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Rosciszewski Gerardo Resumen

Titulo:

La participacion de los receptores Toll-like en la induccion de la gliosis reactiva y la

neuroinflamacion luego de la isquemia cerebral.
Resumen:

El Stroke, ataque cerebral o accidente cerebrovascular (AC) es la tercera causa de
muerte en el mundo y se considera la primera causa de discapacidad en adultos. Hay
dos tipos de AC: isquémicos y hemorragicos, siendo la mayor parte de los AC de tipo
isquémicos. El tnico tratamiento disponible en la actualidad para el AC isquémico es el
fibrinolitico que tiene una estrecha ventana terapéutica, un alto costo y complicaciones
asociadas a la conversién hemorragica. A pesar de un activo desarrollo de nuevos
compuestos que mostraron capacidad neuroprotectora en modelos experimentales de
AC, la mayoria de las pruebas clinicas con drogas neuroprotectoras realizadas en las
tltimas tres décadas fallaron. Por esto resulta fundamental profundizar el conocimiento
acerca de los mecanismos fisiopatolégicos que se disparan en los diferentes tipos

celulares afectados por el AC.

Todos los tipos celulares presentes en el cerebro son afectados por el AC. Si bien
décadas de investigacion basica en el AC fueron dedicados al estudio de las
neuronas, el trabajo de los Ultimos afios permiti6 comprender que todas las células de
la unidad neurovascular son afectadas por el AC. En particular, los astrocitos
responden en forma genérica al dafio mediante un fenémeno conocido como gliosis
reactiva o0 mas especificamente astrogliosis reactiva. Este fenbmeno se evidencia a
nivel morfolégico por un aumento en el tamafio celular y en la complejidad de las
proyecciones astrogliales. Los astrocitos reactivos pueden sufrir una polarizacion hacia
un fenotipo denominado Al que es proinflamatorio e induce neurodegeneracion o bien

hacia el fenotipo A2 anti-inflamatorio.

En este trabajo de tesis se estudio la participacion de los receptores de la inmunidad
innata tipo Toll (Toll-like receptor, TLR) en la gliosis reactiva y en la conversion
astroglial hacia el fenotipo proinflamatorio que induce neurodegeneracion. Utilizando
paradigmas de ganancia y pérdida de funcién in vitro e in vivo pudimos establecer que
TLR4 aumenta su expresion en células gliales (astrocitos y microglia) luego de
inducida la isquemia cerebral in vivo en modelos experimentales en roedores o bien
luego de una exposicion a deprivacibn de oxigeno y glucosa in vitro. La
sobreexpresion de TLR4 facilita la conversion de los astrocitos al fenotipo

proinflamatorio que induce neurodegeneracion cuando estan disponibles los ligandos
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de TLR, siendo NF-kB el efector final de la via. Nuestros experimentos mostraron que
tanto un PAMP como el LPS o DAMP como la molécula HMGB-1, liberada de células
en necrosis, actian como activadores de esta sefializaciéon, aunque HMGB-1 muestra
capacidad de activar otros receptores de patrones moleculares como TLR2 y RAGE y
muestra cierta capacidad sinaptogénica sobre neuronas in vitro. Finalmente, la
aplicacion in vivo de un inhibidor quimico de la activacion de NF-kB, sulfasalazina,
modula la gliosis reactiva, disminuye la neurodegeneracion y altera la formacién de la

cicatriz glial en animales sometidos a isquemia cerebral experimental.

En funcién de nuestros resultados proponemos que TLR4 participa en la conversion
glial al fenotipo proinflamatorio-neurodegenerativo activando NF-kB. Esta cascada
ofrece varios puntos de control que podrian ser explorados para el desarrollo de

estrategias de reduccion de la neuroinflamacion luego de la isquemia cerebral.

Palabras clave:

Neuroinflamacién, astrocitos, isquemia cerebral, inmunidad innata, DAMP.
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Title:

Toll-like receptors role in the induction of reactive gliosis and neuroinflammation after

cerebral ischemia.

Summary:

Stroke is the third leading cause of death in the world and is considered the leading
cause of disability in adults. There are two types of stroke: ischemic and hemorrhagic,
with the majority of stroke being ischemic. The currently available treatment for
ischemic stroke is fibrinolytic, which has a narrow therapeutic window, a high cost and
several complications associated with hemorrhagic conversion. In spite of the large
amount of new compounds developed for neuroprotection in experimental stroke
models, most of the clinical trials with neuroprotective drugs performed in the last three
decades failed. This is why is fundamental to increase the knowledge about the
physiopathological mechanisms that are triggered in the different cell types affected by

stroke.

All cell types present in the brain are affected by stroke. While decades of basic
research in the field were devoted to the study of neurons, the work of recent years let
us understand that all cells of the neurovascular unit are affected by stroke. In
particular, astrocytes generically respond to brain damage by a phenomenon known as
reactive gliosis or more specifically reactive astrogliosis. This phenomenon is
evidenced at the morphological level by an increase in cell size and in the complexity of
astroglial projections. Reactive astrocytes can further polarize to a phenotype named
Al which is proinflammatory and induce neurodegeneration or towards the anti-

inflammatory phenotype A2.

In this thesis work we have studied the participation of Toll-like receptors (TLR) in
reactive gliosis and in astroglial conversion to the proinflammatory phenotype that
induces neurodegeneration. Using gain- and loss of function paradigms in vitro and in
vivo we have established that TLR4 increases its expression in glial cells (astrocytes
and microglia) after focal experimental brain ischemia in vivo or after exposure to
deprivation of oxygen and glucose in vitro. TLR4 overexpression facilitates the
conversion of astrocytes to the proinflammatory phenotype that induces
neurodegeneration when TLR ligands are available, with NF-kB being the effector of
the pathway. Our results have also demonstrated that HMGB-1, released from cells
undergoing necrosis, acts as activator of this signaling. However, HMGB-1 also shows

ability to activate other pattern recognition receptors such as TLR2 and RAGE, and
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shows some synaptogenic capacity on neurons in vitro. Finally, in vivo administration of
a chemical inhibitor of NF-kB activation, sulfasalazine, modulates reactive gliosis,
decreases neurodegeneration and alters the formation of the glial scar in animals, in an

experimental model of cerebral ischemia.

Based on our results, we propose that TLR4 participates in the glial conversion to the
proinflammatory-neurodegenerative phenotype by activating NF-kB. This cascade
offers several control points that could be explored for the development of strategies to

reduce neuroinflammation after cerebral ischemia.

Keywords:

Neuroinflammation, astrocyte, brain ischemia, innate immunity, DAMP.
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Abreviaturas:

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNCc: Acido Desoxirribonucleico complementario

ARNmM: Acido Ribonucleico mensajero

ATP: Adenosin Tri-fosfato

BHE: Barrera Hematoencefélica

DAMP: del inglés Danger Associated Molecular Pattern o Damage Associated
Molecular Pattern

DC: Devascularizacion Cortical

DMEM: del inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium

dNTP: Desoxirribonucleétidos Tri-fosfato

DPI: Dias post- isquemia

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GFAP: del inglés Glial Fibrillary Acidic Protein

HMGB-1: del inglés High Mobility Group Box 1

IL-1B: Interleuquina-1

IkB: Inhibidor de kappa B

LPS: Lipopolisacarido

MYD88: del inglés Myeloid Differentiation primary response gene 88
NF-kB: del inglés Nuclear Factor Kappa B

PAMP: del inglés Pathogen Associated Molecular Pattern

PBS: del inglés Phosphate Buffer Saline

PCR: del inglés Polimerase Chain Reaction

PRR: del inglés Pattern Recognition Receptor

RAGE: del inglés Receptor for Advanced Glycation End products
ROS: del inglés Reactive Oxygen Species

SNC: Sistema Nervioso Central

TLR: del inglés Toll Like Receptor

TNF-a: del inglés Tumor Necrosis Factor Alpha



Rosciszewski Gerardo Agradecimientos

Agradecimientos

A mi familia que siempre me apoyé incondicionalmente y me guiaron durante mis

primeros pasos y hoy ven los resultados.

A mi director, Dr. Alberto Javier Ramos por darme un lugar, hacer posible esta tesis,
brindarme toda su experiencia y guiarme durante este camino, a desafiarme dia a dia,

a sobrepasar mis limites y a salir de la zona de confort.

A la Dra. Analia Reinés y su grupo de laboratorio por el carifio y la paciencia para

ensefiarme en innumerables oportunidades.

Al grupo del Laboratorio de Neuropatologia Molecular (LNPM) quienes durante todos
estos 6 afios supieron aguantarme y darme una mano en todo lo que necesitaba. A
Ale Villarreal quien me guié en mis primeros experimentos y conclusiones y a sentir la
pasién por la ciencia. A mis compafieros Alicia Rossi, Vero Murta, Belu Cieri y Paula
Sarchi. A las otras personas con las que comparti el LNMP lab y ahora estan en
busqueda de nuevos desafios Flor Angelo, Jero Lukin y Raj Sekhar Manava. A todos
porque siempre que surgia una duda o inconveniente estaban para ayudarme; y por

compartir el dia de la mejor manera posible.

A toda la gente del Instituto De Robertis quienes colaboraron también para que sea
posible esta tesis doctoral, especialmente a los laboratorios Paratcha-Ledda y
Falzone; al personal técnico (Lisandro Anton, Juan Pablo Maura) y de bioterio (Manuel

Ponce, Andrea Pecile, Alejo Ramos y Ezequiel Tibaldi).

A la Dra. Flavia Gomes (UFRJ, Brasil) y todo su grupo por la cordial ayuda y

ensefianza durante la pasantia que realicé en ese laboratorio.

Al CONICET por la financiacion de mi beca; al FONCYT (ANPCYT, MinCyt) y a la UBA

por la financiacion del trabajo.
AlaIBRO y ala FENS por financiacion de estadias cortas en cursos y laboratorios.
A los Dres. Pablo Iribarren y Mariana Maccioni (CIBICI, UNC, Coérdoba) por cedernos

los ratones transgénicos knockout para TLR2 y TLR4; al Dr. Thierry Roger (CHUV,

Lausanne, Suiza) por facilitarnos los plasmidos de expresion de TLRA4.



Rosciszewski Gerardo Agradecimientos

A Vane, una persona de un corazén tan noble y hermoso quien supo escuchar, ayudar
en cualquier circunstancia. “...si vienes a las 4 de la tarde, comenzaré a ser feliz desde

las 3...”.

Al tripode ese grupo conformado por excelentes personas y hermanos que me
acompanaron durante la carrera y por fortuna, me siguen acompafiando durante esta

nueva etapa: Rodri, Mati Pili, gracias por todos los momentos compartidos.

A toda la gente que transcurri6 una estadia en la casita de J Alvarez: Pascus el

hermano mayor, Jr, Franco, Pedro, Sergio y la lista tiende a muchos.

A los muchachos de la V Promo, Angelito, Chiky, Chelo, Tuti, Ati, Papi, Facu, Dino,
Ricki, Toto quienes durante mi doctorado siempre estuvieron para apoyarme y

escuchar sobre mis decisiones.

A la comunidad de genetistas en Buenos Aires, que algunos sin saber quién era me
ayudaron sin ningan problema y otros ya conocidos siempre estuvieron cada vez que

necesité: Gaby Pepper, Marian, Javi, Mode, Diego, Fede Penas, Ezequiel, Lucas.

Gracias a todos que de alguna u otra forma colaboraron e hicieron posible la

realizacion de este trabajo.



Rosciszewski Gerardo Dedicatoria

A mi papa Edgardo y a mi mama Nilda.
A mis hermanos Gabriel y Diego.

Los amo inmensamente.

“Aprendi que el coraje no es
la ausencia del miedo,
sino el triunfo sobre él.

El hombre valiente no es aquel
gue no siente miedo,

sino aquel que lo conquista”
(Nelson Mandela 1918-2013)



Rosciszewski Gerardo Publicaciones

Los resultados de este trabajo de tesis han sido parcialmente publicados en:

Rosciszewski G, Cadena V, Murta V, Lukin J, Villarreal A, Roger T, Ramos AJ. Toll-
Like Receptor 4 (TLR4) and Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-2
(TREM-2) Activation Balance Astrocyte Polarization into a Proinflammatory Phenotype.
Molecular Neurobiology (2018) May;55(5):3875-3888. doi: 10.1007/s12035-017-0618-
z. Epub 2017 May 25.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosciszewski%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28547529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cadena%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28547529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murta%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28547529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lukin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28547529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Villarreal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28547529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roger%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28547529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramos%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28547529

Rosciszewski Gerardo indice




Rosciszewski Gerardo indice

INTRODUGCCION. . ...ttt et es 12
Isquemia cerebral: Generalidades y Epidemiologia............oooouviiiiiiieeeiniiiiiiieeeeenn 13
La unidad NEUNOVASCUIAN ..........ouiiiiiiiiiiiti et 13
La unidad neurovascular en la isquemia cerebral..............ccoooooiiiiiiiiiiii e, 15
La inmunidad innata en el Sistema Nervioso Central (SNC)..........ccovvvvvviiiiiiiiinnnnn. 16
HMGB-1 como DAMP en la isquemia cerebral............ccccccvvviiiiiiiiii 20
Los receptores de patrones moleculares (PRR) tipo Toll............coiiiiiiieieniieiiinnnnnn. 22
EStrUCtUra Y fUNCIONES ....ue ettt e e e e e ea s 22
NF-kB en el sistema nervioso central ...........cccccovvviiiiiiiiiiiii 23
NF-kB en la isquemia cerebral ..o 25
La gliosis reactiva como mecanismo de respuesta frente al dafio al SNC................ 26
Heterogeneidad astroglial..............coovvviiiiiiiiiiiiiiii 29
HIPOTESIS Y OBJETIVOS. ... e 32
(O] o= ()Y o T CT=T =T - | SRR PPPRPR 33
ODbJetiVO ESPECITICOS: ..uuiiii i e e e e e ra s 33
MATERIALES Y METODOS ...ttt eeea e e e 33
EXPEriMENTOS IN VIVO ..cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 35
ANIMAIES ...ttt e e e e et e e e e e e e e e e e e e 35
Modelo de isquemia cerebral por Devascularizacion Cortical..........ccccoeeeeeriiviiinnnnnn. 35
Fijacion de animales por perfusion intracardiaca............cccceeeevvivvveeiiieeeeeiiiiiiieeeennn 37
Inmunohistoquimica de cortes en flotacion............cc.ueveeiiiiiiiiiiii e 38
Inmunofluorescencia de cortes en flotacion...............eeevviiiiiiiiiiiiii e 39
Inmunoblot de homogenatos de COMeza............oooeeveeeeiiiiie e, 40
EXPErimentOS IN VILrO......ccviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt 40
Cultivos primarios de astrocitos corticales de rata 0 ratdn.............ccccvvvvvvevievnninnnnnnns 40
Cultivos primarios de Neuronas COrtiCalES ........ccooeeviiiieiiiiiiie e 41
ANALISIS PUNCEAL ....eeiiiiiiiie e e e 42
ENSAY0S A€ CO-CUILIVO ....uuiiiieii i e e e e e e a e 42
Exposicion de astrocitos a deprivacion de oxigeno y glucosa ............coeevvvvvveeeeeennn. 43



