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Resumen

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una de las enfermedades
neurodegenerativas de mayor incidencia en personas mayores de 65 afios. Es de
progresion lenta y su rasgo distintivo es la degeneracion neuronal en la region
de la sustancia nigra pars compacta (SN).

Un hallazgo pato-fisiologico uniformemente observado tanto en modelos
animales como en pacientes con EP es que la muerte de las neuronas de la SN se
encuentra acompafiada por activacion de la microglia. Numerosa evidencia
apunta a un efecto neurodegenerativo de la microglia activada, sin embargo,
también se ha observado que la microglia podria tener efectos neuroprotectores
por ejemplo a través de la secrecion de factores neurotroéficos. Por lo tanto, el rol
funcional de esta activacién es alin un tema de amplio debate.

En esta tesis, hemos evaluado la hipdtesis de que la inflamacion pueda
exacerbar la neurodegeneracion en un modelo animal de EP (inyeccion de
60HDA en el cuerpo estriado) con la consiguiente progresiéon de la enfermedad.
Para ello, se procedié a la inyeccion de un estimulo pro-inflamatorio central
(dosis sub-téxica de endotoxina o lipopolisacarido — LPS) en la SN de animales
previamente denervados con la neurotoxina. El estimulo pro-inflamatorio fue
capaz de exacerbar la neurodegeneracion en progreso en la SN, acelerando y
agravando los sintomas motores. Los efectos exacerbantes del LPS fueron
asociados con un aumento en la activacion microglial y expresion de MHC clase
Il en superficie asi como con una induccién de IL-1p en la SN. Los efectos
producidos por la exacerbacién fueron exitosamente revertidos por diferentes

tratamientos anti-inflamatorios (glucocorticoides e ibuprofeno) y también
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inhibiendo la accion de la IL-1 a través del uso de un adenovector que expresa
IL-1ra. Estos resultados indican que la IL-1 tendria un papel relevante en la
exacerbacion observada.

Por otro lado, utilizamos otra estrategia experimental para evaluar en forma
directa los posibles efectos toxicos de la IL-1 sobre la SN. Este modelo consisti6
en la expresion crénica de IL-1 humana en el cuerpo estriado a través del uso de
un adenovector. Este tratamiento indujo la expresion de IL-1 enddgena (rlL-1p)
en la via nigroestriatal produciendo neurodegeneracion y activacion de la
microglia en la SN. Este tratamiento también ocasiond la aparicion de sintomas
motores en estos animales. Por ultimo, un estimulo inflamatorio periférico en
este modelo produjo la exacerbacion de la neurodegeneracion y de la activacion
de la microglia en la SN, aumentando el impacto clinico de estos hallazgos.

Esta tesis provee evidencia de los efectos perjudiciales de la inflamacién en la
progresion de la EP. Ademas, propone que las infecciones o inflamaciones
podrian ser consideradas como un factor de riesgo en la exacerbacién de la
neurodegeneracion en la EP. Asi también, sugiere una asociacion entre la
activacion de la microglia y los efectos neurotéxicos observados en la SN.
Finalmente, identifica a la IL-1p como la principal candidata a mediar estos
efectos y provee evidencia de tratamientos posibles para disminuir la
exacerbacion de la enfermedad producida por la inflamacion.

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, activacion microglial, IL-1p, sintomas

motores, inflamacién, tratamiento anti-inflamatorio.
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease with a major incidence
in people over 65 years old. PD progression is slow and its distinctive trait is
the neurodegeneration of the substantia nigra pars compacta (SN).

A patho-physiological hallmark observed in animal models of PD and in PD
patients is the neuronal death of the SN with activation of microglial cells.
Growing evidence points out a neurodegenerative effect of activated microglia.
However, it has been observed that microglia could have protective effects like
production of neurotrophic factors. Consequently, the functional role of
activated microglia is an issue of great debate.

In the present study, we have tested the hypothesis that inflammation can
exacerbate the neurodegeneration in an animal model of PD (injection of
60HDA in the striatum). A central pro-inflammatory stimulus
(lipopolysaccharide - sub-toxic dose of LPS), was injected in the SN of
denervated animals. The central stimulus was able to exacerbate the on-going
neurodegeneration in the substantia nigra (SN), accelerating and aggravating
motor symptoms. The exacerbating effects of LPS were associated with an
increased response of microglial activation and MHC class Il expression and
increased IL-1P secretion. These effects were reverted not only by different anti-
inflamatory treatments (glucocorticoid and non steroidal anti-inflamatory drug
—NSAID) but also by specific IL-1 inhibition using recombinant adenovector
expressing IL-1ra. These data indicate a key role of IL-1B in the exacerbation

effects observed.
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In addition, another experimental strategy was generated in order to evaluate
the effects of IL-1 in the SN in a direct way. This strategy consisted in the striatal
injection of an adenoviral vector expressing human IL-1. This treatment
produced endogenous IL-lbeta expression (rat IL-1B) in the nigrostriatal
pathway causing neurodegeneration and microglial activation in the SN.
Moreover, this treatment was also able to cause motor symptoms in these
animals. Furthermore, a peripheral stimulus in this model, could also
exacerbate neurodegeneration and microglia activation in the SN, extending the
clinical relevance of these findings.

This work provides evidence of the detrimental effects of inflammation on PD
progression. In addition, it suggests that inflammation could be considered as a
risk factor in the exacerbation of the on-going neurodegeneration in PD.
Furthermore, it indicates a univocal association of a subset of activated
microglial cells with deleterious effects in the SN. Moreover, it identifies IL-1
as a major candidate to mediate these effects and provides evidence of possible
treatments to ameliorate disease progression.

Key words: Parkinson’s disease, microglial activation, IL-13, motor symptoms,

inflammation, anti-inflammatory therapy.
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1. Enfermedad de Parkinson y Parkinsonismos

1.1 Definicion y clasificaciéon: El sindrome de Parkinson es una entidad
clinica caracterizada por temblor, rigidez muscular, lentitud de movimientos
(bradiquinesia) y alteracién de la marcha y de los reflejos posturales (Farreras
Valenti and Rozman, 2000). Este cuadro clinico puede ser producido por
factores etioldgicos diversos y hasta mutaciones, pero en la mayoria de los casos
la causa es desconocida. El Sindrome de Parkinson idiopéatico o primario fue
descripto por primera vez por James Parkinson en 1817 y también es llamado
Enfermedad de Parkinson (EP) (Parkinson, 1817). Los sintomas aparecen de
manera insidiosa y el curso es progresivo. Actualmente se reconocen otros
parkinsonismos de etiologia conocida. Estos resultan como efecto secundario de
distintos farmacos como los antipsicoticos o estan asociados a otros sintomas de
disfuncién neuroldgica, llamados en este caso, parkinsonismo plus (Farreras

Valenti and Rozman, 2000).

1.2 Enfermedad de Parkinson

La EP es una enfermedad neurodegenerativa lenta y progresiva que afecta al 3%
de la poblacién mayor de 60 afios de edad y al 4-5% de la poblacién mayor de 85
afos de edad (Whitton, 2007). Actualmente se reconoce a la EP como la
segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun después de la enfermedad
de Alzheimer, con una prevalencia del 0.1% en la poblacién mundial (de Rijk,
Launer et al., 2000; Elbaz, Bower et al., 2002; Nutt and Wooten, 2005). La

caracteristica principal de la EP es la pérdida progresiva de las neuronas
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dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta (SN) (Lozano, Lang et al.,
1998).

James Parkinson describié con gran detalle esta enfermedad en su monografia
“An essay on the Shaking Palsy”(Parkinson, 1817). A finales del siglo XIX, Jean
Marie Charcot refiné esta descripcion e identifico los signos cardinales de la EP
incluyendo el temblor, la rigidez, la lentitud de movimientos y la alteracion de la

marcha (Goetz, 2002). (Figura 1)

Figura 1: Enfermedad de Parkinson.
Obsérvese la falta de expresién facial, la
postura anémala y la desviacién lateral del
cuello y tronco. El pie izquierdo mantiene
una postura distonica en flexion y rotacion

interna. Adaptado de Farreras, 2000.

1.2.1 Etiologia: La causa de la EP es desconocida en el 90% de los pacientes.
Estudios epidemioldgicos demostraron que el 10% de los pacientes presentan
una forma familiar de la EP (Lim, Dawson et al., 2002; Dawson and Dawson,
2003). Este tipo de EP ha sido relacionado con mutaciones en diferentes genes
como la parkina, a-sinucleina, LRRK2, DJ-1y PINK-1 (Gwinn-Hardy, 2002).

A pesar de que la etiologia de la forma esporadica no familiar de la EP se

desconoce, actualmente existen numerosas teorias que tratan de describir los
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posibles factores que producen la degeneracion de las neuronas de la sustancia
nigra (SN). Estas teorias incluyen a toxinas ambientales como pesticidas o
insecticidas, disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo, entre otras (Schapira,
1994; Youdim, Ben-Shachar et al., 1994; Hoehn and Yahr, 1998; Rosenberg,
2002). La correlacion positiva entre la pandemia de influenza en 1918 y la
mayor incidencia de parkinsonismo en esta época, condujo a la idea de que una
infeccion viral pudiera ser la causa de la EP, aunque la busqueda de particulas
virales en el cerebro de estos pacientes no fue exitosa (Isgreen, Chutorian et al.,
1976; Marttila and Rinne, 1976; Ravenholt and Foege, 1982; Takahashi and

Yamada, 1999; Jellinger, 2001).

1.2.2 Fisiopatologia y Anatomia patolégica: La primera clave de la
patologia de esta enfermedad la dio Brissaud, quien especulé que el dafio en la
SN podria llevar al padecimiento de la EP (Brissaud, 1895). Mas tarde se
reconocieron inclusiones eosinofilicas (cuerpos de Lewy) en la SN de pacientes
con EP como una caracteristica patognoménica de esta enfermedad (Greenfield
and Bosanquet, 1953). Estas inclusiones aparecen también en otros nucleos
pigmentados y no pigmentados del Sistema Nervioso Central (SNC), entre los
que se destacan los siguientes: nucleo dopaminérgico hipotalamico, sistema
noradrenérgico (neuronas ceruleocorticolimbicas), sistema serotoninérgico
(proyeccion ascendente de los nucleos del rafe) y sistema colinérgico (neuronas
septohipocampicas). ElI mayor avance en la comprension de la EP llegd cuando
se descubrio la deficiencia de dopamina en el cuerpo estriado y en la SN de estos

pacientes (Ehringer and Hornykiewicz, 1960). Estudios posteriores
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demostraron la conexion existente entre la SN y el cuerpo estriado sugiriendo
que la pérdida neuronal en la SN producia directamente la deficiencia
dopaminérgica en el cuerpo estriado (Poirier and Sourkes, 1965). Los sintomas
de la EP aparecen cuando desaparecen al menos el 50% de la poblacion de
neuronas dopaminérgicas en la SN y se reduce en un 80% los niveles de
dopamina en el cuerpo estriado (Lang and Lozano, 1998; Deumens, Blokland et
al., 2002).

Uno de los hallazgos caracteristicos en las muestras post-mortem de pacientes
con EP es la activacién de las células de la glia, en particular de la microglia
acomparfada de la presencia de mediadores inflamatorios como por ejemplo,
citoquinas pro-inflamatorias.(McGeer, Itagaki et al., 1988; Mogi and Nagatsu,
1999; McGeer and McGeer, 2004; Nagatsu and Sawada, 2005; Sawada,

Imamura et al., 2006; McGeer and McGeer, 2007).

1.2.3 Tratamiento: El conocimiento de que la EP era una enfermedad
producida por la disminucién del contenido de dopamina llevé al desarrollo de
terapias correctoras de esta deficiencia (Carlsson A, 1957). Después de algunos
intentos, el precursor de la dopamina (levodopa) mostré ser un buen
tratamiento para la EP (Cotzias, Papavasiliou et al., 1969). Avances posteriores
en la terapia de la EP decidieron combinar a la levodopa con un inhibidor de la
decarboxilasa periférica como la carbidopa o la benserazida (Rinne and
Sonninen, 1973). Esta combinacién redujo notoriamente las nauseas y los
vomitos asociados a la terapia con levodopa y permitid que una mayor

proporcion de levodopa pueda llegar al cerebro (Rinne and Sonninen, 1973). A
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pesar de los avances en el tratamiento de los sintomas de la EP, la habilidad de
estos tratamientos de proveer una aceptable calidad de vida disminuye con el
tiempo. Esto se debe al desarrollo de complicaciones motoras como efecto
secundario del tratamiento con levodopa, entre ellas las disquinesias (Olanow,
Perl et al., 2004). La terapia sintomatica no puede atenuar los sintomas como
asi tampoco disminuir la neurodegeneracion del sistema nigroestriatal.
Actualmente existe otro tipo de terapia que consiste en la estimulacion cerebral
profunda (Kern and Kumar, 2007). Es un procedimiento quirudrgico usado para
tratar los sintomas debilitantes de la EP, tales como el temblor, la rigidez y la
lentitud de movimientos. La estimulacion cerebral profunda usa un dispositivo
similar a un marcapasos que es implantado en regiones del cerebro involucradas
en el control motor como el ndcleo subtalamico o el globo palido (Kern and
Kumar, 2007). Este tipo de terapia se usa solamente en pacientes cuyos
sintomas no pueden ser controlados adecuadamente con el tratamiento
farmacoldgico.

Dos grandes vacios del conocimiento impiden el desarrollo de nuevas terapias
efectivas contra la forma esporadica de la EP: el desconocimiento de la etiologia
y la incompleta caracterizacién de su fisiopatologia. Por esta razon, un gran
esfuerzo en el campo de la investigacion de la EP esta enfocada a encontrar la
causa de la pérdida de las neuronas dopaminérgicas asi como también a las

terapias protectoras y/o terapias de reemplazo.
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1.3 Modelos de Enfermedad de Parkinson

La pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SN junto con la disminucién
del contenido de dopamina en el estriado representan las alteraciones
histoldgicas y neuroquimicas mas importantes de la EP. Por lo tanto, en el
modelo ideal deberia observarse una pérdida gradual y progresiva de las
neuronas dopaminérgicas en el individuo adulto asi como la deteccion de
alteraciones motoras y la aparicion de los cuerpos de Lewy. Los modelos
existentes han sido de gran utilidad para el estudio del funcionamiento de la via
nigroestriatal, el estudio de los mecanismos implicados en la muerte de las
neuronas dopaminérgicas y la eficacia de nuevos tratamientos.

Los modelos mas usados de EP se basan en la utilizacién de 3 sustancias: MPTP
(1-metil-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina), rotenona y 6-hidroxidopamina

(60HDA).

1.3.1 MPTP: Es un contaminante de la heroina sintética. Su descubrimiento
ocurrio en 1982 cuando un grupo de adictos en California desarrollaron severos
parkinsonismos. La identificacion de la toxina MPTP como causante de
parkinsonismos en humanos, llevo al desarrollo de modelos de la enfermedad
en primates y ratones. EI MPTP es altamente lipofilico, cruza rapidamente la
barrera hematoencefalica (BHE) y es convertido en su metabolito activo MPP+
por la monoamina oxidasa B presente en las células gliales. EI MPP* es tomado
por el transportador de dopamina y se acumula en las neuronas
dopaminérgicas. En las mitocondrias, inhibe el complejo | de transporte de

electrones, reduce la generacion de ATP y genera estrés oxidativo por aumento
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de la concentracion de radicales libres de oxigeno (Beal, 2001). Una unica
inyeccion de MPTP causa degeneracién de la SN en 1-2 semanas, por lo que se lo
considera un modelo agudo de neurodegeneracion (Beal, 2001).

También existen variaciones de este modelo que consisten en inoculaciones
crénicas o inyecciones seriadas de MPTP a través del tiempo convirtiéndolo en
un modelo crénico que replica mejor la pérdida de las neuronas dopaminérgicas

de la EP (Diosque, Padilla et al., 2004; Yazdani, German et al., 2006).

1.3.2 Rotenona: Es un insecticida y pesticida de amplio espectro. Es un
inhibidor de alta afinidad del complejo I de la cadena de fosforilacion oxidativa
de la mitocondria. Se sugirié su uso como modelo de EP por los estudios
epidemioldgicos que indicaban que los pesticidas y toxinas ambientales estaban
involucrados en la patogénesis de la EP (Beal, 2001). Este modelo se asemeja al
modelo ideal, ya que los animales desarrollan una progresiva degeneracion de la
via nigroestriatal y las neuronas dopaminérgicas de la SN presentan inclusiones
citoplasmaticas. Dichas inclusiones presentan un centro denso rodeado de
elementos fibrilares que se asemejan a los cuerpos de Lewy descriptos
anteriormente (Beal, 2001). Sin embargo, este modelo sufre la grave desventaja
de la variabilidad en la susceptibilidad interindividuo a la toxina, obteniéndose
por ejemplo, sélo 12 animales con las lesiones de la EP de un total de 25

animales tratados con rotenona (Beal, 2001).

1.3.3 60HDA: Es un anéalogo hidroxilado de la dopamina. Esta neurotoxina es

ampliamente utilizada en el desarrollo de modelos experimentales de EP en
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roedores. Ungerstedt en 1968 describiéo por primera vez que la inyeccion
estereotaxica de 60HDA en la via nigroestriatal inducia una lesién selectiva de
las neuronas dopaminérgicas de la SN (Ungerstedt, 1968). La neurotoxicidad de
la 60HDA esta basada en su efecto inhibidor de la cadena de fosforilacion
oxidativa, inhibiendo los complejos | y IV especificamente (Beal, 2001).

El modelado de la EP se puede lograr inyectando la 60HDA en tres estructuras
blanco: el cuerpo estriado, la SN o el fasciculo mesencefalico anterior (MFB).
Esto resulta en la captacion de la 60HDA por las neuronas dopaminérgicas de la
SN donde causa estrés oxidativo y degeneracion (Blum, Torch et al., 2001;
Deumens, Blokland et al., 2002). La administracion de la 60HDA en la SN o en
el MFB induce una degeneracion rapida y casi completa de las neuronas
dopaminérgicas de la SN. Esta degeneracion difiere sustancialmente de la que
ocurre en la EP en la que la pérdida neuronal es lenta y progresiva (Deumens,
Blokland et al., 2002). Por ello, en los Gltimos afios se estd usando como modelo
de neurodegeneracion a la inyeccion de la 60HDA en el cuerpo estriado (Sauer
and Oertel, 1994; Deumens, Blokland et al., 2002). En este caso la degeneracion
neuronal no parece ser debida a un transporte axonal retrogrado de la
neurotoxina desde el estriado hacia la SN, sino que corresponde a una
degeneracion neuronal retrograda secundaria a la lesion de los terminales
dopaminérgicos estriatales (Sauer and Oertel, 1994). La toxina causaria una
rapida degeneracion de los terminales comenzando a las 24 horas provocando
una forma de axotomia quimica que aisla a los cuerpos celulares de sus
estructuras blanco. La degeneracion continlla a partir de ese momento

progresivamente (Figura 2 B).
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El modelo animal de EP utilizado en esta tesis fue descripto por Sauer y Oertel
en 1994 (Sauer and Oertel, 1994). Este modelo utiliza una dnica inyeccién de
20ug de 60HDA en el cuerpo estriado produciendo una atrofia y degeneracion
lenta y progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra. La
sobrevida neuronal es de 83%, 39%, 44%, 34% y 52% a 1, 2, 4, 8 y 16 semanas

post inyeccion, respectivamente (Figura2 Ay 2 B).

100
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-
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Figura 2: A) Esquema representativo de la via nigroestriatal. Adaptado de Paxinos, 1986. B)
Recuento de células tirosina hidroxilasa (TH) positivas en la SN medido a distintos tiempos
post-inyeccion de 60HDA en el cuerpo estriado. Numero de células con respecto al hemisferio
contralateral. Adaptado de Sauer y Oertel, 1994.

Este modelo resulta muy interesante ya que redne las caracteristicas requeridas
de parcialidad y gradualidad para estudiar tanto la exacerbacion de la
neurodegeneracion como el efecto protector de ciertas sustancias. Como
mencionamos anteriormente, la inyeccion de la 60HDA directamente en la SN o
en el MFB produce una degeneracion rapida y casi completa de las neuronas de
la SN (Deumens, Blokland et al., 2002). El modelo de toxicidad con MPTP (1-
metil-4-fenil-1, 2, 3, 6- tetrahidropiridina) produce la pérdida neuronal como
consecuencia de un proceso agudo o subagudo y se requieren sucesivas

inoculaciones para obtener un modelo crénico. Y el modelo de inyeccion de
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rotenona tiene la gran desventaja de la variabilidad interindividuo que hace

muy dificil el analisis posterior (Beal, 2001).
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2. Inflamacion en el SNC

La inflamacion es una respuesta estereotipada no especifica. Consiste en un
complejo dindmico de reacciones citoldgicas e histologicas que se producen en
los vasos sanguineos afectados y tejidos adyacentes (Webster, Tonelli et al.,
2002). Forma parte de la respuesta inmune innata y produce la liberacién de
mediadores inflamatorios con efectos agudos principalmente sobre Ila
vasculatura. La vasodilatacién localizada, el aumento de la permeabilidad
vascular, la extravasacion de proteinas plasmaticas y la migracion de leucocitos
en el tejido afectado producen los clasicos signos de la inflamacion, a saber:
calor, dolor, rubor e induracién (Webster, Tonelli et al., 2002). Existe un
mecanismo de retroalimentacion positivo que aumenta la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias por parte de los leucocitos infiltrantes activados.
Asi también, se ponen en marcha mecanismos anti-inflamatorios destinados a
restablecer la homeostasis del tejido. El eje hipotalamo-pituitario-adrenal
(HPA) y los glucocorticoides en particular, son esenciales para limitar el proceso
inflamatorio y permitir su resolucién favorable (Besedovsky and del Rey, 1991).
La inflamacion en el cerebro esta altamente regulada ya que si ésta persiste
puede exacerbar el dafio inicial. Ademas recordemos que el cerebro esta
contenido por el craneo que no permite una excesiva distension como
consecuencia de la extravasacion de liquido y células (Yang, Min et al., 2007).
Por lo tanto, una respuesta inflamatoria con las caracteristicas mencionadas
anteriormente podria ser catastrofica en el cerebro.

El término inflamacion en el SNC es utilizado de manera confusa. A veces este

término se refiere al reclutamiento de leucocitos en el cerebro y otras veces a la
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respuesta de las células de la glia. A los efectos de esta tesis, vamos a definir
inflamacién como la respuesta de las células de la glia, principalmente la

microglia, y la presencia de infiltrado inflamatorio en el cerebro.

2.1 La microglia

Del Rio Hortega fue quien describié inicialmente estas células como una
poblacién celular con una morfologia diferente al resto de las células de la glia
como los astrocitos y los oligodendrocitos (Del Rio Hortega, 1919). Las células
microgliales son células inmunocompetentes y con capacidad fagocitica que
pueden mediar la respuesta inmune innata y de este modo, ejercer un rol critico
en la defensa del SNC (Kim and de Vellis, 2005). Podriamos decir que, las
células microgliales son los macrofagos residentes del SNC (Kreutzberg, 1996).
La microglia representa alrededor del 10% de la poblacion celular del cerebro
(Perry and Gordon, 1988) y exhibe un fenotipo en reposo o “resting” en el
cerebro normal (Kreutzberg, 1996). Esta microglia en reposo es altamente
sensible a diferentes formas de alteraciones del microambiente del cerebro y
puede rapidamente activarse ante sucesos patoldgicos como infecciones o
inflamaciones, cambiando su morfologia (activacion morfoldgica)(Banati,
Gehrmann et al., 1993; Kreutzberg, 1996; Kim and de Vellis, 2005; McGeer and
McGeer, 2007b). La activacion moderada de la microglia juega un rol
importante en la homeostasis del cerebro, removiendo neurotoxinas, células
muertas y debris celulares (Nakamura, 2002; Kim and de Vellis, 2005), asi
como también promoviendo el crecimiento de procesos neuronales a través de

la liberacién de factores tréficos como por ejemplo: BDNF (factor neurotréfico
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derivado del cerebro) o GDNF (factor neurotréfico derivado de la glia) (Aloisi,
1999; Piehl and Lidman, 2001, Streit, 2002; McGeer and McGeer, 2004a; Hald
and Lotharius, 2005; McGeer and McGeer, 2007b).

A medida que la microglia comienza su proceso de activacion, sufre
transformaciones del citoesqueleto, incrementa su cuerpo celular, reduce sus
procesos y es capaz de mostrar una apariencia tipo macréfago en su estadio
morfolégico de mayor activaciéon (Banati, Gehrmann et al., 1993; Ling and
Wong, 1993; Kreutzberg, 1996; Raivich, Bohatschek et al., 1999). En este estadio
morfologico, la microglia es capaz de liberar diferentes mediadores
inflamatorios asi como también expresar marcadores de superficie como por
ejemplo el complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I y Il (MHCI y
MHCII) (Kreutzberg, 1996; O'Keefe, Nguyen et al., 2002; Perry, Cunningham et
al.,, 2007). Asi también, este tipo celular puede expresar moléculas co-
estimulatorias como CD40, CD80 y CD86 una vez activada (Aloisi, 2001;
O'Keefe, Nguyen et al., 2002). Por lo tanto, podria ser considerada como una
célula presentadora de antigenos. Se sabe que, las moléculas MHCI y MHCII
son importantes para iniciar y propagar la respuesta inmune a través de la
presentacién antigénica a los linfocitos CD8+ y CD4+ respectivamente
(Neumann, 2001; O'Keefe, Nguyen et al., 2002; Imamura, Hishikawa et al.,
2003).

Si bien numerosa evidencia apunta a un efecto neurodegenerativo de la
microglia activada y los productos por ella secretados, también se ha observado
qgue la microglia podria tener efectos neuroprotectores como mencionamos

anteriormente. Por lo tanto, podriamos concluir que, la microglia activada
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podria tener efectos duales dependiendo de su activacion y de los factores

liberados al nicho neuronal (McGeer and McGeer, 2007b; Perry, Cunningham et

al., 2007).

Clasificaremos los estadios de activacion de la microglia adaptando la

clasificacion de Kreutzberg (Kreutzberg, 1996) (Ver Figura 3).

o Estadio 1: Microglia en reposo: células con cuerpo en forma de cono y
procesos finos y ramificados.

o Estadio 2: Microglia activa ramificada: cuerpo celular alargado con
procesos largos y gruesos.

o Estadio 3: Microglia ameboide: cuerpo celular redondo con procesos
cortos y escasos.

o Estadio 4: Células fagociticas: cuerpo celular redondo con citoplasma

vacuolado en las que no se pueden observar procesos en el microscopio

e

Estadio 1 = g 4

optico.

Figura 3: Estadios morfologicos de activacion de la microglia modificado de

Kreutzberg 1996.

-40 -



Maria Clara Pott Godoy — Introduccién

Consideraremos microglia activada a todos los estadios con excepcion de los
denominados “en reposo”. Todos estos tipos morfoldgicos son capaces de unirse
a la lectina GSA1B:4. Como mencionamos anteriormente, a lo largo de la
activacion morfoldgica de la microglia, ésta va experimentado cambios de forma
y adquisicion de diferentes marcadores, entre ellos MHCII. Por lo tanto algunos
de estos estadios de activacion puede ser tambien MHCII+. Asi tambien, el
estadio 4 se lo puede caracterizar como positivo para el marcador de actividad

fagocitica ED-1.

2.1.1 La microglia y la Enfermedad de Parkinson

La presencia de microglia activada junto con la expresion de moléculas MHC
1+ en estas células en muestras de pacientes con EP fue inicialmente descripta
por Mc Geer en 1988 (McGeer, Itagaki et al., 1988b). Asi también, se describi6
un aumento de la sintetasa de Oxido nitrico inducible (iNOS) y de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) en la microglia activada de la SN de pacientes con EP
pero no en controles normales (Knott, Stern et al., 2000). Estos hallazgos
sugieren que la activacién microglial podria ser una consecuencia de la muerte
neuronal existente en la SN o podria estar involucrada en la evolucion de la
enfermedad (McGeer and McGeer, 2007b). Si bien la microglia se halla
distribuida a lo largo de todo el SNC, la mayor concentracion de la misma se
encuentra en la SN (Lawson, Perry et al., 1990). Esta caracteristica especial de la
SN podria contribuir a la susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas a

diferentes injurias.
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Estudios realizados en diferentes modelos animales de EP también han
demostrado la presencia de microglia activada en la SN (Hunot, Dugas et al.,
1999; Langston, Forno et al., 1999; Mirza, Hadberg et al., 2000; Vila, Jackson-
Lewis et al., 2001; Depino, Earl et al., 2003; Hirsch, Breidert et al., 2003;
Ferrari, Pott Godoy et al., 2006; Sawada, Imamura et al., 2006). En dichos
modelos, la activacion microglial fue observada mientras que el proceso
neurodegenerativo estaba activo, sugiriendo de algiin modo que la microglia es
capaz de estar activa por largos periodos. Asi también Langston en 1999
encontré en muestras post-mortem de pacientes expuestos al MPTP (producto
contaminante de la heroina que caus6 parkinsonismo en los adictos), que la
microglia estaba activada aun 16 afios después de la intoxicacion, indicando de
esta manera una respuesta prolongada por parte de este tipo celular (Langston,
Forno et al., 1999).

A pesar del esfuerzo realizado en este campo de la EP, todavia se desconoce el
rol funcional de esta activacion en la degeneracion de las neuronas

dopaminérgicas de la SN.

2.2 Citoquinas

Las citoquinas son un grupo diverso de polipéptidos que estan asociados a la
inflamacién, activacion inmunoldgica, diferenciacion y/o muerte celular.
Incluye interleuquinas (IL), interferones (IFN), factores de necrosis tumoral
(TNF), quemoquinas y factores de crecimiento. Tienen diferentes acciones y son
rapidamente inducidas en respuesta a dafios o infecciones. Han sido clasificadas

en pro-inflamatorias o anti-inflamatorias dependiendo del balance de su efecto
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sobre el sistema inmune (Hopkins and Rothwell, 1995; Rothwell and Hopkins,
1995; Szelenyi, 2001).

