nuevo
mecanismo de regulacion de la respuesta glial, donde la expresion de citoquinas por la glia
activada puede estar regulada tanto a nivel de la transcripcidbn como post-
transcripcionalmente. Esto representa un resultado importante en el campo, ya que demuestra
que no siempre la presencia de células gliales activadas conlleva la expresion de citoquinas.

Por otro lado, esto también es relevante en el marco general de la comprension de los
efectos de la gliosis y de las citoquinas en el SNC: la gliosis puede tener efectos diferentes
sobre la neurodegeneracion dependientes de las moléculas que se estdn expresando,
explicando los resultados que a priori resultaban contradictorios y que se enfocaban sélo en la
activacion de la glia. Es decir, la glia puede tener efectos neurotéxicos o favorecer la
supervivencia neuronal, dependiendo, por ejemplo, de si secretan o no citoquinas pro-

inflamatorias, o si son responsables de la eliminacion de toxinas del tejido lesionado.

3. El ambiente neuronal.

En esta tesis hemos dado un énfasis particular al ambiente neuronal, razén por la cual

todos los trabajos han sido realizados in vivo. Es mas, ningin otro érgano del cuerpo posee
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diferencias regionales tan extremas como el SNC, representadas en parte por los fenotipos
neuronales y las funciones que tienen. Pero también existe una distribucion heterogénea de la
glia dentro del cerebro, la cual podria representar un rol modulador adicional. Sin embargo, se
ha estudiado poco la influencia de la glia en la composicion y la funcionalidad de cada region,
aunque esto parece estar cambiando (ver la seccién "New roles for astrocytes” en los ultimos
numeros de la revista Trends in Neuroscience, 26 (10 y 11): 520-542 y 597-617).

En este trabajo comprobamos diferencias regionales en la respuesta a un estimulo
especifico como la inyeccion de la proteina IL-1pB, verificando efectos diferenciales sobre la
activacion de la glia, la inflamacion y la neurodegeneracion. Los resultados obtenidos tienen
implicancias que superan los limites de esta tesis y que sugieren una conclusién mas general
que afecta la investigacion en el area: la extrapolacion al resto del cerebro de resultados
obtenidos en una sola regiéon corre serios riesgos de ser falsa, debido a la distribucion
heterogénea de la glia en el SNC y a las diferencias fenotipicas entre los distintos tipos de
neuronas.

Por otro lado, observamos efectos distales luego de la administracion de la IL-1B en el
SNC. Estos efectos se evidenciaron tanto como alteraciones en la expresién de citoquinas
como en la presencia de células inflamatorias. Por ejemplo, al inyectar la IL-1B en el estriado
vimos la induccién de la citoquina en la corteza acompafiada por el reclutamiento de
neutréfilos. Y lo mismo fue observado al inyectar en la corteza y estudiar el estriado. Estos
resultados muestran que el ambiente neuronal no sélo depende de lo que sucede en la regién
en particular, sino que sucesos en regiones distales pueden afectar a las neuronas que se estan
estudiando. Esto también puede tener una implicancia clinica que debe ser evaluada: lesiones
traumaticas o accidentes vasculares en una regién pueden tener efectos en otras estructuras,
aparentemente intactas. Por ejemplo, podria explicar las alteraciones cognitivas, la demencia
y la depresién observadas en pacientes con la enfermedad de Parkinson, a pesar de que la
neurodegeneracion esta en gran medida limitada a ciertos sistemas motores. Sin embargo, esto
es una especulacion que debe ser evaluada, ya que pueden existir alteraciones en otros
sistemas que hayan pasado inadvertidas hasta ahora.

Finalmente, pudimos comprobar que el ambiente es importante en la regulacién de
fenomenos como la neurogénesis. En este sentido mostramos que no se generan nuevas
neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo, ain cuando se utilizan estimulos que son
eficientes en otras regiones y a pesar de que es posible aislar, a partir de mesencéfalos de ratas

adultas, células stem in vitro (Chichung Lie et al., 2002). El hecho de que las células
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purificadas pueden sobrevivir y diferenciarse cuando son inyectadas en el hipocampo, pero no
cuando son inoculadas en el mesencéfalo también sugiere un rol importante del ambiente en
este proceso. Es mads, en otras regiones se ha demostrado que la administracion de bFGF y
EGF es suficiente para inducir la proliferaciéon de progenitores neurales, mientras que en el
mesencéfalo no hemos podido lograrlo. Si bien no hemos evaluado qué componentes del
entorno limitan este proceso, se ha postulado recientemente que los astrocitos determinan un
“nicho neurogénico” (Horner and Palmer, 2003). En este sentido, podemos postular que la
falta de neurogénesis observada en el mesencéfalo puede deberse a que ésta es una regién
pobre en astrocitos, y rica en microglia.

En resumen, podemos concluir que el ambiente neuronal (o sea, las células que rodean
a las neuronas y que expresan determinadas moléculas segun su especializacién) influye tanto
en la génesis como en la vida y la muerte de las neuronas. En este sentido, el estudio de las
diferencias regionales en la distribucién y la funciéon glial aparece como una tarea

fundamental para la comprension de la fisiologia del SNC.
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