Rosciszewski Gerardo indice

Obtencion de medios condicionados de aStroCItOS............eevveeeriiiiiiiiiiiieee e 44
Inmunofluorescencia de cultivos celulares ... 44
Inmunoblots de Cultivos CelUlares...............oooooiiiiiiiiii e 45
Extraccion de RNA mensajero total a partir de cultivos celulares ....................uueee.. 45
Reaccion de la polimerasa en cadena semicuantitativa o de punto final. ................ 46
Reaccion de la polimerasa en cadena de tiempo real (QPCR).........cccoeviiiiiiiiiennnnn. 46
Produccion de plasmidos para transfecCiones.............cuuvviiiiieeiiieeiiiciie e, 47
Transfeccion de Cultivos Primarios ...........uceeiieeeiiiiiiiiiei e 48
ANALISIS A8 IMAGENES ...ttt e e e et e e e e e e e anes 48
ANAISIS ESTAAISHICOS ...ttt e e a e 49
A B LA L. ettt e e e e e e era s 50
Anticuerpos Primarios para Inmunofluorescencia e Inmunohistoquimica. ................ 50
A B LA 2. e ettt 50
Anticuerpos Secundarios para Inmunofluorescencia e Inmunohistoquimica ........... 50
A B L A B e ettt e e e 51
Anticuerpos Primarios para Western BlOt ..., 51
TABLA . et 51
Anticuerpos Secundarios para Western Blot .........cccoooeiiiiiiiiiiiiiiii e 51
A B L A B ettt e aa s 51
[ 10 T=T £ PP 51
TABLA Bt a e 51
Reactivos Para RT PCR ...t e e e e 51
RESULTADOS. ... ottt e e e e e e e e e e eaens 52

La deprivacion de oxigeno y glucosa produce un aumento en la expresion de TLR4
Lo o= [ F= TSR0 == 53

La deprivacion de oxigeno y glucosa induce un incremento en la expresion de TLR4
en cultivos enriquecidos €N aStrOCITOS .........uuuuiii i e 55

La sobreexpresion de TLR4 sensibiliza a los astrocitos hacia sus ligandos ............ 57

El receptor TLR4 facilita la polarizacion de los astrocitos reactivos hacia el perfil
10 L1 F= Y0 0 F= o ] o 1SR 60

10



Rosciszewski Gerardo indice

El DAMP HMGB-1 esta involucrado en la gliosis reactiva y la sobrevida neuronal.. 62
Los efectos del DAMP HMGB-1 son TLR2 y TLR4 dependientes en células gliales 63

La exposicibn a HMGB-1 genera un incremento en la expresion del ARNm de TLR4

................................................................................................................................ 64
El medio condicionado de astrocitos expuestos a HMGB-1 produce sinaptogénesis

€N NEUIONAS COMICAIES ... .uiiiiiiiiiiiiiiiie ettt snnnnnnnee 66
Los astrocitos expuestos a HMGB-1 alteran la sobrevida neuronal......................... 67
9SO 1] ] 77
Induccidn de la expresion de TLR4 en astrocitos............cccooiiiiiiiiiiicic i, 78

TLR4 en la conversion de los astrocitos hacia el perfil proinflamatorio que induce

degeneracion NEUIONAL ............iii i i i it e e e e e e e 80
Los efectos de HMGB-1 como modelo de DAMP en la injuria al SNC..................... 82
La modulacion de la conversién astroglial al fenotipo proinflamatorio-

Lo 0T o o [cTo =T o =T =LAV PP 85
Proyeccion clinica de los resultados y conclusiones finales ...........ccccccoiiiiiiiiennnen. 90
BIBLIOGRAFIA ..ot e e e e e et e et e e et e e eeeens 94

11



Rosciszewski Gerardo Introduccion

Introduccion

12



Rosciszewski Gerardo Introducciéon

Isquemia cerebral: Generalidades y Epidemiologia:

El stroke, ataque cerebral o isquemia cerebral es un evento que se origina a partir de
la reduccion del flujo sanguineo en un area del cerebro, interrumpiendo el transporte
normal de oxigeno y nutrientes necesarios para el metabolismo celular.
Independientemente de su origen, que puede ser obstructivo o hemorragico, la
isquemia cerebral genera dos zonas claramente definidas. La zona de infarto o core
(del inglés: nacleo) isquémico es el lugar donde se observa el mayor dafio causado
por la necrosis de todos los tipos celulares. Este dafio, que ocurre rapidamente luego
de la interrupcion del flujo sanguineo, es considerado irreversible. A partir del core
isquémico, la injuria se expande en forma radial hacia regiones mas distales
amplificando el dafio original, generando una region afectada en forma secundaria que
recibe el nombre de penumbra isquémica y rodea al core (Figura 1). Los estudios de
imégenes en pacientes que sufrieron isquemia cerebral y la subsecuente evolucion de
las lesiones fueron fundamentales para entender los fendbmenos que ocurren en la
penumbra (Gondim, 2004; Tong y col., 2014; Lin, 2016) (Figura 2).

En relacion con la dinAmica temporal de expansion del infarto, se determiné que las
intervenciones terapéuticas son mas eficientes si se realizan en las primeras horas
que siguen a la isquemia cerebral. Hacia la primera hora de sufrida la isquemia, el
area afectada de la penumbra ocupa cerca del 50% del territorio isquémico. A partir de
alli, el volumen del tejido salvable decae considerablemente y, a partir de las 3 horas,
la capacidad de recuperacion es muy pobre sufriendo la penumbra isquémica muerte

celular pero, en este caso, por apoptosis (Hossmann, 2012).

Normal Isquemia Cebral

Figura 1: La isquemia cerebral genera zonas definidas en relacién al dafio del tejido. Se observa la expansion radial del
core hacia zonas mas distales tanto en el esquema como en imagenes de Laser de Speckle tomadas del flujo
sanguineo cerebral de ratones que sufrieron isquemia experimental obstructiva. Adaptado de Sigler y Murphy, (2010).
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La lesién isquémica no sélo es una de las principales causas de muerte sino también
una importante fuente de discapacidad. Las estadisticas de la Organizacion Mundial
de la Salud muestran que mas de 6 millones de personas durante 2015 murieron a
raiz de un accidente isquémico en el mundo y que el mayor nimero de afectados por
estas patologias pertenece a paises en desarrollo como Argentina (WHO, 2015). Un
estudio demografico realizado en nuestro pais, refleja una prevalencia de 868 casos
cada 100 mil habitantes (revisado en Melcon, 2006).

Actualmente el Unico tratamiento aceptado mundialmente para pacientes que sufrieron
un episodio isquémico consiste en la administracion del activador del plasmindgeno
tisular recombinante (t-PAr), el cual actia como un fibrinolitico. El t-PA es una serina-
proteasa de unos 70 kDa que se encuentra en las células endoteliales y es el
responsable de activar y convertir el plasminégeno en plasmina. Cuando el t-PAr es
administrado, aumenta la formacion de plasmina unas 60 veces lo que contribuye a
mantener la fluidez sanguinea. A pesar de sus beneficios, esta estrategia sélo es
eficaz cuando se suministra dentro de una ventana temporal de 3 horas desde que
ocurre el episodio isquémico y solamente es aplicable si no existe riesgo de

hemorragia (revisado en Koroshetz, 1996).

Resonancia Tomograffa
Magnética Computada

Plano de Imagen

Figura 2: La isquemia cerebral genera zonas definidas en relacion al dafio del tejido. Se puede apreciar tanto por
tomografia como por resonancia el area comprometida como consecuencia de la disminucion del flujo normal de
sangre. Adaptado de Gondim y Thomas, (2004). En la parte inferior se puede apreciar a partir de una angiografia, un

vaso sanguineo blogueado el cual impide el correcto transporte de la sangre hacia las regiones irrigadas.

14
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A pesar de los grandes esfuerzos que se realizaron a nivel mundial para desarrollar
nuevas estrategias de neuroproteccion que sean Utiles ante lesiones isquémicas
cerebrales, la mayoria de los ensayos clinicos con nuevas drogas demostraron falta de
eficacia neuroprotectora. La existencia de mecanismos redundantes y complejas
interacciones celulares, permite especular que probablemente las aproximaciones
terapéuticas dirigidas a multiples objetivos celulares mejoraran las posibilidades de
preservar la funcionalidad, integridad estructural y las interacciones entre ellas
(Moskowitz y col., 2010).

La unidad neurovascular

Las células endoteliales junto con los pericitos, los astrocitos, la microglia, los
oligodendrocitos y las neuronas constituyen la denominada unidad neurovascular
(NVU del inglés neurovascular unit), la cual permite establecer en el cerebro un
microambiente  estrechamente controlado, indispensable para el correcto
funcionamiento neuronal (del Zoppo, 2006).

Las células endoteliales y los procesos terminales, pies terminales o pies chupadores
de los astrocitos forman la barrera hematoencefalica (BHE), la cual controla el ingreso
de macromoléculas, y limita el ingreso de células y patégenos desde la sangre hacia el
Sistema Nervioso Central (SNC) (Sweeney y col., 2016). El endotelio cerebral, también
regula el transporte del SNC de metabolitos, nutrientes e iones, y participa en la
eliminacion de metabolitos toxicos.

Los pericitos se ubican centralmente en la NVU entre las células del endotelio,
astrocitos y neuronas (Figura 3 A). Reciben sefales de sus células vecinas y generan
respuestas funcionales que son esenciales para procesos como: la permeabilidad de
la BHE, la angiogénesis, el clearence, el flujo sanguineo cerebral (CBF, del inglés
Cerebral Blood Flow) y la neuroinflamacion (Armulik y col., 2011) (Figura 3 B).

Los astrocitos, en particular sus procesos terminales, se encuentran en intimo contacto
con la microvasculatura, y son intermediarios funcionales entre las neuronas y los
vasos sanguineos. Estudios recientes de la morfologia astrocitica han revelado que la
superficie externa vascular esta casi completamente cubierta por los pies terminales
de los astrocitos (Mathiisen y col.,, 2010). Estos procesos son compartimentos
celulares importantes y altamente especializados (Bindocci y col., 2017). Estan
enriquecidos en proteinas especificas tales como canales de potasio, acuaporina-4,
conexina-43 y receptores purinérgicos (Simard y col., 2003). Ademas, se demostro

que los astrocitos poseen una actividad heterogénea de cambio de los niveles de
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calcio, la cual se encuentra compartimentada entre regiones. Los procesos terminales
son los que poseen una actividad rapida frecuente, mientras que, generalmente, el
soma no se encuentra activo (Bindocci y col., 2017).

Finalmente, en el nivel ultraestructural, los procesos de muchas interneuronas
vasoactivas, en particular las que expresan noradrenalina, hacen sinapsis en
astrocitos en lugar de hacerlo directamente en los vasos sanguineos (Hamel, 2006).
Estos datos morfolégicos y funcionales indican que, existe un acople funcional
complejo entre las diferentes células que conforman la NVU y el dafio a cualquiera de
estos tipos celulares, afectard la funcionalidad del conjunto (Sweeney y col., 2016).
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Figura 3: A: Esquema bésico de la Unidad Neurovascular. Adaptado de del Zoppo (2006). B: En condiciones
fisiolégicas la NVU participa en importantes actividades como las mostradas en la figura y, cuando ocurre algin dafio
en cualquiera de sus componentes se ve gravemente afectada comprometiendo el correcto funcionamiento de la

misma. Adaptado de Sweeny y col., (2016).

La unidad neurovascular en laisguemia cerebral

Poco después del inicio de la isquemia cerebral, la disfuncibn neurovascular se
manifiesta por la alteracion de la integridad y la funcion de la barrera
hematoencefélica.

A nivel celular, las células endoteliales se convierten rapidamente hacia un perfil
proinflamatorio a través de la expresion del gen de la metaloproteinasa de matriz 9
(MMP del inglés Matrix Metalloproteinase) en el nacleo isquémico lo que facilita la
disrupciéon de la barrera. La contraccion de los pericitos después de la lesion
isquémica da como resultado una constriccion microvascular persistente, asi los
pericitos estan implicados en la disfuncion hemodinamica microvascular durante el
stroke. La isquemia cerebral ademas, induce una considerable disminucion en la
expresion de la proteina de membrana integrina 1 presente en las células

endoteliales y en los astrocitos, lo que se condice al observar un aumento de la
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permeabilidad vascular (del Zoppo, 2006). En neuronas, la interrupcion del flujo
sanguineo durante la isquemia, limita la disponibilidad de oxigeno y glucosa, lo que
causa una reduccién de los niveles de ATP, la pérdida de los gradientes idnicos e
inicia mecanismos excitotdéxicos que son perjudiciales. La liberacion en exceso de
glutamato en el espacio extracelular conduce a la activacion de los receptores de
glutamato, induce la despolarizacion de las neuronas y un aumento considerable del
calcio intracelular que a su vez activa multiples vias de muerte intracelular (Taoufik,
2008).

A diferencia de las neuronas, los astrocitos poseen una menor densidad de canales
ibnicos y una menor demanda energética, lo que les permite mantener su metabolismo
por un mayor periodo de tiempo durante la isquemia. Ademas, los astrocitos poseen la
mayor reserva de glucdégeno dentro de los tipos celulares del SNC (revisado en Brown,
2004) y alta capacidad de realizar glicélisis (revisado en Bolafios, 2016). Estas
reservas de glucégeno pueden beneficiar a las neuronas tanto en circunstancias
fisiol6gicas como patologicas (Brown, 2004).

Los astrocitos convierten el glucégeno en lactato y lo administran a las neuronas
vecinas, complementando los requerimientos de energia neuronal durante los
periodos de intensa actividad (Rossi y col., 2007). Esta hipétesis denominada shuttle
de lactato fue verificada por estudios recientes, los cuales han sostenido este modelo
metabdlico al demostrar in vivo la existencia de un gradiente de lactato entre astrocitos
y neuronas (revisado en Magistretti, 2018). Estudios recientes, utilizando microscopia
de dos fotones con nanosensores, permitieron visualizar los cambios en los niveles de
lactato y revelaron que, al agregar piruvato exdgeno, el lactato disminuye en astrocitos
y luego, después de un retraso, aumenta en las neuronas (revisado en Magistretti,
2018). Otra evidencia de este acople bioenergético es que la recaptacion de glutamato
por astrocitos aumenta la importacion de glucosa dependiente de la actividad desde la
circulaciéon hacia el parénquima cerebral tanto ex vivo como in vivo (revisado en
Magistretti, 2018). La evidencia electrofisiologica también indica que el lactato liberado
por los astrocitos e incorporado por las neuronas es necesario para mantener la

actividad neuronal (Machler y col., 2016).

La inmunidad innata en el Sistema Nervioso Central (SNC)

El concepto del SNC como un sistema inmuno-privilegiado, protegido de su entorno
por la BHE, ha llevado a un malentendido con respecto a su naturaleza inmunoldgica.

Los recientes avances en el campo demuestran que el SNC es un d&rgano
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inmunolégicamente activo, con respuestas inmunes basadas en la activacion del
sistema inmune innato (Lampron y col., 2013) e incluso una vigilancia activa por parte
del sistema inmune adaptativo (Prinz, 2017). Diferentes trabajos han revelado que,
luego de la isquemia cerebral, el nimero de leucocitos, como asi también el nimero
de células gliales y, la expresién de genes asociados a la respuesta inflamatoria,
aumentan en las horas siguientes a la isquemia (Offner y col., 2006; Gelderblom y col.,
2009; Ding, 2014) (Figura 4).

Dindmica de células inflamatorias en el cerebro isquémico
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Figura 4: Dinamica del reclutamiento de células inflamatorias en el cerebro isquémico de roedores. El grafico muestra

la contribucién de las principales células inflamatorias luego de la isquemia (Adaptado de Gelderblom y col., 2009).

La respuesta inmune innata del SNC se basa en sus células residentes del
parénquima cerebral (células gliales), macréfagos meningeales y otras células de
linaje mieloide en transito en los espacios perivasculares.

La microglia, que son las células inmunes profesionales, residentes del SNC,
funcionan como sensores de eventos que ocurren dentro de su microambiente y
proporcionan la primera linea de defensa (Griffiths y col., 2009). La microglia responde
a las lesiones del SNC con un aumento de la proliferacion, motilidad, la actividad
fagocitica, y la liberacion de citoquinas y especies reactivas de oxigeno (Yang y col.,
2010Db).