Sin embargo, las citoquinas no solo estan ligadas a la respuesta inmune sino que
también estan involucradas en procesos fisioldgicos y patolégicos del SNC
(Sternberg, 1997; Szelenyi, 2001). Las interacciones neuroinmunes son
bidireccionales, por ejemplo las citoquinas pueden modular la accion,
diferenciacion y sobrevida de las neuronas mientras que los neurotransmisores
y neuropéptidos liberados por las neuronas pueden influenciar a la respuesta
inmune (Sternberg, 1997; Szelenyi, 2001).

Las citoquinas pueden ejercer sus efectos directa o indirectamente en el cerebro.
Los efectos directos son los producidos por las citoquinas que se encuentran en
el cerebro o en el microambiente neuronal mientras que los efectos indirectos
son el resultado de la accidén de las citoquinas sobre otras estructuras blanco

cuyos mediadores luego impactan en el SNC (Sternberg, 1997; Szelenyi, 2001).

2.2.1 Interleuquina 1 (IL-1)

La IL-1 fue la primera citoquina identificada con accion en el cerebro y fue
llamada “pir6geno enddgeno” (molécula que causa fiebre) (Dinarello, 1991).

La IL-1 es el prototipo de una citoquina multifuncional, afecta a casi todos los
tipos celulares, es una de las principales citoquinas pro-inflamatorias y el limite
entre sus efectos clinicos beneficiosos o toxicos es muy estrecho (Dinarello,
1996). El término IL-1 describe una familia de dos proteinas altamente
relacionadas, la IL-1a y la IL-1p que comparten escasa homologia de secuencias

pero acciones biologicas similares. Existe una tercera proteina, el receptor
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antagonista de IL-1 (IL-1ra), que ha sido identificada como un antagonista
altamente selectivo y competitivo que bloquea las acciones de la IL-1 por unién
al receptor de tipo I (IL-1R1). Las tres moléculas se sintetizan como precursores,
pero mientras los precursores de IL-1a y IL-1ra son biolégicamente activos, el
precursor de IL-1f es inactivo y debe ser clivado por la enzima caspasa 1 (IL-1
converting enzyme - ICE) para tener actividad biologica (Dinarello, 1991;
Rothwell, 2003).

Actualmente se han descripto numerosas acciones de la IL-1 en el cerebro
incluyendo la supresion del apetito con la consiguiente pérdida de peso,
modulacién del suefio, cambios comportamentales, accion sobre los sistemas
endocrino, inmune y nervioso, asi como también influenciando la plasticidad
sinaptica, la transmisiéon neuronal y la muerte celular (Dinarello, 1991;
Rothwell, 2003).

Numerosa evidencia relaciona la contribucién de la IL-1 al dafio neuronal. Tanto
la IL-1a como la IL-1B son expresadas en bajos niveles en el cerebro normal de
humanos y roedores, mientras que existe una alta expresion constitutiva de IL-
lra (Rothwell, 2003). La expresion de IL-1la, pero principalmente de IL-1pB, es
inducida rapidamente en respuesta a dafios en el cerebro, encontrandose por
ejemplo el ARN mensajero dentro de los 15 minutos y la proteina
correspondiente dentro de los 60 minutos post-dafio. Las principales células
responsables de la expresion temprana de IL-1 parecerian ser la microglia y los
macroéfagos perivasculares. Sin embargo, los astrocitos, las células endoteliales y
las células infiltrantes del sisterma inmune también son capaces de expresar IL-1

y algunos estudios sugieren que las neuronas también pueden expresarla
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(Rothwell, 2003). La expresion de IL-1ra también es inducida luego de estos
dafios pero ligeramente més tarde que la IL-1a y B (Dinarello, 1991; Rothwell,
2003).

La IL-1B es considerada uno de los mediadores mas importantes en la
patogénesis de enfermedades inflamatorias crénicas y agudas, tanto en la
periferia como en el sistema nervioso central (SNC) (Dinarello, 2002; Patel,
Boutin et al., 2003; Basu, Krady et al., 2004). Existe evidencia que sugiere un
vinculo estrecho entre las enfermedades neurodegenerativas y la IL-1f3 pero aun
se desconoce el mecanismo por el cual IL-1 exacerba las lesiones focales en el
SNC (Rothwell and Hopkins, 1995; Anthony, Bolton et al., 1997). Esta
exacerbacion podria deberse a la accion citotoxica directa de IL-1p sobre las
células residentes en el SNC, o ser el resultado de un efecto secundario a la
entrada de leucocitos al SNC. Se conoce que los principales efectos de la
inyeccion de IL-1p en el parénquima cerebral tienen que ver con la activacion de
las células de la glia (Allan, Tyrrell et al., 2005) y citas alli).

Sin embargo, se ha descripto un rol dual para esta citoquina. Por ejemplo, se
observé que la inyeccion de IL-1 previamente a la administracion intraestriatal
de 60HDA, disminuye la neurodegeneracion en ese modelo animal (Saura,
Pares et al., 2003). Por lo tanto, esta citoquina jugaria un papel importante en la
plasticidad y regeneracion del sistema nervioso diferenciandose de su funcion
asociada al dafio neuronal.

Por lo expuesto anteriormente, el mecanismo de accién de la IL-1B en la

neurodegeneracion pareceria ser complejo y podria involucrar diferentes
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respuestas que podrian contribuir o limitar el dafio neuronal (Rothwell and

Luheshi, 2000).

2.3 Compuestos anti-inflamatorios

Los compuestos anti-inflamatorios se dividen en compuestos esteroideos que
poseen en su estructura quimica el ciclo pentanoperhidrofenantreno y los
compuestos no esteroides (AINEs - Anti-inflamatorios no esteroideos) que son
un grupo heterogéneo de compuestos que no poseen este ciclo dentro de su

estructura quimica.

2.3.1 Anti-inflamatorios esteroideos: Glucocorticoides.

Este grupo de compuestos ejercen una plétora de acciones entre las que se
encuentran efectos sobre el metabolismo lipidico, metabolismo oxidativo,
balance electrolitico y regulacion del metabolismo de los hidratos de carbono,
entre otros. A los efectos de esta tesis, profundizaremos s6lo algunos de los
efectos de los glucocorticoides (GC), en especial aquellos que estan intimamente
relacionados con su accion anti-inflamatoria. La eficacia de los glucocorticoides
en disminuir la inflamacién proviene de los efectos pleiotrépicos del receptor de
glucocorticoides en diferentes vias de sefializacion. Los glucocorticoides pueden
controlar la inflamacién inhibiendo el proceso inflamatorio a través del
aumento de la transcripcion de genes anti-inflamatorios (por ejemplo
lipocortina 1 e IL-1ra) y disminuyendo la transcripcion de genes inflamatorios

(citoquinas pro-inflamatorias, quemoquinas, ciclooxigenasa 2, moléculas de
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adhesion, INOS, fosfolipasa A2, entre los principales) (Rhen and Cidlowski,
2005).

Los glucocorticoides aumentan la sintesis de lipocortina 1 que tiene un efecto
inhibidor de la fosfolipasa A2, inhibiendo asi la produccion de mediadores
lipidicos. Asi también, aumentan la sintesis de IL-1ra impidiendo la union de
IL-1 a su receptor, contrarrestando de esta manera la accion inflamatoria de una
de las principales citoquinas pro-inflamatorias, la IL-1 (Rhen and Cidlowski,
2005).

Por otro lado, inhiben las funciones del factor de transcripcion NF-kxB
manteniéndolo unido a la proteina inhibitoria 1kB. Existe evidencia que los
glucocorticoides inducen un efecto antagonista del factor NF-xB aumentando la
sintesis de 1xB (Rhen T, 2004; Bladh, Liden et al., 2005). A través de esta via se
estaria regulando negativamente la sintesis de mediadores inflamatorios, entre

ellos de citoquinas pro-inflamatorias (McKay and Cidlowski, 1999) (Figura 4).

Figura 4: Mecanismo
molecular de los efectos de los
glucocorticoides sobre la

produccion de citoquinas.
Esquema de la unién de los GC
al receptor de GC (GR), su
translocacién al nucleo y las
interacciones con factores de
transcripcion. Los GC se unen a
i ; su receptor, el complejo GC-GR
> se dimeriza y se trasloca al
ﬂ' L RS nicleo donde se une a los
1- elementos respondedores de los

P&" ., ..y
j unioén del factor de transcripcion
IkB. Flechas llenas representan

,um 5 GC en el DNA, e induce o inhibe

Hepao la sintesis del gen al que se unid.

g Los GC también pueden regular

la transcripcion modulando la

NF-kB al DNA o induciendo la

EFfectos sintesis del inhibidor de NF-«B,

vias estimulatorias y flechas punteadas representan vias inhibitorias. Adaptado de Sternberg
1997.
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Existe otra via de sefalizacion a través de receptores asociados a membranas y
segundos mensajeros también llamada via no gendémica (Cato, Nestl et al.,
2002). Existe evidencia que la inhibicion de la inflamacion se realiza por las tres
vias, siendo las dos primeras denominadas “vias clasicas” pero lentas (30-60
minutos) mientras que la tercera via es de accidn rapida y ejerceria su accion en
minutos (Cato, Nestl et al., 2002).

Limitaciones en el uso de glucocorticoides: A pesar de que los beneficios de la
terapia con glucocorticoides derivan de los cambios vasculares de escaso tiempo
de duracion, de la leve inmunosupresion y del ambiente anti-inflamatorio; las
terapias de largo plazo o con altas dosis de glucocorticoides tienen efectos
secundarios variados (Schacke, Docke et al., 2002). Entre ellos podemos
mencionar hipertension, osteoporosis, riesgo aumentado de fracturas y lentitud
en la cicatrizacién de heridas, entre otros (Schacke, Docke et al., 2002). Estos
efectos secundarios hacen de los glucocorticoides una herramienta de uso

limitado en distintas patologias crénicas.

2.3.2 Anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs).

Son un grupo heterogéneo de compuestos con accién analgésica, antipirética y
anti-inflamatoria. Sus miembros mas destacados son la aspirinay el ibuprofeno.
El mecanismo de accidn clasico de estas drogas es a través de la inhibicién de las
enzimas ciclooxigenasa 1 y 2 (COX-1y COX-2) que catalizan la formacion de
tromboxanos y prostaglandinas siendo estas ultimas consideradas mediadores
de la inflamacién. El descubrimiento de este mecanismo de accion le valio el

Premio Nobel a Sir John Vane en 1982.
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Actualmente se ha observado que los AINEs (aspirina, acido mefenamico,
indometacina, ketoprofeno e ibuprofeno, entre otros) también tendrian efectos
sobre la inhibiciéon del sistema generador del radical de oxido nitrico
(NO*)(Asanuma, Nishibayashi-Asanuma et al.,, 2001). Ademas se ha
demostrado que algunos de estos compuestos anti-inflamatorios (aspirina,
indometacina, ibuprofeno) modularian los efectos de factores de transcripcion
como el NF-kB, factor de transcripcion clave en el proceso inflamatorio,
disminuyendo de esta manera la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias.
(Landreth and Heneka, 2001; Kielian and Drew, 2003).

A pesar de que todos los AINEs tienen actividad inhibitoria de la COX-1y 2, los

efectos neuroprotectores de cada AINE dependen de su perfil farmacologico en

las otras vias mencionadas (Figura 5).
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Figura 5: Efectos farmacologicos de los AINEs en los eventos moleculares inducidos por la
inflamacion y su relacion con la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas. Adaptado de
Asanuma 2004.
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Un estudio epidemioldgico reciente sugiere que el uso de anti-inflamatorios no
esteroideos (AINES) retrasaria o reduciria el riesgo de padecer EP (Chen, Zhang
et al., 2003). En este estudio se analizo la aparicion de por lo menos dos signos
cardinales de EP en una poblacion de 147.948 individuos en EEUU con
caracteristicas de consumidores cronicos de analgésicos/anti-inflamatorios. Los
usuarios de analgésicos/anti-inflamatorios fueron clasificados seguin el nimero
de grageas que consumian por semana. Dicho estudio arrojé un riesgo relativo
de 0.65 para los consumidores de ibuprofeno, lo que indica un menor riesgo de
padecer EP. No se encontr6 asociacion del riesgo de padecer EP con los otros

analgésicos/anti-inflamatorios usados como aspirina u otros AINE.
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3. Resultados previos

En esta tesis utilizamos el modelo experimental de EP que consiste en la
inyeccion unilateral en el cuerpo estriado de 6 hidroxidopamina (60HDA), un
analogo hidroxilado del neurotransmisor natural dopamina. Es un modelo de
muerte neuronal gradual que ha sido muy bien caracterizado en el laboratorio
(Depino, Earl et al.,, 2003) (Figura 6). Ademas, en este trabajo también se
estudio el curso temporal de la activacion de la microglia en la SN durante su
degeneracion. Dicha activacion se hizo visible en la SN a los 6 dias post-
inyeccion de 60HDA, presentando un pico a los 12 dias post-inyeccion para
luego comenzar a disminuir el dia 28 post-inyeccién de 60HDA (Figura 6 D).
Los estadios de activacion morfologica observados en este trabajo
correspondieron a los estadios tempranos de activacion (estadios 2-3, Figura 6
A, B y C). Asi también, se estudio el perfil de induccion de citoquinas en el
cuerpo estriado y en la SN. El patrén de expresion del sistema IL-1 en la SN
mostré un comportamiento atipico interesante. Los niveles de ARNm para IL-
lra no mostraron cambios frente a la neurodegeneracion, mientras que los
niveles de ARNm de los agonistas (IL-1a e IL-1B) se vieron inducidos en la SN
ipsilateral a la inyeccion de la neurotoxina en el estriado (Figura 6 E y F). Dicha
induccion comenzé a los 12 dias post-inyecciéon de 60HDA y se mantuvo hasta
los 30 dias, ultimo dia estudiado en este trabajo. La induccién de ARNm para
IL-1p fue mayor que la de IL-1a (16 veces vs. 2 veces respectivamente, Figura 6
E y F). Sin embargo, estos aumentos en los ARNm para IL-1a e IL-13 no fueron
acompafnados por incrementos en los niveles de las respectivas proteinas

medido por ELISA. En cambio, un estimulo pro-inflamatorio clasico como la
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inyeccion de LPS en la SN, si fue capaz de inducir la expresion de IL-1a e IL-1B
tanto a nivel de ARNm como de proteina. Por lo tanto, la falta de deteccion de
las proteinas en la SN ipsilateral se atribuyo a un control post-transcripcional,
traduccional y/o post-traduccional. En resumen, estos datos sugieren que la
expresion de estas proteinas (IL-1a e IL-1pB), esta sujeta a un estricto control en

la SN durante la neurodegeneracion.
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Figura 6: A-D) Activacion de la microglia en la SN luego de la inyeccion de 60HDA en el
cuerpo estriado. Andlisis de los estadios de activacion mediante la union a la lectina GSA: 1B4
(rojo) e inmunofluorescencia para células tirosina hidroxilasa positivas (TH+ verde). Analisis de
la SN ipsilateral a los 6 (A), 12 (B) y 28 (C) dias post-inyeccién de 60HDA. Barra de escala:
200um. D) Cuantificacion de la microglia activada (estadios 2-3) a los 6, 12 y 28 dias en la SN
ipsilateral a la inyeccion intraestriatal de 60HDA. E-F) Analisis de la expresién de citoquinas
por RT-PCR semicuantitativa en la SN ipsilateral a la inyeccién intraestriatal de la neurotoxina.
Patrones de expresion de IL-1a (E) e IL-1B (F). Obsérvese los niveles de ARNm de IL-1a. y de IL-
1B (principalmente) en la SN a los 12 y 30 dias post-inyeccion intraestriatal de 60HDA.
Adaptado de Depino et al, 2003.
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Las ceélulas capaces de transcribir citoquinas pro-inflamatorias pero no de
sintetizar la proteina se las denomina “cebadas” o “primed”. Estas células tienen
la capacidad de disparar rapidamente la traduccion de la proteina ante
estimulos que en otras condiciones serian inocuos, resultando en una
produccion rapida de IL-1 (Dinarello, 1996; Perry, Cunningham et al., 2002).
La célula candidata a liberar diferentes mediadores inflamatorios en el SNC es
la microglia (Banati, Gehrmann et al., 1993; Lee, Nagai et al., 2002; Kim and de
Vellis, 2005; Kim and Joh, 2006). Por lo tanto, podriamos postular que la
presencia de los estadios de activacion tempranos de la microglia observados en
el trabajo de Depino (Depino, Earl et al.,, 2003) junto con la presencia de
mensajeros de citoquinas pro-inflamatorias sugieren que la microglia se

encontraria “cebada” o “primed” en la SN en este modelo experimental de EP.
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Un desafio importante en la investigacion neuroldgica en estos tiempos es la
conexion emergente entre la inflamacion y las enfermedades
neurodegenerativas. Numerosa evidencia indica la presencia de signos de
inflamacién en cerebros post-mortem de pacientes con EP incluyendo los
hallazgos de Langston en 1999 que encontrd activacion de la microglia en
pacientes con EP, 16 afios después de la intoxicacion con MPTP (McGeer,
Itagaki et al., 1988b; Mogi, Harada et al., 1994; Mogi, Harada et al., 1996;
Langston, Forno et al., 1999; Mogi, Togari et al., 1999). Por otro lado, se ha
observado que las infecciones periféricas estan asociadas a estadios avanzados
de EP y son causas frecuentes del deceso de los pacientes con EP (Nakashima,
Maeda et al.,, 1997; Beyer, Herlofson et al.,, 2001). Ademas, existen datos
recientes que relacionan la EP con infecciones bacterianas periféricas. Estos
estudios asocian el aumento de los sintomas de la EP con la infeccién por
Helicobacter pylori (Bjarnason, Charlett et al., 2005; Dobbs, Dobbs et al.,
2005). Como mencionamos en la introduccién, existe una correlacion positiva
entre la incidencia de parkinsonismos y la pandemia de influenza que ocurri6 en
1918 (Takahashi and Yamada, 1999). Por lo tanto, estos estudios sugieren de
alguna manera, una relacion entre la EP y la inflamacion.

Estudios recientes en otras enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de prion, muestran que la microglia una vez “cebada” podria
modular la progresion de la enfermedad al reactivarse por otros estimulos

proinflamatorios (Perry, Cunningham et al., 2002; Cunningham, Wilcockson et
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al., 2005). Estos resultados nos llevan a especular que la inflamacion tendria un
rol toxico exacerbando la neurodegeneracion en curso en un modelo de EP.

Por lo expuesto anteriormente, podemos hipotetizar que un estimulo
inflamatorio podria impactar negativamente sobre la SN en degeneracion,
produciendo una activacion de la microglia a estadios avanzados, exacerbando

la neurodegeneracion existente y los sintomas motores de la enfermedad.

El objetivo general de esta tesis es evaluar la hipotesis de que la inflamacion
central o periférica pueda exacerbar la neurodegeneracién en la SN investigando
los mecanismos celulares y moleculares de dicha exacerbacion.

Para desarrollar este objetivo general nos planteamos los siguientes objetivos
especificos:

1. Estudiar si la exacerbacion de la inflamacién central puede aumentar la
neurodegeneracion, la neuroinflamacién y los sintomas motores en el
modelo animal de EP (Capitulo I).

2. Analizar si el tratamiento con agentes anti-inflamatorios produce la
inhibicién de la exacerbacion central disminuyendo asi el progreso de la
EP (Capitulo II).

3. Estudiar si la inhibicion o la sobre-expresiéon de la IL-1, una de las
principales  citoquinas  proinflamatorias, puede modular la

neurodegeneracion de la SN (Capitulo I11).
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Animales

En esta tesis se utilizaron ratas Wistar macho adultas de 200 a 2509 de
peso provenientes de INAME (Instituto Nacional de Medicamentos). Los
animales estuvieron de a uno o en grupos de 4—5 animales, segun el caso,
en jaulas plasticas o metalicas en un ambiente de temperatura controlada
(22°C£2°C). Los animales estuvieron sometidos a ciclos de luz/oscuridad
de 12 horas y con agua y comida ad libitum. Los animales fueron
aclimatados a la colonia durante una semana antes de cualquier

procedimiento.

Procedimientos quirdrgicos

Inyecciones centrales

Todas las operaciones centrales se realizaron a la mafiana para evitar
variaciones causadas por el ritmo circadiano. Los animales fueron
anestesiados con clorhidrato de ketamina (80mg/Kg) y xilazina
(8mg/Kg). Luego de ubicar el bregma, se utilizaron las coordenadas
determinadas segun el atlas de cerebro de rata (Paxinos and Watson,
1986) para inyectar en la regién deseada.

Inyecciéon de 6 hidroxidopamina (60OHDA) o vehiculo en el cuerpo
estriado y de LPS o vehiculo en la SN.

Se inyectaron 20 ug de 60HDA (Sigma) disueltos en 4 ul de solucion
salina adicionada con 2% de é&cido ascorbico a fin de estabilizar la
60HDA y reducir su oxidacion. Las coordenadas elegidas para la

inyeccion en el cuerpo estriado fueron, en milimetros desde el bregma:

-G59 -



2.1.2.

Maria Clara Pott Godoy — Materiales y Métodos

+1,0 mm anteroposterior, +3,0 mm lateral y -4,5 mm de profundidad
medidos desde la corteza. Para las inyecciones se utilizaron jeringas
Hamilton con agujas 26G biseladas. La inyeccion se realizé con un flujo
de 0,5 ul/min. y la aguja se retiré en dos etapas dejando un minuto en
cada etapa para evitar el reflujo.

Tres o doce dias posteriores a la inyeccion estereotaxica de 60HDA, se
inyectaron 2 ul de LPS (cepa 0111:B4 Sigma, USA) de una concentracion
de 0,0045 pg/ul lo que hizo un total de 0,09 ug de LPS como estimulo
pro inflamatorio. Las coordenadas elegidas para la inyeccién en la SN
fueron, en mm desde el bregma: -5,3 mm anteroposterior, +2,0 mm
lateral y -7,2 mm de profundidad medidos desde corteza. Para las
inyecciones se utilizaron capilares ultra finos fabricados en el laboratorio
a partir de capilares graduados (Drummond Scientific Company,
Pennsylvanya, USA) cuyo extremo fue afinado con un puller de capilares
(Modelo PC-10, Narishige). EI didmetro de la punta del capilar es de
50um por lo que causa una lesion mecanica minima al tejido nervioso
donde es introducida. El flujo de administracién fue de 0,25ul/min vy la
remocion del capilar se realiz6 en dos etapas.

Inyeccién de AdIL-1ra en el fasciculo mesencefalico anterior (MFB) de
animales tratados con 60HDA o vehiculo en el cuerpo estriado y LPS o
vehiculo en la SN.

Tres dias antes de la inyecciéon de 60HDA en el cuerpo estriado, se

inyectaron 1.10° particulas infectivas de AdIL-1ra o su control (Adpgal)

disueltas en 1ul de buffer para adenovectores (TrisCIH 10mM pH=7.8,
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CloMg 1mM). Las coordenadas elegidas para la inyeccion en el MFB
fueron, en milimetros desde el bregma: -3,6 mm anteroposterior, +2,0
mm lateral y -8,4 mm de profundidad medidos desde la corteza. Para la
inyeccién se utilizaron los mismos capilares ultra finos mencionados
anteriormente. El flujo de administracion fue de 0,25ul/min y la
remocion del capilar se realizo en dos etapas.

Inyeccion de vectores adenovirales en el cuerpo estriado

Se inyectaron 5.107 particulas infectivas disueltas en 1ul de buffer para
adenovectores en las mismas coordenadas mencionadas anteriormente
para la 60HDA. Esto se realiz6 para lograr la expresion del transgén en la
SN debido al transporte retrogrado de los adenovectores. Se utilizaron los
mismos capilares ultra finos mencionados. El flujo de administracion fue
de 0,25ul/min y nuevamente la remocion del capilar se realiz6 en dos

etapas.

Inyecciones periféricas

Inyeccion de vectores adenovirales en la vena de la cola

Se inyectaron 1,36. 10° particulas virales disueltos en 300 ul de buffer
para adenovectores en la vena lateral izquierda de la cola de los animales.
Seguidamente se inyectaron 300 ul de solucion fisiolégica en el mismo

lugar para asegurar la entrada del virus al torrente sanguineo.

-61 -



3.1

3.2.

Maria Clara Pott Godoy — Materiales y Métodos

Tratamiento con drogas anti-inflamatorias

Inyeccidn de dexametasona (DXM) intraperitoneal

Se administré un potente anti-inflamatorio, dexametasona (DXM), en
una concentracion de 10-8M por animal a partir del dia 12 post inyeccion
estereotaxica de 60HDA. Se realizaron inyecciones diarias y matinales
segun el protocolo disefiado en los grupos experimentales descriptos en
el capitulo 11y I11. Los grupos que no recibieron el tratamiento con DXM
no fueron repetidos.

Administracion de Ibuprofeno en el agua.

Se administré una dosis de 8mg/rata/dia de ibuprofeno disuelta en el
agua de la mamadera en forma diaria y matinal a partir del dia 12 post
inyeccion de 60HDA a ratas pertenecientes a los siguientes grupos
experimentales: 60HDA/LPS y Veh/LPS. Se reemplazé el ibuprofeno de

las mamaderas diariamente.

Perfusion de los animales y procesamiento del cerebro

Los animales fueron anestesiados con ketamina y xilazina y perfundidos
transcardiacamente con 50 ml de solucién fisioldgica heparinizada (2.5 U
por ml) seguido de 300 ml de una solucion fria y fresca de
paraformaldehido 4% en buffer fosfato (PB, 0,1 M, pH=7,4). Las
perfusiones se realizaron con una bomba peristaltica (Masterflex, Cole
Palmer Instrument Co., IL, USA) con un flujo constante de 15 ml/min.
Los cerebros fueron removidos y postfijados durante 24 horas en la

misma solucién fijadora a 4°C. Los mismos fueron crioprotegidos en una

-62 -



Maria Clara Pott Godoy — Materiales y Métodos

solucion de sacarosa al 30% en PB y luego congelados con isopentano
(J.T.Baker, NJ, USA) en un bafio con etanol y hielo seco. Se guardaron a -
20°C. Se realizaron cortes seriados de a 6 de 40 um de grosor en un
criéstato (Leica). Las secciones fueron conservadas en solucion
criopreservadora (3 vol glicerol, 3 vol de etilenglicol y 4 vol de PB) a -

20°C hasta ser utilizadas.

Vectores adenovirales

En esta tesis se usaron los siguientes vectores virales: adenovector que
expresa el gen de la B-galactosidasa (Adpgal) adenovector que expresa la
interleuquina 1B humana (AdIL-18) y adenovector que expresa el
receptor antagonista de IL-1 (AdIL-1ra).

Los stocks adenovirales fueron generados en el laboratorio de la siguiente
manera:

-Preparacion de la semilla: Se realizé la infeccion de una placa p100 en
un 80% de confluencia de células 293 en DMEM alta glucosa con 10% de
suero fetal bovino (FBS, natocor). Para ésto, se agreg6 2-3 ul del stock
correspondiente en 7 ml del medio de cultivo. Se dej6 2 horas, con
agitacion cada 20 minutos. Luego se cambié el medio por DMEM alta
glucosa con 2% FBS. Se dejo la placa toda la noche en estufa a 37°C vy al
dia siguiente se evaludé el efecto citopatico (células redondeadas
formando redes, no muy levantadas). Al llegar al punto de mayor efecto
citopatico y menor muerte celular, se levanté la placa sin tripsina (dejar

la placa a temperatura ambiente por 10 minutos para que las células se
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despeguen solas). Se trasvaso a un tubo falcon de 50 ml y se centrifugoé a
1500 rpm por 10 minutos. Luego se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el precipitado en 10 ml de PBS. Se realizaron 3 ciclos de
congelado y descongelado (N2 liquido y bafio himedo a 37°C con el fin
de liberar las particulas adenovirales que se encuentran dentro de las
células. Se centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos para obtener el virus
libre de deshechos celulares en el sobrenadante. Se diluyeron 6 ml de este
sobrenadante en 250 ml de DMEM alta glucosa con 10% FBS para
realizar el stock.

-Preparacion del stock adenoviral propiamente dicho: Se infectaron 30
placas p150 a 70-80% de confluencia de células 293 crecidas en medio
DMEM alta glucosa con 10% FBS con 7 ml de la dilucion del
sobrenadante obtenido en la preparacion de la semilla. Se agitaron las
placas cada 20 minutos por el lapso de 2 horas en la estufa a 37°C. Luego
se cambio el medio por 15 ml de DMEM alta glucosa con 2% FBS y se
dejaron las placas toda la noche en la estufa a 37°C. Se esper6 24 a 48
horas hasta observar el efecto citopatico homogéneo en todas las placas.
Se levantaron las células de la misma manera que en el apartado anterior
(preparacion de la semilla). Se resuspendié el precipitado en 24 ml de
PBS vy se realizaron 3 ciclos de congelado y descongelado (N2 liquido y
bafio humedo a 37°C). Se centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos para
precipitar los deshechos celulares y conservar el sobrenadante rico en

particulas virales.
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-Purificacion del stock viral: Se prepararon los gradientes de cloruro de
cesio (2,5 ml de densidad 1,6 y 2,5 ml de densidad 1,3) en 4 tubos de
polyallomer y se agreg0 en la parte superior y sin disturbar el gradiente, 6
ml del sobrenadante obtenido en el paso anterior (preparacion del stock
adenoviral). Se agreg6 aceite mineral hasta la boca del tubo. Se ajusto el
peso a una diferencia menor a 0,1 g. Luego se ultra centrifugé a 35000
rpm a 20°C por 90 minutos. Se extrajo la banda inferior correspondiente
al adenovirus en cada uno de los 4 tubos. Lo extraido de los 4 tubos se
ultra centrifugd nuevamente en un tubo de polyallomer que contiene una
solucidn de cloruro de cesio de densidad 1,34 por 18 horas a 35000 rpm a
20°C. Se extrajo la banda de interés y se la purificé en una columna de
sephadex. Se separaron 12 alicuotas de 0,5 ml cada una y a cada alicuota
se le agreg6 10% de glicerol. Se realizé una dilucion 1:10 de cada alicuota
en una solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS) y Tris-CIH pH 7,4.
Luego de 30 minutos se midid la densidad éptica (OD) a 260/280 nm en
un espectrofotdmetro (Ultrospec 3000, Amersham). Se calcularon las
particulas totales por ml del stock generado multiplicando la OD por
1.1012 particulas/ml. Se eligieron las fracciones de OD mas alto y el stock
se alicuot6 de a 10 ul en tubos de 0,5 ml. Se almacen6 a -80°C.