Esta respuesta es generada a partir de la activacion de Receptores de
Reconocimiento de Patrones (PRR, del inglés Pattern Recognition Receptor), que

reconocen estructuras o pequefias moléculas denominadas PAMPs (del inglés
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Pathogen Associated Molecular Pattern). Los PAMPs se encuentran en un gran
ndamero de microorganismos e incluyen: proteinas de membranas bacterianas tales
como peptidoglicanos, lipopolisacérido de la pared bacteriana (LPS), patrones de
acidos nucleicos tales como CpG no metilado, ADN, ARN de doble cadena y ARN de
simple cadena. Los PRR también reconocen moléculas tipo DAMP (del inglés Damage
Associated Molecular Pattern), por ejemplo proteinas intracelulares, proteinas de
shock térmico, productos no proteicos tales como ATP y urea (Kumar y col., 2011).
Existen diferentes familias de PRR. En particular este trabajo de tesis se enfoc6 sobre
los receptores de tipo Toll o TLR (del inglés Toll-like Receptors) siendo estos de gran
relevancia en el SNC. La activaciébn de estos receptores da como resultado la
induccién de vias de sefalizacion especificas que conducen a la activacion de un
factor de transcripcion asociado a la respuesta inflamatoria: NF-kB (del inglés Nuclear
Factor Kappa B). La posterior activacion de genes que contienen sitios para NF-«kB
induce la expresién y subsecuente liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, como IL-
18, TNF-a e IL-12, exceptuando TLR3 que conduce a la liberacién de otras citoquinas
como IFNB (Lamprony col., 2013).

Sin embargo, como comentamos mas arriba, el sistema inmune innato no sélo es
capaz de activarse por productos bacterianos o virales. Estudios desarrollados en el
area de la inmunologia han definido el concepto de DAMP para hacer referencia a un
conjunto de moléculas enddgenas, usualmente localizadas intracelularmente, que al
ser liberadas al espacio extracelular tienen la capacidad de activar la respuesta
inmune innata. Estas moléculas funcionan esencialmente como sefiales de alarma
frente al dafio tisular. El repertorio de DAMP es amplio e incluye: acidos nucleicos,
proteinas de shock térmico (HSP), ATP, proteinas intracelulares como HMGB-1 y
S100B, entre muchas otras. Estas moléculas cumplen diversas funciones celulares y
comparten la caracteristica de ser liberadas en forma pasiva al espacio extracelular
por células que sufrieron muerte por necrosis aumentando asi sus niveles
extracelulares en regiones del tejido dafiado. En algunos casos, su liberacién puede
darse también en forma activa desde células vivas que han sufrido algun tipo de estrés
celular, como ocurre con HMGB-1 y S100B. Una vez en el espacio extracelular, estas
moléculas son capaces de interactuar con receptores de superficie como los PRR y
desencadenar la activacion de cascadas intracelulares proinflamatorias (Hirsiger y col.,
2012; Amory col., 2014) (Figura 5).

19



Rosciszewski Gerardo

Introducciéon

Isquemia
Cerebral

HMGB1 ——

l_ DAMPS =

V7 TLRS %’{

MYD88

RAGE

Produccién de citoquinas y
mediadores inflamatorios
. e
9 S IAC R Tl et
W AT gted o e
8 o + 4o O » .

Figura 5: Respuesta genérica del sistema inmune a la
isquemia cerebral. Luego de una lesion isquémica, diferentes
componentes de la unidad neuro-vascular se ven
comprometidos. Las células necréticas liberan DAMP que se
unen a receptores de patrones activando la respuesta

Microglfa
N
I\ -
4 / ‘\
N | <‘
P SR
=), T Neurona
N\
—~
»%0 ¢ f-.
YA, o
e L]
(TR A )

inmune innata. Adaptado de Famakin et al., (2014).

HMGB-1 como DAMP en la isquemia cerebral

La proteina nuclear no histonica HMGB-1 (del inglés High Mobility Group Box-1)
pertenece al grupo de las proteinas HMG las cuales pueden unirse directamente al
ADN. El gen HMGB-1 humano se localiza en el cromosoma 13g12.3 y fue descripto
por primera vez en 1999 (Wang y col., 1999).

HMGB-1 tiene una estructura altamente conservada, contiene dos dominios de unién a
ADN similares, denominados box A y box B, cada uno con tres hélices a que se
pliegan en una estructura en forma de L o V, y una cola &cida con residuos de acidos
glutdmico y aspartico. Posee dos sefiales de localizacion nuclear (NLS, del inglés
Nuclear Localization Signal) ubicadas en la box A (aminoacidos 28-44) y en la box B
(aminoacidos 179-185), respectivamente (VanPatten, 2018) (Figura 6). Ademas
contiene tres residuos de cisteina sensibles al potencial de éxido-reduccion, los cuales

parecen ser claves para la actividad de esta molécula (Kang y col., 2013).
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Figura 6: Estructura del DAMP HMGB-1. Adaptado de Kang y col., (2013).
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La proteina HMGB-1 tiene numerosos roles en la regulacion de procesos intracelulares
gue han sido ampliamente descriptos y resumimos en la figura 7 (Kang y col., 2013).
También numerosos trabajos han demostrado la importante contribucion de HMGB-1
en situaciones patologicas en el SNC. En el caso particular de la isquemia cerebral, se
propone que las células necréticas del core y de la penumbra liberan HMGB-1 al
espacio extracelular, donde HMGB-1 se comporta como DAMP activando PRR como
TLR y RAGE (Muhammad y col., 2008). Los niveles de HMGB-1 se ven drasticamente
aumentados en suero luego de la isquemia cerebral tanto en roedores como humanos
(Liesz y col., 2015). Estudios en pacientes han puesto en evidencia un aumento en los
niveles séricos de HMGB-1 luego de un episodio isquémico, lo que se correlaciona con
un peor prongéstico clinico (Yang y col., 2011). Experimentos de pérdida de funcion,
utilizando ARN de interferencia para HMGB-1, mostraron una menor activaciéon de las
células gliales y un menor tamafio de infarto en el knockdown de HMGB-1, lo que
permite especular con una funcién pro-inflamatoria de esta molécula (Kim y col., 2006;
Kim y col., 2008; Qiu y col., 2008). Gong y colaboradores utilizaron glicirricina, que es
un inhibidor de HMGB-1 y demostraron un menor volumen de infarto en animales

isquémicos (Gong y col., 2014).
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Figura 7: Resumen de las funciones de HMGB-1. Adaptado de la revision de Kang y col., (2013).
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Los receptores de reconocimiento de patrones moleculares (PRR) tipo Toll

Estructura y funciones

Los receptores TLR, denominados asi por su homologia con el receptor Toll de
Drosophila, fueron originalmente caracterizados en mamiferos por su respuesta a los
PAMPs, especialmente los derivados de las paredes celulares de bacterias como
lipopolisacarido (LPS) y peptidoglicano o bien dsRNA y ssRNA virales, citosinas-
guanosinas no metiladas y ADN desnudo. Los TLR constituyen una familia de
proteinas transmembrana y tienen un rol fundamental en el sistema inmune innato.
Recientemente se determin6 que los TLR también responden a DAMP, estableciendo
una ‘vigilancia’ para determinar la existencia de dafo tisular y median la respuesta
inflamatoria liberando citoquinas y activando la inmunidad innata (Marsh y col., 2009).
Se han descubierto 11 receptores en humanos y 13 en ratones (Takeda y col., 2003).
Los receptores TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR11 (este ultimo se expresa
Unicamente en ratones) se expresan en la superficie celular mientras que TLR3, TLR7.
TLR8 y TLR9 se expresan en vesiculas intracelulares como endosomas y reticulo
endoplasmico (Kumar y col., 2009) (Figura 8).

Los TLR se expresan constitutivamente en células presentadoras de antigenos
(monocitos, macrofagos, células dendriticas y microglia). Sin embargo, la expresiéon
del mMRNA de TLR en el SNC también se induce en neuronas y células de la glia luego
del stress celular (Marsh y col., 2009). Resultados de esta tesis y estudios recientes de
transcriptomica de astrocitos demostraron un incremento significativo de la expresion
del gen de TLR4 en astrocitos maduros in vivo (Zhang y col., 2016; Rosciszewski y
col., 2017).
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La familia de receptores TLR comparten un dominio en el citoplasma llamado TIR (del
inglés Toll/IL-1 Receptor) que inicia la via de sefalizacioén por la cual los receptores
afectan la actividad celular en la presencia de sus ligandos. Esta region se une a otros
dominios TIR en proteinas adaptadoras como MyD88 o TRIF y posee zonas N-
terminales extracelulares (de 550 a 980 aminoacidos) que contienen una secuencia
repetida rica en leucina (LRR) y una secuencia flanqueadora rica en cisteina. A pesar
de esta homologia, los dominios extracelulares son mas variables que los
citopldsmaticos entre distintos TLR, reflejando su capacidad de unir diferentes
ligandos. Luego de la uniébn a sus ligandos, los TLR forman heterodimeros u
homodimeros, lo que parece ser un paso esencial en su activacion (Kawai y Akira
2011).

Evidencia acumulada muestra que la lesion isquémica y la inflamacién contribuyen a la
progresion patogénica de los accidentes cerebrovasculares (Yang y col., 2011). La
capacidad de los TLR para mediar respuestas inflamatorias en las células inmunes
sugiere su participacién en estos y en la isquemia inducida por dafio cerebral.

Se ha descripto la activacion de TLR4 y TLR2 en diferentes enfermedades
neurodegenerativas donde se reconoce un fundamental componente inflamatorio,
como por ejemplo en la epilepsia (Maroso y col., 2010), la enfermedad de Alzheimer
(Gambuzza y col., 2014), la enfermedad de Parkinson (McCabe y col., 2017) o
estadios patologicos como la injuria traumatica cerebral (Jiang y col., 2017).

NF-kB en el Sistema Nervioso Central

NF-kB (del inglés Nuclear Factor Kappa-B) es un factor de trascripcion de expresién
ubicua y altamente conservado. Este factor se encuentra formado por la combinacion
de dos subunidades a partir de siete posibles (p105, p100, p50, p52, RELA o p65, c-
REL y RELB).

NF-kB tiene diferentes funciones en el SNC, dependiendo del contexto celular. Es de
expresion constitutiva en neuronas glutamatérgicas y glia, siendo ademas altamente
inducible en astrocitos y microglia (Kaltschmidt, 2009). NF-kB puede ser activado por
una amplia variedad de agentes entre los que se incluyen virus, toxinas bacterianas
tales como lipopolisacarido (LPS), luz UV, estimulos inflamatorios, citoquinas,
carcindgenos, promotores tumorales y diversos mitdgenos (Shih y col., 2015). La
activacion se produce a través de dos vias distintas: la via clasica o canonica y la via
alternativa o no candnica. La via de activacidbn canoénica puede ser iniciada por la
activacion de una variedad de receptores de superficie celular, incluyendo al receptor

de IL-1B, a los receptores TLR y al receptor TNF, en respuesta sus ligandos
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proinflamatorios IL-13, LPS y TNF-a. En condiciones de reposo, el dimero NF-kB se
localiza en el citoplasma unido a una proteina conocida como IkB (Inhibidor Kappa B).
Los miembros de la familia IkB incluyen IkBa, IkBB, p105 / IkBy (precursor de p50),
p100 (precursor de p52) e IkBe (Li, 1997; Whiteside y col., 1997). Ante la sefal de
activacion, la proteina IkB es fosforilada por las kinasas de IkB denominadas IkK lo
gue lleva a su ubiquitinizacion y posterior degradacion mediada por el proteosoma
(Figura 9). Una vez libre, el dimero NF-kB expone su sefial de localizacion nuclear
(NLS, del inglés Nuclear Localization Signal), lo que le permite la migracién de NF-kB
al nucleo luego de ser reconocido dicho dominio por importinas nucleares (Pasparakis
y col., 2006; Niederberger, 2013). Subsecuentemente, NF-kB se une a las secuencias
especificas en los promotores de los genes blanco.

Se ha encontrado una notable vinculacién de activacibn de NF-kB con una amplia
variedad de enfermedades humanas en las cuales existe un alto componente
autoinmune / inflamatorio, tanto en el SNC como en la periferia. Por ejemplo asma,
aterosclerosis, SIDA, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, isquemia
cerebral, artritis reumatoide, cancer, diabetes y osteoporosis (Vallabhapurapu, 2009;
Guptay col., 2010).
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Figura 9: Via candnica de activacion del factor de transcripcion NF-kB. Adaptado de Viennois y col., (2013).
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Mas alla de su rol en la respuesta inmune innata y la inflamacién, se ha descripto que
NF-kB también tiene otras funciones en el SNC, incluyendo su participacion en
procesos de plasticidad, aprendizaje y memoria (de la Fuente y col., 2014; Zalcman y
col., 2015; Salles y col., 2017). A nivel celular, la participacion de NF-kB en estos
procesos parece ser mediada, al menos en parte, por la modulacion de la plasticidad
y la funcién sinaptica (Kaltschmidt y col., 2006), asi como el crecimiento de
las dendritas (Gutierrez y col., 2005) y de las espinas dendriticas (Boersma y col.,
2011).

NF-kB en la isquemia cerebral

En los dltimos afios, se ha demostrado que la desregulacion de NF-kB se vincula a
mecanismos neurodegenerativos que ocurren en el cerebro durante la isquemia
(Schneider y col., 1999). En muestras de cerebro humano post mortem de pacientes
que sufrieron un accidente cerebrovascular, se pudo observar la translocacion nuclear
de p65 en éareas del cerebro que rodean al core necrético (Figura 10), lo que permite

especular con una activacion de NF-kB en la isquemia cerebral (Nurmiy col., 2004).

Figura 10: Activacion del factor de transcripcion NF-kB luego de la isquemia cerebral. Se observan cortes de cerebros
humanos post mortem donde se evidencia la marca para p65 en neuronas y un aumento de su localizaciéon nuclear.
Tomado de Nurmiy col., (2004).

También, se ha observado un aumento de la actividad de NF-kB en distintos modelos
de isquemia cerebral en animales. En el modelo de la oclusion transitoria de la arteria
cerebral media (MCAO), por ejemplo, se observan mayores niveles de activacion tanto
de p65 como de p50 en neuronas de la zona isquémica (Stephenson y col., 2000).

Ademas, en modelos de ratdn de isquemia cerebral, tanto permanente como
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transitoria, se evidencié un aumento en la actividad transcripcional de NF-kB (Nurmi y
col., 2004).

En los ultimos afios se han empleado diversos agentes para la modulacién de NF-kB
en la isquemia cerebral. Tal es el caso del andrografélido, el cual es un diterpeno
lactona que se extrae de una planta (Andrographis paniculata). El mismo atenda la
respuesta inflamatoria, luego de producida la isquemia, a partir de la modificacién
covalente de la subunidad p50 de NF-«kB (Yang y col., 2017).

Otro caso interesante es el empleo de genisteina, el cual es un fitoestrégeno
perteneciente a la categoria de las isoflavonas. El prometedor papel farmacolégico de
la genisteina se atribuye a su capacidad para suprimir la via de sefializacion de NF-kB
y Akt, la accién antioxidante directa y las rutas moleculares mediadas por estrégenos y
andrégenos que ayudan a mitigar los dafios cerebrales y prolongan la sobrevida
celular (Nabavi y col., 2015).