Los stocks fueron cuantificados ademas por la dosis infectiva 50
(DICT50/ml)

Los titulos de los stocks generados fueron:

- 1,39 . 1012 para el AdIL-1p

- 1,25 .10%2 para el Ad Bgal
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- 1,75 . 1012 para el AdIL-1ra

ELISA para deteccidn de citoquinas proinflamatorias

Los animales fueron decapitados y el cerebro fue disectado en menos de
6 minutos colocando cada regién (estriado o SN) en tubos eppendorf
rotulados a tal fin. Las muestras se sumergieron en nitrogeno liquido
hasta su almacenamiento en el freezer de -80°C.

Para su procesamiento, los tejidos fueron homogeneizados en 400ul de
TBS (Tris-CIH 50mM pH=7,3, CINa 150mM) con 0,1% de Tween 20 y
una mezcla de inhibidores de proteasas (10ug/ml de aproteinina, 5ug/mil
de peptastina, 5ug/ml de leupeptina y 1mM PMSF). Luego se los
centrifugd a 1000g a 4°C por 10 minutos y el sobrenadante fue ultra
centrifugado a 40000 rpm por 2 horas. Las muestras fueron alicuotadas
y guardadas a -80°C hasta su utilizacion. La cantidad de proteina total
fue determinada con la técnica de Bradford. Se utilizaron kits comerciales
para medir las concentraciones de las siguientes citoquinas pro
inflamatorias IL-1B, IL-6 y TNFa (ELISA kits, R&D Systems,
Minneapolis, MN). Se analizaron 5 muestras como minimo por grupo y

cada muestra se realiz6 por duplicado.
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Estudios comportamentales

La integridad y funcionalidad de la via nigroestriatal se estudié con dos
test comportamentales no farmacologicos. Los ensayos realizados fueron:
ensayo de pasos de ajuste (Olsson, 1995) y el ensayo del cilindro
(Schallert and Jones, 1993).

Ensayo de pasos de ajuste (stepping)

Este ensayo fue realizado segun lo descripto por Olsson et al, 1995. Este
test consiste en tomar los cuartos traseros de la rata con una manoy con
la otra mano se sostiene una de las patas delanteras que no sera
evaluada. Luego se mueve a la rata lateralmente sobre una mesa de 90cm
en 10 segundos aproximadamente, primero en direccion derecha-
izquierda (D-1) y después izquierda-derecha (1-D) para cada una de las
patas delanteras. Se cuentan los pasos de ajuste que realiza la rata con
cada una da las patas anteriores y en ambas direcciones (Figura 7). Los
animales deben ser ambientados durante una semana al manejo del

experimentador y a la posicion del test. Antes de la primera cirugia se

realiza el ensayo basal.

Figura 7: Ensayo de pasos de ajuste (stepping).
La foto muestra la posicién de la rata durante la
evaluacién del ensayo.
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Ensayo del cilindro
Este ensayo fue realizado segun lo descripto por Schallert et al, 1993.
Consiste en ubicar a la rata dentro de un cilindro de acrilico de 30 cm de
alto por 20 cm de diametro. Se cuentan los toques que realiza la rata sobre

las paredes del cilindro, cada vez que se levanta con cada una de las patas

anteriores por el lapso de 5 minutos (Figura 8).

.J‘

’

Analisis histoldgicos

AL Tl
|

Figura 8: Ensayo del cilindro.

La foto muestra el momento en que la rata esta tocando
las paredes del cilindro con su pata delantera izquierda.

Tincion de Nissl (colorante béasico), tifie los cuerpos de Nissl o granulos de
Nissl, que son acumulaciones basofilas que se encuentran en el
citoplasma de células nerviosas. Estos granulos son reticulo
endoplasmatico rugoso (con ribosomas) y son sitios de sintesis de
proteinas. Los cuerpos de Nissl se encuentran en el pericarion y en la
primera porcién de las dendritas, faltan en el axén y en el cono de inicio
del axén. Por lo tanto, proporciona informacion acerca de la distribucion,
tamafio y morfologia de los cuerpos celulares.

Los cortes levantados sobre portaobjetos gelatinizados se dejaron secar
para que el tejido se adhiriera al vidrio. Los cortes fueron rehidratados
mediante pasajes por alcohol 96% y 70% (aproximadamente 2 minutos

por pasaje) y luego fueron tefiidos con una solucién de violeta de cresilo
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(0,1g en 100ml de acetato de sodio 0,2M pH=3,8 filtrada) por el termino
de tres minutos aproximadamente segun la coloracion deseada. Los
cortes se diferenciaron con alcohol 96% y luego fueron deshidratados con
sucesivos pasajes de alcohol absoluto (tres pasajes) y finalmente tres
pasajes en xilol. Los cortes se montaron con Balsamo sintético.

Reaccion de x-gal

Para estudiar la distribucién del Adpgal en el cerebro, se analizé la
expresion de la enzima p-galactosidasa utilizando un sustrato de la
enzima (x-gal) que da como resultado un color azul. x-Gal es un sustrato
cromogenico inerte. La enzima pB-galactosidasa hidroliza el x-gal
produciendo galactosa (incolora) y 4-cloro-3-bromo-indigo que forma un

precipitado azul intenso.

w-Gal | Pl galactosa + 4-C13-Br-indigo

incolono incaloro Bzul ascuro

Por muestra se mezcl6: 0.1ml PBS 10x, 1,3ul Cl2Mg 1M, 60 pul Fe(CN)esK3
y 60ul Fe(CN)esK4, 50 ul de sustrato x-gal y 730 ul de agua. Las muestras
se incubaron 4 horas en bafio humedo y luego fueron levantadas en
portaobjetos.

Tincion de rojo neutro

Se utiliz6 como tincion de contraste para visualizar mejor los cortes
sometidos a la reaccion de x-gal. Luego de hidratar las secciones, se las
tind de 2 a 4 minutos con una solucion 1% (p/v) de rojo neutro en agua
con una gota de &cido acético. El exceso de colorante fue removido con

agua y se hicieron sucesivos pasajes con alcohol 70%, 96% y 100%. Una
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vez que los cortes estaban deshidratados se los paso por 3 soluciones de
xilol puro y luego fueron montados con Balsamo sintético.
Inmunohistoquimica

Para los anédlisis por inmunohistoquimica se utilizaron anticuerpos
primarios especificos, reconocidos por anticuerpos secundarios
biotinilados y el kit de amplificacion Vectastain Standard ABC (Vector).
Luego se revel6 la peroxidasa utilizando como sustrato la 3,3'-
diamonobenzidina (DAB, 0,5mg/ml en 0,1M buffer fosfato, filtrado). Las
secciones se levantaron en portaobjetos gelatinizados, se deshidrataron y

luego se montaron con Balsamo sintético.

8.4.1. Deteccién de Tirosina hidroxilasa

8.5.

Para analizar la degeneracion de las neuronas de la SN se utilizd un
anticuerpo que reconoce especificamente las neuronas dopaminérgicas.
Se analizo la expresion de la tirosina hidroxilasa (TH) que es la enzima
limitante de la sintesis de dopamina. Se utilizé un anticuerpo primario
anti TH generado en conejo (dilucion 1:1000, Chemicon, Temecula, CA,
USA) y el anticuerpo secundario fue un anti Fc de conejo generado en
burro y biotinilado (dilucion 1:200, Jackson Laboratorios, West Grove,
PA, USA)

Inmunofluorescencia

Todas las inmunofluorescencias fueron realizadas en cortes en flotacion
(free floating) de 40um de grosor. Luego de incubar con los anticuerpos
primarios y secundarios, los cortes fueron lavados en PB y levantados en

portaobjetos gelatinizados. Luego de secarse, los cortes fueron
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rehidratados en PB y montados con gelvatol (Mowiol 4-88, Calbiochem,
Glicerinaen 0,2M de Tris pH= 8,5).
8.5.1. Inmunofluorescencia doble para detectar neuronas dopaminérgicas y

microglia.
Para visualizar los estadios de activacién de la microglia en la SN, se
lavaron los cortes con PBS-Tx (2 lavados de 10 minutos cada uno) y se los
bloqued por 40 minutos en una solucién de PBS-TX con 1% suero de
burro. Los cortes se incubaron toda la noche a 4°C en la solucion de
bloqueo conteniendo la isolectina B4 biotinilada de Griffonia
simplicifolia (GSA1-B4, diluida 1:100, Vector) y el anticuerpo anti TH. La
lectina GSA se une a los residuos a-D-galactosa de la membrana
plasmatica y ha demostrado su especificidad por la microglia en todos
sus estadios de activacion y por los macréfagos. Luego de lavarlos con
PB, los cortes fueron incubados con estreptavidina Cy3 (dilucion 1:200
en PB) y con anti Fc de conejo conjugado con Cy2 (dilucién 1:200 en PB)
por 2 horas a temperatura ambiente y al abrigo de la luz.
Se analiz6 la activacion de la microglia en la SNpc donde la
inmunofluorescencia para TH dio positiva, a diferencia de la SN pars
reticulata (SNpr) donde la presencia de microglia es abundante pero no
existen neuronas dopaminérgicas.

8.5.2 Inmunofluorescencia doble para detectar neuronas dopaminérgicas y
células MHCII positivas.
Se lavaron los cortes con PBS-Triton (2 lavados de 10 minutos cada uno)

y se los bloqued por 40 minutos en una solucion de PBS-Tritén con 1%
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suero de burro. Los cortes se incubaron por 48 horas a 4°C en la solucién
de bloqueo conteniendo el anticuerpo primario anti MHCII generado en
raton (dilucién 1:200, Serotec) y el anticuerpo anti TH. Luego de lavarlos
con PB, los cortes fueron incubados con anti Fc de ratén conjugado con el
fluoréforo Cy3 (dilucién 1:200 en PB) y con anti Fc de conejo conjugado
con Cy2 (dilucién 1:200 en PB) por 2 horas a temperatura ambiente y al
abrigo de la luz.
Para la cuantificacién de la microglia activada estadio 4 MHCII positiva,
se contaron las células presentes en la SNpc en un microscopio de
fluorescencia. Para la identificacion de la SNpc se tuvo el mismo criterio
gue el mencionado anteriormente.

Inmunofluorescencia doble para detectar neuronas dopaminérgicas y
actividad fagocitica (ED1).
Para detectar los macrofagos en la SN, se lavaron los cortes con PBS-
Triton (2 lavados de 10 minutos cada uno) y se los bloqued por 40
minutos en una solucion de PBS-Triton con 1% suero de burro. Los cortes
se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en la solucion de
blogueo conteniendo el anticuerpo primario anti ED1 generado en raton
(dilucion 1:200, Serotec) y el anticuerpo anti TH. El anticuerpo anti ED1
tiene especificidad por la membrana lisosomal. El antigeno es expresado
por la mayoria de los macrofagos titulares y por los granulocitos de la
sangre periférica mas débilmente. Luego de lavarlos con PB, los cortes
fueron incubados con anti Fc de raton conjugado con el fluor6foro Cy3

(dilucién 1:200 en PB) y con anti Fc de conejo conjugado con Cy2
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(dilucion 1:200 en PB) por 2 horas a temperatura ambiente y al abrigo de
la luz.

8.5.4. Inmunofluorescencia doble para detectar interleuquina 1 beta de rata (rlL-
1B) ointerleuquina 1 beta humana (hIL-1B) y células MHCII positivas.
Con el fin de detectar la expresion de IL-1B y la expresion en superficie
del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il, se lavaron los
cortes con PBS-Tx (2 lavados de 10 minutos cada uno) y se los bloqueo
por 40 minutos en una solucién de PBS-TX con 1% suero de burro. Los
cortes se incubaron por tres dias a 4°C en la solucién de bloqueo
conteniendo el anticuerpo primario anti MHCII generado en ratdn
(dilucion 1:200, Serotec) y el anticuerpo anti IL-1p de rata generado en
conejo (dilucién 1:300) o el anticuerpo anti IL-1p humana generado en
raton (dilucion 1:200, Peprotech). Luego de lavarlos con PB, los cortes
fueron incubados con anti Fc de ratén conjugado con el fluoréforo Cy3
(dilucién 1:200 en PB) y con anti Fc de conejo conjugado con Cy2
(dilucion 1:200 en PB) por 2 horas a temperatura ambiente y al abrigo de
la luz.

8.5.5. Inmunofluorescencia para poblacién linfocitaria (CD4, CD8, CD19, CD25)
Se lavaron los cortes con PBS-Tx (2 lavados de 10 minutos cada uno) y se
los bloqued por 40 minutos en una solucion de PBS-TX con 1% suero de
burro. Los cortes se incubaron toda la noche 4°C en la solucion de
bloqueo conteniendo el anticuerpo primario anti CD4, anti CD8, anti
CD19 (células B) o anti CD25 (linfocitos T activados) (dilucion 1:100,

Serotec). Luego de lavarlos con PB, los cortes fueron incubados con anti
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Fc de ratdn conjugado con el fluoréforo Cy2 (dilucion 1:200 en PB) por 2
horas a temperatura ambiente y al abrigo de la luz.

9. Microscopia
Todas las inmunohistoquimicas fueron visualizadas con un microscopio
Olympus con luz transmitida a 5x, 10x, 40x y 100x de aumento.
Todas las inmunofluorescencias fueron analizadas con un microscopio de
fluorescencia Nikon y las fotos fueron sacadas utilizando un microscopio

confocal Zeiss Pascal equipado con laser de argdén y de He/Ne.

10.  Andlisis estadistico

Los datos estan expresados como la media £ el error estandar de la
media.

El test estadistico utilizado en cada disefio experimental es aclarado en
cada capitulo (test t de Student, ANOVA de uno, dos o tres factores, tres
factores con medidas repetidas en el factor tiempo). La significacién de
las diferencias se analiz6 con el test de Fisher Protegido - Minima
Diferencia Significativa (Fisher MDS) como test a posteriori. En todos los
casos se comprobaron los supuestos de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov) y homogeneidad de las varianzas (Levene) antes de aplicar la
estadistica paramétrica. En caso de no cumplirse estos supuestos, los
datos fueron transformados.

El andlisis estadistico de los datos fue realizado con diferentes programas
estadisticos segun el disefio experimental: Prisma versién 4.0, Infostat y

SPSS.
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En todos los casos las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas si la probabilidad fue menor que 0,05.
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I.1 Objetivo 1

El objetivo especifico de este capitulo es estudiar los efectos de un estimulo
proinflamatorio central sobre la neurodegeneracion, el comportamiento motor y

la inflamacién de la SN en un modelo de Enfermedad de Parkinson (EP).
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I.2 Resultados

Para evaluar la hipétesis de que la inflamaciébn pueda exacerbar Ila
neurodegeneracion existente en la SN, ratas Wistar macho adultas fueron
inyectadas con 60HDA o su vehiculo en el cuerpo estriado (Sauer and Oertel,
1994) y 3 6 12 dias mas tarde, los mismos animales fueron inyectados con el
lipopolisacarido bacteriano (LPS - un inflamdgeno de la pared de las bacterias
Gram negativas) o su vehiculo en la SN (Figura 1.1). Estos dias fueron elegidos
teniendo en cuenta datos previos del laboratorio que indicaban que en el dia 12
existe una neurodegeneracion detectable y que la microglia presenta signos de
activacion a este tiempo. En cambio, la degeneracion es incipiente y la microglia
no evidencia activacion morfoldgica alguna el dia 3 (Depino, Earl et al., 2003).
De esta manera, estariamos evaluando los efectos producidos por la llegada del
estimulo pro-inflamatorio cuando la microglia se encuentra en reposo 0
“resting” (dia 3) o cuando esta cebada o “primed” (dia 12).

Se generaron asi 4 grupos experimentales que fueron divididos en: ratas
inyectadas con 60HDA en el cuerpo estriado y con LPS (60HDA/LPS) o
vehiculo (60OHDA/Veh) en la SN y ratas inyectadas con vehiculo en el cuerpo
estriado y con LPS (Veh/LPS) o vehiculo (Veh/Veh) en la SN (Figura 1.1).

Para la eleccién de la dosis de LPS a inyectar, se realizaron inyecciones de
distintas concentraciones de LPS a animales que tenian inyectado en el cuerpo
estriado la neurotoxina o su vehiculo. Se determino la dosis de LPS a usar como
aquella dosis que per se sea capaz de producir inflamacion sin provocar necrosis
del tejido y que principalmente, no produzca neurodegeneracion

estadisticamente diferenciable del grupo control (Veh/LPS vs Veh/Veh). El
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rango de dosis evaluado fue de 0.06ug a 2ug, observandose que una dosis de
0.09ug cumplia con estos requisitos.

Se evaluaron el porcentaje de neuronas dopaminérgicas remanentes, el
comportamiento motor y la inflamacion a nivel celular y molecular en cada

grupo experimental a los tiempos mencionados.
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? Ensayo de pasos de ajuste ' Ensayo del cilindro

Figura I.1: Protocolo de trabajo que muestra los dias de inyeccion estereotaxica de 60HDA o
vehiculo en el cuerpo estriado y LPS o vehiculo en la SN. También se muestran los dias en que se
realizaron los test comportamentales.

Los grupos experimentales se dividieron en:

- Ratas inyectadas con 60HDA en el estriado y con LPS (60HDA/LPS) o vehiculo

(60OHDA/Veh) en la SN.
- Ratas inyectadas con Vehiculo en el estriado y con LPS (Veh/LPS) o Vehiculo (Veh/Veh) en la

SN.
I.2.1 Efectos de la administraciéon central de 0,09 pg de LPS sobre la
neurodegeneracion mediada por 60HDA.

I.2.1.1 Inyeccion de LPS a los 12 dias post-60HDA.

La inyeccion de una dosis subtoxica de LPS en la SN de animales tratados 12
dias antes con la neurotoxina causé exacerbacion de la neurodegeneracion de

las células dopaminérgicas en la SN ipsilateral.
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Con el fin de analizar si la inyeccién de esta dosis sub-tdxica es capaz de
exacerbar la neurodegeneracion mediada por la neurotoxina (60OHDA), se
realizé el recuento de las células dopaminérgicas (tirosina hidroxilasa positivas

— TH+) en la SN de los animales correspondientes a los distintos grupos

experimentales (Figura 1.2).

Figura I.2: Fotos representativas de una inmunohistoquimica de la SN contra tirosina
hidroxilasa en los animales correspondientes a los cuatro grupos experimentales. Se muestra el
hemisferio ipsilateral de animales tratados con 60HDA/LPS (A), 60HDA/Veh (B), Veh/LPS (C)
y Veh/Veh (D). Obsérvese la diferencia en el nimero de células TH+ en los animales inyectados
con 60HDA en el cuerpo estriado, con o sin la inyeccion de LPS en la SN (A vs B). Obsérvese el
ndmero similar de células TH+ en los grupos controles (Veh/LPS vs Veh/Veh) (C vs D). Barra de

escala: 500um.

Como se espera en este modelo, los animales tratados con 60HDA/Veh

presentaron una disminucion del recuento de células TH+ en la SN ipsilateral a
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los 21 dias. Dicha disminucion alcanzé una media de 68.33% de células TH+
remanentes en la SN ipsilateral con respecto a la SN contralateral (Figura 1.3).
Recordemos que el modelo utilizado en esta tesis produce hemiparkinsonismo,
es decir que se ve afectada so6lo la SN ipsilateral a la inyeccion intraestriatal de
60HDA. Por otro lado, se observo una disminucién significativa en el niumero
de células TH+ en la SN de los animales tratados con 60HDA/LPS en
comparacién con los otros grupos (60HDA/Veh, Veh/LPS y Veh/Veh)
(p<0.001, Figura 1.3). No se encontraron diferencias significativas al comparar
los animales correspondientes al grupo Veh/LPS con respecto al grupo control
(Veh/Veh) indicando que esta dosis de LPS no es capaz de producir
neurodegeneracion per se pero es suficiente para exacerbar la
neurodegeneracion mediada por la 60HDA (Figura 1.3). Fue particularmente
interesante observar que, la combinacion de los dos tratamientos
(neurodegenerativo y pro-inflamatorio) en el grupo 60HDA/LPS produjo
mayor neurodegeneracion (54.43%) que la sumatoria de los efectos del
tratamiento neurodegenerativo (60HDA/Veh) (31.67%) y el tratamiento pro-
inflamatorio por separado (Veh/LPS) (13.75%). Este resultado indica que esta
dosis sub-tdxica de LPS es capaz de exacerbar la neurodegeneracion de la SN
resaltando la existencia de una interaccién entre estos dos factores y no un

efecto aditivo entre ellos.
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Recnento de Células TH+
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Figura I.3: Recuento de neuronas TH positivas en la SN de los distintos grupos
experimentales.

Cuantificacion de las células TH positivas como porcentaje de células del hemisferio ipsilateral
versus el hemisferio contralateral a los 21 dias post 60HDA en cada uno de los tratamientos. Se
realizo ANOVA de dos factores (estriado - SN) obteniéndose la interaccion doble significativa
(p<0,05). Las comparaciones a posteriori se realizaron con el test de Fisher MDS. **p<0,01;
***p<0,001. N=5-9 por grupo

I.2.1.2 Inyeccion de LPS a los 3 dias post-60HDA.
La inyeccidon de una dosis subtéxica de LPS en la SN de animales tratados 3
dias antes con la neurotoxina no causo exacerbaciéon de la neurodegeneracion

de las células dopaminérgicas en la SN ipsilateral.

Como mencionamos anteriormente, y segun este modelo, se observa activacion
morfoldgica de la microglia recién a partir de los 6 dias post inyeccion de
60HDA (Depino, Earl et al., 2003), no encontrandose activaciéon morfologica de
la misma ni una neurodegeneracion evidente el dia 3 post-inyeccion de la
neurotoxina.

Se observé un mayor recuento de células TH+ en el grupo 60HDA/LPS

inyectado con LPS el dia 3 (60HDA/LPS D3) comparado con el mismo grupo
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inyectado con LPS el dia 12 (60OHDA/LPS D12) que alcanzd significancia
estadistica (p<0.01, Figura 1.4). No se observaron diferencias en el recuento de
células TH+ en el grupo inyectado con LPS el dia 3 (60HDA/LPS D3) con
respecto al grupo inyectado con Veh (60HDA/Veh D3) a este mismo tiempo
(Figura 1.4).

Este resultado podria explicarse debido a que la microglia no se hallaba cebada
el dia 3 como para reactivarse en respuesta a un estimulo pro-inflamatorio
subsecuente y que la SN recibié dos estimulos independientes (LPS el dia 3y

comienzo de la pérdida neuronal producida por la 60HDA a partir del dia 6).

Recuento de células TH+

75 =
_—

*k
50-

25

% células TH+ ipsi vs contra

60HDA/LPS 60HDA/Veh  60HDA/LPS 60HDA/Veh

Inyeccion de
LPS 0 Veh D3 D12

Figura I.4: Recuento de neuronas TH positivas en la SN de los distintos grupos
experimentales.

Cuantificacidon de las células TH positivas como porcentaje de células del hemisferio ipsilateral
versus el hemisferio contralateral a los 21 dias post 60HDA en cada uno de los tratamientos.
Notese la mayor sobrevida de las neuronas en el grupo que recibi6 el LPS a los 3 dias post
inyeccion de 60HDA con respecto al grupo que recibid el estimulo pro-inflamatorio el dia 12
post-inyeccién de 60HDA. Se realiz6 ANOVA de dos factores (SN — dia) obteniéndose la
interaccién doble significativa (p<0.001). La significacion de las diferencias se realiz6 con el test
de Fisher MDS. **p=0,01 diferencia significativa entre el grupo inyectado con 60HDA/LPS D12
con respecto al grupo inyectado con 60HDA/LPS D3. N=4 - 9 por grupo.
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I.2.2 Efectos de la administracion central de 0,09 pug de LPS el dia 12
sobre el comportamiento motor.

La inyeccion de una dosis subtéxica de LPS en la SN de animales tratados 12
dias antes con la neurotoxina, causé la exacerbacion de los sintomas motores y

la deteccion mas temprana de los mismos.

Con el fin de evaluar el comportamiento motor y la funcionalidad de la via
nigroestriatal, se realizaron dos ensayos comportamentales no farmacolégicos:
el ensayo del cilindro y el ensayo de pasos de ajuste (stepping). Los ensayos
comportamentales farmacoldgicos como la rotacion inducida por anfetamina o
apomorfina, no se pueden realizar debido a que se requiere una pérdida de mas
del 50% de las neuronas dopaminérgicas de la SN y mas del 80% de las fibras
dopaminérgicas estriatales para generar diferencias en las rotaciones realizadas
luego de la inyeccidon de estos farmacos (Deumens, Blokland et al., 2002).
Ademas, la utilizacién de farmacos agrega una variable mas al analisis que
deseabamos realizar sobre la respuesta glial a la neurodegeneracion, ya que no
esta estudiado si la liberacién masiva de dopamina o la activacién simultanea de
todos los receptores dopaminérgicos causan algun tipo de respuesta glial. Por
otro lado, el sitio de inyeccidén de la neurotoxina, el estriado ventrolateral, esta
asociado principalmente con la coordinacibn motora y el inicio de los
movimientos. Es de destacar que el estriado ventrolateral corresponde en el
humano al putamen, que es la regiébn que presenta la mayor deplecion de

dopamina en el cerebro de los pacientes con EP.
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I.2.2.1 Ensayo del cilindro: Este ensayo fue realizado segun lo descripto en
Materiales y Métodos, seccién 7.2.

Este ensayo pone de manifiesto la asimetria en el uso de los miembros
delanteros en los animales tratados con la neurotoxina unilateralmente (cuerpo
estriado izquierdo en nuestro caso) (Johnson, Schallert et al., 1999; Schallert,
Fleming et al., 2000). Esta preferencia en el uso de los miembros, se hace
evidente durante el desarrollo del ensayo. Este ensayo comportamental posee la
ventaja de no requerir entrenamiento previo a las condiciones del ensayo
(Johnson, Schallert et al., 1999; Schallert, Fleming et al., 2000).

Se observé una dificultad para tocar las paredes del cilindro con la pata
contralateral a la lesion en los animales tratados con la neurotoxina 60HDA
independientemente del tratamiento recibido en la SN (Figura 1.5). Por lo tanto,
los animales tratados con 60HDA/LPS o 60HDA/Veh presentaron una
asimetria en el uso de los miembros delanteros estadisticamente significativa
(p<0.001 comparando la pata derecha e izquierda del grupo 60HDA/LPS y
p<0.01 al comparar la pata derecha e izquierda del grupo 60HDA/Veh). En
cambio, los animales que fueron inyectados con vehiculo en el cuerpo estriado
no presentaron diferencias en el uso de los miembros delanteros sin importar el
tratamiento recibido en la SN (Veh/LPSy Veh/Veh) (Figura 1.5).

De esta manera observamos que el ensayo del cilindro es sensible a los efectos
de la 60HDA, no pudiendo observarse diferencias entre los grupos

experimentales inyectados con esta neurotoxina.
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7. Test del cilindro o
[ Pata izquierda
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60HDA/LPS 60HDA/Veh Veh/LPS Veh/Veh

Figura 1.5: Ensayo del cilindro realizado 20 dias posteriores a cada uno de los
tratamientos.

Cuantificacion de los toques realizados sobre las paredes del cilindro por cada una de las patas
de los animales correspondientes a los distintos grupos experimentales. Se realiz6 un ANOVA de
tres factores (estriado - SN — pata) y la interaccion triple resulté no significativa. Se observo que
la Unica interaccién doble positiva fue estriado — pata (p<0,001). La significacién de las
diferencias se realizo con el test de Fisher MDS. ***p<0,001 diferencia significativa entre ambas
patas del grupo 60HDA/LPS; **p<0,01 diferencia significativa entre ambas patas del grupo
60HDA/Veh. N=5-8 por grupo

I.2.2.2 Ensayo de pasos de ajuste (stepping): Este ensayo fue realizado
segun lo descripto en Materiales y Métodos, seccion 7.1.

Este ensayo comportamental permite evaluar los impedimentos motores
causados por el diferente grado de pérdida de los terminales dopaminérgicos en
el cuerpo estriado (Deumens, Blokland et al., 2002). A diferencia del ensayo del
cilindro, este ensayo requiere la interaccion directa del experimentador con el
animal. Por esta razon, es esencial que los animales sean habituados a la

posicion del ensayo y estén familiarizados con el manejo del experimentador

durante el entrenamiento y antes de realizar el ensayo definitivo (Olsson, 1995).

Se observo una diferencia significativa en el namero de pasos de ajuste

realizados con la pata derecha (contralateral a la lesién) entre el grupo
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60HDA/LPS y los otros grupos (°°p<0.01 comparando el grupo 60HDA/LPS
con el ensayo pre-lesiéon y **p<0.01 comparando el grupo 60HDA/LPS y los
grupos 60HDA/Veh, Veh/LPS y Veh/Veh) a los 15 y 20 dias post inyeccion de
60HDA (Figura 1.6).