La sulfasalazina es un agente antiinflamatorio que se utiliza en el tratamiento de la
enfermedad inflamatoria intestinal y la artritis reumatoide. Combina un grupo
antiinflamatorio no esteroideo (a4cido 5-aminosalicilico, 5-ASA) y un resto con actividad
antibacteriana (sulfapiridina). El tratamiento con sulfasalazina, pero no con 5-ASA o
sulfapiridina, inhibe la activacién de NF-kB inducida por el tratamiento con TNF-a, LPS
o éster de forbol (Wahl y col., 1998). La inhibicion de la ruta de NF-kB por la
sulfasalazina se asocia con la supresién de la fosforilacién de IkBa que inhibe su
posterior degradacion (Yamamoto, 2001).

Resveratrol, un polifenol que se encuentra en el vino tinto induce la expresion del gen
SIRT1, el cual es un tipo de histona deacetilasa (HDAC). La administracion antes y
después de generada la isquemia, redujo el volumen de lesion (Yang y col., 2013). En
otro estudio, en cultivos primarios de microglia y astrocitos, el resveratrol inhibié la
activacion del NF-kB (Chen y col., 2005). Mediante el uso de inhibidores de HDAC, la
acetilacion de las subunidades de NF-kB puede modificarse y ya ha demostrado ser
efectiva para atenuar los déficits neurolégicos y la pérdida neuronal en varios modelos

animales de isquemia cerebral (Ren y col., 2004; Kim y col., 2007).

La gliosis reactiva como mecanismo de respuesta frente al dafio al SNC

Los astrocitos son componentes fundamentales de la NVU vy constituyen
aproximadamente el 30% de las células gliales en el SNC, donde cada astrocito ocupa
un territorio Unico delimitado por procesos no superpuestos que se extienden desde el
soma celular (von Bartheld y col., 2016). Las extremidades distales de estos procesos

forman los limites de la glia cuando envuelven la lamina basal parenquimatosa
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asociada con vasos sanguineos 0 meninges (revisado en Sofroniew, 2015). Los
astrocitos son primordiales para las funciones normales del SNC, incluido el
mantenimiento de la homeostasis del glutamato, potasio extracelular y del agua
(revisado en Sofroniew, 2010). Los astrocitos estan funcionalmente conectados a los
astrocitos adyacentes y a los oligodendrocitos mediante uniones tipo gap, formando
asi grandes redes gliales que se componen de cientos de células (Orthmann-Murphy y
col., 2008). La notable interaccién entre prolongaciones astrogliales y sinapsis ha dado
lugar a la teoria de la sinapsis tripartita, donde un solo astrocito se conecta con
decenas de miles de sinapsis neuronales, probablemente para regular la transmision
sinptica neuronal, liberando glutamato, D-serina'y ATP (revisado en Santello, 2010).
Los astrocitos también participan en el podado (del inglés prunning) de las sinapsis
etiquetando con proteinas del complemento aquellas que deben ser fagocitadas por la
microglia (Chung y col., 2015). La interaccién con las neuronas también parece ser
capaz de modificar la expresion génica, en las neuronas circundantes ya que los
astrocitos secretan exosomas que contienen miARN y serian capaces asi de controlar
la estabilidad y traduccion de mRNA neuronales (Lafourcade y col., 2016).

Como se comentd anteriormente, los astrocitos se acoplan metabdlicamente a las
neuronas, entregando lactato para el metabolismo neuronal y proporcionando
antioxidantes como el glutation y la tiorredoxina (Masutani y col., 2004; revisado en
Magistretti, 2018; Bolafios, 2016). Los astrocitos también participan en la produccién
de neuroesteroides, como alopregnanolona, estrégeno y dehidroepiandrosterona
(DHEA), que se sintetizan en el SNC, donde modulan la excitabilidad neuronal,
promueven la mielinizacion y atentian las respuestas proinflamatorias en los astrocitos
(Schumacher y col., 2012). En un trabajo reciente, la administracion de progesterona
fue capaz de atenuar la astrogliosis y microgliosis y ademas promovié la diferenciacion
de oligodendrocitos luego de una lesion en la médula espinal (Labombarda y col.,
2011). Cabe aclarar que los niveles endd6genos de alopregnanolona no serian
suficientes para conferir neuroproteccion después del stroke. Un trabajo reciente
demostré que utilizando ratones knockout para el receptor de progesterona (PR)
durante el stroke, no se modificaban los niveles de esta hormona y, ni la
alopregnanolona enddgena ni el tratamiento con una dosis elevada de progesterona
exogena protegieron la lesiébn generada por la isquemia en ratones PR knockout (Liu y
col., 2012).

El rol de los astrocitos en el SNC sano parece ser fundamentalmente anti-inflamatorio
a través de la secrecion constitutiva de bajo nivel de las citoquinas antiinflamatorias
TGF-B e IL-10, expresion del ligando Fas (revisado en Choi, 2004), la induccion de la

regulacion del receptor CTLA-4 en las células T helper (Gimsa y col., 2004; Ponath y
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col., 2018) y la interaccién con linfocitos Treg (revisado en Xie, 2015). Frente a la
injuria al SNC, los astrocitos responden en forma genérica mediante un fenémeno
conocido como gliosis reactiva o mas especificamente astrogliosis reactiva. Este
fendmeno se evidencia a nivel morfolégico por un aumento en el tamafo celular

(hipertrofia) y en la complejidad de las proyecciones astrogliales (Figura 11).

Figura 11: La astrogliosis reactiva como mecanismo de activacion frente a la injuria. Se puede observar un aumento
de la expresion de la proteina de GFAP luego de una injuria traumatica en el hipocampo. Adaptado de Pekny et al.,
(2016).

La astrogliosis es un proceso que ocurre en forma continua y progresiva en el tiempo,
en el cual, los astrocitos pueden alcanzar distintos estadios o niveles de activacion. Si
bien la astrogliosis es un proceso altamente genérico, se han detectado diferentes
respuestas de acuerdo al tipo de lesién (revisado en Sofroniew, 2009).

Dependiendo de la severidad del dafio, los astrocitos pueden sufrir modificaciones
morfolégicas que van desde hipertrofia moderada (evidenciada por un incremento del
tamafio celular, aumento del nimero de prolongaciones y una sobre-expresion de la
proteina GFAP) hasta la formacién de una cicatriz glial en condiciones mas severas
donde los astrocitos comienzan a filamentarse perdiendo por completo su morfologia
original y reorientdndose para cubrir asi los bordes de la lesion. En las astrogliosis méas
severas, también se observa una  hiperplasia celular donde los
astrocitos comienzan a proliferar (revisado en Sofroniew, 2009). Trabajos mas
recientes han demostrado que sélo los astrocitos perivasculares son susceptibles de
proliferar (Bardehle y col., 2013).

Los astrocitos reactivos también pueden ser promotores de la respuesta inflamatoria
luego de su activacion. Este proceso involucraria liberacion de citoquinas y otras

moléculas capaces de activar la respuesta inmune innata con reclutamiento de células
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de la microglia pero también facilitando el infiltrado de leucocitos en la zona lesionada
del SNC (revisado en Cekanaviciute, 2016).

En cuanto a la cicatriz glial (considerado el estadio mas avanzado de gliosis reactiva),
se ha mostrado que esta seria capaz de reducir el dafio al generar una barrera en los
margenes del core isquémico, lo que limitaria la propagacion inflamatoria. Sin
embargo, también se ha mostrado que su formacién impide el crecimiento axonal
resultando perjudicial para la reconexion neuronal luego del infarto cerebral (revisado
en Sofroniew, 2009; Wanner y col., 2013).

Con el advenimiento de la transcriptomica (Zamanian y col., 2012) y luego con la
disponibilidad de RNAseq especifica de astrocitos reactivos (Liddelow y col., 2017,
Clarke y col., 2018) se pudo definir el concepto de polarizacion astroglial al fenotipo
proinflamatorio que induce neurodegeneracién. Asi, actualmente se acepta que los
astrocitos reactivos pueden sufrir una polarizacion a diferentes fenotipos. Los
astrocitos polarizados al fenotipo reactivo Al son neuroinflamatorios, aumentan la
expresion de diferentes genes asociados con la cascada del complemento y la
expresion de citoquinas proinflamatorias. Por el contrario los astrocitos polarizados al
fenotipo A2 tendrian actividad neuroprotectora ya que expresan diferentes factores
que facilitan la sobrevida neuronal, reclutan microglia polarizada al fenotipo alternativo
M2, expresan citoquinas antiinflamatorias y favorecen la reconexion sinaptica
(Liddelow y col., 2017).

Conocer las bases moleculares de la activacion proinflamatoria glial y sus puntos de
control es un paso esencial para el desarrollo de nuevas estrategias de
neuroproteccion que contribuyan a reducir el impacto de dicha respuesta no solo en la
isquemia cerebral sino en otras neuropatologias donde se reconoce un fundamental
componente inflamatorio, como por ejemplo en la epilepsia (Maroso y col., 2010), la
enfermedad de Alzheimer (Businaro y col., 2017), la enfermedad de Parkinson (Gao y
col., 2011) o estadios patoldégicos como la injuria traumatica cerebral (Corps y col.,
2015).

Heterogeneidad astroglial

La heterogeneidad astroglial ha sido observada pasivamente por los neurocientificos
durante mucho tiempo, pero no fue hasta la Ultima década en donde se aceptd
seriamente que hay un namero no del todo definido de subfamilias astrogliales mas
all4 de los clasicos fenotipos protoplasmicos y fibrosos, incluso en una misma region

anatomica del SNC (Bardehle y col., 2013; Martin-Lopez y col., 2013; revisado en
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Ramos, 2016). Esta heterogeneidad incluye las diferencias relacionadas con la
morfologia, el origen en el desarrollo (Bayraktar y col., 2014), los perfiles de expresion
génica (Bachoo y col., 2004; Zamanian y col., 2012), las interacciones célula-célula
(Petzold and Murthy, 2011) y las respuestas a la lesién (revisado en Sofroniew, 2014).

Las distinciones en las propiedades de los astrocitos regionales también se extienden
al nivel de expresion de receptores y de canales idnicos, la conectividad entre uniones
gap y las propiedades de sefializacion del calcio (Agulhon y col., 2010; Oberheim y
col., 2012).

Diferentes trabajos muestran evidencia acerca de estas diversas subpoblaciones
astrogliales. Por ejemplo, un estudio clasico mostr6 que las células madre del
hipocampo de ratas adultas se diferenciaron en neuronas cuando se cocultivaron con
astrocitos del hipocampo, pero no cuando se cocultivaron con astrocitos derivados de
la médula espinal (Song y col., 2002).

Otro ejemplo son los astrocitos en las diferentes regiones del hipocampo que muestran
heterogeneidad en su morfologia. En la zona del CAl, muchas células muestran una
morfologia fusiforme o alargada con una orientacién paralela a las dendritas apicales
de las células piramidales (Nixdorf-Bergweiler, 2001; Bushong y col., 2002). En
contraste, los astrocitos en el estrato lacunosum moleculare son mas pequefos y
estdn mas densamente empaquetados y sus procesos principales estan orientados
aleatoriamente (Wallraff y col., 2006). La densidad de astrocitos en la zona lacunosum
moleculare es mayor que en el stratum radiatum, tanto en el CA1 como en la regién
CA3. Ademas, se han observado diferencias en la densidad de astrocitos en el giro
dentado al comparar el hipocampo dorsal y ventral (revisado en Ogata, 2002).

Hoft y colaboradores describieron dos subpoblaciones de astrocitos en el talamo que
podrian distinguirse por la expresion de receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-soxazolpropionico (AMPA). Esos astrocitos AMPA positivos tienen una densidad de
corriente rectificada de canales de potasio menor que los astrocitos que no expresan
estos receptores (Hoft y col., 2014).

Okuda y colaboradores postulan al anticuerpo CS56, el cual podria usarse para
identificar una subpoblacién de astrocitos corticales y delinear asi los territorios
astrociticos en el cerebro adulto (revisado en Okuda, 2018).

En la corteza cerebral de la rata, la dindmica de las oscilaciones espontaneas en los
niveles de Ca®* muestra patrones de capas especificas. Las caracteristicas
electrofisiologicas de los astrocitos del hipocampo de rata también varian segun su
localizacion en diferentes subregiones (revisado en Takata, 2008).

En conjunto, estas diferencias tienen implicaciones importantes no soélo para las

propiedades fisiologicas de los astrocitos, sino también para las contribuciones que

30



Rosciszewski Gerardo Introducciéon

hacen a la funcién del SNC, su desarrollo y plasticidad, incluidas las respuestas a
lesiones y patologias. Trabajos recientes han demostrado la existencia de distintos
subconjuntos de astrocitos que se polarizan hacia el sitio de la lesion, mientras que
otros conservan su morfologia a pesar de reaccionar claramente a la lesion
volviéndose hipertroficos 'y un subconjunto distinto, localizado en sitios
yuxtavasculares que proliferan (Bardehle y col., 2013).

Estas evidencias son importantes y nos permiten especular con la posibilidad de
modular en forma selectiva las diferentes poblaciones astrogliales, con miras a mejorar

la evoluciéon de una lesion cerebral.
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Objetivo General

El objetivo general de este trabajo es comprender como los astrocitos responden a
una lesion isquémica cerebral y evidenciar algunos blancos moleculares que puedan

ser Utiles para estrategias de neuroproteccion.

Hipoétesis:

La hipotesis de trabajo se construyé a partir evidencias publicadas y resultados
preliminares del laboratorio. Experimentos de otros grupos realizados con ratones
knockout para TLR4 demostraron que estos receptores estan involucrados en el
desarrollo de la lesién isquémica, pero se desconoce si estos efectos eran
dependientes de la activacion de estos receptores en los distintos tipos celulares del
SNC (Yang y col., 2010a). En cuanto a los ligandos de TLR4 en el dafio al SNC, se ha
propuesto que moléculas de tipo DAMP como HMGB-1 son liberadas desde las
células en necrosis luego de la isquemia cerebral (Muhammad y col., 2018).

Nuestra hipotesis de trabajo propone que la activacion de TLR4 durante la isquemia
cerebral, participa en la conversion glial hacia el perfil proinflamatorio que induce
neurodegeneracion, efecto que probablemente involucra la actividad del factor de

transcripcion NF-xB.
Para testear esta hipétesis nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

Objetivo especifico I: Estudiar la distribucién del receptor TLR4 in vivo en un modelo

experimental de isquemia cerebral por devascularizacion cortical. En particular fueron
analizadas la distribucién core-penumbra isquémica de este receptor y su localizacion

en los diferentes tipos celulares.

Objetivo especifico Il: Estudiar los efectos de la interaccién entre DAMP/TLR in vivo

en el modelo experimental de isquemia cerebral. Para ello evaluamos como se activan
los mecanismos de sefializacion rio abajo de TLR4, lo relacionamos con el patrén de

sobrevida neuronal y gliosis reactiva en experimentos de pérdida de funcién.

Objetivo especifico lll: Estudiar las consecuencias de diferentes niveles de activacion

de TLR4 por DAMP Y PAMP in vitro en cultivos primarios neuronales y gliales.

Objetivo especifico IV: Estudiar la gliosis reactiva in vivo en un modelo de isquemia

cerebral. En particular fueron analizadas la respuesta de células gliales y neuronas
frente al dafio y los efectos del bloqueo de NF-kB con sulfasalazina sobre esta

respuesta.
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Experimentos in vivo

Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (250-300 g) del Bioterio de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Ratones (25-30 g)
knockout para TLR4 (TLR4 B6.B10ScNTIr4"%/3thJ) y TLR2 (B6.129-TIr2™¥"/J) (The
Jackson Laboratory, USA) fueron generosamente cedidos por el Dr. Pablo Iribarren y
la Dra. Mariana Maccioni (CIBICI, UNC, Cdrdoba, Argentina). Los animales fueron
mantenidos en un ambiente de humedad y temperatura controladas. Su manejo y
exposicion al protocolo experimental fue realizado bajo las normas y protocolos
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires.
Estos protocolos se desarrollan de acuerdo a las normas para uso y cuidado de
animales de experimentacién de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos de Norteamérica (NIH) y a las recomendaciones de la Society for Neuroscience
(SfN).