A los 15 dias post-inyeccion de 60HDA, el grupo 60HDA/LPS fue el Unico
grupo experimental que presentd aquinesia o dificultad para realizar los pasos
de ajuste con la pata derecha (contralateral a la lesién) en ambas direcciones
qgue alcanzé significancia estadistica (**p<0.01, Figura 1.6). Asi también, este
mismo grupo (60HDA/LPS) presenté dificultades mayores para la realizacion
del test a los 20 dias post-60HDA en comparacion con el grupo 60HDA/Veh
(**p<0.01, Figura 1.6). Este resultado sugiere que la dosis sub-toxica de LPS
inyectada provocé la deteccion mas temprana de los sintomas motores y la
exacerbacion de los mismos coincidiendo con la mayor neurodegeneracion
observada en este grupo (Figura 1.3). Los animales correspondientes a los
grupos control (Veh/LPSy Veh/Veh) no presentaron dificultades en la ejecucion
del ensayo. Este resultado esta en linea con el recuento de células TH+ en estos
grupos experimentales (Figura 1.3). Es de destacar que los grupos control
(Veh/LPS y Veh/Veh) mostraron una disminucién en el namero de pasos
realizados (2 6 3 pasos) que estd contemplada en el ensayo como habituacion
(Olsson, 1995). Los animales petenecientes a los distintos grupos
experimentales no mostraron anormalidades en la ejecucion del ensayo con la
pata izquierda (ipsilateral a la lesion) (datos no mostrados).

En conclusién, este ensayo nos permitié detectar dificultades motoras de los

distintos grupos experimentales haciendo perceptible la exacerbacion de los
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sintomas motores en el grupo 60HDA/LPS. Asi también, estos resultados
proveen evidencia funcional de que una dosis sub-tdxica de LPS es capaz de

exacerbar los sintomas motores en este modelo de EP.

Ensayo de Pasos de Ajuste I GOHDA/LPS
Pata Derecha - Direccion D-1 C60HDA/Veh
- = Veh/LPS
12.5 1 Veh/Veh
10.09 = —l
% _ o
B 754 N A
=] 00 *k
g 5.0 0o
E
=]
Z  2.57
0.0"
Pre-lesion
D15 D20

Figura 1.6: Ensayo de pasos de ajuste realizado a los 15 y 20 dias post inyeccion de
60HDA o vehiculo en el cuerpo estriado en los distintos grupos experimentales.
Cuantificacion de los pasos realizados con la pata afectada (contralateral a la lesion) en la
direccion derecha-izquierda en los animales correspondientes a los distintos grupos
experimentales. Obsérvese la disminucion en el nimero de pasos de ajuste realizados por los
animales inyectados con 60HDA/LPS. Se realiz6 un ANOVA de tres factores (estriado — SN —
tiempo) con medidas repetidas en el factor tiempo. La interaccion triple resultd significativa
(p<0,05). La significacion de las diferencias se realizé con el test de Fisher MDS. ©°p<0,01
diferencia significativa comparado con el ensayo pre-lesion. **p<0,01 diferencia significativa
comparando el grupo 60HDA/LPS con el resto de los grupos a cada tiempo. A p<0,05
diferencia significativa entre el grupo 60HDA/Veh y los grupos controles (Veh/LPS y Veh/Veh)
a los 20 dias. N=7-12 por grupo. D= Derecha. I= Izquierda.
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I.2.3 Efectos de la administracion central de 0,09 ug de LPS sobre la
inflamaci6on de la SN.

I.2.3.1 Inyeccion de LPS a los 12 dias post-60HDA.

La inyeccion de LPS en la SN de animales inyectados 12 dias antes con la
neurotoxina, produjo un moderado infiltrado inflamatorio y la deteccion del

estadio 4 de activacion morfoldgica de la microglia a lo largo de toda la SN.

- Presencia de infiltrado inflamatorio.

Se analizé la presencia de infiltrado inflamatorio con la tincion de Nissl en
cortes histoldgicos correspondientes a cada grupo experimental.

Los animales inyectados con 6OHDA/LPS presentaron un infiltrado
inflamatorio mixto en toda la SN (Figura 1.7 A). El infiltrado inflamatorio
consistio principalmente en linfocitos, macréfagos y también se observaron
algunos neutrofilos (Figura 1.7 B). En el grupo Veh/LPS so6lo se observé
infiltrado inflamatorio en el sitio de inyeccién pero no en el resto de la SN
(Figura 1.7 D). No se observo infiltrado inflamatorio en los animales tratados

con 60HDA/Veh (Figura 1.7 C) ni en los animales control (Veh/Veh).
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Figura I.7: Analisis del infiltrado inflamatorio en la SN de los animales inyectados
con 60HDA o vehiculo en el cuerpo estriado y LPS o vehiculo 3 6 12 dias mas tarde
en la SN, observado con la tincién de Nissl.

A-B) Animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado y LPS en la SN (60HDA/LPS). Se observo un
infiltrado inflamatorio mixto constituido principalmente por monocitos/macréfagos (m-asteriscos) y por
linfocitos (I-flecha). B. Visién aumentada de A que muestra detalles del infiltrado inflamatorio. Barra de
escala B: 50um

C. Animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado y vehiculo en la SN (6OHDA/Veh). No se
observo infiltrado inflamatorio en este grupo experimental D. Animales inyectados con vehiculo en el
cuerpo estriado y LPS en la SN (Veh/LPS). Este grupo no present6 infiltrado inflamatorio a lo largo de la
SN, unicamente evidencio un leve infiltrado inflamatorio en el sitio de inyeccion (foto no mostrada).

E. Animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado y LPS 3 dias después en la SN (6OHDA/LPS D3).
Este grupo no present6 infiltrado inflamatorio a lo largo de la SN, evidencidndose un leve infiltrado
inflamatorio sélo en el sitio de inyeccion. F. Animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado y
vehiculo 3 dias después en la SN (60OHDA/Veh D3). No se observo infiltrado inflamatorio en este grupo

experimental. Barra de escala (A, C, D, E y F): 500pum
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Al analizar el infiltrado inflamatorio en la SN de los animales inyectados con
60HDA y LPS, se evidencid6 la presencia de linfocitos en el tejido. Se realiz6 la
caracterizacion de los mismos con marcadores linfocitarios (CD4, CD8, CD25 y
CD19 — células B), evidenciando la presencia de linfocitos T CD4 positivos en la
SN del grupo tratado con 60HDA/LPS. Ademés se observé la presencia de
células CD25 positivas (marcador de activacion tardia de los linfocitos T) en este

mismo grupo experimental (Figura 1.8 Ay B).

A

Figura 1.8: Inmunofluorescencia CD25 (verde) en la SN de los animales inyectados
con 60HDA en el cuerpo estriado y LPS en la SN.

A-B) A. Se observa la presencia de linfocitos T activados en la SN de los animales
correspondientes al grupo 60HDA/LPS. Barra de escala: 100pum B. Vision aumentada de A que

muestra en detalle los linfocitos T CD25 positivos.

- Activacion de la microglia y de la astroglia.

Se analizo la activacidn de la microglia con la inmunofluorescencia contra ED-1
y MHCII. Los estadios morfoldgicos de activacion se analizaron por la unién a la
lectina GSA1-B4 en la SN de cortes histoldgicos de cada grupo experimental. La
activacion de la astroglia se analiz6 con la inmunofluorescencia contra GFAP. La
clasificacion de la activaciéon microglial se hizo segun lo descripto en la

Introduccién (Figura 3).
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Los animales correspondientes al grupo 60HDA/LPS, presentaron activacion
de la microglia hasta estadio 4 a lo largo de toda la SN (Figura 1.9 A). En este
grupo se detectaron principalmente células con cuerpo celular redondo vy
procesos no visibles correspondientes al estadio 4 de activacién morfoldgica
siendo las mismas ED-1+ (Figura 1.9 F). En este mismo grupo (60OHDA/LPS) se
evidencio la presencia de células MHCII+ que mostraron la misma morfologia y
patrén de distribucion que las células GSA+ (Figura 1.9 K). En este grupo
también se observaron algunas células correspondientes a los estadios 2 y 3 de
activacion morfoldgica, pero no se visualizaron células en reposo (estadio 1)
(Figura 1.9 A y K). En los animales tratados con 60HDA/Veh se observo
activacion de la microglia casi exclusivamente a estadios tempranos (2-3) como
se describi6o anteriormente (Depino, Earl et al., 2003). En este grupo se
detectaron desde células en reposo hasta células con procesos cortos y gruesos
gue son caracteristicas del estadio 3 de activacion morfoldgica (Figura 1.9 B). En
este mismo grupo (60HDA/Veh) se observaron algunas células ramificadas ED-
1+ y MHCII+ alrededor del sitio de inyeccién (Figura 1.9 G y L). El grupo
tratado con Veh/LPS present6 una activacion moderada a lo largo de toda la SN
(estadios 2 y 3) mientras que se evidenciaron células ameboides (estadio 4)
solamente en el sitio de inyeccion donde también se evidenciaron células ED-1+
y MHCII+ (Figura 1.9 C, Hy M). De esta manera, la dosis sub-tdxica de LPS sélo
produjo la activacion de la microglia a estadio 4 en el sitio de inyeccion (menos
de 240um en sentido rostrocaudal dentro de la SN). Sin embargo, la misma
dosis de LPS inyectada en ratas previamente tratadas con la neurotoxina

60HDA, produjo una activacion de la microglia a estadio 4 a lo largo de toda la
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SN (abarcando por lo menos 1920um a través de la SN). Por ultimo, los
animales correspondientes al grupo Veh/Veh presentaron una leve activacion
solo en el tracto de inyeccion como consecuencia de la respuesta del tejido a la
cirugia. Esta activacion no fue evidente en el resto de la SN (datos no
mostrados).

Los animales correspondientes a los grupos 60HDA/LPS, 60HDA/Veh y
Veh/LPS no presentaron activacion de la astroglia en la SN pars compacta a los
tiempos estudiados (Figura 1.9).

En resumen, la dosis sub-téxica de LPS inyectada provocdé un cambio en la
activacién morfoldgica de la microglia hacia un fenotipo de activacion avanzado
definido por la presencia de células estadio 4, ED-1+ y MHCI I+ solamente en la

SN con un proceso neurodegenerativo activo.

60HDA/LPS 60HDA/Veh Veh/LPS

TH / GFAP

A C

Figura 1.9’: Activacion de la astroglia en la SN a los 21 dias luego de cada uno de los
tratamientos (inyeccion de 60HDA o vehiculo en el estriado y de LPS o vehiculo en
la SN 12 dias mas tarde).

Andlisis de la SN ipsilateral a las inyecciones mediante inmunofluorescencia contra GFAP
(verde). Los grupos tratados con 60HDA/LPS (A), 60HDA/Veh (B) y Veh/LPS (C) no

mostraron activacién de la astroglia en la SN pars compacta (rojo). Barra de escala: 100um.
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Figura I.9: Activaciéon de la microglia en la SN a los 21 dias luego de cada uno de los
tratamientos (inyeccién de 60HDA o vehiculo en el estriado y de LPS o vehiculo en
la SN 3 6 12 dias mas tarde).

Andlisis de la SN ipsilateral a las inyecciones mediante inmunofluorescencia contra células ED-
1+, MHCII+ e IL-1B+ y por la unién a la lectina GSA. A-F-K) El grupo tratado con 60HDA/LPS
D12 mostré activacion de la microglia (estadios 2 y 3 y principalmente 4) a lo largo de toda la
SN (A). Células ameboides ED-1+ y MHCII+ se vieron a lo largo de toda la SN (F-K) mientras
gue células ramificadas ED-1+ y MHCI I+ se observaron en los bordes de la lesion (F-K). Células
ramificadas IL-1p+ se observaron en la lesion (K). Detalle A y K: Se aprecia el estadio 4 de
activacion morfolégica de la microglia. B-G-L) Los animales correspondientes al grupo
60HDA/Veh D12 presentaron una leve activacion de la microglia (estadio 2 y a veces 3) en la SN
(B). Se observaron algunas células ramificadas ED-1+ y MHCII+ en el sitio de inyeccion (G-L).
No se evidenciaron células IL-1p+ (L). C-H-M) El grupo Veh/LPS D12 presenté una moderada
activacion de la microglia (estadios 2 y 3) en la SN (C). Sélo se observaron células ameboides
(estadio 4) ED-1+ y MHCII+ en el sitio de inyeccién donde también se evidenciaron células
ramificadas IL-18+ (H-M). D-1-N) Los animales correspondientes al grupo 60HDA/LPS D3
presentaron un activacion leve de la microglia (estadios 2, 3 y a veces estadio 4) en la SN (D). Se
observaron células ramificadas ED-1+ y MHCII+ (I-N). No se observaron células rlIL-1p+(N). E-
J-N) Los animales correspondientes al grupo 60HDA/Veh D3 presentaron una muy leve
activacion de la microglia (estadios 1, 2 y a veces 3) en la SN (E). Se observaron algunas células
ED-1+ y MHCII+ en la SN (J-N). No se evidenciaron células rlL-1p+ en este grupo experimental
(N). Barra de escala (A-E): 100pum. Barra de escala (F-N): 100pm.
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I.2.3.2 Inyeccion de LPS a los 3 dias post-60HDA.

La inyeccion de LPS el dia 3 en la SN de animales previamente tratados con la
neurotoxina, no produjo infiltrado inflamatorio ni activacion de la microglia
comparable con la inflamacion observada cuando la inyeccion de LPS se

realizé el dia 12 post-60HDA.

- Presencia de infiltrado inflamatorio.

Los animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado y 3 dias mas tarde
con LPS en la SN presentaron infiltrado inflamatorio sélo en el sitio de
inyeccion pero no en el resto de la SN (Figura 1.7 E). La distribucion y calidad
del infiltrado fue similar al observado en el grupo inyectado con vehiculo en el
cuerpo estriado y LPS en la SN 12 dias més tarde (Veh/LPS D12). Los animales
correspondientes al grupo control (6OHDA/Veh D3) no presentaron infiltrado
inflamatorio en la SN (Figura 1.7 F) como era de esperar debido a la falta de
inflamacién observada en este grupo cuando el vehiculo se inyectd 12 dias post-

60HDA (60HDA/Veh D12) (Figura 1.7 C).

- Activacion de la microglia.

Con el fin de caracterizar la activacion de la microglia, se analizaron los estadios
morfologicos por la union a la lectina GSA1-B4 y la expresion de marcadores
(ED-1y MHCII) en la SN.

Los animales inyectados con 60HDA y con LPS 3 dias més tarde (60HDA/LPS
D3), presentaron células con distinta morfologia y con procesos mas cortos y

gruesos correspondientes a los estadios 2 y 3 de activacion en la SN (Figura 1.9
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D). También se observaron células ramificadas ED-1+ y MHCII+ (Figura 1.9 1 y
N). Solamente fue posible observar células ameboides (estadio 4) en el sitio de
inyeccion donde también se evidenciaron células ED-1+ y MHCII+. A diferencia
de lo observado con la inyeccion de la dosis sub-toxica de LPS 12 dias post-
60HDA, las células estadio 4 no fueron las células mayoritariamente detectadas
en la SN (comparar Figura 1.9 A vs D). Los animales inyectados con 60HDA y
con Veh 3 dias mas tarde (60OHDA/Veh D3), presentaron desde células en
reposo hasta células con procesos mas cortos caracteristicas del estadio 2-3 de
activacion morfologica (Figura 1.9 E). En este mismo grupo (60HDA/Veh D3)
se observaron algunas células ramificadas ED-1+ y MHCII+ alrededor del sitio
de inyeccion (Figura 1.9 J-N).

En resumen, la inyeccion de la dosis sub-téxica de LPS el dia 3 post-inyeccion
de la neurotoxina, no reprodujo el aumento en la activacion morfolégica de la
microglia que se observd cuando el estimulo pro-inflamatorio se inyecto el dia
12 post-60HDA. Estos resultados sefialan que la microglia no se encontraba
cebada al momento de recibir la dosis sub-toxica de LPS y que la SN recibié dos
estimulos independientes (LPS el dia 3 y comienzo de la pérdida neuronal por

60HDA a partir del dia 6).

I.2.4 Efectos de la administracion central de 0,09 pg de LPS en la
expresion de citoquinas proinflamatorias en la SN.
I.2.4.1 Inyeccién de LPS a los 12 dias post-60HDA.
La inyeccion de la dosis sub-toxica de LPS en la SN de animales tratados 12
dias antes con la neurotoxina, produjo una expresion diferencial de IL-1 gen

la SN de estos animales.
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Se investigo el perfil de expresion de las principales citoquinas proinflamatorias
(IL-1 B, TNF o e IL-6) en la SN de animales correspondientes a cada uno de los
grupos experimentales a los 21 dias post-inyeccion de 60HDA o vehiculo por
ELISA.

Se observé una induccion de la expresion de IL-1p en los animales tratados con
60HDA/LPS en comparacioén con los otros grupos (60HDA/Veh, Veh/LPS,
Veh/Veh) que alcanzé significancia estadistica (p<0.001, Figura 1.10). No se
observaron diferencias entre los grupos 60HDA/Veh, Veh/LPS y Veh/Veh
(Figura 1.10). EIl anélisis inmunohistoquimico confirmd la presencia de células
ramificadas IL-1p positivas de rata (rIL-18) en toda la SN de los animales
correspondientes al grupo 60HDA/LPS (Figura 1.9 K). Por el contrario, solo se
encontraron escasas células rlL-1p+ en el sitio de inyeccion en el grupo Veh/LPS
(Figura 1.9 M).

No se encontré un perfil de expresion diferencial en los niveles de TNF o e IL-6
entre los distintos grupos. La expresion de estas dos citoquinas estuvo en el
umbral de deteccion en la SN de los animales correspondientes al grupo
60HDA/LPS y en los controles (60HDA/Veh, Veh/LPS y Veh/Veh). Por lo
tanto, ninguna de estas dos citoquinas (TNF o e IL-6) estarian involucradas en
los efectos exacerbantes observados en el grupo 60HDA/LPS.

Estos resultados sugieren a la IL-1f como una citoquina pro-inflamatoria clave

involucrada en la exacerbacién de la neurodegeneracion producida por el LPS.
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Figura I.10: Analisis de la expresion de la IL-1B en la SN en los distintos grupos

experimentales por ELISA.

Comparacion de los niveles de IL-18 en la SN a los 21 dias después de cada uno de los
tratamientos. Se realizé un ANOVA de dos factores (estriado — SN) resultando la interaccion
doble significativa (p<0,05). La significacion de las diferencias se analizé con el test de Fisher
MDS como test a posteriori. ***p<0,001 comparando el grupo 60HDA/LPS con los grupos
control (60OHDA/Veh, Veh/LPS y Veh/Veh). N=7-10 por grupo. Graficado a partir de 5pg/mg
(limite de deteccion del kit).

I.2.4.2 Inyeccion de LPS a los 3 dias post-60HDA.
La inyeccién de LPS en la SN de animales inyectados tres dias antes con la

neurotoxina, no produjo una induccion de riL-1 gen la SN de estos animales.

Debido a la deteccion de una induccion especifica de rIL-1p en la SN de los
animales tratados con 60HDA y LPS 12 dias después, quisimos estudiar el
impacto del estimulo proinflamatorio inyectado el dia 3 post-60HDA (cuando la
microglia no se encuentra todavia cebada) sobre la induccion de rIL-1p en la
SN.

Los niveles de IL-1p detectados en estos animales fueron menores que los

niveles observados cuando los animales fueron inyectados el dia 12 post 60HDA
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(Figura 1.10 vs Figura 1.11). Esto sugiere que no habria induccién de rIL-13 a
largo plazo cuando el estimulo proinflamatorio llega antes de que la microglia se
encuentre cebada. Recordemos que las células de la microglia son consideradas
la principal fuente de liberacion de citoquinas proinflamatorias cuando se
activan (Kreutzberg, 1996). Asimismo, Depino et al (2003) sugirié un estricto
control post transcripcional de la expresion de IL-15 en este modelo de EP. Por
lo tanto, seria necesario que la SN estuviera cebada o “primed” para producir la
induccion a largo plazo de rIL-1p frente a la llegada de un estimulo pro-
inflamatorio subtéxico.

Finalmente, no se encontraron cambios significativos en los niveles de rIL-1p en
los otros grupos experimentales (60HDA/Veh, Veh/LPS y Veh/Veh) (Figura
1.11).

En el andlisis inmunohistoquimico no se observaron células IL-1B positivas
(rIL-1B) en la SN de los animales correspondientes al grupo 60HDA/LPS D3
(Figura 1.9 N) ni en los animales correspondientes al grupo control

(60HDA/Veh D3) (Figura 1.9 N).
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Figura I.11: Analisis de la expresiéon de la IL-1f en la SN de los distintos grupos
experimentales por ELISA.

Comparacion por ELISA de los niveles de IL-1B en la SN a los 21 dias en los animales que
recibieron el estimulo pro-inflamatorio o su vehiculo 3 dias posteriores a la inyecciéon de
60HDA o su vehiculo en el cuerpo estriado. S6lo se muestra el hemisferio ipsilateral a la

inyeccién. N=4-7 por grupo.
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1.3 Conclusion

En este capitulo demostramos que un leve estimulo pro-inflamatorio (dosis sub-
toxica de LPS) inyectado en la SN en degeneracion exacerbo el dafio neuronal,
produjo la activacion morfolégica de las células microgliales, asi como también
la deteccion mas temprana y exacerbacién de los sintomas motores y la
induccion de rlL-1p en la SN.

De singular interés fue observar que la exacerbacion de la neurodegeneracion y
de los sintomas motores observada tuvo una correlacion positiva con la
produccion de rlL-1B y con la presencia de un fenotipo de activacion microglial
avanzado caracterizado por células estadio 4, MHCII+ y ED-1+. No fue posible
recapitular este escenario cuando la inyeccion del estimulo pro-inflamatorio se
produjo antes de que la microglia se encontrara cebada o “primed” y que la
neurodegeneracion se hiciera visible (inyeccion de LPS a los 3 dias post-
60HDA). En este protocolo experimental, tampoco se observé la exacerbacion
de la neurodegeneracion ni la induccion de rIL-1p en la SN. En cuanto a la
activacion morfolégica de la microglia, ésta evidencié solamente estadios
tempranos de activacion, no detectdndose el fenotipo microglial de activacion
avanzado.

Los resultados presentados en este capitulo demuestran que el balance entre los
posibles efectos de la microglia (neurotroficos o neurotdxicos) se puede volcar
hacia un neto efecto neurodegenerativo si a la neurodegeneracion reinante se le
suma un estimulo pro-inflamatorio sub-toxico. De esta manera, estariamos
sentando las bases para entender el mecanismo de la exacerbacién de la

neurodegeneracion gatillado por la inflamacién. Este concepto podria ser
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relevante en la clinica de la EP considerando que la llegada de un estimulo
proinflamatorio al SNC podria iniciar una cascada de eventos que lleven a la
exacerbacion de la neurodegeneracion existente con el consiguiente
agravamiento de los sintomas. Los resultados observados en este capitulo

sugieren gue la inflamacidn seria un factor de riesgo en la progresién de la EP.
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I1.1 Objetivo 2

El objetivo especifico de este capitulo es estudiar los efectos de la terapia con
anti-inflamatorios sobre la exacerbacion de la neurodegeneracion,
comportamiento motor e inflamacién de la SN en un modelo de Enfermedad de

Parkinson (EP).
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Considerando que, segun nuestros resultados, un estimulo proinflamatorio es
capaz de activar la microglia que se encuentra “cebada” exacerbando de esta
manera el proceso neurodegenerativo, nos propusimos ver si la inhibicion de la
inflamacién podria ser una terapia neuroprotectora promisoria que incremente
la sobrevida neuronal.

Para ello se eligieron distintos tipos de agentes anti-inflamatorios para ser

administrados a los distintos grupos experimentales.

I1.2 Tratamiento con Dexametasona

El primer anti-inflamatorio elegido fue la dexametasona, un potente anti-
inflamatorio perteneciente al grupo de los glucocorticoides.

El protocolo experimental consistio en la inyeccion de una dosis intraperitoneal
(ip) de 108M de dexametasona (DXM) a todos los grupos (60HDA/LPS,
60HDA/Veh, Veh/LPS y Veh/Veh) en forma diaria y matinal a partir del dia 12
post-inyeccion estereotaxica de 60HDA (Figura I1.1). Se determiné la dosis a
inyectar de DXM como aquella dosis que fuera bien tolerada por los animales y
no produjera severas disminuciones de peso en los mismos (Kurkowska-
Jastrzebska, Litwin et al., 2004). Luego de evaluar diferentes dosis 10-6M, 10-'M
y 10-8M, elegimos ésta ultima ya que cumplia con los requisitos anteriormente
mencionados. Decidimos comenzar a inyectar la DXM el mismo dia de la
administracion del estimulo pro-inflamatorio (dosis sub-téxica de LPS) para
tener un control funcional de los efectos exacerbantes del LPS desde el

momento de su inoculacion (Figura 11.1).
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Dosis LPS Central
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Figura II.1 : Protocolo de trabajo que muestra los dias de inyeccion estereotaxica de 60HDA o
Vehiculo en el estriado y LPS o Vehiculo en la SN. Asi también, se muestran los dias de
administracién de dexametasona y los dias de la realizacion del ensayo de pasos de ajuste

(stepping).

Los grupos experimentales se dividen en:

- Ratas inyectadas con 60HDA en el estriado y con LPS (60HDA/LPS) o vehiculo
(60HDA/Veh) en la SN. Ambos grupos recibieron diariamente DXM ip.

- Ratas inyectadas con vehiculo en el estriado y con LPS (Veh/LPS) o vehiculo (Veh/Veh) en la

SN. Ambos grupos recibieron diariamente DXM ip.

II.2.1 Efectos de la administracion de dexametasona sobre la
exacerbacion de la neurodegeneracion.
La administracion de DXM previno la exacerbacion de la neurodegeneracion

provocada por la inyeccion de una dosis subtédxica de LPS en la SN.

Para evaluar si la administracion de dexametasona disminuye la exacerbacion
de la neurodegeneracion, se realizd el recuento de neuronas dopaminérgicas
evidenciadas como células tirosina hidroxilasa positivas (TH+) en toda la SN de
los distintos grupos experimentales.

Los animales tratados con 60HDA/LPS+DXM evidenciaron un incremento en

el recuento de células TH+ alcanzando los valores obtenidos en los animales
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tratados con 60HDA/Veh (p<0.001 comparando el grupo 60HDA/LPS+DXM
vs el grupo 60HDA/LPS-DXM, Figura 11.2). No se observaron diferencias en el
recuento de células TH+ en el grupo tratado con 60HDA/Veh, sugiriendo de
esta manera que la DXM no tiene efectos sobre la neurodegeneracion mediada
por la 60HDA (Figura 11.2). Este resultado era esperable debido a la falta del
componente inflamatorio observado en los animales tratados con 60HDA/Veh
(ver Figura 1.7 C). Los animales pertenecientes al grupo Veh/LPS
experimentaron un sutil incremento en el recuento de células TH+ luego del
tratamiento con DXM (p<0.05 comparando Veh/LPS+DXM vs Veh/LPS-DXM,
Figura 11.2). Creemos que la variacion en el recuento de células TH+ en este
grupo (Veh/LPS+DXM) se debio a la disminucion de la neurodegeneracion en el
sitio de inyeccion del LPS. Recordemos que este grupo evidencid la presencia de
infiltrado inflamatorio sélo en el sitio de inyeccion del LPS (ver Figura 1.7 D).
Por altimo, no se observaron diferencias en el recuento de células TH+ en el
grupo control (Veh/Veh) (Figura 11.2).

Estos resultados demuestran que el tratamiento con DXM previno la
disminucion del recuento de células TH+ a través de la inhibicion de la accion
del LPS. Podemos concluir que, el tratamiento con DXM fue efectivo en la
proteccion de los efectos exacerbantes del LPS sobre la neurodegeneracién en la

SN.
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Figura I1.2: Recuento de neuronas TH positivas en la SN luego de cada uno de los
tratamientos.

Cuantificacion de las células TH positivas como porcentaje de células del hemisferio ipsilateral
versus el contralateral a los 21 dias en cada uno de los tratamientos. Se realiz6 un ANOVA de
tres factores resultando la interaccion triple (estriado — SN - dexametasona) significativa
(p<0,01). La significacién de las diferencias se analizd con el test de Fisher MDS. ***p<0.001
comparando 60HDA/LPS + DXM vs 60HDA/LPS - DXM; *p<0.05 comparando Veh/LPS +
DXM vs Veh/LPS — DXM. N= 5-7 por grupo.

Con el fin de determinar si el efecto protector de la DXM sobre la exacerbacion
de la neurodegeneracién observada depende del momento de la inhibicion de la
accion del LPS, se procedi6 a realizar otro protocolo de inyeccién de DXM. Este
protocolo consistio en la inyeccion matinal de DXM a partir del dia 15 o del dia
18 post-inyeccion de la neurotoxina. Se observd una disminucion de la
neurodegeneracion dependiendo de los dias de inyecciéon de DXM. El recuento
de células TH+ fue mayor cuando la DXM se administro a partir del dia 12 y
menor cuando se administré a partir del dia 18 acercandose a los valores
correspondientes al grupo 60HDA/LPS sin DXM (Figura 11.3).

Podemos concluir que el tratamiento con DXM fue altamente efectivo cuando se
lo administré a partir del dia de la llegada del estimulo pro-inflamatorio (Dia

12). Observandose que la DXM no es capaz de revertir la neurodegeneracion ya
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existente y sélo es capaz de prevenir la exacerbacion de la neurodegeneracion
producida por la inyeccion del LPS. Por lo tanto, la administracion de DXM a
partir de los dias 15 0 18 soélo estaria protegiendo las neuronas aun no

degeneradas.