Modelo de isqguemia cerebral por Devascularizacién Cortical

El modelo de isquemia por devascularizacién cortical (DC) ha sido extensamente
usado en la literatura y por el laboratorio (Figueiredo y col., 1993; Maysinger y col.,
1994; Ramos y col., 2004; Villarreal y col., 2014; Villarreal y col., 2016; Murta y col.,
2018). Brevemente, la cirugia fue realizada en ratas Wistar anestesiadas por via
intraperitoneal con ketamina-xilazina (90 mg/kg-10 mg/kg). Luego los animales fueron
colocados en un marco estereotaxico con el fin de mantener fija la cabeza del animal y
la cirugia se realiz6 bajo lupa. Utilizando un bisturi de 15 mm se disec6 el musculo
temporal y la fascia para exponer el craneo el cual fue trepanado hasta lograr una
abertura de 2x2 mm aproximadamente entre la sutura coronal y la linea del bregma en
un solo hemisferio del cerebro. Luego, mediante la utilizacién de una aguja de 27G, se
realizaron cortes sobre la piamadre a modo de generar un dafio sobre los vasos
sanguineos superficiales que irrigan la corteza cerebral superficial, lo que produce una
isquemia cortical focal permanente y muy localizada. Durante todo el procedimiento se
utilizaron hisopos estériles embebidos con solucion salina estéril con el fin de eliminar
la sangre debido a la pequefia hemorragia generada. Una vez verificado el cese de la
hemorragia (no mas de 50 segundos) la incision en la piel se cerrd con el masculo

temporal y la fascia utilizando un pegamento cutaneo. Durante la cirugia vy
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recuperacion de la anestesia la temperatura de los animales fue controlada y
mantenida con calefaccion si asi era requerido. Luego de la recuperacion, los animales

fueron colocados en jaulas separadas (Figura 12).

Meninges normales

Dura madre

Aracnoides

Figura 12: Modelo de isquemia cerebral por Devascularizacién Cortical (DC). A: Se indican con flechas la ubicacion de
los puntos anatomicos del craneo Bregma y Lambda segun la definicion del Dr. George Paxinos (George Paxinos y
Charles Watson: The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Academic Press, Nueva York, 1998, p.11) En rojo se indica
la zona donde se genera la DC. B: El modelo consiste en una pequefia lesion en la zona de la pia-aracnoides (corteza
pre frontal) que genera una isquemia focal y permanente. C: Imagenes representativas obtenidas en ratas luego de ser
sometidas a DC. Se observan cortes coronales de 7 DPI con su respectiva magnificacion a la derecha. Se distinguen la
zona de core (asterisco) y bordeando la misma la zona de la penumbra (P). Se observan astrocitos marcados con

GFAP y neuronas con NeuN. Se utilizé DAPI para visualizar los nucleos.
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La lesién unicamente se realizd en el hemisferio derecho, por lo que el hemisferio
contralateral fue utilizado como control en la mayoria de los experimentos.
Alternativamente también se utilizaron animales sham en los que se realizaron la
abertura en el craneo pero se dej6 intactas las meninges. Los animales tratados se
dividieron en distintos grupos y fueron eutanasiados en camara de CO, a distintos
tiempos luego de la DC o bien perfundidos por via intracardiaca bajo anestesia
profunda con ketamina-xilazina, tipicamente a 1-3-7-14 dias.

En algunos experimentos, luego de ser sometidos a la isquemia, los animales
recibieron el bloqueante quimico de NF-kB sulfasalazina (Sigma cat# S0883) o
vehiculo por via intraperitoneal. La dosis de sulfazalazina fue de 200 mg/kg cada 12

horas y los animales se eutanasiaron a 3 o 14 DPI (DPI, dias post-isquemia).

Fijacion de animales por perfusion intracardiaca

Los animales fueron anestesiados profundamente con una solucion de ketamina-
xilazina (90 mg/kg-10 mg/kg) administrada por via intraperitoneal y luego perfundidos a
través del ventriculo izquierdo con 50 ml de solucion salina conteniendo 5000 Ul/ml de
heparina con el objetivo de lavar el sistema circulatorio y prevenir la coagulacion
sanguinea. Luego los animales fueron perfundidos con 300 ml de solucién fijadora
conteniendo 4% (p/v) paraformaldehido en buffer fosfato 0.1 M; pH 7.4. Una vez
finalizada la perfusion se disecaron los cerebros y se post-fijaron por inmersion en la
misma solucion fijadora durante 3 horas a temperatura ambiente. Luego los cerebros
se mantuvieron en una solucién de 5 % (p/v) de sacarosa en buffer fosfato 0.1 M, pH
7.4 por 18 horas para luego ser transferidos a una solucién de sacarosa 30% (p/v) en
buffer fosfato 0.1 M, pH 7.4 por otras 48 horas para lograr la crioproteccion del érgano.
Por ultimo, los cerebros fueron rapidamente congelados a -80°C por 3 horas y luego
almacenados a -20°C hasta ser seccionados en cridstato.

En criéstato se obtuvieron secciones de tejido de 30 um de espesor en flotacion. Las
secciones se colocaron luego en forma seriada en placas multiwell. De esta manera,
se logra obtener una representacion completa de la lesibn o zona de interés. Las
secciones fueron preservadas a -20°C en solucion crioprotectora compuesta por
fosfato de sodio 0.05 M, etilen glicol 30% (v/v) y glicerol 20% (v/v) hasta ser utilizadas

en ensayos histoldgicos.
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Inmunohistoguimica de cortes en flotacién

Secciones de los distintos grupos experimentales fueron procesadas simultaneamente
bajo las mismas condiciones utilizando placas multiwell. Alli fueron lavados una vez en
PBS y otra vez en agua destilada para luego ser deshidratados por sucesivos pasajes
en alcoholes de graduacion creciente (25%, 50%, 70%, 96% y 100%). Terminados los
pasos de deshidratacion se inhibio la peroxidasa enddégena incubando en una soluciéon
de perédxido de hidrégeno 0.03% (v/v) en metanol durante 30 minutos en agitacién a
temperatura ambiente. Luego los cortes fueron rehidratados por sucesivos pasajes en
alcoholes de graduacion decreciente (100%, 96%, 70%, 50% y 25%) y agua y
posteriormente permeabilizados con una soluciéon de Triton 1% en PBS durante 60
minutos en agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente se realizo el bloqueo de
sitios inespecificos incubando los cortes de tejido con una solucién conteniendo suero
normal equino (SNE) 3% (v/v) y Triton 0.5% (v/v) en PBS durante 60 minutos en
agitacion a temperatura ambiente. Luego se incubaron las secciones con los
anticuerpos primarios diluidos en una solucién de SNE 1% (v/v) y Triton 0.3% (v/v) en
PBS por 36 horas a 4°C en agitacion lenta. Luego los cortes fueron lavados 3 veces
con una solucién de Tritén 0.025% (v/v) en PBS (PBS-X) e incubados durante 1 hora
en agitacion a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios especificos
conjugados a biotina y diluidos 1:500 en solucion de SNE 1% (v/v) y Tritén 0.3% (v/v)
en PBS. Posteriormente los cortes fueron lavados 3 veces con PBS-X e incubados por
1 hora con el complejo extravidina-peroxidasa diluido 1:500 en una solucién de SNE
1% (v/v) y Tritbn 0.3% (v/v) en PBS, manteniéndose en agitacibn a temperatura
ambiente. Se lavaron los cortes 3 veces con PBS-X y una vez con buffer acetato 0.1 M
pH 5.5. El revelado se llevé a cabo por incubacién de los cortes con una solucién de
diaminobencidina (DAB) 0.035% (p/v) y sulfato de niquel (ll)-amonio 2.5% (p/v) en
buffer acetato 0.1 M pH 5.5 (solucion de DAB-niquel) que se hizo reaccionar con
perdxido de hidrogeno (0.1% v/v). La reaccion se detuvo retirando la solucion de
revelado y por diluciéon en buffer acetato. Posteriormente los cortes fueron montados
en portaobjetos de vidrios gelatinizados y secados a temperatura ambiente, lavados en
xilol y finalmente cubiertos con DPX (Sigma cat# 44581) y cubreobjetos. Las secciones
de tejido animal procesadas para inmunohistoquimica fueron visualizadas en
microscopio Optico Zeiss Axiophot equipado con camara digital Olympus Q5. Las
fotomicrografias capturadas fueron almacenadas en formato digital hasta posterior

analisis.

38



Rosciszewski Gerardo Materiales y Métodos

Inmunofluorescencia de cortes en flotacién

Alternativamente, algunas secciones se procesaron por inmunofluorescencia. En esta
técnica, los cortes fueron seleccionados como se indicé para inmunohistoquimica y
lavados con PBS. Luego fueron permeabilizados incubandolos con una solucién de
Triton 1% (v/v) en PBS durante 60 minutos en agitacion. Posteriormente se realizé el
blogueo de sitios inespecificos incubando los cortes con una solucién conteniendo
SNE 10% (v/v) y Triton 0.5% (v/v) en PBS durante 60 minutos en agitacién a
temperatura ambiente para luego incubar con los anticuerpos primarios diluidos en una
soluciéon de SNE 1% (v/v) y Triton 0.3% (v/v) en PBS por 36 horas a 4°C en agitacion
lenta. Los cortes fueron lavados 3 veces con PBS-X e incubados durante 4 horas a
temperatura ambiente con anticuerpos secundarios especificos conjugados a
fluoroforos del tipo Alexa Fluor 594 y 488 (Jackson Immunoresearch). Los anticuerpos
secundarios fueron diluidos 1:800 en una solucion de SNE 3% (v/v) y Tritén 0.3% (v/v)
en PBS. Luego se realizaron 3 lavados con PBS-X seguido de una incubacién con el
colorante nuclear fluorescente Hoechst 33342 (2 pg/ml) o DAPI (0.1 pg/ml) en PBS
durante 15 minutos en agitacion a temperatura ambiente. Por Gltimo, los cortes fueron
lavados 2 veces con PBS, montados en portaobjetos de vidrios y cubiertos con glicerol
30% (v/v) en PBS. Luego se coloco el cubreobjetos y se realiz6 el sellado con esmalte.
El detalle de los anticuerpos primarios y secundarios esta indicado en las Tablas 1y 2
respectivamente.

Las secciones de tejido animal procesadas para inmunofluorescencia fueron
visualizadas en microscopio invertido Olympus 1X81 computarizado y equipado con
camara digital de video DP71. Las fotomicrografias capturadas fueron almacenadas en
formato digital hasta posterior analisis. Para cada campo se obtuvieron 3
fotomicrografias, una correspondiente a cada canal (Rojo/Verde/Azul). La
fotocomposicion o merge de los tres canales fue realizada mediante el uso del
software NIH-ImageJ version 1.51 j8. Alternativamente, algunas de las secciones de
tejido animal procesadas para inmunofluorescencia fueron visualizadas en microscopio
confocal Olympus FV-1000/UX81. En este caso se obtuvieron 11 imagenes contiguas
en el eje Z de 2 um de espesor para cada canal (Rojo/Verde/Azul). Cada una de las
imagenes corresponde a un plano focal del eje Z. Las fotomicrografias de microscopia
confocal mostradas en la seccion de resultados corresponden a la proyeccion de los
11 planos focales. La fotocomposicion o merge de los tres canales fue realizada

mediante el uso del software NIH-ImageJ 1.51 j8 para PC.
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Inmunoblot de homogenatos de corteza

Animales sometidos a isquemia por DC fueron anestesiados con ketamina-xilazina (90
mg/kg-10 mg/kg i.p.) y sacrificados por decapitacion a 3, 7 o 14 DPI. Rapidamente y
trabajando sobre hielo, se disecaron los cerebros y se extrajo por animal un fragmento
de la corteza isquémica y otro de igual tamafio de la corteza contralateral. El tejido fue
conservado en tubos tipo Eppendorf a -80°C hasta ser homogeneizado. Para la
homogeneizacion, se agregd a cada tubo 1 ml de buffer de homogeneizacion, al cual
se le afiadié una mezcla de inhibidores de proteasas al 10% (Sigma cat# 78830) y
PMSF (PMSF del inglés Phenylmethylsulfonyl Fluoride) al 5%. La muestra fue
colocada en un potter de vidrio para realizar la disgregacién mecanica utilizando un
homogeneizador eléctrico manteniendo las muestras sobre hielo. Luego se realizé una
centrifugacion a 14000 RPM por 10 minutos a 4°C para obtener un pellet que contenia
la fraccion nuclear y de membranas y un sobrenadante con la fraccién citoplasmatica.
La concentracion de proteina total se determind mediante el método de Lowry (Lowry y
col., 1951) y luego el contenido proteico de las muestras fue normalizado antes de
sembrarlas en los geles para electroforesis. Las muestras fueron desnaturalizadas,
separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y transferidas a una
membrana de nitrocelulosa de 0.22 pum (BioRad). El bloqueo de sitios de unién
inespecifica se realizdé con una solucién de leche en polvo descremada o BSA (Sigma
cat# A4737) al 5% en TBS-T (10 mM Tris, pH 8.0. 150 mM NaCl, 2% Tween 20) por
dos horas a temperatura ambiente y con agitacién. Luego de quitar la solucién de
blogueo, se incub6 con los anticuerpos especificos diluidos en solucién de bloqueo
durante toda la noche a 4°C y con agitacidn suave. Luego de tres lavados con TBS-T
las membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa diluidos en solucién de bloqueo durante 2 horas, a temperatura ambiente y
con agitacion. Por ultimo, se lavé tres veces con TBS-T. Las bandas inmunorreactivas
fueron detectadas usando un sistema de quimioluminiscencia (ECL, Pierce) y placas
radiograficas (AGFA). Por dltimo, las placas radiograficas fueron digitalizadas
utilizando un scanner y la cuantificacion de la densidad Optica de cada banda se
realiz6 utilizando el software Image J 1.51 j8. El detalle de los anticuerpos utilizados

esté indicado en las tablas 3y 4.

Experimentos in vitro

Cultivos primarios de astrocitos corticales de rata o raton

Los cultivos se realizaron segun estad descripto previamente (McCarthy, 1980) con

algunas modificaciones (Villarreal y col., 2014). Se disecaron cortezas de ratas Wistar
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0 ratbn C57BL/6 en estadio de 3-4 dias post natal. El tejido fue disgregado
mecénicamente empleando tijeras de cirugia estériles y pipetas pasteur. Luego de
sucesivos lavados en medio de cultivo DMEM con glutamina sin suero, las células
fueron centrifugadas y resuspendidas en medio DMEM completo (DMEM + suero fetal
bovino 10% + penicilina/estreptomicina 100 pg/ml) para ser sembradas en botellas de
cultivo de 25 cm? recubiertas con poli-L lisina. El medio fue reemplazado por medio
completo cada 48 h hasta alcanzar la confluencia (8-10 dias), para luego ser
tripsinizados y resembrados en las placas multiwell donde se desarrollaron los
experimentos. Esos cultivos contenian aproximadamente un 60% de astrocitos y un
40% de microglia aproximadamente, por lo que los consideramos cultivos mixtos
gliales. Con el objetivo de enriquecer los cultivos de astrocitos limitando la abundancia
de microglia, las botellas de cultivo mixto obtenidas con el protocolo anterior fueron
mantenidas en agitacion (145 RPM) durante 48 horas y los cultivos lavados con
DMEM para eliminar la microglia que crece por encima de la monocapa de astrocitos.
Luego se afiadié por 24 horas 50 ug/ml de 5-fluorouracilo para inhibir la microglia
mitética remanente, estos cultivos alcanzaron un 95-98% de abundancia de astrocitos.
Si los experimentos requerian ausencia de microglia, luego de la agitaciéon se afiadio
por 30 minutos 5 mM de Leu-Leu metil ester hidrobromuro (Sigma Cat# L7393) que es
un compuesto que elimina especificamente las células con capacidad fagocitica
(Marinelli y col., 2015). En cualquiera de los casos, los astrocitos que permanecen
adheridos a la botella de cultivo fueron nuevamente incubados en medio DMEM
completo por otras 48 h antes de ser tripsinizados y resembrados en placas multiwell
para realizar experimentos. Luego de la tripsinizacion y antes de sembrar, la densidad
celular fue estimada mediante la cuantificacion de nimero total de células utilizando la
camara de Neubauer en microscopio invertido de contraste de fase. El nUmero de

células utilizado fue variable segun los objetivos de cada experimento.