Recuento de Células TH+
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DXM (dias de tratamiento)
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Figura I1.3: Recuento de neuronas TH positivas en la SN luego de cada uno de los
tratamientos a los 21 dias.

Cuantificacién de las células TH positivas como porcentaje de células del hemisferio ipsilateral
versus el contralateral a los 21 dias en cada uno de los tratamientos. Se observa una disminucién
en el recuento de células TH+ durante menos dias de tratamiento de DXM. N= 4-9 por grupo

I1.2.2 Efectos de la administracion de dexametasona sobre el
comportamiento motor.

La administracion de DXM previno los sintomas motores correspondientes a
la exacerbacién de la neurodegeneracion producida por la inyeccion de la

dosis sub-toxica de LPS en la SN en neurodegeneracion.

Como mencionamos en el capitulo I, el ensayo del cilindro es sensible a los

efectos de la 60HDA y no permite ver diferencias en el numero de toques

realizados por los animales correspondientes a los grupos 60HDA/LPS vy
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60HDA/Veh (ver Figura 1.5). Por lo tanto, decidimos evaluar el
comportamiento motor, en esta parte de la tesis, solamente con el ensayo de

pasos de ajuste (stepping).

Ensayo de pasos de ajuste: Este ensayo fue realizado segun lo descripto en
Materiales y Métodos, seccion 7.1.

Como mencionamos en el capitulo 1, este ensayo permite evaluar los
impedimentos motores causados por la pérdida de los terminales
dopaminérgicos en el cuerpo estriado (Olsson, 1995).

Se observo un incremento en el nimero de pasos de ajuste de los animales
pertenecientes al grupo 60HDA/LPS+DXM alcanzando los valores obtenidos
por los animales correspondientes al grupo control (60HDA/Veh+DXM)
indicando de esta manera, una prevenciéon de la exacerbacion de los sintomas
motores (p<0.05 comparando el grupo 60HDA/LPS+DXM vs el grupo
60HDA/LPS-DXM, Figura 11.4). Esta disminucion en la exacerbacion de los
sintomas motores se hizo visible tanto el dia 15 como el dia 20 post-60HDA
(Figura 11.4). Estos resultados estan en linea con el aumento en el recuento de
células TH+ observado en este grupo (ver Figura 11.2). Los animales inyectados
con 60HDA/Veh+DXM o Veh/LPS+DXM no mostraron diferencias en el
numero de pasos de ajuste realizados. Estos resultados eran esperables debido a
gue no se observaron diferencias en el recuento de células TH+ en el grupo
60HDA/Veh+DXM con respecto a su control (60OHDA/Veh-DXM) (Figura
11.2). Con respecto al grupo Veh/LPS, si bien se observo un sutil aumento en el

recuento de células TH+ luego del tratamiento con DXM, este aumento no se vio
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reflejado en un aumento significativo en el nimero de pasos de ajuste realizados
por este grupo (Figura 11.4). Finalmente, ninguno de los grupos experimentales
experimento anormalidades en la ejecucidon del ensayo con la pata izquierda
(ipsilateral a la lesién) (datos no mostrados).

Estos resultados evidencian que el tratamiento con DXM es capaz de prevenir
la exacerbacion de los sintomas motores producida por la dosis sub-toxica de
LPS inyectada en la SN en neurodegeneracion. En conclusion, el tratamiento
con DXM fue efectivo en la proteccion de los efectos exacerbantes del LPS sobre

el comportamiento motor.

Ensayo de Pasos de ajuste
Pata Derecha - Direccién D - 1

*
75 L 2
O3 Pre-lesion
5-07 I 6cOHDA/LPS
CJ60HDA/Veh
2.5+ I Veh/LPS

DXM DXM
D15 D 20

=
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=]
1
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Figura II.4: Ensayo de pasos de ajuste realizado en cada uno de los tratamientos
luego de la inyeccién ip de DXM.

Cuantificacién del nUmero de pasos realizados con la pata afectada (contralateral a la lesion) en
la direccién derecha-izquierda donde se evidencia un aumento en el niUmero de pasos de ajuste
realizados por el grupo 60HDA/LPS luego del tratamiento con DXM. Se realiz6 un ANOVA de
dos factores (DXM — tiempo) con medidas repetidas en el factor tiempo, resultando la
interaccién doble no significativa (p>0.05). La significacion de las diferencias se realiz6 con el
test de Fisher MDS. p<0.05 comparando el grupo 60HDA/LPS+DXM vs el grupo
60HDA/LPS-DXM a los 15y 20 dias. D= Derecha. 1= Izquierda
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I1.2.3 Efectos de la administracion de dexametasona sobre la
inflamacion de la SN.

La administracion de DXM no produjo variaciones en el infiltrado
inflamatorio ni en la activacion de la microglia evidenciado como células

GSA+ 0 ED-1+ pero si disminuy6 el namero de células MHCI1+ en la SN.

- Presencia de infiltrado inflamatorio.

Se analizé la presencia de infiltrado inflamatorio con la tincion de Nissl en
cortes histoldgicos de la SN correspondiente a cada grupo experimental.

El grupo 60HDA/LPS+DXM no presento diferencias en la cantidad y calidad
del infiltrado inflamatorio al compararlo con su control (60OHDA/LPS-DXM)
(Figura 11.5 A vs Figura 1.7 A). La composicion del infiltrado inflamatorio fue
similar al descripto en el capitulo I, compuesto principalmente por linfocitos,
monocitos/macrofagos y algunos neutrofilos (Figura 11.5 B). Como describimos
anteriormente, los animales inyectados con Veh/LPS evidenciaron un leve
infiltrado inflamatorio s6lo en el sitio de inyeccion (ver Cap. 1). Esta observacion
se repiti0 nuevamente en el grupo Veh/LPS+DXM donde el infiltrado
inflamatorio se observo restringido al sitio de inyeccion (Figura I1.5 D). Los
animales correspondientes al grupo 60HDA/Veh+DXM no presentaron
infiltrado inflamatorio en la SN (Figura 11.5 C) como era de esperar debido a la
ausencia de inflamacién observada en este grupo sin el tratamiento con DXM

(60OHDA/Venh, Figura 1.7 C).
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La caracterizacion de los linfocitos presentes en la SN de los animales
pertenecientes al grupo 60HDA/LPS+DXM revel6 que los mismos no se
encontraban activados (linfocitos T CD25-) (Figura I1.5 E) a diferencia de lo
observado en el grupo inyectado con 60HDA/LPS-DXM (Figura 1.8).

Estos resultados indican que, si bien la DXM no produjo cambios en la calidad y
cantidad del infiltrado inflamatorio observado, si produjo modificaciones en la

activacion de las células T.
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E

Figura IL.5: Analisis del infiltrado inflamatorio en la SN de los animales inyectados con
60HDA o vehiculo en el cuerpo estriado, LPS o vehiculo 12 dias mas tarde en la SN y que
recibieron el tratamiento con DXM. Observado con la tincibn de Nissl.
Inmunofluorescencia CD25 (verde) contra linfocitos T activados.

A-B) Animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado y LPS en la SN (60HDA/LPS). Se observ6 un
infiltrado inflamatorio mixto constituido principalmente por monocitos/macréfagos (m-asteriscos) y por
linfocitos (I-flecha). Barra de escala: 500 um. B. Visién aumentada de A que muestra detalles del infiltrado
inflamatorio. Barra de escala B: 50um

C. Animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado y vehiculo en la SN (6OHDA/Veh). No se
observé infiltrado inflamatorio en este grupo experimental. D. Animales inyectados con vehiculo en el
cuerpo estriado y LPS en la SN (Veh/LPS). Este grupo no present6 infiltrado inflamatorio a lo largo de la
SN, Gnicamente evidencio un leve infiltrado inflamatorio en el sitio de inyeccion. Barra de escala: 500 pm
E. Animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado, LPS en la SN y que recibieron el tratamiento con

DXM. No se observo la presencia de linfocitos T activados en la SN. Barra de escala: 100um
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- Activacion de la microglia.

Se analizaron los estadios morfoldgicos de activacién de la microglia por la
unién a la lectina GSA1-B4 y la presencia de marcadores de activacion con la
inmunomarcacion contra ED-1y MHCII.

Como vimos en el capitulo I, la dosis sub-toxica de LPS inyectada produjo la
adquisiciéon de un fenotipo microglial caracterizado por estadio de activacion 4,
ED-1+ y MHCII+ en toda la SN de los animales correspondientes al grupo
60HDA/LPS. Este fenotipo no se observé en los animales tratados con
60HDA/Veh mientras que el grupo inyectado con Veh/LPS evidencio la
presencia de este fenotipo so6lo en el sitio de inyeccion en la SN (ver Cap I).
Evaluamos los estadios morfologicos de activacion de la microglia en estos
mismos grupos experimentales luego de recibir el tratamiento con DXM
(60OHDA/LPS+DXM, 60HDA/Veh+DXM y Veh/LPS+DXM). No se observaron
cambios en los estadios de activacion de la microglia asi como tampoco en la
expresion de ED-1 por parte de estas células (comparar Figura 1.6 A, B, C, D, E
y Fvs Figura 1.9 A, B, C, F, Gy H). Se observd una disminucion de la expresion
de MHCII en la SN de los animales correspondientes a los grupos 60HDA/LPS
y Veh/LPS por el tratamiento con DXM (Figura 11.6 G e | vs Figura 1.9 Ky M).
No se observaron diferencias en la expresion de MHCII en la SN de los animales
inyectados con 60HDA/Veh que recibieron o no el tratamiento con DXM
(Figura 11.6 H vs Figura 1.9 L). Recordemos la escasa expresion de este
marcador en este grupo experimental (6OHDA/Veh — Figura 1.9 L).

Por lo tanto, se cuantificé la expresion de MHCII en los grupos tratados con

DXM que evidenciaron una reduccion de su expresion (Figura 11.6 G e I). Se
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observé una notoria disminucién de la expresion de MHCII en el grupo tratado
con 60HDA/LPS luego del tratamiento con dexametasona (Figura 11.6 G
comparar con Figura 1.9 K). Se contaron las células MHCII positivas estadio 4
observandose una disminucién significativa (mas del 50%) de dichas células
luego del tratamiento con dexametasona (p<0.01 al comparar el grupo
60HDA/LPS+DXM vs el grupo 60HDA/LPS-DXM, Figura 11.7). ElI grupo
Veh/LPS no presenté diferencias significativas en la expresion de MHCII en las
células estadio 4 luego del tratamiento con DXM (Figura 11.7). Recordemos que
las células MHCI I+ estadio 4 sélo se evidenciaron en el sitio de inyeccion de este
grupo experimental (Veh/LPS) (ver Figura 1.9 M) a diferencia de lo observado
en el grupo 60HDA/LPS (ver Figura 1.9 K).

Estos resultados identifican una poblacion distintiva de microglia MHCII+
correspondientes al estadio 4 de activacion morfoldgica, que se correlaciona con
los niveles de neurodegeneracion y sintomas motores encontrados en el grupo
60HDA/LPS antes y después del tratamiento con DXM. En base a estos
resultados, podriamos sugerir un rol funcional de esta poblacién distintiva de
células microgliales en la exacerbacion de la neurodegeneracién y de los

sintomas motores producida por la dosis sub-toxica de LPS inyectada en la SN.
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Figura II.6: Activacion de la microglia en la SN luego de la inyeccién de 60HDA o vehiculo
en el estriado, de LPS o Vehiculo en la SN y del tratamiento con DXM.

Andlisis de la SN ipsilateral a las inyecciones mediante la unién a la lectina GSA e inmunofluorescencia
contra células ED-1+, MHCII+ y rIL-1p+. A-C) Activacion de la microglia evidenciado con GSA (verde) en
la SN marcada con TH (rojo). A. Los animales inyectados con 60HDA/LPS y tratados con DXM
presentaron células GSA+ estadio 4 en toda la SN. B. Los animales correspondientes al grupo 60HDA/Veh
tratados con DXM evidenciaron una leve activacion de la microglia (estadio 2 y a veces 3) en la SN. C. Los
animales correspondientes al grupo Veh/LPS tratados con DXM exhibieron células estadio 2-3 en la SN. D-
F) Microglia activada con caracteristicas macrofagicas evidenciada con ED-1 (verde). D. Se observaron
células ED-1+ estadio 4 en la SN de los animales inyectados con 60HDA/LPS y tratados con DXM. En este
grupo también se observaron células estadio 2-3 alrededor de la SN. E. Los animales inyectados con
60HDA/Veh y tratados con DXM presentaron algunas células ramificadas ED-1+ en la SN. F. El grupo
inyectado con Veh/LPS y tratado con DXM, presento células ED-1+ estadio 2-3 en la SN, aunque algunas
células estadio 4 también pudieron observarse. G-1) Expresion de MHCII (rojo) y de rIL-1B (verde) en la
SN. G. Los animales tratados con 60HDA/LPS y DXM presentaron una disminucion de la expresion de
MHCII en la SN comparado con los animales no tratados con DXM (ver Figura 1.9 K). Se observaron
algunas células estadio 4 pero la mayoria de ellas eran estadio 2-3. En este grupo también se observaron
células ramificadas rIL-1p + dentro de la SN. H. Los animales inyectados con 60HDA/Veh y tratados con
DXM evidenciaron escasas células ramificadas MHCII+ en la SN. No se observaron células rIL-1p+ en este
grupo. I. Se observaron células estadio 2-3 en la SN de los animales inyectados con Veh/LPS y tratados con

DXM. No se observaron células rIL-1B+ en este grupo. Barra de escala: 100pum.
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Figura I1.7: Recuento de células MHCII positivas correspondientes al estadio 4 de
activacion en la SN de cada grupo experimental.

Se contaron las células MHCII+ (estadio 4) a lo largo de toda la SN a los 21 dias después de los
distintos tratamientos. Se realizé un ANOVA de dos factores (estriado-DXM) hallandose la
interaccién doble significativa (p<0.05). La significacién de las diferencias se realizd con el test
de Fisher MDS. **p<0.01 diferencia significativa entre el grupo 60HDA/LPS con y sin
tratamiento con DXM. N= 3-4 por grupo

I1.2.4 Efectos de la administracion de dexametasona sobre la
expresion de rIL-1f en la SN.

La expresion de rIL-14disminuy6 notoriamente en el grupo 60HDA/LPS luego
del tratamiento con DXM en comparacién con el mismo grupo sin el

tratamiento anti-inflamatorio.

Dentro de las citoquinas proinflamatorias estudiadas, la Unica citoquina de
expresion diferencial que se encontré en nuestro modelo fue rIL-1p. Este
resultado sugiere que la rlL-1p podria estar involucrada en los efectos

exacerbantes observados con el estimulo pro-inflamatorio administrado (dosis

sub-téxica de LPS). Diferentes estudios muestran que el tratamiento con DXM
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reduce la produccion de citoquinas proinflamatorias, entre ellas, la IL-1p (De
Bosscher, Vanden Berghe et al., 2003; Allan, Tyrrell et al., 2005). Por lo tanto,
se investigo el perfil de expresion de esta citoquina en la SN de animales
tratados con DXM con la técnica de ELISA.

Se observé una marcada disminucién de la expresion de rlL-1p en el grupo
60HDA/LPS+DXM con respecto al mismo grupo sin DXM que alcanzo
significancia estadistica (p<0.05, Figura 11.8). Los niveles de rlL-13 encontrados
en este grupo fueron comparables a los niveles de rlL-1p del grupo control
(Veh/LPS+DXM). EIl tratamiento con DXM no produjo cambios en el perfil de
expresion de riIL-1B del grupo control (Veh/LPS+DXM vs Veh/LPS-DXM,
Figura 11.8).

En resumen, el tratamiento con DXM fue capaz de inhibir la induccion de rIL-1p
en la SN de los animales pertenecientes al grupo 60HDA/LPS, Unico grupo
donde se observo induccion anteriormente (ver Figura 1.10).

Esto resultados sefialan nuevamente a la IL-13 como una citoquina candidata a
mediar los efectos exacerbantes producidos por la inyeccion de una dosis sub-

toxica de LPS en la SN en degeneracion como se observo en el capitulo 1.
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Figura IL.8: Perfil de expresion de rIL-1f en la SN de los distintos grupos
experimentales por ELISA.

Comparacion de los niveles de rIL-1p 21 dias después de los diferentes tratamientos por ELISA.
Se realiz6 un ANOVA de dos factores (estriado — DXM), resultando la interaccién doble
significativa (p<0.05). La significacion de las diferencias se analiz6 con el test de Fisher MDS
como test a posteriori. ©p<0.01 diferencia significativa entre el grupo 60HDA/LPS+DXM vs el
grupo 60HDA/LPS-DXM. N= 6-10 por grupo.
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I1.3 Tratamiento con Ibuprofeno

Estudiamos el efecto protector de otro agente anti-inflamatorio, ibuprofeno, con
el fin de evaluar otra terapia anti-inflamatoria con una droga ampliamente
usada, con diferente blanco de accion y con menores efectos secundarios debido
al uso croénico.

En este disefio experimental también se evaluaron la neurodegeneracion de las
células dopaminérgicas, la activacion de la microglia y la induccion de rlL-1p en
la SN de los distintos grupos experimentales.

El protocolo experimental consistié en la administracion de una dosis de
8mg/rata/dia de ibuprofeno (IBU) en el agua de la mamadera en forma diaria y
matinal a partir del dia 12 post inyeccion de 60HDA a animales pertenecientes a
los siguientes grupos experimentales: 60HDA/LPS y Veh/LPS (Figura 11.9). La
dosis de ibuprofeno administrada corresponde al 0.02% de la dosis letal 50
(DL50) y no presenta efectos gastrointestinales adversos (Melton, Keith et al.,
2003; Browne, lwata et al., 2006). Es necesario aclarar en este momento una
particularidad del tratamiento con ibuprofeno. Dado que los animales tienen
que beber agua para recibir la dosis de ibuprofeno disuelta en ella, que el
momento de mayor actividad de estos animales es durante la noche y que los
animales deben ser anestesiados para ser operados, comenzamos el tratamiento
con ibuprofeno la noche anterior a la inyeccion del estimulo pro-inflamatorio.
De esta forma, nos aseguramos la presencia de ibuprofeno en los animales en el
momento de la llegada de la dosis sub-téxica de LPS. De otra manera, se
retrasaria la accion del anti-inflamatorio hasta que los animales se recuperen de

la cirugia y sientan la necesidad de ingerir agua.
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Figura I1.9: Protocolo de trabajo que muestra los dias de inyeccion estereotaxica de 60HDA o
Vehiculo en el cuerpo estriado y LPS en la SN. Asi también, se muestran los dias de
administracion de ibuprofeno y los dias de la realizacion del ensayo de pasos de ajuste
(stepping).

Los grupos experimentales se dividen en:

- Ratas inyectadas con 60HDA en el estriado, con LPS en la SN y que recibieron el tratamiento
con ibuprofeno (60OHDA/LPS+IBU)

- Ratas inyectadas con Vehiculo en el estriado, con LPS en la SN y que recibieron el tratamiento
con ibuprofeno (Veh/LPS+IBU).

I1.3.1 Efectos de la administracion de ibuprofeno sobre la
exacerbacion de la neurodegeneracion.
La administracion de ibuprofeno previno la exacerbacion de la

neurodegeneracion provocada por la inyeccién de una dosis sub-toxica de LPS

en la SN.

Se realiz6 el recuento de neuronas dopaminérgicas evidenciadas como células
TH+ en la SN de los distintos grupos experimentales (Figura 11.10).
Los animales tratados con 60HDA/LPS+IBU evidenciaron un incremento

significativo en el recuento de células TH+ (72.13% de células TH+ remanentes)
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alcanzando los valores obtenidos en los animales control (68.33% de ceélulas
TH+ remanentes, correspondientes al grupo 60HDA/Veh - ver Figura 1.3)
(p<0.001 comparando 60HDA/LPS+IBU vs 60HDA/LPS-IBU, Figura 11.10).
Este resultado es similar al recuento observado luego del tratamiento con DXM
en el grupo 60HDA/LPS (ver Figura 11.2). EI grupo Veh/LPS+IBU presentd un
sutil incremento en el recuento de células TH+ luego del tratamiento con este
AINE (p<0.05 comparando Veh/LPS+IBU vs Veh/LPS-IBU, Figura 11.10). Este
incremento también fue observado en este mismo grupo luego del tratamiento
con DXM (Veh/LPS+DXM, ver Figura 11.2). Recordemos que la dosis sub-toxica
de LPS elegida s6lo produce neurodegeneracion en el sitio de inyeccion, con lo
cual el ibuprofeno estaria disminuyendo la neurodegeneracion en esta zona.
Estos resultados demuestran que el tratamiento con ibuprofeno es capaz de
prevenir la exacerbacion de la neurodegeneracion producida por la dosis sub-
toxica de LPS inyectada en la SN en neurodegeneracion.

Podemos concluir que el tratamiento con ibuprofeno fue efectivo en la
inhibicion de la accién del LPS sugiriendo un rol protector de este AINE frente a

los efectos exacerbantes del LPS.
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Figura II.10: Recuento de neuronas TH positivas en la SN de los distintos grupos
experimentales.

Cuantificacion de las células TH positivas como porcentaje de células del hemisferio ipsilateral
versus el contralateral a los 21 dias en cada uno de los tratamientos. Se realizé un ANOVA de dos
factores resultando la interaccién doble (estriado — IBU) significativa (p<0,01). La significacion
de las diferencias se realizd con el test de Fisher DMS. **p<0.001 comparando
60HDA/LPS+IBU vs 60HDA/LPS+IBU; *p<0.05 comparando Veh/LPS+IBU vs
Veh/LPS+IBU. N=5-9 por grupo

I1.3.2 Efectos de la administracion de ibuprofeno sobre los sintomas
motores.

La administracién de IBU previno los sintomas motores correspondientes a la
exacerbacion de la neurodegeneracion producida por la inyeccién de la dosis

sub-toxica de LPS en la SN en neurodegeneracion.

Se observo un incremento en el numero de pasos de ajuste de los animales
pertenecientes al grupo 60HDA/LPS+IBU con respecto a los animales que no
recibieron este tratamiento anti-inflamatorio (p<0.05 comparando el grupo
60HDA/LPS+IBU vs el grupo 60OHDA/LPS-IBU, Figura 11.11). Esta
disminucion en la exacerbacion de los sintomas motores se hizo visible tanto el

dia 15 como el dia 20 post-60HDA (Figura 11.11). Estos resultados estan en linea
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con el aumento en el recuento de células TH+ observado en este grupo (ver
Figura 11.10). La disminucién de los sintomas motores observada fue similar a la
obtenida luego del tratamiento con dexametasona, indicando que ambos
tratamientos fueron capaces de prevenir la exacerbacion de los sintomas
motores en este grupo experimental (60HDA/LPS). Los animales inyectados
con Veh/LPS+IBU no mostraron diferencias significativas en el niumero de
pasos de ajuste realizados. Si bien se observé un sutil aumento en el recuento de
células TH+ luego del tratamiento con IBU (Figura 11.10), este aumento no se
vio reflejado en un aumento significativo en el niamero de pasos de ajuste
realizados por este grupo (Figura 11.11). Por dltimo, ninguno de los grupos
experimentales experimenté anormalidades en la ejecucidén del ensayo con la
pata izquierda (ipsilateral a la lesién) (datos no mostrados).

Estos resultados evidencian que el tratamiento con ibuprofeno es capaz de
prevenir la exacerbacion de los sintomas motores producida por la dosis sub-

toxica de LPS inyectada en la SN en neurodegeneracion.
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Figura I1.11: Ensayo de pasos de ajuste realizado a los 15 y 20 dias en cada uno de
los grupos experimentales luego del tratamiento con IBU.

Cuantificacion del nUmero de pasos realizados con la pata afectada (contralateral a la lesion) en
la direccién derecha-izquierda donde se evidencia un aumento en el nUmero de pasos de ajuste
realizados por el grupo 60HDA/LPS luego del tratamiento con IBU. Se realiz6 un ANOVA de
dos factores (IBU — tiempo) con medidas repetidas en el factor tiempo. La significacion de las
diferencias se analiz6 con el test de Fisher DMS. *p<0.05 comparando el grupo
60HDA/LPS+IBU vs el grupo 60HDA/LPS-IBU a los 15 y 20 dias.

I1.3.3 Efectos de la administracion de ibuprofeno sobre la
inflamacion.

La administracion de ibuprofeno produjo una disminucién en la magnitud del
infiltrado inflamatorio observado, asi como también, una menor activacion
morfolégica de la microglia en la SN de los animales pertenecientes al grupo
60HDA/LPS.

- Presencia de infiltrado inflamatorio.

Se analiz6 la presencia de infiltrado inflamatorio con la tincion de Nissl en
cortes histoldgicos correspondientes a los distintos grupos experimentales.

Los animales inyectados con 60HDA/LPS+IBU presentaron un infiltrado
inflamatorio de composicién similar al observado sin el tratamiento anti-

inflamatorio pero mas restringido en superficie y sin abarcar toda la SN (Figura
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11.12). La composicion del infiltrado inflamatorio fue similar al observado luego
del tratamiento con DXM aunque mas restringido en superficie
(60HDA/LPS+DXM vs 60HDA/LPS+IBU). EIl grupo Veh/LPS evidenciéo un
escaso infiltrado inflamatorio observado Unicamente en el sitio de inyeccion,
similar a lo observado en este grupo luego del tratamiento con DXM
(Veh/LPS+DXM, Figura 11.5 D).

La caracterizacion de los linfocitos observados en la SN de los animales
correspondientes al grupo 60HDA/LPS+IBU, revel6 que los mismos no se
encontraban activados (linfocitos T CD25-) (Figura 11.12 C) a diferencia de lo
observado en el grupo inyectado con 60HDA/LPS (Figura 1.8 —Cap I).

Estos resultados indican que el ibuprofeno fue capaz de restringir la magnitud

del infiltrado inflamatorio asi como también la activacion de los linfocitos T.

2

60HDA/LPS 60HDA/LPS + IBU

C ALl

=

s

Figura II.12: Analisis del infiltrado inflamatorio observado con la tincion de Nissl e
inmunofluorescencia contra linfocitos CD25+ en la SN de los animales

correspondientes al grupo 60HDA/LPS

A) Animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado y LPS en la SN (60OHDA/LPS). Se observé un
infiltrado inflamatorio mixto constituido principalmente por monocitos/macréfagos y algunos linfocitos.
B-C) Animales inyectados con 60HDA en el cuerpo estriado, LPS en la SN (60OHDA/LPS) y que recibieron
el tratamiento con IBU. Se observa un infiltrado inflamatorio mas restringido en este grupo (B). La
composicion del infiltrado es similar al infiltrado observado sin el tratamiento anti-inflamatorio. No se
observaron linfocitos CD25+ en este grupo experimental (C). Barra de escala (A-B): 500um. Barra de
escala (C): 100um.

- Activacion de la microglia.
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Se analizaron los estadios morfoldgicos de activacion de la microglia por la
union a la lectina GSA1-B4 y la presencia de marcadores de activacién con la
inmunomarcaciéon contra ED-1y MHCII.

Los animales correspondientes al grupo 60HDA/LPS+IBU, presentaron
activaciéon de la microglia estadio 4 en el sitio de inyeccién mientras que en el
resto de la SN presentaron una activacion moderada correspondiente a estadios
2-3 (Figura 11.13 A). En este grupo se detectaron principalmente células con
procesos cortos y gruesos que son caracteristicas del estadio 3 de activacion
morfolégica siendo las mismas ED-1-. Las células MHCII+ mostraron la misma
morfologia y patron de distribucién que las células GSA+(Figura 11.13 C),
observandose el estadio 4 MHCII+ sélo en el sitio de inyeccidon. No realizamos el
recuento de las células estadio 4 MHCII+ debido a que las mismas se
encontraban en escasa cantidad y solamente restringidas al sitio de inyeccién. El
grupo tratado con Veh/LPS+IBU present6 escasa activacion de la microglia a lo
largo de toda la SN (estadios 1y 2) mientras que se evidenciaron algunas células
ameboides con procesos cortos y gruesos (estadio 3-4) solamente en el sitio de
inyeccion (Figura 11.13 B). Se evidenciaron algunas células MHCII+ en la SN
correspondientes a estadio 1-2 mientras que no se evidenciaron células ED-1+

(Figura 11.13 D).
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Figura I1.13: Activacion de la microglia en la SN luego de la inyeccién de 60HDA o
vehiculo en el estriado, de LPS en la SN y del tratamiento con IBU.

Anédlisis de la SN ipsilateral a las inyecciones por la unién a la lectina GSA y por
inmunofluorescencia contra células MHCII+ A-B) Activacion de la microglia evidenciado con
GSA (verde) en la SN marcada con TH (rojo). A. Los animales inyectados con 60HDA/LPS y
tratados con IBU presentaron células GSA+ estadio 2-3 en la SN. Detalle: Imagen aumentada de
los estadios 2-3 de la microglia en este grupo experimental. B. Los animales correspondientes al
grupo Veh/LPS tratados con IBU exhibieron células estadio 1-2 en la SN. C-D) Expresion de
MHCII (verde) y de TH (rojo) en la SN. C. Los animales tratados con 60HDA/LPS + IBU
presentaron el mismo patron de expresién que GSA. La mayoria de las células presentaron
estadio 2-3. Detalle: Imagen aumentada de la activacion morfoldgica de la microglia donde se
obsevan en detalle los estadios 2-3 de activacion. D. Se observaron escasas células estadio 1-2 en

la SN de los animales inyectados con Veh/LPS y tratados con IBU. Barra de escala: 100um.
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Estos resultados identifican un efecto del ibuprofeno sobre la activacion de la
microglia, accion que hasta el momento no se le atribuia a este AINE. Se sabe
gue los AINEs acttan a través de la inhibicion de la COX 1y 2 y alguno de ellos

modulan la actividad de la iNOS, generacion de NO® y antagonizan las acciones

del factor de transcripcion NF-kB. Podemos decir que, la presencia de escasas
células estadio 4 MHCI I+ en el grupo 60HDA/LPS indican un efecto directo del
ibuprofeno sobre la microglia o un efecto indirecto del mismo sobre el nicho o
entorno.