Cultivos primarios de neuronas corticales

Se realizé segun lo descripto por (Goslin y col., 1988) con ligeras modificaciones
(Angelo y col., 2009). Se disecaron las cortezas de embriones de rata de dia 17 de
gestacion. Se realizd una primera disgregacion con tripsina durante 20 minutos a 37°C
en bafo térmico. Luego la tripsina fue neutralizada incubando con suero fetal bovino
10% (v/v) en DMEM, y sucesivos lavados con DMEM. Posteriormente se realizé una
disgregacion mecénica del tejido mediante el empleo de pipetas pasteur. Luego se
realizé una centrifugacion seguido de la suspension celular empleando medio
Neurobasal (Invitrogen) suplementado con B27 2% v/v (Gibco) y glutamina 0.5 mM.

Antes de sembrar en placas o cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina, la densidad
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celular fue estimada mediante la cuantificacion de numero total de células utilizando la
camara de Neubauer en microscopio invertido de contraste de fase. EI nUmero de
células utilizado fue variable segun los objetivos de cada experimento. Luego de 10
dias in vitro (DIV), los cultivos neuronales fueron expuestos a los distintos tratamientos

segun se indica en cada experimento.

Analisis Puncta

Las neuronas que se encontraban al menos a dos didmetros de la neurona vecina se
seleccionaron al azar e identificaron usando la tincion DAPI. Después de capturar 15-
20 imagenes / condicidon experimental, los canales verde y rojo se alinearon, y las
neuritas del mismo tamafo (10 um) se seleccionaron y cuantificaron usando el
complemento Puncta Analyzer en NIH ImageJ. Las neuritas se eligieron al azar,
siguiendo un solo criterio; tenian que estar ubicados a una distancia de un cuerpo
celular del soma de células neuronales. En cada imagen, se analizaron 8-10 neuritas,
totalizando al menos 1000 um de longitud de neurita analizada por condicién
experimental. En cada experimento, se analizaron al menos 30-40 neuronas por

condicion experimental.

Ensayos de co-cultivo

Se realizaron ensayos de co-cultivo a partir de cultivos gliales provenientes de ratones
wild type, deficientes del receptor TLR2 o deficientes en TLR4 y neuronas corticales
wild type descriptos anteriormente. Los cultivos de astrocitos se sembraron en
monocapas en placas multiwell y, por separado, las neuronas se crecieron sobre
cubreobjetos. Luego de que los astrocitos alcanzaran la confluencia y fueran tratados
de acuerdo a como se explica mas adelante, se cambi6 el medio de cultivo por un
medio fresco conteniendo 50% de Neurobasal-B27 y 50% de DMEM sin suero fetal
bovino y se colocaron en forma invertida los cubreobjetos conteniendo neuronas
corticales sobre la monocapa de astrocitos. Esto se realizd colocando previamente un
soporte espaciador de acero quirdrgico esterilizado a 180°C, disefiado
especificamente para este proposito. El conjunto se incub6 durante 18 horas en un
medio conteniendo DMEM y neurobasal completo en partes iguales, pero libre de

suero. Luego los cultivos fueron fijados por separado para inmunofluorescencia.
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Cultivos primarios

gliales (P3-4) HMGB-1 Agregado de cultivo Conteo DAPI
confluentes  “o1apr Control Fhs - Tavado neuronal sobre, s > Neuronal
(TLR2 KO, TLR4 monocapa de glia
KO, 0 WT) (coverslip)

Esquema del disefio experimental para el tratamiento de cultivos primarios de neuronas corticales. Cultivos primarios
gliales en estadio 10 a 14 DIV fueron estimulados con el DAMP HMGB-1. Se cambi6 el medio por medio fresco. Luego
se afiadio al mismo well un cover con neuronas corticales de 10 DIV durante 18 horas. Se procedio al conteo de
nudcleos marcados con DAPI.

Exposicion de astrocitos a deprivacién de oxigeno vy glucosa

La exposicion a una situacién de deprivacion de oxigeno y glucosa (OGD) es un
protocolo cléasico que intenta emular la situacion fisiopatolégica que enfrentan las
células en zona de isquemia (Kleinschnitz y col., 2011; Holloway, 2016).

Para realizar la exposicion a OGD, los astrocitos fueron sembrados en placas multiwell
y crecidos hasta alcanzar una confluencia de aproximadamente 80%. Los astrocitos
fueron luego deprivados de glucosa reemplazando el medio de cultivo por un medio
DMEM sin glucosa y colocados en una camara de hipoxia donde se los expuso a una
mezcla de gases que contenia 0.1% O,, 5% CO,, y 94.9% N, y se incubaron a 37°C
durante 6 horas. Finalizado el tratamiento se retiraron las placas de la camara de
hipoxia y se reemplazé6 el medio por DMEM completo estabilizado a una concentracion
normal de gases (21% O,; 5% CO,), y fueron incubados nuevamente en condiciones
normales de cultivo (5% CO,). Luego de 18 horas los cultivos fueron fijados para

inmunofluorescencia o se extrajeron proteinas para inmunoblots.

Cultivos primarios ;514py  OGD 6 18hs  nmunocitoquimica o
gliales — horas — = inmunoblot

Disefio experimental para el tratamiento de cultivos primarios de células gliales. Células gliales (astrocitos, microglia) en
estadio 10 a 14 DIV fueron deprivadas de oxigeno y glucosa por 6 horas. Luego de 18 horas los cultivos fueron fijados

para inmunofluorescencia o se realizo6 la lisis para obtener los extractos celulares para inmunoblots.
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Obtencion de medios condicionados de astrocitos

Los cultivos enriquecidos en astrocitos fueron sembrados en botellas de cultivo de 25
cm? hasta alcanzar confluencia. Luego se agregé HMGB-1 (500 ng/ml) o S100B (0.05
UM o 1 puM) y se incubd durante 18 horas. Finalizada la incubacion se lavé el cultivo
con DMEM vy se reemplaz6 el medio por OptiMEM (Gibco), medio completo libre de
suero y se incubd por 24 h adicionales para recolectar los factores liberados por el
cultivo. Luego, estos medios condicionados (MCA) se colectaron, se centrifugaron a

900 RPM para eliminar restos celulares y se conservaron a -80°C hasta su uso.

] Colectar Medios MCA sobre )
Cf"t"’?s 10-14D Control 18hslavado-24hs Condicionados de 5 cultivos if,’::fo‘:f;,a
primarios HMGB-1 Astrocitos neuronales Puncta
gliales (MCA) (3 hs)

Disefio experimental para el tratamiento de cultivos primarios de neuronas corticales. Cultivos enriquecidos en
astrocitos en estadio 10 a 14 DIV fueron estimulados con el DAMP HMGB-1 (500 ng/ml) por 18 horas. Luego de 24
horas los medios condicionados fueron colectados para su posterior utilizacion sobre los cultivos neuronales.

Inmunofluorescencia de cultivos celulares

Luego de realizados los tratamientos, los cultivos en placas o cubreobjetos fueron
lavados con PBS e incubados con una solucion fijadora conteniendo paraformaldehido
al 4% y sacarosa al 4% en PBS, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego
se hicieron 3 lavados con PBS y se conservaron los cultivos en una solucion de 0.3%
(v/v) de Kathén como conservante (Dow Chemical) en PBS a 4°C hasta su utilizacion
en técnicas de inmunohistoquimica.

La células fijadas fueron permeabilizadas con Tritobn X-100 al 1% (v/v) en PBS por 15
minutos a temperatura ambiente. Se lavé con PBS y se procedié con el bloqueo de
sitios inespecificos incubando con una solucién de suero normal equino (SNE) al 5%
en PBS por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se incubd con anticuerpos
diluidos en solucién de bloqueo durante 18 horas a 4°C (ver tabla 1). Posteriormente
se realizaron tres lavados con PBS y las células fueron incubadas con los anticuerpos
secundarios especificos conjugados a fluoréforos diluidos en solucion de bloqueo
durante cuatro horas, a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, se
realizaron 3 lavados con PBS seguidos de una incubacion con el colorante nuclear
fluorescente Hoechst 33342 (2 ug/ml) o DAPI (0.1 pg/ml) en PBS durante 15 minutos.
Por ultimo, se realizaron tres lavados en PBS y las células se observaron directamente

en un microscopio invertido de fluorescencia Olympus 1X81. En el caso de los
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cubreobjetos, se montaron en forma invertida con PBS-glicerol 30% para ser

observados en el microscopio.

Inmunoblots de cultivos celulares

Las células fueron lavadas con PBS vy lisadas con buffer de lisis (10 mM Tris pH 8.0,
150 mM NacCl, 1% NP-40, 10% glicerol) al cual se le afiadié una mezcla de inhibidores
de proteasas tal como se explicé previamente para los tejidos obtenidos de animales.
Posteriormente se realizé una homogeneizacién utilizando micropipeta con tip de 200
pl. La mezcla de células lisadas fue transferida a tubos tipo Eppendorf y agitada en un
vortex durante 10 seg. Los extractos celulares fueron centrifugados (14000 RPM) a
4°C con el fin de obtener por separado las fracciones solubles y nucleares. La
concentracion de proteina total se determind mediante el método de Lowry (Lowry y
col., 1951) y luego el contenido proteico de las muestras fue normalizado antes de
sembrarlas en los geles para electroforesis y realizar la técnica de inmunoblot tal como

se describié previamente para muestras obtenidas de animales de experimentacion.

Extraccion de RNA mensajero total a partir de cultivos celulares

La extraccion de RNA a partir de cultivos primarios de astrocitos se realiz6 mediante la
utilizacion del RNeasy mini kit comercial (Qiagen cat# 74106) segun las instrucciones
del fabricante. Brevemente, las células se lisaron utilizando buffer RLT y sucesivos
pasajes por agujas 21G. Se vortexe0 el extracto y se afiadid al lisado celular un
volumen de 600 pl de etanol al 70%. Esta mezcla se transfiri6 a una columna de
purificacion adaptada a un tubo colector y se sometié a centrifugaciéon. Luego se
realizaron sucesivas centrifugaciones utilizando buffers de lavado provistos por el Kit.
En el dltimo paso se realiz6 el lavado de la columna con un volumen de 40 pl de H,O
miliQ libre de RNAsas a modo de eluir el RNA. El eluido fue recogido y guardado a -
80°C hasta su uso para la retrotranscripcion y la sintesis del cDNA. Una alicuota de 4
pl del RNA eluido fue utilizada para determinar concentracion y la pureza del RNA
midiendo absorbancia a 260 y 280 nm en espectrofotometro de luz ultravioleta.

La reaccién de sintesis de los correspondientes cDNA se realizé utilizando el kit
comercial Omniscript Reverse Transcription (Quiagen cat# 205111) con primers
OligodT (Applied Biosystem cat# N8080128), segun las instrucciones del fabricante.
Brevemente se procedid a preparar la master mix en presencia de la enzima
transcriptasa reversa en conjunto con los OligosdT (son secuencias monocatenarias
de desoxitimidina dT), los cuales son necesarios para ser catalizados por la
transcriptasa reversa y asi iniciar la reaccion), inhibidor de RNAasas, dNTPs y buffer

de reaccion. Una vez preparada la master mix se agregd la cantidad correspondiente
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de RNA y se dejd reaccionar por 60 minutos a 37°C. En la tabla 6 se detallan los

volimenes utilizados.

Reaccion de la polimerasa en cadena semicuantitativa o de punto final

La reaccién de PCR se realiz6 utilizando la enzima Taq Polimerasa (Inbio High Way,
Tandil, Argentina, cat# K1002) con modificaciones especificas en las temperaturas de
annealing y numero de ciclos de acuerdo a cada set de primers (ver tabla 3 donde
figuran ciclos y temperatura de annealing para cada par de primers).

Los primers utilizados fueron sintetizados por Invitrogen de acuerdo a las secuencias
solicitadas reportadas previamente en la literatura o disefiadas por nosotros (ver tabla
5). Independientemente de las referencias bibliogréficas, la especificidad de cada par
de primers fue corroborada mediante el uso de software disponible en la web: UCSC
Genome Bioinformatics y NIH Primer Blast.

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa conteniendo bromuro de
etidio (0.5 pug/ml) para su observacion en transiluminador. Tipicamente un volumen de
9 ul de la reaccion de PCR fue mezclado con 1 pl de buffer de carga (Azul de
bromofenol: 60 mM EDTA 0.03%; Glicerol: 60%; 10 mM Tris-HCI pH 7.6) y sembrado
en un gel de agarosa 1.5% para separacion electroforética. Los geles de agarosa se
corrieron en forma submarina en buffer TAE para la visualizacion del ADN en
transiluminador (Gel Doc Ez Imager, Biorad). En paralelo se sembré un marcador de
peso molecular para corroborar el tamafio de los productos esperados de PCR. Las
imagenes de los geles adquiridas con el equipo fueron almacenadas en computadora
para posterior analisis. La cuantificacion de las bandas se realizé mediante el calculo

de densidad 6ptica utilizando el software Image J 1.51 |8.

Reaccidon de la polimerasa en cadena de tiempo real (JPCR)

Se realiz6 la reaccién de PCR en tiempo real utilizando el equipo Step One Plus
(Applied Biosystems) y la mezcla de reaccion utilizada fue el kit comercial SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems). El ciclado utilizado fue 10 minutos a 95°C, 40
ciclos de 10 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C. Se realizaron curvas con
distintas concentraciones de ADNc para calcular la eficiencia de amplificacion de los
primers. La secuencia de los primers utilizados se detalla al final de esta seccion.

La expresion relativa de las IL-18 y TNF-a se calculd utilizando el método 2-AACt
Brevemente, los valores del ciclo umbral (Ct) de cada triplicado se promediaron, y para
cada muestra se calcul6 la diferencia entre el Ct (ACt) de la amplificacion de cada

citoquina y el Ct de la amplificacién del control endégeno. Luego, para cada muestra
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se calculo la diferencia (AACt) entre el ACt de esa muestra y el promedio de los ACt
controles. Si la eficiencia de amplificacién es cercana a 2, al calcular el valor de - AACt
para cada muestra, se obtiene un valor de expresion relativa de cada citoquina,
relativizado a la expresién del control endégeno. La eficiencia de amplificacion se

corroboré mediante curvas de calibracion.

Produccion de plasmidos para transfecciones

Para los estudios de ganancia de funcién utilizamos plasmidos pCMV-flag que
expresan TLR2 o TLR4, los cuales fueron cedidos por el Dr. Thierry Roger (Division of
Infectious Diseases, Department of Internal Medicine, Centre Hospitalier Universitaire
Vaudois, Lausanne, Switzerland) (Roger y col., 2009). Una vez recibidos fueron
reconstituidos y amplificados mediante transformacion bacteriana. De igual manera
para poder seguir las transfecciones utilizamos el plasmido de expresién Cherry
(pcDNA3 mCherry, Addgene, USA).

Se transformaron bacterias Escherichia coli DH5-a (Invitrogen) mediante el protocolo
de choque térmico. Una reaccién de transformacion tipica incluy6 una alicuota de 50 pl
de bacterias competentes descongelada en hielo e incubada con 5 ul de ADN
plasmidico reconstituido por 30 min. El tubo conteniendo las bacterias y el plasmido
fue incubado a 42°C por 60 seg y luego pasado rapidamente a hielo por 2 min.
Posteriormente se afiadieron al tubo 300 pl de medio SOC (del inglés Super Optimal
broth with Catabolite repression) precalentado a 37°C. El uso de SOC maximiza la
eficiencia de transformacion de las células competentes. Las bacterias se incubaron a
37 °C en agitacién durante 1 h y luego se sembraron 100 pl de bacterias en placas con
agar Luria Broth (LB) conteniendo ampicilina (50 ug/ml). Luego de incubar 18 horas a
37°C, se selecciond una colonia aislada y su uso6 para inocular 300 ml de LB liquido
con ampicilina (50 pg/ml) durante otras 18 horas en agitacion. Cuando el cultivo
alcanzé una densidad Optica de 0.6 se realiz6 la purificacion del pladsmido utilizando
kits comerciales (Wizard Plus SV Miniprep cat# A1330 o Quiagen MidiPrep cat#
12145). Brevemente, el protocolo consiste en la lisis bacteriana, precipitacion de
proteinas y DNA gendmico, y el DNA plasmidico se adhiere a una columna de silica.
Posteriormente se lava la columna y se eluye el DNA plasmidico con agua libre de
nucleasas. El objetivo fue obtener suficiente cantidad del DNA para su posterior
utilizacion en las transfecciones a células eucariontes. Una alicuota de 4 pl del DNA
eluido fue utilizada para determinar concentracion y la pureza del DNA plasmidico
midiendo absorbancia a 260 y 280 nm en espectrofotometro de luz ultravioleta. Lo

restante se conservo en glicerol stock en medio LB a -70°C hasta su posterior uso.

47



Rosciszewski Gerardo Materiales y Métodos

Transfeccion de cultivos primarios

Los experimentos de transfeccion fueron realizados en placas multiwell de 24 pocillos.
Debido a que la eficiencia de transfeccion en los cultivos primarios de astrocitos
raramente supera el 30-40% de eficiencia, realizamos co-transfecciones de los
plasmidos pCMV-TLR4 o plasmido backbone (vacio) con pcDNA3-Cherry para poder
identificar las células efectivamente transfectadas. El método de transfeccion utilizado
fue el de liposomas comercial Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

El procedimiento desarrollado fue como se describe a continuacion. Primeramente se
reemplazo6 el medio completo de cultivos de astrocitos confluentes en placas multiwell
de 24 pocillos por medio OptiMEM libre de suero (Gibco) durante 1 hora. Luego se
extrajo el medio OptiMEM vy las células fueron incubadas durante 3 horas con la
mezcla de transfeccion. La misma estaba constituida de la siguiente forma: por cada
pocillo a transfectar se prepar6é A) 50 ul de OptiMEM + 1 pul de lipofectamina y B) 50 pl
de OptiMEM + 0.9 pg de ADN plasmidico (0.8 pg TLR4, TLR2 o pcDNA3 + 0.1 ug
Cherry). Las soluciones A y B fueron incubadas en forma separada durante 5 minutos
y luego se realiz6 una mezcla de ambas soluciones (A+B) la cual se incub6 por otros
20 minutos. Luego de las 3 horas de incubacién con la mezcla que contiene el ADN y
lipofectamina, el medio fue reemplazado nuevamente por medio completo por otras 18
horas. Transcurrido este tiempo, se realizaron los experimentos que se describen en la
seccion de resultados. Las células transfectadas fueron facilmente reconocidas debido

a la expresion de la proteina Cherry.

Analisis de imagenes

Los estudios para analizar morfologia celular y fraccién de area ocupada por células
inmunomarcadas se realizaron utilizando el software ImageJ 1.51 j8. Las imagenes
digitalizadas, se transformaron a la escala de grises de 8 bits, se normalizaron y se
realizé una delineacion de las areas de interés, eliminando los artefactos. Se utiliz6 el
software indicando el tamafio maximo y minimo esperado para las células. Las
imagenes parciales de células fueron excluidas. Sobre las imagenes se analizaron
diferentes parametros de morfologia celular o se realizaron conteos manuales directos
(numero total de células por campo) o categorizados (tipos celulares segun su
morfologia). En el caso de las co-localizaciones se utilizé el coeficiente de Manders.
Dicho coeficiente de superposicion, mide la proporcién de co-localizacién de una sefial
A respecto de una sefal B, sin tener en cuenta la intensidad de ambas sefales
(Manders y col. 1993).
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Analisis estadisticos

Los valores crudos de cada medicion se chequearon para verificar su distribucion
normal. En el caso de que este supuesto se cumpliera, seguidamente se realizé la
comparacion estadistica de los diferentes grupos mediante ANOVA de una via seguido
del post- test de Student-Newman-Keuls dependiendo el caso o bien para comparar
dos grupos se utilizo el test t de Student. En el caso de que no se cumplieran los
supuestos de normalidad, se realiz6 la comparacion por el test no paramétrico de
Dunn seguido del post- test de Kruskal Wallis. Los datos en cada gréafico son
presentados como la media y su error estandar. Un p<0.05 fue considerado
estadisticamente significativo. Los asteriscos ubicados sobre las barras muestran
diferencias con distintos grados de significancia entre los distintos grupos (*, p<0.05;
** p<0.01; ***, p<0.001), tal como se describe en la leyenda de cada figura.
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TABLA 1
Anticuerpos Primarios para Inmunofluorescencia e Inmunohistoquimica
NOMBRE ANTICUERPO ORIGEN DILUCION MARCA # CATALOGO
GFAP Policlonal-conejo 1.1500 DAKO 20334
GFAP Monoclonal-raton 1. 1000 Sigma G3893
Iba-1 Policlonal-cabra 1. 1000 Abcam AB5076
MAP-2 Policlonal-conejo 1. 1000 Millipore AB522
NeuN Monoclonal-ratén 1. 1000 Chemicon MAB377
p65 Policlonal-conejo 1. 1000 Santa Cruz sc-372
S100B Monoclonal-ratén 1. 800 Sigma S2532
TLR-4 Policlonal-conejo 1. 500 Santa Cruz sc-30002
Drebrina Policlonal-conejo 1. 800 Millipore AB10140
Sinaptofisina Monoclonal-ratéon 1. 1000 Chemicon MAB329

TABLA 2

Anticuerpos Secundarios para Inmunofluorescencia e Inmunohistoguimica

NOMBRE ANTICUERPO | LONGITUD DE ONDA | DILUCION | MARCA | # CATALOGO
Donkey Anti Rabbit igG Alexa488 1.900 Jackson | 711-545-152
Donkey Anti Rabbit igG Alexa594 1.900 Jackson | 711-585-152

Donkey Anti-Goat IgG Alexa594 1.900 Jackson | 705-585-147

Donkey Anti-Human IgG Alexa488 1.900 Jackson | 709-545-149
Donkey Anti-Mouse 1gG Alexa488 1.900 Jackson | 715-545-151
Donkey Anti-Mouse 1gG Alexab94 1.900 Jackson | 715-585-151
Donkey Anti-Mouse 1gG Alexa488 1.900 Jackson | 715-545-151

ExtraAvidin ™ Peroxidasa 1.500 Sigma E2886
Goat Anti-Mouse IgG Alexa594 1.900 Jackson | 715-585-150
Goat Anti-Mouse IgG Biotin 1.500 Sigma B7264

Goat Anti-Rabbit FITC 1.900 Sigma F9887
Goat Anti-Rabbit 1IgG Biotin 1.500 Sigma B7264
Goat Anti-Rabbit IgG Biotin 1.500 Sigma B7389
Rabbit Anti-Goat 1gG FITC 1.800 Sigma F7367
Rabbit Anti-Goat 1gG Biotin 1.500 Sigma B7014
Sheep Anti-Mouse 1gG FITC 1.800 Sigma F2883
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TABLA 3
Anticuerpos Primarios para Western Blot
NOMBRE ANTICUERPO ORIGEN DILUCION | MARCA [# CATALOGO
Actina Monoclonal/ratén | 1. 20000 | Millipore MAB1501
TLR-4 Policlonal-conejo | 1. 500 | Santa Cruz Sc-3002
TABLA 4
Anticuerpos Secundarios para Western Blot
NOMBRE ANTICUERPO | LONGITUD DE ONDA | DILUCION | MARCA |# CATALOGO
Goat Anti-Rabbit IgG Peroxidasa 1.6000 | Jackson | 111-035-003
Rabbit Anti-Mouse IgG | Peroxidasa 1.6000 Sigma | A-9044
TABLA S5
Primers
RNAmM Forward Reverse Citas
TLR2 GAAAGATGCGCTTCCTGAAC CGCCTAAGAGCAGGATCAAC (Fany col., 2009)
IL-1b | ACAACAAAAAAGCCTCGTGCTG | CCATTGAGGTGGAGAGCTTTCA | (Murtay col.,2012)
a-actin CACCACTTTCTACAATGAGC CGGTCAGGATCTTCATGAGG (Ho y col., 2005)
TNF-a TTGTCTTTGAGATCCATGCC TCTCATCAGTTCTATGGCCC (Murta y col.,2012)
TLR4 | GCCGGAAAGTTATTGTGGTGGT | ATGGGTTTTAGGCGCAGAGTTT | (Fany col., 2009)
TBP ACCGTGAATCTTGGCTGTAA CCTTCATTGACCTCAACACATGG | (Murta y col., 2012)
GAPDH | AGTCTTCTGGGTGGCGTGATGG | AGTCTTCTGGGTGGCAGTGAGG | (Murta y col., 2012)
TABLA 6

Reactivos para RT PCR

Reactivos Stock Volumen para una reaccién
Buffer RT 10x 2 ul
dNTPs Mix 5Mm 2 ul
OligodT primer 10 uM 2 ul
ARNmM 50 ng-2 ug Variable
Omniscript Reverse Transriptase 0.5 pg/pl 1ul
Inhibidor de RNasa (10 unidades/pl) 1ul
Agua libre de RNasa Variable
Volumen Final 25l 25l
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La deprivacidn de oxigeno y glucosa (OGD) produce un aumento en la expresion

de TLR4 en células gliales

Como comentamos en la introduccion, la OGD imita in vitro las condiciones del area
isquémica. Datos de la literatura nos indicaban que luego de un episodio isquémico,
existe una gran liberacion de mediadores solubles de tipo DAMP, algunos de los
cuales son capaces de generar la activacion de diferentes receptores de la inmunidad
innata, entre ellos el receptor TLR4 (Hakimizadeh y col., 2016). Sin embargo, no
estaba claro si TLR4 estd presente constitutivamente en las células gliales o si la
situacion de isquemia tisular es capaz de inducirlo. Por ello, en esta seccién nos
propusimos estudiar si la OGD per se induce un aumento de la expresion de TLR4 en
células gliales.

En primer lugar, estudiamos la expresion del receptor TLR4 en cultivos mixtos gliales
corticales, en condiciones control o sometidos a OGD por 6 horas, a través de ensayos
de inmunofluorescencia e inmunoblot. Observamos un claro aumento en la expresion
de este receptor en los cultivos mixtos expuestos a OGD tanto por la técnica de
inmunofluorescencia como por inmunoblot (Figura 13 A, B). La observacion detallada
de las imagenes mostré que tanto la microglia como los astrocitos presentes en el
cultivo mostraron un aumento de la expresion de TLR4 inducida por la OGD (Figura 13
A).
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Figura 13: La deprivacion de oxigeno y glucosa (OGD) por 6 horas genera un incremento en la expresion de TLR4
analizado a las 24 horas luego de la OGD. A: Inmunofluorescencia de cultivos primarios gliales mixtos conteniendo
astrocitos y microglia en condiciones control y en OGD. Se observa un incremento en la intensidad de fluorescencia
para las células TLR4 positivas (rojo) astrocitos (flechas) marcados con GFAP (verde) como para otros tipos celulares
presentes en el cultivo (Barra = 20 pm). B: El inmunoblot muestra el nivel relativo de la proteina TLR4 en cultivos gliales
mixtos expuestos a condiciones control y OGD. Se utilizé actina como control de carga. Se muestra la cuantificacion de
la relacion TLR4/actina. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas por t-test de Student de 2 colas. Los

asteriscos sefialan diferencias respecto del control ***p<0.001.
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La deprivacion de oxigeno y glucosa (OGD) induce un incremento en la

expresion de TLR4 en cultivos enriguecidos en astrocitos

Posteriormente, evaluamos si los astrocitos requieren de la presencia de microglia
para que se induzca la expresibn de TLR4 en condiciones de OGD. Para ello
utilizamos cultivos primarios corticales enriquecidos en astrocitos depletados de
microglia. Los mismos se obtuvieron por agitacion y subsecuente tratamiento con un
agente lisosomotrépico (Leu-Leu metil éster) tal como se describié previamente
(Marinelli y col., 2015). Este compuesto ingresa especificamente a las células con
capacidad fagocitica y, por la accién de la transpeptidasa de la catepsina C, se
condensa en un polimero membranolitico dentro de los lisosomas generando la
muerte de células con alta actividad fagocitica (Marinelli y col., 2015).

Una vez obtenido el cultivo enriquecido en astrocitos procedimos a ejecutar de igual
manera el protocolo de OGD mencionado anteriormente. Los resultados mostraron un
notorio el cambio de la morfologia astroglial ameboide en condiciones normales por el
fenotipo filamentoso inducido por la OGD (Figura 14 A). Este fenotipo es clasico de
astrocitos reactivos in vitro. Ademas, los astrocitos GFAP+ aumentaron la expresion

de TLR4 al ser expuestos a OGD, aun en ausencia de microglia (Figura 14 B).
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Figura 14: La deprivacion de oxigeno y glucosa por 6 horas genera un incremento en la expresion de TLR4 en
astrocitos analizados a las 24 horas. A: Inmunofluorescencia de cultivos primarios enriquecidos en astrocitos en
condiciones control y OGD. Se observa un incremento en la intensidad de fluorescencia para las células TLR4 positivas
(rojo) en astrocitos marcados con GFAP (verde) como asi también un drastico cambio de una morfologia poligonal
hacia una mas fibrilar y estrellada. Barra = 50 um. B. Los graficos muestran muestran cambios significativos en el area
celular TLR4-inmunorreactiva inducida por OGD, mientras que el indice de colocalizacién de Manders mostr6 un
aumento de la co-expresion de TLR4 y GFAP en astrocitos. El coeficiente de superposicién de Manders mide la
proporcion de colocalizacion de la sefial TLR4 con GFAP sin tener en cuenta la intensidad de las sefiales. Las
diferencias entre tratamientos fueron evaluadas por t-test de Student de 2 colas. Los asteriscos sefialan diferencias
respecto del control ***p<0.001.
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La sobreexpresion de TLR4 sensibiliza a los astrocitos hacia sus ligandos

Luego de observar que la OGD produce un aumento en la expresion de TLR4, nos
preguntamos si este incremento tendria consecuencias funcionales en los astrocitos.
Para ello estimulamos la expresion de TLR4 con OGD y luego tratamos cultivos
primarios enriquecidos en astrocitos con un agonista clasico de TLR4 que es el
lipopolisacarido bacteriano (LPS), un PAMP agonista de TLRA4.