En conclusidn, la presencia reducida de células microgliales estadio 4 MHCII+
junto con la disminucion de la exacerbacion de la neurodegeneracion observada
en el grupo 60HDA/LPS, podria indicar un rol funcional de este fenotipo
(estadio 4 MHCII+) en la exacerbacion de la neurodegeneracién producida por
la dosis sub-toxica de LPS inyectada en la SN en neurodegeneracion como se

observo en los experimentos con DXM.

I1.3.4 Efectos de la administraciéon de ibuprofeno sobre la expresion
de IL-1p enddgena en la SN.
La expresion de rlL-14disminuy6 notoriamente en el grupo 60HDA/LPS luego

del tratamiento con ibuprofeno en comparacion con el mismo grupo que no

recibi6 este tratamiento anti-inflamatorio.

Como ya mencionamos anteriormente, la Unica citoquina de expresion
diferencial que se encontrd en nuestro modelo fue rIL-1B3, encontrandose una

reduccion de su expresion luego del tratamiento con DXM. Estudios recientes
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sobre los efectos de los AINE demuestran que éstos no solo actuarian a través de
la inhibicién de las enzimas COX 1y 2 sino que tendrian otros efectos anti-
inflamatorios como la inhibicion de la sintesis de citoquinas proinflamatorias a
traves de la inhibicion de NF-kB (Asanuma, Miyazaki et al., 2004) y citas alli).
Por lo tanto, se investigo el perfil de expresion de rIL-1p en la SN de animales
tratados con ibuprofeno.

Se observd una disminucién de la expresion de rIL-13 en el grupo
60HDA/LPS+IBU con respecto al mismo grupo sin ibuprofeno que alcanzé
significancia estadistica (p<0.05 comparando 6OHDA/LPS+IBU vs
60HDA/LPS-IBU, Figura 11.14). Los niveles de rIL-1B encontrados en este
grupo fueron comparables a los niveles de rIL-1f del grupo 60HDA/LPS+DXM
(ver Figura 11.8). El tratamiento con ibuprofeno no produjo cambios en el perfil
de expresion de riL-1p en el grupo Veh/LPS (Figura 11.14). Estos resultados
eran esperables debido el leve infiltrado inflamatorio y la escasa activacion de la
microglia observados en este grupo. Los niveles de rlIL-1p hallados en este
grupo también fueron semejantes a los observados luego del tratamiento con
DXM (ver Figura 11.8).

En resumen, el tratamiento con ibuprofeno fue capaz de inhibir la induccién de
riL-18 en la SN de los animales del grupo 60HDA/LPS. Recordemos que este
grupo fue el Unico que evidencié induccion de esta citoquina pro-inflamatoria

(ver Figura 1.10).
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ELISA rIL-18 en la SN
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Figura II.14: Perfil de expresion de rIL-1p en la SN de los distintos grupos

experimentales por ELISA.

Comparacion de los niveles de rIL-1p 21 dias después de los diferentes tratamientos por ELISA.
Se realiz6 un ANOVA de dos factores (estriado — IBU), resultando la interaccion doble
significativa (p<0.05). La significacion de las diferencias se analizé con el test de Fisher DMS.

*p<0.05 diferencia significativa del grupo 60HDA/LPS+IBU vs el grupo 60HDA/LPS-IBU. N=
6-10 por grupo.

Esto resultados sefialan nuevamente a la IL-1p como una citoquina clave para

mediar los efectos exacerbantes producidos por la inyeccion de una dosis sub-

toxica de LPS en la SN en degeneracion.
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I1.4 Conclusion

En este capitulo mostramos los efectos ejercidos por distintos compuestos anti-
inflamatorios sobre la exacerbacion de la neurodegeneracion en el modelo de EP
que analizamos en detalle en el capitulo 1.

La terapia con anti-inflamatorios (DXM e IBU) inhibi6 exitosamente la
exacerbacion de la neurodegeneracion producida por la combinacion de 60HDA
y LPS. Asi también, estos tratamientos redujeron la expresion del receptor de
superficie MHCII en las células de la microglia. Ademas el ibuprofeno mostré
tener efectos sobre los estadios de activacion morfologica de la microglia
produciendo una disminucion de la activacion de la misma. En el capitulo |
presentamos evidencia de la adquisicién de un fenotipo microglial avanzado
caracterizado por la presencia de células estadio 4 MHCII+ que se correlacion6
positivamente con la exacerbacién de la neurodegeneracion. En este capitulo
mostramos que, la presencia de este fenotipo microglial disminuyoé luego de la
terapia con anti-inflamatorios. En resumen, las drogas anti-inflamatorias
evaluadas fueron neuroprotectoras y modularon la activacién de la microglia y
la expresion de marcadores de activacion como el complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo Il (MHCII).

También demostramos que dos agentes anti-inflamatorios ampliamente usados
en la clinica, la dexametasona y el ibuprofeno, fueron capaces de prevenir la
induccién de rIL-1p en la SN. Esta falta de induccién se correlacioné con la
disminucion de la neurodegeneracion y sefiala nuevamente a la IL-13 como una
de las principales citoquinas que puede mediar los efectos exacerbantes del LPS

en la SN en neurodegeneracion.
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De singular interés fue observar que el tratamiento con DXM e IBU mostraron
ser efectivos en la proteccion de la exacerbacion de los sintomas motores. Este
hecho es de gran relevancia en la clinica de la EP ya que los sintomas aparecen
cuando se han perdido entre un 50-70% de las neuronas de la SN (Lang and
Lozano, 1998; Deumens, Blokland et al., 2002). Tanto el uso de DXM como de
IBU demostraron ser agentes capaces de disminuir la exacerbacion de la
neurodegeneracion y en consecuencia mitigar la sintomatologia de la EP.

En conclusion, nuestros resultados muestran por primera vez que la
inflamacién es perjudicial para el progreso de la EP y que los mediadores
inflamatorios, como la IL-1pB, podrian inducir o exacerbar la toxicidad neuronal
convirtiéndose en un circulo vicioso de perpetuacion de la neurodegeneracion.
Ademads, identificamos tratamientos anti-inflamatorios efectivos para la

disminucion de la progresion de EP en nuestro modelo.
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II1.1 Objetivo 3
El objetivo especifico de este capitulo es estudiar si la inhibicion o la sobre-
expresion de IL-1B, puede modular la neurodegeneracion de la SN. Con este

objetivo nos proponemos dilucidar el rol de una de las citoquinas claves del

proceso inflamatorio sobre la via nigroestriatal.
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Dado que la rIL-1p fue la Unica citoquina que encontramos elevada en nuestro
modelo dentro de las citoquinas proinflamatorias estudiadas, quisimos evaluar
la participacion de la misma en la exacerbacion de la neurodegeneracion. Para
ello, decidimos abordar dos estrategias experimentales, inhibir la accion de la
IL-1pB a través de la expresion de IL-1ra y por otro lado, sobre-expresar la IL-1 en
la via nigroestriatal, con el fin de evaluar el rol de la misma en el proceso

neurodegenerativo.

II1.2 Bloqueo de la accion de la IL-1 a través de la inyeccion de IL-1ra
(antagonista natural de IL-1).

Para evaluar el rol funcional de la rIL-1B, se realizdé la inyeccion de 1.10°
particulas de un adenovector que expresa el receptor antagonista de IL-1 (AdIL-
1ra) en el fasciculo mesencefalico anterior (MFB), una estructura anterior a la
sustancia nigra y que se conecta con la misma, 3 dias antes de la inyeccion de la
neurotoxina en el cuerpo estriado. La elecciéon del MFB como via de inyeccion se
debid a la necesidad de no lesionar la SN con dos cirugias estereotaxicas (Figura
I11.1). Recordemos que la SN es una region altamente susceptible a cualquier
tipo de dafio (Lawson, Perry et al., 1990). Estudios previos del laboratorio
demostraron que este vector puede inhibir eficientemente la actividad de la IL-1
(Depino, Alonso et al., 2004).

Decidimos inyectar el AdIL-1ra 3 dias antes de la 60HDA porque segun
resultados previos del laboratorio, no observamos inflamacion debida a los
vectores virales luego de la semana de ser inoculados (Ferrari, Pott Godoy et al.,

2006). Este tratamiento resultaria en la expresion del antagonista de IL-1 en la
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SN vy el consiguiente bloqueo de la actividad bioldgica de IL-1 en la misma
region. De esta manera, la SN no presentaria inflamacion evidente al momento
de la llegada del estimulo pro-inflamatorio sub-téxico (LPS) pero si expresaria
IL-1ra.

Como control se inyectaron animales con la misma cantidad de particulas de un

adenovector control que expresa el gen de la beta-galactosidasa (Adpgal) (Figura
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Figura III.1: Protocolo de trabajo que muestra los dias de inyeccion estereotdxica de AdIL-1ra
o Adpgal en el MFB, 60HDA o vehiculo en el cuerpo estriado y LPS o vehiculo en la SN.

Los grupos experimentales se dividen en:

- Ratas inyectadas con AdIL-1ra en el MFB, con 60HDA en el estriado y con LPS (AdIL-
1ra/60HDA/LPS) o Salina (AdIL-1ra/60HDA/Veh) en la SN.

- Ratas inyectadas con AdPgal en el MFB, con 60HDA en el estriado y con LPS (Ad
Bgal/60OHDA/LPS) o Salina (Adpgal/60HDA/Veh) en la SN.

- Ratas inyectadas con AdIL-1ra en el MFB, con Vehiculo en el estriado y con LPS en la SN
(AdIL-1ra/Veh/LPS).

- Ratas inyectadas con Adpgal en el MFB, con Vehiculo en el estriado y con LPS en la SN.
(Adpgal/Veh/LPS)

Para estudiar la distribucion de los vectores adenovirales, se realizé la reaccion
enzimética de la B-galactosidasa utilizando un sustrato de la enzima (x-gal) que
da como resultado un color azul (ver Materiales y Métodos, seccion 8.2). Como

ambos vectores (AdIL-1ra y AdBgal) comparten la capside viral, se espera que
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tengan la misma distribucion y tropismo (Figura 111.2). Resultados previos de
inyecciones en esta zona (MFB) con el adenovector control demostraron que, la

eficiencia de transduccién alcanzé un 30-35% de las células TH+ en la SN.
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Figura IIL.2: Andlisis de la expresion del transgén de la § galactosidasa en la SN.
A.  Reaccion de x-gal en la SN de animales inyectados con Adpgal en el MFB, 60HDA en el
cuerpo estriado y LPS en la SN. Foto representativa de la reaccién de x-gal. Se observa en azul
el resultado de la reaccién de color. Contratincion: rojo neutro. Barra de escala: 500um.
B.  Vision aumentada de A que muestra en detalle el precipitado azul intenso en la SN.

II1.2.1 Efectos de la inhibicion de IL-1 sobre la exacerbacion de la
neurodegeneracion.
La IL-15 enddgena (rlL-15) estda implicada en la exacerbacion de la

neurodegeneracion mediada por la dosis sub-toxica de LPS inyectada.

Para evaluar si la inhibicion de la accidén de IL-1 disminuyé la exacerbacion de la
neurodegeneracion, se realizd6 el recuento de neuronas dopaminérgicas
evidenciadas como células TH+ en toda la SN de los distintos grupos

experimentales.
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Los animales tratados con 60HDA/LPS y AdIL-1ra evidenciaron un incremento
significativo en el recuento de células TH+ con respecto a los animales
correspondientes al mismo grupo pero inyectados con el adenovector control
(Adpgal/60HDA/LPS) (p<0.003, Figura I11.3). Estos resultados sefialan una
prevencion de la exacerbacion de la neurodegeneracién luego de inhibir la
accion de la IL-1. No se observaron cambios en el recuento de células TH+ en el
grupo 60HDA/Veh inyectado previamente con el AdIL-1ra o con el adenovector
control (Figura 111.3) como era de esperar debido a la falta de induccion de rlL-
1B en este grupo (Figura 1.10). Asi también, no se observaron diferencias en el
numero de células TH+ en el grupo Veh/LPS tratado con el AdIL-1ra o con el
Adpgal (Figura I11.3) ya que este grupo tampoco presentd induccion de riL-

1B en la SN (Figura 1.10).

Recuento de células TH+

100 =
— - Ad IL-1ra

[ Ad pgal

k&%

75" ==

50

25

% células TH+ ipsi vs contra

60HDA/LPS 60HDA/Veh  Veh/LPS

Figura II1.3: Recuento de neuronas TH positivas en la SN de los distintos grupos
experimentales.

Cuantificacion de las células TH positivas como porcentaje de células del hemisferio ipsilateral
versus el hemisferio contralateral a los 24 dias en cada uno de los tratamientos. Se realiz6 un
test de Student de diferencia de medias para muestras independientes ***p=0,003
comparando el grupo AdIL-1ra/60HDA/LPS y el grupo inyectado con el adenovector control
(Adpgal/60HDA/LPS). N=4 - 5 por grupo
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Estos resultados indican un rol funcional de la IL-1p en la exacerbacion de la
neurodegeneracion mediada por la dosis sub-toxica de LPS inyectada en la SN

en degeneracion.

II1.2.2 Efectos de la inhibiciéon de la IL-1 sobre la activacion de la
microglia en la SN.
La inhibicién de la IL-1 no produjo variaciones en la activacion de la microglia

evidenciado como células GSA+, ED-1+ o MHCII+ en la SN.

Se analizd la activacién de la microglia por la union a la lectina GSA y la
expresion de marcadores ED-1 y MHCII en la SN de los distintos grupos
experimentales.

La inhibicién de la IL-1 no mostro tener efectos sobre los estadios morfoldgicos
de la microglia. No se observaron diferencias en la morfologia de la microglia
(Figura 111.4 A) ni en la expresion de marcadores (Figura 111.4 E e 1) en la SN de
los animales tratados con AdIL-1ra/60HDA/LPS con respecto a los animales
inyectados con el adenovector control (Adpgal/60HDA/LPS) (Figura 111.4 B, F
y J). De la misma manera, no se evidenciaron cambios en el grupo tratado con
AdIL-1ra/Veh/LPS (Figura 111.4 C, G y K) en cuanto a la activacion de la
microglia y expresion de marcadores cuando se lo comparo con el grupo

inyectado con el adenovector control (Adpgal/Veh/LPS) (Figura ll1.4 D, HyL).
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Figura II1.4: Analisis de la activaciéon de la microglia luego de la inyeccion de AdIL-
ira o el adenovector control en el MFB en los distintos grupos experimentales.

A-D) Inmunofluorescencia contra TH (rojo) y GSA (verde) para observar los estadios de
activacion morfolégica de la microglia a los 24 dias en la SN. A-B) Se observan células GSA+
(estadios 2, 3 y principalmente 4) a lo largo de toda la SN en el grupo inyectado con
60HDA/LPS y AdIL-1ra o AdBgal (AdIL-1ra/60HDA/LPS y AdBgal/60HDA/LPS). Mientras
que se observan células GSA+ (estadios 2 y 3) en el grupo tratado con AdIL-1ra/Veh/LPS (C) y
con Adpgal/Veh/LPS (D). E-H) Inmunofluorescencia para ED-1 (verde) para visualizar la
microglia activada con caracteristicas macrofagicas. Se observan células ameboides ED-1+ a lo
largo de toda la SN en el grupo tratado con AdIL-1ra/60HDA/LPS (E) y AdBgal/60HDA/LPS
(F), mientras que los animales correspondientes a los grupos AdIL-1ra/Veh/LPS vy
Adpgal/Veh/LPS solo se observan células ameboides ED-1+ en el sitio de inyeccion (G-H). En
estos grupos también se observan células ED-1+ con prolongaciones que corresponderia a
estadios de activacién 2-3 (G-H).

I - L) Inmunofluorescencia para rlL-1p (verde) y MHCII (rojo). Los animales correspondientes
a los grupos AdIL-1ra/60HDA/LPS y Adpgal/60HDA/LPS presentaron células estadio 4
MHCII+ y expresién de rIL-1p a lo largo de toda la SN (1-J). Los animales tratados con AdIL-
lra/Veh/LPS y AdBgal/Veh/LPS presentaron células MHCII+ y expresion de rIL-1p en el sitio

de inyeccién (K-L). Barra de escala: 100pm.
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Ademas, se realizd el recuento de células MHCII positivas estadio 4 de
activacion en los distintos grupos experimentales con el fin de evaluar
diferencias en la expresion de este marcador.

No se observaron diferencias en el niamero de células MHCII+ estadio 4 en los
diferentes grupos estudiados (Figura I11.5).

Estos resultados sugieren que la expresion de rIL-1B es un evento que se

encuentra rio abajo de la activacion de la microglia.

Nuamero de células MHCII + (estadio 4)

150 =
E= Ad IL-1ra
E [ Ad Bgal
E 1004 L Il Sin tratamiento
=
E
2 504 =
o)
Q
0
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Figura IIl.5: Cuantificacion de las células MHCII positivas correspondientes al
estadio 4 de activacion a lo largo de la SN en los distintos grupos experimentales.
Se contaron las células MHCII+ (estadio 4) a lo largo de toda la SN a los 24 dias luego de los

distintos tratamientos. N=3-4 por grupo.
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II1.3 Sobre-expresion de la IL-1 en la via nigroestriatal.

Diferentes trabajos han estudiado el efecto de una Unica inyeccion de IL-1B en la
SN, encontrando que la inyeccidén aguda de esta citoquina no produce muerte
neuronal (Castafio, Herrera et al., 2002; Depino, Ferrari et al., 2005). Sin
embargo, resultados de nuestro laboratorio demostraron que la inyeccion en la
SN de un adenovector que expresa IL-1 humana durante tiempos prolongados
produce un aumento de la neurodegeneracion en esta misma regioén (Ferrari,
Pott Godoy et al.,, 2006). En dicho estudio la inyeccion del adenovector que
expresa IL-1 se realiz6 directamente en la SN, zona muy sensible a los estimulos
proinflamatorios por su alta densidad en microglia (Lawson, Perry et al., 1990).
Por lo tanto, no podemos descartar que la cirugia en la SN haya provocado un
efecto inflamatorio aditivo a la expresion de IL-1p en esta misma region.
Diversos estudios han demostrado que los adenovectores producen la expresion
retrograda de su transgén desde las terminales axénicas hacia el soma neuronal
(Ridoux, Robert et al.,, 1994; Peltekian, Garcia et al., 2002; Tsukamoto,
Yamamoto et al., 2003). Esta herramienta es de gran valor para expresar la IL-1
selectivamente en la SN sin afectar esta zona con cirugias y de esta manera,
poder evaluar el rol directo de esta citoquina en el proceso neurodegenerativo
de la SN.

Hipotetizamos que la inyeccion del adenovector que expresa IL-1 humana
(hIL-1B) en el estriado ventrolateral (region inervada principalmente por la SN)
resultaria en la expresion retrograda de IL-1 en la SN y de esta manera,

podriamos estudiar su efecto sobre las neuronas dopaminérgicas de la SN sin
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involucrar en este fendmeno a la accion mecanica producida por la cirugia en
esta region.

Para evaluar esta hipdtesis, ratas Wistar macho adultas fueron inyectadas con
5.107 particulas de AdIL-1 en la regién del cuerpo estriado inervado por las
neuronas de la SN (Figura 111.6). Como control se inyectaron animales con la
misma cantidad de particulas del adenovector control que expresa el gen de la

beta-galactosidasa (AdPgal) (Figura 111.6).

e
e
e

o

Inyeccion en
cuerpo estriado

. Ensayo del cilindro

Figura III.6: Protocolo de trabajo que muestra los dias de inyeccién estereotaxica de AdIL-1 o
Adpgal en el cuerpo estriado y los dias de perfusion de los animales. Asi también, se muestran
los dias de realizacion del ensayo del cilindro.

Los grupos experimentales se dividieron en:

- Ratas inyectadas con el AdIL-1 en el estriado y perfundidas a los 14, 21 6 28 dias post-
inyeccion.

- Ratas inyectadas con el Adpgal en el estriado y perfundidas a los 14, 21 6 28 dias post-

inyeccion.

Como mostramos anteriormente, se estudid la distribucion de los vectores
adenovirales con la reaccion enzimatica de la B-galactosidasa utilizando un
sustrato de la enzima (x-gal) que da como resultado un color azul (ver
Materiales y Métodos, seccion 8.2). Como ambos vectores (AdIL-1 y Adpgal)

comparten la capside viral, se espera que tengan la misma distribucion y
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tropismo. La expresion del transgén control fue observada 1.72mm a lo largo de

la SN (Figura I11.7).

Figura IIL.7: Analisis de la expresion del transgén
de la g galactosidasa en la SN.

Reaccién de x-gal en la SN de animales inyectados con
Adpgal en el cuerpo estriado. Foto representativa de la
reaccion de x-gal. Se observa en azul el resultado de la

reaccion de color. Contratincion: rojo neutro

Barra de escala: 500pum

Se evaluaron el porcentaje de neuronas dopaminérgicas remanentes, el

comportamiento motor y la inflamacion en cada grupo experimental.

II1.3.1 Efectos de la administracion de 5.107 particulas infectivas de
AdIL-1 en el cuerpo estriado sobre la expresion de IL-1p en la via
nigroestriatal.

La inyeccion de AdIL-1 en el cuerpo estriado indujo una expresién enddgena de

IL-14 (rIL-1/) tanto en el cuerpo estriado como en la SN.

Con el fin de detectar la presencia de IL-1p enddgena (rlL-1B) en la via
nigroestriatal, se realizd la deteccion de la misma con la técnica de ELISA. La
inyeccion del AdIL-1 en el cuerpo estriado produjo una expresion endogena de
IL-1B (rIL-1B) en el sistema nigroestriatal. La expresion de rlL-1p en el estriado
present6 un pico de expresion significativo a los 21 dias post-inyeccién (125 pg

riL-18/mg prot) que luego disminuyo a 68.49 pg rIL-13/mg prot a los 28 dias
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post-inyeccion (p<0.05 comparando AdIL-1 vs AdPgal el dia 21, Figura 111.8). El
perfil de expresion de rIL-1p fue similar en la SN, encontrdndose también un
pico de expresion significativo a los 21 dias (78.04 pg rIL-1p/mg prot) que
disminuy6 hacia el dia 28 post-inyeccion a 35.57 pg rlL-18/mg prot (p<0.05
comparando AdIL-1 vs Adpgal el dia 21, Figura 111.8).

Los animales inyectados con el adenovector control (Ad gal) evidenciaron una
expresion basal de rIL-1p tanto en el estriado como en la SN a los tiempos
estudiados (Figura 111.8).

En resumen, este tratamiento resulto en la expresion enddgena de rIL-1p en la

SN sin afectar la zona con ninguna cirugia esterotaxica.
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Figura II1.8: Analisis de la expresion de IL-1§ en la via nigroestriatal en lo distintos
grupos experimentales por ELISA.

A) Perfil de expresion de los niveles de rIL-13 en el cuerpo estriado a los 14, 21 y 28 dias
después de la inyeccion de AdIL-1 o su control (Adpgal) por ELISA. Se realiz6 un ANOVA de dos
factores (tratamiento — tiempo) resultando la interaccion doble no significativa (p>0.05). Se
encontro el factor tratamiento significativo (p<0.05). Se realizo el test Fisher DMS como test a
posteriori. *p<0.05 comparando AdIL-1 vs AdBgal 21 dias post-inyeccion. B) Perfil de expresion
de los niveles de IL-1Bp en la SN a los 14, 21 y 28 dias después de la inyeccion de AdIL-1 o su
control (Adpgal) por ELISA. Se realiz6 un ANOVA de dos factores (tratamiento — tiempo)
resultando la interaccién doble no significativa, encontrandose el factor tratamiento
significativo (p<0.05). Se realizé el test Fisher DMS como test a posteriori. *p<0.05

comparando AdIL-1 vs Adpgal 21 dias post-inyeccion. N= 5-6 por grupo.
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El analisis inmunohistoquimico confirm6 la presencia de células riL-
1B (IL-1P enddgena de rata) positivas ramificadas en la SN so6lo a los 21 dias
post-inyeccion del AdIL-1 en el cuerpo estriado (Figura I111.9 A). Ademas, se
observaron células hiL-1p (IL-18 humana — transgén del adenovector inyectado)
positivas en la SN a los 14 y 21 dias post-inyeccion del AdIL-1 indicando la

expresion del transgén en la SN (Figura I111.9 By C).

TH/rIL-1B TH/hIL-1B TH/ hIL-1$

A

Figura II1.9: Inmunofluorescencia contra células rIL-1p+ o hIL-1+ (verde) /
células dopaminérgicas (rojo) en la SN.

Se analizaron los cortes de la SN de los animales inyectados con AdIL-1 en el cuerpo estriado a
los 14 y 21 dias post-inyeccion. A. Se observan células ramificadas y numerosos procesos riL-1p
positivos en la SN a los 21 dias post-inyeccion. B-C) Se observan células hlL-18+ en la SN a los

14y 21 dias post-inyeccion. Barra de escala: 50um

II1.3.2 Efectos de la administracion de 5.107 particulas infectivas de
AdIL-1 en el cuerpo estriado sobre la neurodegeneracion en la SN.

La inyeccion de AdIL-1 en el cuerpo estriado caus6 neurodegeneracion de las
células dopaminérgicas en la SN a los 21 dias y se mantuvo hasta los 28 dias

post-inyeccion.
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La expresion de rIL-1B en la via nigroestriatal indujo una pérdida progresiva de
células dopaminérgicas TH+ en la SN en comparacién con los animales
inyectados con el adenovector control (Adpgal) (Figura 111.10).

No se detectaron diferencias significativas en el nimero de neuronas TH+ en los
animales tratados con AdIL-1 con respecto a los animales control a los 14 dias
post-inyeccién. Por el contrario, se observé una disminucién en el nUmero de
células TH+ en la SN de los animales tratados con AdIL-1 con respecto a los
animales inyectados con el adenovector control (Adpgal) a los 21 dias y a los 28
dias que alcanzé significancia estadistica (p<0.001 comparando AdIL-1 vs
Adpgal a los 21y 28 dias respectivamente, Figura 111.10).

En resumen, la expresion enddégena de rlL-1p fue capaz de inducir la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la SN. Este resultado
demuestra que la expresion crénica de rlL-1p per se es suficiente para producir

la neurodegeneracion de la SN.
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Recuento de Células TH+
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Figura III.10: Recuento de neuronas TH positivas en la SN de los distintos grupos
experimentales.

Cuantificacion de las células TH positivas como porcentaje de células del hemisferio ipsilateral
versus el hemisferio contralateral a los 14, 21 y 28 dias post inyeccion de AdIL-1 o Adpgal en el
cuerpo estriado. Se realizO6 ANOVA de dos factores (estriado - tiempo) obteniéndose la
interaccion doble significativa (p<0,01). La significacidn de las diferencias se analizé con el test
de Fisher DMS. ***p<0,001 diferencia significativa entre el grupo tratado con AdIL-1y el grupo
control (Adpgal) a los 21y 28 dias. N=3-5 por grupo

I11.3.3 Efectos de la administracion de 5.107 particulas infectivas de
AdIL-1 en el cuerpo estriado sobre el comportamiento motor.

La inyeccidén de AdIL-1 en el cuerpo estriado causé la deteccion de sintomas

motores en ese grupo experimental a los 21y 28 dias post-inyeccion.

Con el fin de evaluar el comportamiento motor y la integridad de la via
nigroestriatal, se realizdé el ensayo del cilindro (ver Materiales y meétodos,
seccion 7.2).

Como mencionamos en el capitulo I, este ensayo evalUa la asimetria en el uso de
los miembros delanteros que se pone de manifiesto en animales con
hemiparkinsonismo (Johnson, Schallert et al., 1999).

Se observd una dificultad para tocar las paredes del cilindro con la pata

contralateral a la lesion en los animales tratados con el AdIL-1 a los 21y 28 dias
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post-inyeccion que alcanzo significancia estadistica (p<0.01 comparando ambas
patas en el grupo inyectado con el AdIL-1 a los 21y 28 dias, Figura 111.11). No se
observaron diferencias significativas a los 14 dias post-inyeccion (Figura 111.11).
Los animales que fueron inyectados con el adenovector control (Adpgal) en el
cuerpo estriado no presentaron diferencias en el uso de los miembros delanteros
(Figura 111.11). En resumen, los animales tratados con AdIL-1 presentaron
asimetria en el uso de los miembros delanteros (Figura I11.11).

En conclusion, este ensayo nos permitio detectar las dificultades motoras de los
distintos grupos experimentales haciendo perceptible la degeneracién de las

neuronas dopaminérgicas de la SN en el grupo tratado con el AdIL-1.

Ensayo del Cilindro
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Figura IIl.11: Ensayo del cilindro realizado a los 14, 21 y 28 dias posteriores a la
inyeccion de AdIL-1 o su control (Adfgal) en el cuerpo estriado.

Se cuantificaron los toques realizados sobre las paredes del cilindro para cada una de las patas
de los animales correspondientes a los distintos grupos experimentales. Se realiz6 un ANOVA de
tres factores (estriado- tiempo —pata) y la interaccién triple resulté significativa (p<0.05). La
significacién de las diferencias se analiz6 con el test de Fisher MDS. **p<0,01 diferencia
significativa entre ambas patas del grupo inyectado con AdIL-1 a los 21 y 28 dias. N=6-9 por

grupo.
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I11.3.4 Efectos de la administracion de 5.107 particulas infectivas de
AdIL-1 en el cuerpo estriado sobre la inflamacion de 1a SN.

La inyeccion de AdIL-1 en el cuerpo estriado produjo un moderado infiltrado
inflamatorio y la observacion de estadios avanzados de activacion de la

microglia en la SN.

- Presencia de infiltrado inflamatorio.

Se analiz6 la presencia de infiltrado inflamatorio con la tincion de Nissl en
cortes histoldgicos correspondientes a cada grupo experimental.

Los animales inyectados con AdIL-1 presentaron infiltrado inflamatorio
localizado exclusivamente en la SN (Figura 111.12 A y B). Algunos animales
evidenciaron vasodilatacion y presencia de macrofagos en el area tegmental
ventral (VTA). Se observoé escaso infiltrado inflamatorio en la SN 14 dias post-
inyeccion del AdIL-1 mientras que a los 21 dias post-inyeccion se evidencié un
area de inflamacion mayor en la misma regién (Figura 111.12 C). El infiltrado
inflamatorio consistié principalmente en macrofagos pero también se
observaron algunos neutréfilos (Figura 111.12 E, F, G y H). El infiltrado se
observo tanto en el parénquima como en los vasos sanguineos (Figura 111.12 F,
G y H). Estos ultimos se encontraban dilatados y llenos de macrdéfagos
marginales y escasos neutrofilos (Figura 111.12 C, E, G y H). A los 28 dias post-
inyeccion, se observé un escaso infiltrado inflamatorio junto con una leve
vasodilatacion indicando un principio de resolucion de la inflamacion en la SN

(Figura 111.12 D).
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No se observo infiltrado inflamatorio en los animales tratados con el
adenovector control (Adpgal) a los tiempos estudiados (Figura I111.12 Ay B).
En resumen, la expresion enddégena de rIL-13 produjo el reclutamiento de

monocitos/macréfagos y de neutréfilos en la SN ipsilateral.

- 147 -



Maria Clara Pott Godoy — Capitulo 111

Figura IIL.12: Andlisis del infiltrado inflamatorio en la SN de los animales inyectados con el
AdIL-1 o con el adenovector control (Adfgal) a los 21 6 28 dias post-inyeccién, observado
con la tincion de Nissl y cortes semifinos

A-B) Animales inyectados con AdBgal en el cuerpo estriado a los 21 y 28 dias respectivamente. No se
observo infiltrado inflamatorio en estos grupos experimentales.

C y E) Animales inyectados con AdIL-1 en el cuerpo estriado a los 21 dias. Se observo infiltrado
inflamatorio en todas las secciones, constituido principalmente por monocitos/macréfagos (m) y por
algunos neutrdfilos (n). F, G y H) Corte semifino de la SN ipsilateral de un animal representativo del grupo
injectado con el AdIL-1 en el cuerpo estriado a los 21 dias. Se observa la presencia de un macréfago (m) en
el parénquima (F) y de numerosos macréfagos (m) y algunos neutroéfilos (n) en los vasos sanguineos (G-H).
D) Animales inyectados con AdIL-1 en el cuerpo estriado a los 28 dias. El infiltrado inflamatorio se

evidencia solo en algunas secciones. Barra de escala A-E: 500um. Barra de escala F-H: 50um.
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- Activacion de la microglia y de la astroglia.

Se analiz6 la activacion de la microglia y de la astroglia con la
inmunofluorescencia contra células MHCII+ y GFAP+. Los estadios
morfolégicos de activacion de la microglia se analizaron por la unién a la lectina
GSA1-B4 en la SN de cortes histoldgicos de cada grupo experimental.

Se observo activacion de la microglia en la SN desde el dia 14 hasta el dia 28
post-inyeccién del AdIL-1 en el cuerpo estriado. Se observaron principalmente
células GSA+ estadio 2 y 3 a los 14 dias. Sin embargo, a los 21 dias post-
inyeccidn se observaron células GSA+ estadio 4 en la SN alrededor de las células
TH+ (Figura 111.13 B). También se observaron células estadio 2 y 3 en la SN a
este tiempo (Figura I11.13 B). La activacion de la microglia disminuyoé a los 28
dias post-inyeccion ya que a este tiempo sélo se evidenciaron células GSA+
estadio 2 y 3 en la SN. No se evidenciaron células estadio 4 en esta region a los
28 dias (Figura 111.13 C).

Los animales inyectados con el adenovector control (AdBgal) evidenciaron una
escasa activacion de la microglia, solo se observaron células GSA+ estadio 2-3
en una o dos secciones de la SN, especialmente a los 14 y 21 dias post-inyeccion
(Figura l11.13 A).

La expresion de MHCII en la SN se evidencio a los 21 dias post-inyeccion de
AdIL-1 en el cuerpo estriado. La mayoria de las células MHCII+ pertenecian al
estadio 4, sin embargo, también se observaron células estadio 2-3 (Figura 111.13
E). La expresiéon de MHCII disminuyo a los 28 dias post-inyeccién donde sélo se

evidenciaron algunas células estadio 2-3 en la SN (Figura 111.13 F). Por el
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contrario, no se observaron células MHCII positivas en el grupo control
(Adpgal) a los tiempos estudiados (Figura 111.13 D).

También se analizé la activacion de la astroglia a los tiempos estudiados. A los
21 dias post-inyeccion de AdIL-1 en el cuerpo estriado se observaron células
GFAP+ principalmente en las SN pars reticulata aunque también se
evidenciaron escasas células GFAP+ en la SN pars compacta (Figura 111.13 H).
A los 28 dias post-inyeccion de AdIL-1 se observaron células GFAP+ casi
exclusivamente en la SN pars reticulata (Figura 111.13 I). Los animales tratados
con el adenovector control (AdBgal) evidenciaron escasas células GFAP+ en la
SN pars reticulata a los tiempos estudiados (Figura 111.13 G).

En conclusion, se observd una marcada activacion de la microglia (estadio 4
MHCII+) en la SN ipsilateral que coincidié temporalmente con el pico de
expresion de rIL-1B y con el inicio de la deteccidén de la neurodegeneracion y de

los sintomas motores en el grupo inyectado con AdIL-1 en el cuerpo estriado.
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Figura II1.13: Activacion de la microglia y astroglia en la SN luego de la inyeccion
de AdIL-1 o su control (Adpgal) en el cuerpo estriado.

Analisis de la SN ipsilateral a las inyecciones mediante inmunofluorescencia contra células
MHCII+ y GFAP+. Los estadios morfolégicos de activacion de la microglia se analizaron por la
union a la lectina GSA1-B4. A) Los animales inyectados con Adpgal no presentaron células
GSA+ en la SN a los 21 dias post-inyeccion. B) A los 21 dias post-inyeccion del AdIL-1 se
observaron células GSA+, principalmente estadio 4 en la SN (evidenciado por células TH+). C)
S6lo se observaron células GSA+ estadio 2-3 en la SN a los 28 dias post-inyeccion indicando una
disminucion de la activaciéon de la microglia a este tiempo. D-F) Analisis de la expresion de
MHCII (verde) en la SN identificada por las células TH+ (rojo). D) Los animales inyectados con
el AdBgal no presentaron células MHCII+ a los 21 dias post-inyeccion. E) Se observaron
numerosas células MHCII + en la SN de los animales inyectados con el AdIL-1 en el cuerpo
estriado a los 21 dias. Se observaron principalmente células estadio 4, aunque células estadio 2-
3 también se observaron en esta misma regién. F) La expresién de MHCII disminuy6 en la SN a
los 28 dias post-inyeccion. A este tiempo sélo se observaron células estadio 2-3. G-1) Activacion
de la astroglia en la SN. G) Se observaron células GFAP+ en la SN pars reticulata (pr) en los
animales inyectados con el adenovector control a los 21 dias post-inyeccion. H-1) Se
evidenciaron células GFAP+ en la SN pr tanto a los 21 dias como a los 28 dias post-inyeccién. A
los 21 dias post-inyeccién se observé una leve marca GFAP+ en la SN pars compacta (pc). Barra

de escala 100pum.
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II1.4 Tratamiento con Dexametasona (DXM).

El tratamiento con DXM consistio en la inyeccion de una dosis intraperitoneal
(ip) de 108M a todos los grupos experimentales (AdIL-1 y AdBgal) en forma
diaria y matinal a partir del dia de la inyeccion estereotaxica en el cuerpo

estriado (Figura 111.14).

e

4
o

Inyeccién en
cuerpo estriado

. Inyeccion matinal de Dexametasona
Ensayo del cilindro

Figura IIlL.14: Protocolo de trabajo que muestra los dias de inyeccion estereotaxica de AdIL-1
o Adpgal (control) en el cuerpo estriado. Asi también, se muestran los dias de administracién de
dexametasona en los diferentes grupos experimentales.

Los grupos experimentales se dividieron en:

- Ratas inyectadas con el AdIL-1 en el estriado, perfundidas a los 21 6 28 dias post-inyeccion y
que recibieron el tratamiento anti-inflamatorio.

- Ratas inyectadas con el Adpgal en el estriado, perfundidas a los 21 6 28 dias post-inyeccion y

que recibieron el tratamiento anti-inflamatorio.

II1.4.1 Efectos de la administracion de dexametasona sobre la
expresion de rIL-1f en la via nigroestriatal.
La expresion enddgena de IL-13 (rIL—/3) disminuy6 tanto en el cuerpo estriado

como en la SN a los 21y 28 dias luego de la administracion de DXM.

La inyeccion de DXM produjo una disminucién significativa de la expresion

enddgena de rIL-1B en el sistema nigroestriatal cuando se lo comparé con los
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animales no tratados. La expresion de riL-1p (IL-1p enddgena) en el estriado
disminuy6 de 125 pg rlL-1p/mg prot a 42.56 pg rlL-1b/mg prot a los 21 dias
post-tratamiento con DXM y de 68.49 pg riL-13/mg prot a 37.43 pg riL-13/mg
prot a los 28 dias post-tratamiento con DXM (p<0.001 y p<0.05 comparando el
grupo tratado con AdIL-1+DXM vs el grupo AdIL-1-DXM a los 21 dias y 28 dias
respectivamente, Figura 111.15 A). De manera similar, el contenido enddgeno de
riL-1B8 en la SN disminuy6 significativamente con el tratamiento con DXM de
78.04 6 35.57 pg rIL-1B/mg prot a niveles no detectables a los 21 6 28 dias
respectivamente (p<0.001 y p<0.05 comparando el grupo tratado con AdIL-
1+DXM vs el grupo AdIL-1-DXM a los 21 dias y 28 dias respectivamente, Figura
111.15 B).

Los animales inyectados con el adenovector control (AdBgal) mostraron niveles
no detectables de rIL-1p tanto en el cuerpo estriado como en la SN luego del
tratamiento con DXM (Figura I111.15 Ay B).

Por lo tanto, podemos concluir que el tratamiento con DXM produjo una
disminucion en el perfil de expresion de rIL-1p enddgena en el sistema

nigroestriatal.
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Figura IIl.15: Analisis de la expresion de la IL-1f en la via nigroestriatal en lo
distintos grupos experimentales por ELISA.
A) Perfil de expresiéon de los niveles de IL-1p en el cuerpo estriado a los 14, 21 y 28 dias

después de la inyeccion de AdIL-1 o su control (AdBgal) por ELISA. Se realiz6 un ANOVA de tres
factores (tratamiento — DXM - tiempo) resultando la interaccion triple no significativa y
encontrandose la interaccion doble (tratamiento — DXM) significativa (p<0,05). La significacién
de las diferencias se analiz6 con el test de Fisher DMS. ***p<0.001 comparando AdIL-1+DXM
vs AdIL-1-DXM a los 21 dias post-inyeccion en el cuerpo estriado; *p<0.05 comparando AdIL-
1+DXM vs AdIL-1-DXM a los 28 dias post-inyeccion. B) Perfil de expresion de los niveles de IL-
1B en la SN a los 21 y 28 dias después de la inyeccion de AdIL-1 o su control (Adpgal) por
ELISA. Se realiz6 un ANOVA de tres factores (tratamiento — DXM - tiempo) resultando la
interaccién triple no significativa, encontrandose la interaccién doble (tratamiento - DXM)
significativa (p<0,05). La significacién de las diferencias se analiz6 con el test de Fisher DMS.
***n<0.001 comparando AdIL-1+DXM vs AdIL-1-DXM a los 21 dias post-inyeccion en el cuerpo
estriado; *p<0.05 comparando AdIL-1+DXM vs AdIL-1-DXM a los 28 dias post-inyeccion. N=
5-6 por grupo. ND= no detectable
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II1.4.2 Efectos de la administracion de dexametasona sobre la
neurodegeneracion en la SN.

La administracién de DXM previno la neurodegeneracion provocada por la
inyeccion de una dosis de 5.107 particulas infectivas de AdIL-1 en el cuerpo

estriado.

Los animales inyectados con AdIL-1 en el cuerpo estriado y tratados con DXM
durante 21 6 28 dias evidenciaron un incremento significativo en el recuento de
células dopaminérgicas TH+ alcanzando los valores obtenidos en los animales
inyectados con el adenovector control (Adpgal) (p<0.001 comparando el grupo
AdIL-1+DXM vs el grupo AdIL-1-DXM a los 21y 28 dias, Figura 111.16). No se
observaron diferencias significativas en el recuento de células TH+ en los
animales inyectados con el Adpgal y tratados con DXM por 21 6 28 dias (Figura
111.16).

En conclusion, la administracion de DXM provocé una disminucion de la
expresion endogena de rIL-18 que se correlaciona con un aumento en el

recuento de células TH+ en la SN.
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Figura II1.16: Recuento de neuronas TH positivas en la SN luego del tratamiento
con DXM en cada uno de los grupos experimentales.

Cuantificacion de las células TH positivas como porcentaje de células del hemisferio ipsilateral
versus el hemisferio contralateral a los 21 y 28 dias en cada uno de los tratamientos. Se realizd
un ANOVA de tres factores (tratamiento — tiempo - DXM) obteniéndose la interaccién doble
(tratamiento — DXM) significativa (p<0,01). La significacién de las diferencias se analizé con el
test de Fisher DMS. ***p<0,001 diferencia significativa entre AdIL-1+DXM vs AdIL-1-DXM en

cada tiempo estudiado. N=3-5 por grupo

II1.4.3 Efectos de la administracion de dexametasona sobre el
comportamiento motor.

La administracion de DXM disminuy0 los sintomas motores observados luego
de la inyeccion de 5.107 particulas infectivas de AdIL-1 en el cuerpo estriado a

los 21y 28 dias.

Dado que el ensayo del cilindro resulté adecuado para detectar diferencias en
los animales correspondientes a los distintos grupos experimentales, decidimos
evaluar los sintomas motores luego del tratamiento con DXM con el mismo
ensayo comportamental.

Se observo un incremento significativo en el numero de toques realizados con la

pata contralateral a la lesién en los animales pertenecientes al grupo AdIL-
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1+DXM alcanzando los valores obtenidos por los animales correspondientes al
grupo control (AdBgal) (p<0.01 comparando ambas patas del grupo tratado con
el AdIL-1 tanto a los 21 como a los 28 dias, Figura 111.17). Los animales
inyectados con el adenovector control (Adpgal) no mostraron cambios
significativos en el numero de pasos de ajuste después del tratamiento con DXM
alos 21 6 28 dias post-inyeccion (Figura 111.17).

Estos resultados evidenciaron que el tratamiento con DXM es capaz de prevenir
los sintomas motores producidos por la inyeccion del AdIL-1 en el cuerpo
estriado. Este resultado era esperable debido a la disminucion de la expresion
de rIL-1B en la via nigroestriatal y al aumento del numero de células

dopaminérgicas observado en la SN luego del tratamiento con DXM.

Ensayo del cilindro
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Figura IIl.17: Ensayo del cilindro realizado a los 21 y 28 dias posteriores a la
inyeccion de AdIL-1 o su control (Adpgal) en el cuerpo estriado.

Se cuantificaron los toques realizados sobre las paredes del cilindro con cada una de las patas de
los animales correspondientes a los distintos tratamientos luego del tratamiento con DXM. Se
realizd un ANOVA de tres factores (tratamiento - tiempo — DXM) resultando la interaccion
doble (tratamiento — DXM) significativa (p<0.05). La significacién de las diferencias se analizé
con el test de Fisher DMS. **p<0,01 diferencia significativa entre AdIL-1+DXM y AdIL-1-DXM
alos 21y 28 dias post-inyeccion. N=5-9 por grupo
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I11.4.4 Efectos de la administracion de dexametasona sobre la
activacion de la microglia.

La administracion de DXM disminuyo la activacion de la microglia en la SN
de los animales inyectados con 5.107 particulas infectivas de AdIL-1 en el

cuerpo estriado.

Se analizaron los estadios morfoldgicos de activacion de la microglia por la
union a la lectina GSA1-B4 y la expresion de marcadores de superficie con la
inmunofluorescencia para detectar células MHCII+ en cortes histolégicos de los
animales correspondientes a cada grupo experimental.

El tratamiento con DXM redujo notoriamente la activacion de la microglia a los
21 dias post-inyeccion del AdIL-1 en el cuerpo estriado. S6lo se observaron
células GSA+ estadio 2-3 en la SN, no pudiendo detectarse células GSA+ estadio
4 a este tiempo (Figura 111.18 B). A los 28 dias post-inyeccion no se observé
activacion morfoldgica de la microglia y solo se visualizaron células GSA+
estadio 1 (“en reposo”) (Figura 111.18 C).

En cuanto a la expresiéon de MHCII en superficie luego del tratamiento con
DXM, se evidenciaron células ramificadas MHCII+ correspondientes a los
estadios 1 y 2 a los 21 dias post-inyeccién de AdIL-1 en el cuerpo estriado
(Figura 111.18 E). No fue posible detectar la expresion de células MHCII+ a los
28 dias post-inyeccion del AdIL-1 en el cuerpo estriado (Figura 111.18 F).

Los animales inyectados con el adenovector control (AdfBgal) y tratados con
DXM no evidenciaron cambios en los estadios morfologicos de activacion ni en

la expresién de MHCII en superficie (Figura 111.18 Ay D).
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En conclusion, la ausencia de células microgliales estadio 4 MHCII+ junto con
la disminucion de la neurodegeneracién observada y la reduccion de los
sintomas motores observados, indicaria un rol funcional de este fenotipo
microglial (estadio 4 MHCII+) en la neurodegeneracibn mediada por la

produccion enddgena de riL-1p observada en este modelo.
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TH/GSA TH/MHCI

Ad pgal 21d + DXM

Ad IL-1 21d + DXM

Ad IL-1 28d + DXM

Figura II1.18: Activaciéon de la microglia en la SN luego del tratamiento con DXM en los
distintos grupos experimentales.

Andlisis de la SN ipsilateral a los 21 y 28 dias posteriores a las inyecciones mediante inmunofluorescencia
contra células MHCII1+. Los estadios morfoldgicos de activacion de la microglia se analizaron por la unién
a la lectina GSA1-B4. A) Los animales inyectados con Ad pgal no evidenciaron células GSA+ a los 21 dias
post-inyeccion. B) A los 21 dias post-inyeccion del AdIL-1 se observaron células GSA+ correspondientes a
los estadio 2 y 3 de activacion morfologica en la SN (evidenciado por células TH+). C) Sélo se observaron
células GSA+ estadio 1 en la SN a los 28 dias post-inyeccion del AdIL-1 en el cuerpo estriado. D-F) Analisis
de la expresion de MHCII (verde) en la SN identificada por las células TH+ (rojo). D) Los animales
inyectados con el AdBgal no presentaron células MHCII+ a los 21 dias post-inyeccion. E) Se observaron
escasas células ramificadas MHCII+ en la SN de los animales inyectados con el AdIL-1 en el cuerpo
estriado a los 21 dias. S6lo se observaron células estadio 1-2 en la SN en este tiempo. F) No se observaron

células MHCII+ alos 28 dias post-inyeccion del AdIL-1 en el cuerpo estriado. Barra de escala 100pum.
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II1.5 Efectos de la administracion de un estimulo pro-inflamatorio
periférico sobre la neurodegeneracion mediada por la inyecciéon de

AdIL-1 en el cuerpo estriado.

Como mencionamos en la introduccién, las citoquinas circulantes y los
mediadores inflamatorios que se producen en la periferia pueden impactar en el
cerebro por diferentes rutas, pueden actuar directamente en el cerebro a traves
de los 6rganos circunventriculares (Blatteis, 1992), inducir la sintesis de
citoquinas en el cerebro (Besedovsky and del Rey, 1996; Pitossi, del Rey et al.,
1997) o actuar sobre el sistemma nervioso autonomo a través del nervio vago
(Tracey, 2002 ). Existe evidencia que sugiere que la inflamacion periférica
contribuye a la progresion de las enfermedades neurodegenerativas como en la
enfermedad de prion. El grupo de Perry demostro recientemente, en un modelo
de prion, que un estimulo proinflamatorio central o periférico, aumenta la
sintesis de IL-1p en el cerebro y exacerba la neurodegeneracion en este modelo
(Cunningham, Wilcockson et al., 2005).

Por otro lado, la poblacion con EP sufre infecciones a repeticion y finalmente
una alta proporcién de ellos fallecen como causa de infecciones del tracto
urinario y de las vias respiratorias (Beyer, Herlofson et al., 2001).

Debido a estos antecedentes, resulta de gran interés evaluar si la inflamacion
periférica podria contribuir a la progresion de la neurodegeneracion en este
modelo inflamatorio de EP.

Para evaluar esta hipdtesis, se procedié a la inyeccién endovenosa (iv) de

3,96.109° particulas infectivas del AdIL-1 en una de las venas laterales de la cola
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de ratas Wistar macho adultas (Figura 111.20). Estudios previos del laboratorio
demostraron que esta dosis produce efectos en la periferia evidenciado como un
aumento significativo del recuento leucocitario a los 5 dias post-inyeccion

endovenosa del AdIL-1 (p<0.05) (Figura 111.19).
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Figura IIL.19: Recuento leucocitario de sangre periférica a los 3, 5 6 10 dias luego
de la inyeccion intravenosa del AdIL-1 o del adenovector control (AdBgal).

Se observé un aumento significativo en el nimero de leucocitos en sangre periférica en los
animales tratados con AdIL-1 iv con respecto a los animales inyectados con Adpgal a los 5 dias
post-inyeccion. Se realiz6 un ANOVA de dos factores y la significacion de las diferencias se
analizé con el test de Fisher DMS. *p<0.05 comparando los animales inyectados con AdIL-1 con
los animales tratados con Adfgal a los 5 dias post-inyeccion iv. Datos no publicados aportados

por Rodolfo Tarelli.

Por lo tanto, se decidio realizar la inyeccion endovenosa el dia 16 post-cirugia
estereotdxica para alcanzar el maximo de expresion el dia 21, dia donde se

observoé la mayor neurodegeneracion en este modelo de EP (Figura 111.20).
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Figura II1.20: Protocolo de trabajo que muestra el dia de inyeccién estereotaxica de AdIL-1 en
el cuerpo estriado y el dia de inyeccién endovenosa (iv) del AdIL-1 o del adenovector control (Ad

Bgal).
Los grupos experimentales se dividieron en:

- Ratas inyectadas con AdIL-1 en el estriado y con AdIL-1 iv (AdIL-1/AdIL-1 iv).
- Ratas inyectadas con AdIL-1 en el estriado y con Ad Bgal iv (AdIL-1/AdBgal iv).

II1.5.1 Efectos de la inyeccion periférica de AdIL-1 sobre la
neurodegeneracion en la SN.

La inyeccidén endovenosa del AdIL-1 en los animales inyectados previamente
con el AdIL-1 en el cuerpo estriado causé la exacerbacion de la

neurodegeneracion de las células dopaminérgicas en la SN.

Con el fin de evaluar el grado de neurodegeneraciébn en estos grupos
experimentales, se realizo el recuento de células dopaminérgicas TH+ en la SN.

Se observd una disminucion en el numero de células TH+ en la SN de los
animales tratados con AdIL-1/AdIL-1 iv en comparacion con los animales
inyectados periféricamente con el adenovector control (AdIL-1/AdpBgal iv) que
alcanzé significancia estadistica (P<0.001 comparando AdIL-1/AdIL-1 iv vs

AdIL-1/Adpgal iv, Figura 111.21).
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Estos resultados muestran que, el estimulo pro-inflamatorio periférico fue capaz
de impactar en la SN en degeneracion produciendo la exacerbacién de la

neurodegeneracion.

Recuento de Células TH+

o o
LJ

*kk

o
L

o
L

N W A OO N
T Ty

o
L

% células TH+ ipsi vs contra

=
o
L

o
L

AdIL-1B/AAIL-1B iv  AdIL-1B/AdBgal iv

Figura IIl.21: Recuento de neuronas TH positivas en la SN de los animales
correspondientes a los distintos grupos experimentales.

Cuantificacion de las células TH positivas como porcentaje de células del hemisferio ipsilateral
versus el hemisferio contralateral a los 28 dias luego de cada uno de los tratamientos. La
significacién de las diferencias se analizd con el test de Student de diferencia de medias para
muestras independientes. ***p<0.001 comparando AdIL-1/AdIL-1 iv vs AdIL-1/Adpgal iv. N=
6-8 por grupo

II1.5.2 Efectos de la inflamacion periférica sobre la inflamacion de la
SN.

La inyeccion endovenosa del AdIL-1 en animales inyectados previamente con
el AdIL-1 en el cuerpo estriado produjo un importante infiltrado inflamatorio y

la observacion de células pertenecientes al estadio 4 de activacion morfolégica

de la microglia a lo largo de toda la SN.

- Presencia de infiltrado inflamatorio.

Se analizé la presencia de infiltrado inflamatorio con la tincion de Nissl en

cortes histoldgicos correspondientes a cada grupo experimental.
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El estimulo pro-inflamatorio periférico inyectado aumentd notoriamente la
inflamacién en la SN a los 28 dias post-inyeccion central del AdIL-1. Esta
respuesta inflamatoria fue mucho mayor que la observada en la SN al mismo
tiempo pero sin el estimulo periférico (ver Figura 111.12 D). Los animales
inyectados con AdIL-1/AdIL-1 iv presentaron un infiltrado inflamatorio
compuesto por algunos linfocitos pero principalmente por macréfagos
distribuidos a lo largo de toda la SN (Figura 111.22 B y C). En este grupo también
se hizo evidente la presencia de cuerpos apoptéticos y vasodilatacion en la SN
(Figura 111.22 B y C). Los animales inyectados periféricamente con el Adpgal
presentaron una respuesta inflamatoria similar a los animales inyectados s6lo
centralmente con el AdIL-1 al mismo tiempo (28 dias) (Figura 111.22 A). El
infiltrado inflamatorio en este grupo experimental se encontrd restringido a una
o dos secciones de la SN y estaba compuesto por macréfagos y neutréfilos.

En resumen, el estimulo pro-inflamatorio periférico inyectado produjo la
exacerbacion de la inflamacion central en la SN con un proceso de

nuerodegeneracion evidente.
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Figura IIl.22: Andlisis del infiltrado inflamatorio en la SN de los animales
inyectados con el AdIL-1 en el cuerpo estriado y con el AdIL-1 o su control (Adpgal)
en la vena de la cola.

A) Animales inyectados con AdIL-1 / Adpgal iv a los 28 dias. Se observéd un infiltrado
inflamatorio sélo en algunas secciones de la SN. B-C) Animales inyectados con AdIL-1 / AdIL-1
iv a los 28 dias. El infiltrado inflamatorio se observd en toda la SN y estuvo compuesto
principalmente por macréfagos (m). También se observd vasodilatacion y cuerpos apoptoticos

en este grupo experimental. Barra de escala (A-B): 500um. Barra de escala C: 50um

- Activacion de la microglia.

Se analizaron los estadios morfoldgicos y la activacion de la microglia con la
inmunofluorescencia contra MHCII y por la unién a la lectina GSA1-B4 en la SN
de cortes histoldgicos de cada grupo experimental.

El estimulo pro-inflamatorio inyectado aumentd notoriamente la activacion de
la microglia a los 28 dias post-inyeccion del AdIL-1 en el cuerpo estriado. Se

observaron numerosas células GSA+ en los animales inyectados con AdIL-
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1/AdIL-1 iv. La mayoria de estas células pertenecian al estadio 4 de activacion
morfoldgica aunque también se observaron células correspondientes al estadio
2y 3 en la SN y alrededor de esta region (Figura 111.23 B). Los animales
inyectados con el adenovector control periféricamente (AdIL-1/AdpBgal iv)
también presentaron activaciéon de la microglia en la SN, aunque en menor
proporcion. Si bien se observaron algunas células estadio 4, la mayoria de las
secciones evidenciaron células correspondientes a los estadios 2 y 3 (Figura
111.23 A).

En cuanto a la expresion del receptor de superficie MHCII, los animales
correspondientes al grupo AdIL-1/AdIL-1 iv, evidenciaron principalmente
células estadio 4 MHCII+ (Figura 111.23 D). Aungque en menor proporcion,
también se observaron células MHCII+ estadio 2-3 alrededor de la SN (Figura
111.23 D). Los animales inyectados con AdIL-1/Adpgal iv evidenciaron escasas

células ramificadas MHCI1+ en la SN (Figura 111.23 C).
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Figura II1.23: Activacion de la microglia en la SN luego de la inyeccion periférica
del AdIL-1 o su control.

Analisis de la SN ipsilateral a los 28 dias luego de cada uno de los tratamientos mediante
inmunofluorescencia contra células MHCII+. Los estadios morfoldgicos de activacion de la
microglia se analizaron por la union a la lectina GSA1-B4. A) Los animales inyectados con el Ad
Bgal como estimulo periférico evidenciaron células GSA+ (verde) estadios 2-3 principalmente.
Se observaron también algunas células estadio 4. B) Los animales inyectados periféricamente
con el AdIL-1 experimentaron un aumento de la activacién de la microglia evidenciado como
células GSA+ estadio 4 principalmente. C) Los animales correspondientes al grupo AdIL-1/Ad
Bgal iv, presentaron escasas células MHCII+ en la SN. D) Los animales inyectados con AdIL-
1/AdIL-1 iv evidenciaron una fuerte expresion de células MHCII+, la mayoria de estas células
correspondieron al estadio 4 de activacién, mientras que células pertenecientes a los estadios 2-

3 también fueron observadas alrededor de la SN. Barra de escala 100um.
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Finalmente se realizo la medicion del volumen MHCII+ en los distintos grupos
experimentales con el fin de observar diferencias en la expresion de este
marcador.

Se encontré un aumento significativo del volumen MHCII+ en los animales
inyectados periféricamente con el AdIL-1 con respecto a aquellos inyectados con
el AdBgal iv (p<0.01 comparando AdIL-1/AdIL-1 iv vs AdIL-1/Adpgal iv, Figura

11.24).
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Figura IIl.24: Cuantificacion de las células MHCII positivas a lo largo de la SN en

los distintos grupos experimentales.

Se midid el volumen ocupado por las células MHCII+ a lo largo de toda la SN a los 28 dias
después de cada uno de los tratamientos. La significacién de las diferencias se analizé con el test
de Student de diferencia de medias para muestras independientes. **p<0.01 comparando AdIL-
1/AdIL-1iv vs AdIL-1/Ad Bgal iv. N= 6 por grupo

En conclusidn, el estimulo pro-inflamatorio inyectado periféricamente fue capaz
de exacerbar la activacion de la microglia produciendo la adquisicion del
fenotipo de activacién avanzado (estadio 4 MHCII+). La presencia de este

fenotipo coincidié con la exacerbacidon de la neurodegeneracién observada en

esto grupo experimental (AdIL-1/AdIL-1 iv), indicando un posible rol funcional
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toxico de este tipo de activacion de la microglia en la progresion de la

neurodegeneracion de la SN.
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II1.6 Conclusion

En este capitulo demostramos por dos estrategias distintas (la inhibicion y la
sobre-expresion) que la presencia de la IL-1 en la via nigroestriatal esta
mediando los efectos sobre la neurodegeneracion de la SN.

En la primera parte de este capitulo, evaluamos el rol de esta citoquina en el
modelo de EP que consiste en la inyeccion de una neurotoxina (60HDA) en el
cuerpo estriado y de LPS en la SN 12 dias méas tarde. En este modelo
observamos que la IL-1p fue la dnica citoquina sobre-expresada, entre las
principales citoquinas proinflamatorias estudiadas (Cap. 1) y que el tratamiento
con drogas anti-inflamatorias produjo la disminucién de su expresiéon (Cap. I1).
En este capitulo demostramos que al bloquear la actividad biologica de la IL-1p
mediante la expresion de IL-1ra en la SN (inyeccion de AdIL-1ra en el MFB),
obtuvimos un mayor recuento de neuronas dopaminérgicas en la SN. Como
mencionamos anteriormente, la accion de la IL-1p puede ser inhibida por el
receptor antagonista de IL-1, IL-1ra, que bloquea la unién de IL-la y B al
receptor tipo I, previniendo de esta manera la via de sefalizacion intracelular
(Dinarello, 1996). Estos resultados proveen una fuerte evidencia de la
participacion de la IL-13 sobre la neurodegeneracion de las neuronas
dopaminérgicas ya que la inhibicibn de su accién produjo un efecto
neuroprotector de dichas células en la SN. Por otro lado, la inhibicion de la IL-1
no tuvo efectos sobre la activacién de la microglia, sugiriendo de esta manera
qgue la produccion de IL-1 en la SN es un evento que ocurre rio abajo de la

activacion de la microglia.
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Claramente, el uso de esta estrategia nos permitio demostrar que la produccion
aumentada de IL-1 es la resultante de la combinacion de los efectos de la
60HDA y del LPS y que tiene un efecto perjudicial para las neuronas de la SN.
Por otro lado, en la segunda parte de este capitulo realizamos el estudio de la
sobre-expresion de la IL-1p, citoquina que encontramos responsable de mediar
los efectos exacerbantes del LPS en el modelo anterior de EP. Demostramos que
la expresion cronica de IL-1B en la SN es capaz de inducir la neurodegeneracion
de las células dopaminérgicas y producir los sintomas motores y la activacion de
la microglia a estadios avanzados en la SN ipsilateral a la inyeccion del AdIL-1
intraestriatal. Ademas demostramos que el tratamiento con DXM fue efectivo
en la proteccion de la neurodegeneracion mediada por la IL-1f3. Por altimo y de
gran interés, fue observar que la inflamacion periférica fue capaz de exacerbar la
neurodegeneracion y la activacion de la microglia de la SN en degeneracion.

Este nuevo modelo nos permitié estudiar los efectos directos de la sobre-
expresion de una Unica citoquina sin afectar la SN con ningun tipo de cirugia
estereotéxica en la zona.

Asi también, analizamos el perfil de induccion de la rIL-13 tanto en el cuerpo
estriado como en la SN, observando que el pico de induccion de rIL-1f coincidio
con los picos de neurodegeneraciéon, de deteccion de sintomas motores y de
maxima activacion de la microglia.

La expresion créonica de rIL-1B en la SN indujo una fuerte activacion de la
microglia que se evidencioé una semana antes de que la neurodegeneracion fuera
estadisticamente significativa. EIl analisis de los estadios morfoldgicos de la

microglia y la expresion de MHCII en superficie en este modelo sugieren que la
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expresion cronica de rlL-1p produjo la adquisicion de un fenotipo avanzado de
activacién en estas células. Como mencionamos anteriormente, el pico de
neurodegeneracion observado en este modelo coincide con la presencia de este
fenotipo por parte de la microglia (estadio 4 MHCII+). Una vez mas,
observamos una correlacion positiva entre la mayor neurodegeneracion y el
aumento de la expresion de MHCII, indicando una asociacion de estos dos
fendmenos (ver cap 1y I1).

Asi también, observamos que los efectos de la IL-1p pueden ser inhibidos por la
terapia con drogas anti-inflamatorias, en este caso, la dexametasona.
Observamos que este anti-inflamatorio fue capaz de reducir la induccion de la
riL-18 en la via nigroestriatal, disminuir la neurodegeneracion, mitigar los
sintomas motores y modular la adquisicion del fenotipo avanzado de activacion
de la microglia (estadio 4 MHCII1+).

De gran relevancia fue demostrar que las inflamaciones periféricas son capaces
de impactar en la SN en degeneracion exacerbando la neurodegeneracion
observada en la misma. El estimulo pro-inflamatorio periférico también produjo
la exacerbacion de la activacion microglial evidenciada como células estadio 4
MHCII+ a lo largo de toda la SN. En conclusién, el estimulo inflamatorio
periférico fue capaz de agravar la progresion de la enfermedad, aumentando el

impacto clinico de los resultados obtenidos en este capitulo.
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En esta tesis, hemos demostrado por primera vez que un leve estimulo pro-
inflamatorio (dosis sub-téxica de LPS) inyectado en la SN en degeneracién es
capaz de exacerbar el dafio neuronal, producir la activacion de la microglia a
estadios avanzados, inducir la expresion de IL-1 y causar la deteccion mas
temprana y la exacerbacién de los sintomas motores. Ademas demostramos que
los agentes anti-inflamatorios usados, la dexametasona y el ibuprofeno, son
capaces de prevenir los efectos exacerbantes del LPS. También demostramos
que la principal molécula mediadora de estos efectos exacerbantes es la IL-1p.
Por otro lado, presentamos evidencia que la expresion de la rIL-1p (IL-1B
endogena) en la via nigroestriatal fue capaz de inducir la neurodegeneraciéon en
la SN intacta reforzando el rol neurotdxico de esta citoquina. Asi también,
demostramos que los efectos directos de la IL-1p pueden ser inhibidos con el
uso de anti-inflamatorios (DXM Cap. Il1). Finalmente, comprobamos que la
inflamacién periférica es capaz de exacerbar la neurodegeneracion y la
activacién de la microglia en la SN del modelo inflamatorio de EP generado
(inyeccién de AdIL-1 en el cuerpo estriado — Cap. I11) aumentando el impacto

clinico de los resultados obtenidos en esta tesis.

Rol de la inflamacion en la exacerbacion de la neurodegeneracion y
de los sintomas motores en la EP.

Si bien no se conoce la etiologia de la forma esporadica no hereditaria de la EP,
existen diversas teorias que tratan de explicar este fendmeno. Infecciones
producidas por el virus de la influenza, el Helicobacter pylori, el HIV y hasta la

candidiasis junto con la inflamacion producida por estos agentes, han sido
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propuestas como contribuyentes de la etiologia de la EP aunque todavia no ha
podido ser demostrado (Whitton, 2007). En este sentido, ha sido muy discutida
la correlacion encontrada entre la pandemia de influenza de 1918 y el aumento
de parkinsonismos en esa época (Isgreen, Chutorian et al., 1976; Marttila and
Rinne, 1976; Ravenholt and Foege, 1982; Takahashi and Yamada, 1999). Sin
embargo, no fue posible encontrar rastros del virus (RNA) en el cerebro de
pacientes de esa época (Jellinger, 2001).

Otra teoria hace mencion a la elevada susceptibilidad de las neuronas
dopaminérgicas de la SN a los estimulos inflamatorios. Diversos estudios han
analizado los efectos del LPS sobre la SN, encontrando que el LPS seria un
efector de la neurodegeneracion de las células dopaminérgicas (Castafo,
Herrera et al., 1998; Herrera, Castaio et al., 2000; Kim, Mohney et al., 2000).
Asimismo, y de gran interés fue la descripcion de que las neuronas
correspondientes a distintas regiones del SNC no son igualmente susceptibles a
la degeneracién mediada por la inflamacion. Dosis similares de LPS fueron
inyectadas en la SN y en otras regiones del cerebro como el hipocampo y la
corteza, evidenciandose que la SN era la region mas sensible a la muerte celular
mientras que las otras dos zonas no presentaron signos de neurotoxicidad (Kim,
Mohney et al., 2000). Esto nos estaria hablando de una susceptibilidad especial
de la SN a la exposicion a diferentes agentes infecciosos o toxicos con
caracteristicas inflamatorias. La susceptibilidad region-especifica podria ser
atribuida a la abundancia de la microglia en la SN en comparacion con otras
regiones (Lawson, Perry et al., 1990). Este concepto podria ser relevante en la

clinica de la EP considerando que la llegada de un estimulo pro-inflamatorio al
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cerebro podria iniciar una cascada de eventos que lleven a la exacerbacion de la
neurodegeneracion existente con el consiguiente agravamiento de los sintomas.
Nuestros resultados demuestran que una dosis sub-toxica de LPS es capaz de
exacerbar la neurodegeneracion en la SN y producir la deteccion mas temprana
y exacerbacion de los sintomas motores en nuestro modelo de EP. Resultados
similares sobre el dafio neuronal y la activacion de la microglia se observaron en
los animales que recibieron el estimulo pro-inflamatorio periférico (segundo
modelo de EP presentado en esta tesis — Cap. Il1). Estos resultados sugieren
fuertemente que, la inflamacion central o periférica podria ser considerada
como un factor de riesgo para la exacerbacion de la EP.

Segun nuestros resultados, la inflamacion puede acelerar la aparicion o
deteccion de los sintomas de la EP, explicando de alguna manera la discrepancia
encontrada entre la ausencia del RNA viral en el cerebro y el aumento de
parkinsonismos durante la pandemia de 1918. Es posible argumentar que la
infeccion con el virus de la influenza haya exacerbado la neurodegeneracién
existente en la SN de pacientes asintomaticos, convirtiéndolos en sintomaticos y
de esta manera, clinicamente definidos como pacientes con EP. Los sintomas de
la EP permanecen ocultos hasta que al menos ha desaparecido entre un 50 y un
70% de las neuronas dopamineérgicas de la SN (Lang and Lozano, 1998;
Deumens, Blokland et al., 2002) debido a mecanismos compensatorios. Estos
mecanismos compensatorios posibilitarian que la EP fuera sub-diagnosticada
en la poblacion general debido a la falta de sintomas motores. Sin embargo, si
una pandemia como la de la influenza de 1918, produce una infeccidbn masiva de

la poblacién, puede exacerbar la neurodegeneracion en curso y producir la
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detecciéon de los sintomas motores en un numero elevado de personas,

explicando la alta incidencia de parkinsonismos durante este periodo.

Mecanismo de exacerbacion de la EP mediado por la inflamacion.
Anteriormente en el laboratorio, se demostrd la presencia de una activacion
“atipica” de la microglia durante la neurodegeneracion de la SN en el modelo de
60HDA (Depino, Earl et al., 2003). Este tipo de activacién incluye transcripcion
pero no traduccidn de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1 ademas de la
activacion de la microglia a estadios 2-3. Estas observaciones correlacionan con
la biologia del modelo de neurodegeneracion cronica utilizado. Se ha propuesto
que la muerte neuronal en la SN luego de la inyeccion de 60HDA es por
apoptosis (He et al., 2000), la cual por definiciéon no causa inflamacion. Ademas
se ha demostrado que los macréfagos activados de la periferia no expresan
citoquinas pro-inflamatorias durante la fagocitosis de una célula apoptética
(Fadok et al., 1998).

De acuerdo con nuestras observaciones sobre la activacion de la microglia y la
produccion de IL-1B, la dosis sub-toxica de LPS inyectada en la SN en
neurodegeneracion fue capaz de producir el cambio de fenotipo en estas células,
de un estado cebado o “primed” a un fenotipo de activaciéon avanzado. Este
fenotipo estaria definido por la presencia de células pertenecientes al estadio 4
de activacion, que expresan en su superficie el marcador MHCII y por la
induccion de IL-1B en la SN. Recordemos que, las células en estado “cebado”
poseen niveles elevados de transcriptos de citoquinas sin traducir y la capacidad

de disparar rapidamente la traduccién de proteinas ante estimulos que en otras
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condiciones hubieran sido inocuos. Por lo tanto, sugerimos que el estimulo
proinflamatorio sub-toxico inyectado luego de la inyeccién intraestriatal de
60HDA fue capaz de iniciar la traduccién de citoquinas pro-inflamatorias (IL-
1B) por parte de estas células, inclinando el balance entre los posibles efectos de
la microglia (neurotoxico o neurotrofico) hacia un neto efecto
neurodegenerativo.

Como mencionamos en la Introduccion, estudios en otras enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de prion, mostraron que, la microglia
se hallaba cebada durante el proceso neurodegenerativo (Perry, Cunningham et
al., 2002). En este mismo modelo, un estimulo pro-inflamatorio subsecuente
local o sistémico exacerbo la neurodegeneracion existente y los sintomas de la
enfermedad (Cunningham, Wilcockson et al., 2005). Asi también, estudios en la
enfermedad de Alzheimer, describieron una activacion atipica de la microglia en
ratones transgénicos mientras que un estimulo subsecuente periférico produjo
la induccion de citoquinas pro-inflamatorias en la regién afectada en estos
animales (Sly, Krzesicki et al., 2001). De la misma manera, los resultados
presentados en esta tesis, sugieren que la microglia que se encontraba cebada
por la neurodegeneracion mediada por la neurotoxina (60HDA), podria
completar su activacion con el segundo estimulo (LPS) y comenzar a secretar
citoquinas proinflamatorias y otras moléculas toxicas para el microambiente
neuronal, produciendo de esta manera la exacerbacion de la neurodegeneracion.
Asi también, el estimulo pro-inflamatorio periférico (segundo modelo de EP —
Cap Ill) fue capaz de impactar negativamente sobre la SN exacerbando la

neurodegeneracion de la misma.
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Trabajos recientes han evaluado el rol de la microglia en el dafio neuronal en las
enfermedades neurodegenerativas y han postulado que la sobreactivaciéon y
desregulacidon de la misma puede resultar en la exacerbacion de la patologia de
base (Hald and Lotharius, 2005; Herrera, Tomas-Camardiel et al., 2005; Kim
and de Vellis, 2005; Minghetti, 2005; Block, Zecca et al., 2007). Las células de
la microglia pueden activarse por dos tipos de sefales: por un lado por la
estimulacién directa de toxinas o de proteinas enddgenas del nicho o entorno
(rotenona, paraquat, p amiloide, a—sinucleina, LPS) y por otro lado, por la
comunicacion directa neurona — microglia (liberacion de neuromelanina de las
neuronas dafadas) (Wilms, Claasen et al., 2003; Block and Hong, 2005; Wu,
Block et al., 2005). Dicha activacion puede estar acomparada por la liberacion
de citoquinas pro-inflamatorias o de sustancias neurotdxicas que produzcan
dafios en el microambiente neuronal (Kreutzberg, 1996; Streit, Mrak et al.,
2004; Hald and Lotharius, 2005; Arai, Furuya et al., 2006). Los resultados
presentados en esta tesis muestran claramente que, los estadios avanzados de
activacion de la microglia (estadio 4, MHCII+) junto con la produccion de IL-
1B tiene un efecto univocamente nocivo para las neuronas de la SN y esta
asociado con la exacerbacion de la neurodegeneracion y de los sintomas
motores.

En conclusién, los resultados presentados en esta tesis apoyan la teoria de los
dos estimulos sobre la activacion de la microglia en la EP (Sawada, Imamura et
al., 2006). Esta hipotesis hace referencia a la presencia de microglia cebada
debido a un primer estimulo. Se cree que la llegada de un segundo estimulo en

este momento produciria un cambio en el fenotipo de la misma, la activacion a
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estadios morfoldgicos avanzados y la adquisicion de una funcién neurotéxica
por parte de estas células. Como resultado, se produciria la exacerbacion de la
neurodegeneracion promoviendo el progreso de la EP (Sawada, Imamura et al.,
2006).

Por otro lado, la terapia con drogas anti-inflamatorias permitié asociar
funcionalmente la neurodegeneracion con la presencia de estadios de activacion
avanzado de la microglia (MHCII+). La disminucion del receptor de superficie
MHCII luego de los diferentes tratamientos (DXM e IBU) podria indicar un rol
funcional de esta molécula en la exacerbacion de la neurodegeneracién. Se cree
gue la dexametasona podria estar actuando directamente sobre la microglia o
indirectamente interfiriendo con las sefales del entorno celular, por ejemplo,
los astrocitos o las neuronas (Kiefer and Kreutzberg, 1991; Castafo, Herrera et
al., 2002; Hald and Lotharius, 2005). Se sabe que tanto las células de la glia
como las neuronas tienen receptores especificos para los glucocorticoides pero
no se han descripto estos receptores en la microglia (Kiefer and Kreutzberg,
1991). Una posibilidad es que la disminucién de la expresion de MHCII en la
superficie de las células microgliales se explique por la presencia del receptor de
glucocorticoides en esta poblacion especifica MHCII+ y posiblemente ausente
en otra sub-poblacion de microglia (Kiefer and Kreutzberg, 1991). Otro
mecanismo de accién propuesto para los glucocorticoides seria la modulacion
de las sefiales del nicho neuronal. Se sabe que los glucocorticoides pueden
inhibir la sintesis de citoquinas proinflamatorias y quizas ésta inhibicion estaria
involucrada en la regulacion de la expresién de MHCII (Kreutzberg, 1996). Con

respecto al ibuprofeno, durante afios se pens6 que los AINES ejercian su accién
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solamente a traves de la inhibicion de la COX 1y 2. Actualmente se sabe que
éstos tienen otros blancos farmacoldgicos como la modulacién de factores de
transcripcion como el NF-kB, importante para la sintesis de citoquinas pro-
inflamatorias (Kopp and Ghosh, 1994; Grilli, Pizzi et al., 1996). Estudios
realizados con diferentes AINEs demostraron que el ibuprofeno entre otros,
removeria los radicales de oOxido nitrico sin alterar los niveles de iNOS
(Asanuma, Nishibayashi-Asanuma et al., 2001). Nuestros resultados son los
primeros en demostrar que el ibuprofeno también ejerceria sus propiedades
neuroprotectoras actuando sobre la microglia, produciendo una disminucién de
su activacion asi como también, una menor expresion de receptores de
superficie (MHCII). Con respecto a la molécula MHCII, es de destacar que estas
moléculas estan presentes en las células presentadoras de antigenos
profesionales y que son esenciales para la presentacion antigénica a los
linfocitos T en la periferia, aunque todavia se desconoce su funcionalidad en las
células residentes del sistema nervioso central como la microglia. Los factores
que regulan la expresion de MHCII no estan claros todavia (Perry, 1998). Se
sabe que los bajos niveles de expresion de MHCII se debe a la falta de estimulos
inductores o la presencia de estimulos que disminuyen su expresion in vivo
(Perry, 1998). A pesar de que la microglia no expresa MHCII constitutivamente,
se induce la expresion de la misma luego de injurias o patologias del SNC
(Perry, 1998). La expresion de MHCII es una condicidn necesaria pero no
suficiente para que sea una célula presentadora de antigeno profesional.
Futuros ensayos in vitro deberan ser realizados para determinar si la microglia

es capaz de iniciar, propagar o modular la respuesta inmune adquirida en el
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SNC. Por ejemplo, el ensayo de proliferacion de linfocitos o de linfoproliferacion
in vitro en respuesta a un antigeno especifico o a un mitégeno, es un método
utilizado rutinariamente para evaluar la inmunidad mediada por células y seria

muy esclarecedor de la funcionalidad de la molécula MHCII en estas células.

Rol de la IL-1f: Como mencionamos en la Introduccion, la IL-1p tiene diversas
acciones en el cerebro. Se expresa en pequefas cantidades en el cerebro normal
y aumenta su expresion en respuesta a diferentes injurias. Se sabe que tanto las
células de la microglia como los astrocitos, oligodendrocitos y hasta las
neuronas son capaces de liberar IL-1 en el SNC ante diversos estimulos o
injurias (Rothwell and Luheshi, 2000). Se cree que la microglia es la fuente mas
temprana de IL-1 mientras que los astrocitos son capaces de producirla mas
tardiamente (Davies, Loddick et al., 1999; Pearson, Rothwell et al., 1999). En
esta tesis observamos que, la exacerbacién de la neurodegeneracién estaba
siempre acompafada de activacién de la microglia y expresion de receptores de
superficie (MHCII) por parte de este tipo celular mientras que no observamos
activacion de la astroglia. Estos resultados nos llevan a especular que la
microglia seria la principal fuente de IL-1 en nuestro modelo.

Si bien los mecanismos que regulan la expresion de la IL-1 y su accidon no se
conocen totalmente en el SNC, se sabe que la IL-1 tiene diversos blancos de
accion, modula la expresion de alrededor de 100 moléculas (Dinarello, 1991) y
se cree que podria actuar como mediador en las respuestas neuroinmunes sobre
la neurodegeneracion (Rothwell and Luheshi, 2000). En esta tesis vimos que la

IL-1p fue la Unica citoquina inducida dentro de las principales citoquinas
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proinflamatorias estudiadas (IL-1B, TNFa e IL-6). Como consecuencia, la
postulamos como la candidata a mediar los efectos exacerbantes descriptos. De
gran relevancia fue observar que la expresion de IL-1ra en la SN produjo un
notorio efecto neuroprotector sobre la neurodegeneracion de la SN, sefialando
nuevamente a la IL-1 como la principal mediadora de los efectos exacerbantes
del LPS. Para darle mayor solidez a esta observacion, en el capitulo Il
evidenciamos que la accién directa de esta citoquina sobre la via nigroestriatal
es capaz de producir la neurodegeneracion de las células dopaminérgicas de la
SN.

Es de destacar que la respuesta inflamatoria en el SNC frente a la
neurodegeneracion esta altamente regulada (Perry, Cunningham et al., 2007).
Este fue el resultado de estudios previos del laboratorio donde se demostré que
la induccion de ARNm de IL-1 o y B como consecuencia de la degeneracién de la
SN no estuvo acompainada por incrementos en los niveles de las respectivas
proteinas medido por ELISA (Depino, Earl et al., 2003). En esta tesis
observamos que la expresion de IL-1 ocurre solamente luego de la llegada del
estimulo pro-inflamatorio. Se podria especular que el estimulo pro-inflamatorio
fue capaz de alterar el estado anti-inflamatorio, inducir la sintesis de IL-1py
como consecuencia exacerbar la progresion de la EP.

A pesar de que los mecanismos de accion de la IL-1 sobre la neurodegeneracion
son complejos e involucran diferentes vias (Dinarello, 1996), los resultados
observados en esta tesis indican que la IL-1 estaria univocamente implicada en

la exacerbacion de la neurodegeneracion actuando de manera directa sobre el
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nicho neuronal y/o indirectamente a través de la expresion de mediadores en el

mismo.

La inflamaciéon como blanco terapéutico

A lo largo de esta tesis, hemos presentado evidencia que los tratamientos con
compuestos anti-inflamatorios son capaces de prevenir la exacerbacion de la
pérdida neuronal. Resulta atractivo especular sobre el potencial terapéutico de
estos compuestos o postular una terapia anti-1L-1 para tratar la exacerbacion de
la EP. Debemos ser cautelosos al sugerir el uso de alguna de estas estrategias en
la terapia contra la exacerbacion de la progresion de la EP. Por ejemplo, el uso
de glucocorticoides como terapia de largo plazo tiene muchos efectos
secundarios indeseables. Entre ellos podemos mencionar hipertension,
osteoporosis, riesgo aumentado de fracturas y lentitud en la cicatrizacion de
heridas, entre otros (Schacke, Docke et al., 2002). Estos efectos secundarios
hacen de los glucocorticoides una herramienta de uso limitado en distintas
patologias y entre ellas, en enfermedades con activacion microglial cronica
como la EP (Schacke, Docke et al., 2002). La idea de utilizar ibuprofeno como
terapia en la EP surgié como resultado de un estudio epidemiolégico que asocio
el consumo cronico de este compuesto con el riesgo reducido de padecer EP
(Chen, Zhang et al., 2003). Desde la publicacion de este estudio (2003),
numerosos trabajos han aparecido comunicando resultados similares. Un
estudio realizado sobre 1200 pacientes con EP y 6000 controles sugiere que el
uso de AINEs (excepto aspirina), reduce el riesgo de EP en la poblacion

masculina (Hernan, Logroscino et al., 2006). Otro estudio, que s6lo constd de
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196 casos versus 196 controles informd que el consumo de AINEs solo esta
asociado a una tendencia de riesgo reducida (Bower 2006). La eleccién de la
poblacion de estudio, el consumo cronico de ibuprofeno y el método de
obtencion de datos son los principales puntos de debate en estos estudios
(Chen, Jacobs et al., 2005; Bower, Maraganore et al., 2006; Hernan, Logroscino
et al., 2006; Ton, Heckbert et al., 2006). Deberan realizarse mas estudios para
confirmar estos resultados antes de poder establecer al ibuprofeno u otro AINE
como terapia contra la exacerbacién de la progresion en la EP. Este fue el caso
de la enfermedad de Alzheimer (EA), donde més de 20 estudios epidemioldgicos
realizados demostraron un efecto protector significativo de los AINEs contra la
EA (McGeer and McGeer, 2007b). Estos estudios contaron con una poblacion
muy bien definida y donde el consumo de AINEs fue muy bien documentado.

El rol dual de muchos componentes inflamatorios, el balance de sus efectos
dependiendo del contexto celular y molecular y los resultados decepcionantes en
la terapia anti-citoquinas en la Esclerosis Maultiple (otra enfermedad
neurodegenerativa con un componente inflamatorio mejor definido), bregan
por la identificacion de tratamientos especificos que sean inequivocamente
beneficiosos en la terapia de la EP. Por lo tanto, quisiéramos ser muy
cuidadosos con la idea de proponer alguno de los tratamientos probados en esta
tesis (DXM, IBU, IL-1ra) como terapia confirmada para la controlar la
exacerbacion de la EP.

Se podria anticipar que un conocimiento mas detallado de los mecanismos de la
neuroinflamacion en la EP podria conducir al descubrimiento de nuevos blancos

moleculares y celulares que permitirian diseflar nuevas drogas para el
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tratamiento de la EP. Asi también, futuros tratamientos podrian involucrar
terapias combinadas dirigidas contra los mecanismos inflamatorios y no

inflamatorios.
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Conclusion final

Los resultados presentados en esta tesis identifican una situacion clinica
relevante donde la inflamacion es univocamente perjudicial para la SN. La
activacion de las células de la glia hallada en pacientes y modelos animales de
EP, no deberia ser considerada como un epifendmeno 0 como una consecuencia
no especifica de la degeneracion neuronal como se pens6 en un principio, si no
gue deberia ser considerada como un factor que puede agravar el curso de la
enfermedad. La importancia clinica de estos resultados surge de la interaccion
encontrada entre la activacion de la microglia, la inflamacion central y periférica
y la neurodegeneracion. De esta manera, el posible impacto clinico de esta tesis
es la consideracion de la inflamacién central o periférica como un factor de
riesgo para la EP asi como la identificacion de posibles tratamientos para
prevenir o controlar eficientemente la misma y asi disminuir la exacerbacion de
la progresion de la EP. La identificacion de otros blancos terapéuticos seria
necesaria para definir la mejor estrategia terapéutica para prevenir o inhibir los

efectos exacerbantes de la inflamacion en los pacientes con EP.
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Modelo final postulado en esta tesis: Teoria de los dos estimulos

La viabilidad de las neuronas ha sido comprometido por una injuria, toxina o sefial intercelular
(primer estimulo). Como consecuencia, la comunicacion neurona-microglia resulta alterada y la
microglia se activa exhibiendo un fenotipo de activacién intermedio (cebada). La llegada de un
estimulo pro-inflamatorio (segundo estimulo) al cerebro impactaria sobre la microglia cebada
produciendo una activacion microglial avanzada (estadio 4 MHCII+) y sintesis de citoquinas
pro-inflamatorias (IL-1B) con la consiguiente exacerbacion de la neurodegeneracién y de los
sintomas motores de la EP. Estas interacciones sefialan a la inflamacion como un factor de
riesgo que puede contribuir a la exacerbacién y progresion de la EP.

Se muestran los efectos ejercidos por los compuestos anti-inflamatorios evaluados en esta tesis
(DXM, IBU, IL-1ra).
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