Comparando condiciones controles con la exposicién a OGD, LPS o bien OGD y luego
LPS, observamos un claro incremento en la proporcion de astrocitos filamentosos
respecto de los ameboides en todos los tratamientos (Figura 15). Ambas morfologias
ameboides y filamentosas pueden ser observadas al mismo tiempo en un cultivo pero
su abundancia relativa cambia segun la situacion. Los astrocitos no reactivos
presentan principalmente una morfologia del tipo poligonal o ameboide, que se
transforma en una morfologia del tipo filamentosa cuando son expuestos a estimulos
gue producen reactividad glial o gliosis reactiva. Este pasaje de una morfologia a otra
recibe el nombre de filamentacién o stellation. Este cambio en la morfologia astroglial
es considerada el correlato morfolégico in vitro del fendbmeno de astrogliosis in vivo
(Park y col., 2006a; Wanner y col., 2013).
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Si bien este experimento nos indicé que los astrocitos expuestos a OGD, expresan
TLR4 y reaccionan con mayor intensidad a la exposicion al ligando de TLR4 que es el
LPS, este efecto podria ser dependiente de una sensibilizacion de los astrocitos a
través de rutas no dependientes de TLR4. Por ello, decidimos realizar un experimento
de ganancia de funcién sobreexpresando TLR4 en astrocitos en condiciones control.
Para esto transfectamos cultivos primarios gliales corticales enriquecidos en astrocitos
con un plasmido de expresion que codifican al receptor TLR4 o su control (mock) en
conjunto con un plasmido reportador para poder seguir los astrocitos efectivamente
transfectados. Luego de permitir la expresion de TLR4, los cultivos fueron tratados con
LPS y se midi6 la filamentacion de los astrocitos positivamente transfectados. Los
resultados mostraron que los astrocitos transfectados con un plasmido de expresiéon
de TLR4 expuestos a LPS, exhibieron una filamentacion mucho mayor en relacion a
los astrocitos transfectados con el plasmido mock (Figura 16 A).

Considerando que la filamentacion integra varias rutas de sefializacién que involucran
la remodelacién del citoesqueleto astroglial, decidimos analizar si la ruta de
sefalizacién rio abajo de TLR4 estaba sobreactivada cuando aumenta su expresion y
se produce la exposicién a los ligandos del receptor. Sabiendo que una de las vias
efectoras clasicas de TLR4 es NF-kB, estudiamos la respuesta siguiendo la
localizacién nuclear de p65 que es la subunidad mas abundante de este factor de
transcripcion en el SNC. Observamos que los astrocitos transfectados con el plasmido
control mock, tratados con LPS, muestran una cinética clasica de activacion de NF-kB,
alcanzando el maximo a los 30 minutos luego del tratamiento, regresando a los niveles
basales a las 4 horas post tratamiento. En cambio, los astrocitos transfectados con el
plasmido de expresion de TLR4, también tratados con LPS, presentaron una mayor
activacion de NF-kB y dicha actividad se mantuvo elevada durante todo el tiempo

analizado en el experimento (hasta las 4 horas de tratamiento) (Figura 16 C).

Figura 16: La sobre-expresion de TLR4 sensibiliza a los astrocitos frente a sus ligandos A: El grafico muestra la media
del nimero de prolongaciones por astrocito efectivamente transfectado identificado por la expresién de Cherry como
indice de filamentacion. Las diferencias entre tratamientos (filamentacion) fueron evaluadas luego de la sobreexpresién
de TLR4 en cultivos de astrocitos por 18 horas y luego de ser tratados con LPS durante 3 horas por test no paramétrico
de Kruskal-Wallis seguido de un test de comparacion multiple de Dunn’s. Los asteriscos sefialan diferencias respecto
del control ***p<0.001. B: Imagenes representativas de inmunofluorescencia para la subunidad p65 de NF-kB (verde) y
TLR4 Cherry (rojo) de cultivos primarios enriquecidos en astrocitos transfectados con plasmido mock o sobre
expresando TLR4 durante 18 horas y posteriormente tratados con LPS. Barra = 50 um. C: Los géaficos muestran la
curva temporal de localizacion nuclear de p65 en astrocitos transfectados con el plasmido vacio (mock) o el plasmido
de expresion de TLR4. Se observa un incremento marcado y sostenido en el tiempo de localizacién nuclear de p65 en
los astrocitos transfectados con TLR4. Las diferencias entre tratamientos (cinética de activacién) fueron evaluadas por
ANOVA de una via seguido de Student-Newman-Keuls post-test. Los asteriscos sefialan diferencias respecto del
control *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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El receptor TLRA4 facilita la polarizacion de los astrocitos reactivos hacia el perfil

proinflamatorio

A partir de los resultados obtenidos en relacién a la activacion sostenida de NF-kB en
el tiempo, en astrocitos que sobreexpresan TLR4, investigamos si esta activacion
sostenida da como consecuencia una polarizacién de los astrocitos reactivos hacia el
perfil proinflamatorio A1 que es capaz de inducir neurodegeneracion.

Primariamente realizamos un ensayo de pérdida de funcion utilizando cultivos de
astrocitos obtenidos de animales deficientes en TLR4 (TLR4-KO) que fueron
expuestos a LPS. Como controles utilizamos cultivos de animales wild type y cultivos
de animales TLR2-KO y se analizé la localizacion nuclear de p65 como indice de
activacion de NF-kB. Como era esperado, los cultivos deficientes en TLR4 no
mostraron un aumento significativo de la localizacion nuclear de p65 cuando fueron
tratados con LPS (Figura 17 A). Es interesante notar que los cultivos TLR2-KO
respondieron en forma normal a la estimulaciéon con LPS, ya que este ligando es
especifico de TLR4 (Figura 17 A).

La activacion sostenida del factor de transcripcion NF-kB en el tiempo podria ser un
indicativo temprano de la conversion astroglial hacia el perfil proinflamatorio. Para
testear esta hipétesis, realizamos PCR cuantitativa en tiempo real para medir dos
citoquinas proinflamatorias tipicas como lo son IL1B y TNFa. Las poblaciones
astrogliales que fueron utilizadas para este andlisis fueron los cultivos transfectados
con plasmido mock o con el plasmido de expresion de TLR4 y posteriormente
expuestos a LPS. Observamos que la sobreexpresion de TLR4 incrementd
considerablemente la expresion de estas dos citoquinas proinflamatorias cuando
fueron comparadas con los astrocitos transfectados con el plasmido mock (Figura 17
B).

Figura 17: La expresion de TLR4 en astrocitos facilita la polarizacién hacia el perfil proinflamatorio. A: Se muestran
fotomicrografias representativas de cultivos enriquecidos en astrocitos TLR4 -/- y wild type tratados con LPS 25 ng/ml
por 1 hora e inmunomarcadas con p65. Barra 50 um. B: Los graficos muestran la cuantificacion del porcentaje de
células con marcacion de p65 nuclear en cultivos astrogliales provenientes de animales wild type, TLR2 -/- o TLR4-/-
respectivamente. C: Los graficos muestran la expresion de las citoquinas proinflamatorias: IL-18 y TNF-a en astrocitos
transfectados con el plasmido TLR4 y plasmido mock. Posterior a la transfeccion se trataron los astrocitos con LPS 25
ng/ml por 12 horas. Luego se realizé la extraccion de RNA para su posterior amplificacion. Los datos se muestran como
medias obtenidas a partir de 3 determinaciones diferentes y representan la expresion relativa al housekeeping TBP por
gRT-PCR. Las diferencias significativas fueron evaluadas con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y el test de

comparacién mdltiple de Dunn (B) o un test de Student de 2 colas (C). ***p < 0.001.
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Se ha propuesto que la polarizacion astroglial al perfil proinflamatorio Al es
neurodegenerativa e induce muerte neuronal (Liddelow y col., 2017). Con el objetivo
de comprobar si la polarizacién proinflamatoria de los astrocitos inducida por la
sobreexpresion de TLR4 y la activacion por LPS es neurodegenerativa, realizamos co-
cultivos de astrocitos y neuronas corticales utilizando un disefio experimental que
permitié tratar a los astrocitos por separado y luego exponer las neuronas a los
mediadores secretados por los astrocitos. En estas condiciones, observamos una
significativa disminucion en la sobrevida neuronal cuando fueron expuestas a
astrocitos tratados con LPS (Figura 18).
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Figura 18: La activacion de TLR4 por el PAMP LPS genera la conversién de los astrocitos al perfil Al
neurodegenerativo. Imagenes representativas de cultivos de neuronas corticales de 10 DIV co-cultivadas con astrocitos
provenientes de animales wild type durante 18 horas y coloreadas con DAPI para evaluar la sobrevida neuronal
analizando la morfologia nuclear neuronal. Los astrocitos fueron tratados previamente con vehiculo o el PAMP LPS 25
ng/ml por 3 horas. El grafico muestra la sobrevida neuronal evaluada analizando la morfologia nuclear neuronal. Cada
tratamiento se hizo por triplicado en 3 experimentos diferentes. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas por

t-test de Student de 2 colas. Los asteriscos sefialan diferencias respecto del control ***p<0.001.

El DAMP HMGB-1 esta involucrado en la gliosis reactiva y la sobrevida neuronal

Los experimentos con LPS detallados en las secciones anteriores nos permitieron
demostrar que la sobreexpresion de TLR4, tal como ocurre en condiciones de OGD,
sensibiliza a los astrocitos a ligandos como el LPS, facilitando su polarizacion

proinflamatoria al fenotipo Al, que es capaz de inducir muerte neuronal. Sin embargo,
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en las condiciones de la isquemia cerebral, en ausencia de infeccién, no seria
esperable la presencia de un PAMP como el LPS de origen bacteriano.

Existen reportes que muestran que, en condiciones de dafio estériles como en la
isquemia, existe una liberacion del DAMP HMGB-1 desde las células en necrosis del
core isquémico, tanto en roedores como en humanos, lo que ocasiona la respuesta de
la inmunidad innata (Liesz y col., 2015).

Es por ello que decidimos investigar si un DAMP como HMGB-1, es capaz de modular
la respuesta de los astrocitos y el destino sobre la poblaciéon neuronal.

Los efectos del DAMP HMGB-1 son TLR2 y TLR4-dependientes en células gliales

Como comentamos previamente, se propone que los efectos de HMGB-1 serian
mediados por receptores de patrones moleculares como TLR y RAGE (Park y col.,
2006b). Es por ello, que nos propusimos estudiar si HMGB-1 tiene la capacidad de
activar estos receptores in vitro en células gliales analizando el perfil de activacion de
su efector NF-kB. Con el objetivo de establecer el requerimiento de los receptores
realizamos ensayos de pérdida de funcion. Para tal fin, utilizamos cultivos gliales
mixtos de animales wild type, TLR2-KO, TLR4-KO o bien bloqueamos el receptor
RAGE con anticuerpos neutralizantes.

La exposicibon a HMGB-1 indujo la movilizacion de la subunidad p65 desde el
citoplasma hacia el nicleo en las células gliales, lo que evidencia la activacion de la
ruta dependiente de NF-kB. En los cultivos TLR2-KO y TLR4-KO observamos una
clara disminucion de la relocalizacion nuclear de la subunidad p65 de NF-kB al ser
estimulados con HMGB-1 (Figura 19). De igual forma observamos una reduccion
parcial de la relocalizacion nuclear de p65 cuando bloqueamos RAGE utilizando
anticuerpos neutralizantes (Figura 19). Estos resultados nos indican que el efecto de
HMGB-1 seria parcialmente mediado por los receptores de patrones moleculares
TLR2, TLR4 y RAGE.
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Figura 19: A: Iméagenes representativas de la localizacion nuclear de p65 en astrocitos tratados con HMGB-1 500 ng/ml
luego de 3 horas de exposicion. Se observa que HMGB-1 activa NFkB en estos cultivos gliales y que se produce una
disminucién de la activacion de NF-KB con las diferentes estrategias de pérdida de funcién. Barra = 20 pm. Cada
tratamiento se hizo por triplicado en dos experimentos diferentes. B: El grafico muestra la cuantificacion de la localizacion
nuclear de p65. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas por ANOVA de una via seguido de Student-Newman-
Keuls post-test. *p < 0.05, **p< 0.01 y ***p < 0.001.

La exposicion a HMGB-1 aumenta la expresiéon del ARNm de TLR4

Los receptores de la inmunidad innata y sus ligandos tipo DAMP y PAMP muestran
una gran promiscuidad de interaccion ligando-receptor, la cual ha sido probablemente
una ventaja evolutiva para permitir una mas amplia respuesta del sistema inmune
innato. También es comun observar fenomenos de feed forward o retroalimentacion

positiva, donde los ligandos estimulan la expresion de su propio receptor. Es por ello
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que nos propusimos estudiar si efectivamente HMGB-1 tiene la capacidad de inducir la
expresion de TLR4 en astrocitos.

Para ello evaluamos mediantes ensayos de RT-PCR si el DAMP HMGB-1 era capaz
de inducir la expresion de dicho receptor. Observamos que el tratamiento con el DAMP
HMGB-1 gener6 un claro aumento en el ARNm de TLR4 (Figura 20).
Interesantemente, cuando utilizamos el inhibidor quimico de TLR4 denominado VGX-
1027 e incubamos con HMGB-1 no obtuvimos cambios estadisticamente significativos,
mostrando que este efecto de feed forward podria ser mediado por los otros
receptores de patrones moleculares sobre los cuales HMGB-1 tiene accion. Por otra
parte evaluamos la expresion de una citoquina asociada a la respuesta antiinflamatoria
como lo es TGF-B. Tanto los astrocitos control como los tratados con HMGB-1 no
presentan expresion detectable del mRNA de esta citoquina, en cambio, cuando es

agregado el VGX-1027 se puede observar incremento en la expresion del ARNm de

TGF-B.
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Figura 20: Los niveles de mRNA de TLR4 se incrementan cuando los astrocitos son estimulados con el DAMP HMGB-
1. El tratamiento con el VGX-1027 un inhibidor quimico TLR4, y en menor medida de TLR2, no produjo un efecto
significativo en la expresion de TLR4 pero si indujo en la expresion de TGF-f en astrocitos tratados con el DAMP. Los
graficos muestran la cuantificacion de densidad o6ptica de cada banda de TLR4 o TGF-B en relacién a la banda
correspondiente de actina. Cada tratamiento se hizo por triplicado en 3 experimentos diferentes. Las diferencias entre
tratamientos fueron evaluadas por ANOVA de una via seguido de Student-Newman-Keuls post-test. *p < 0.05, **p<

0.01 y ***p < 0.001.
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El medio condicionado de astrocitos expuestos a HMGB-1 produce

sinaptogénesis en neuronas corticales

La liberacién de HMGB-1 desde el core necrético en la isquemia, podria tener efectos
sobre las células de la glia en la penumbra. Subsecuentemente, estas células de la
glia podrian liberar factores con efectos sobre las neuronas vecinas. Para intentar
disecar estos efectos in vitro, partimos de cultivos enriquecidos en astrocitos
expuestos al DAMP HMGB-1 y recolectamos medio condicionado de esos astrocitos
(MCA). Luego utilizamos los MCA para tratar cultivos neuronales corticales y
evaluamos la abundancia de sinapsis y la sobrevida neuronal.

Los resultados mostraron un aumento significativo en el nimero de puncta sinapticos,
identificados por la superposicion de los marcadores drebrina y sinaptofisina (Thiel,
1993; Takahashi y col., 2003) cuando las neuronas fueron tratadas durante 3 horas
con los medios condicionados de astrocitos expuestos a HMGB-1. Esta corta
incubacién con los MCA no produjo cambios significativos en la sobrevida neuronal
(Figura 21).

A

Control MCA Control ~ MCA HMGB-1 500ng/ml

Sinaptofisina/ DAPI

400+ 501

Nuamero de puncta
Sobrevida Neuronal
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Figura 21: Las neuronas corticales tratadas durante 3 horas con medios condicionados de astrocitos (MCA) expuestos
a HMGB-1 (500 ng/ml) aumentan su nimero de puncta sinaptico al ser analizadas 18 horas luego de la exposicién al
MCA. A: Se muestran fotomicrografias representativas para Sinaptofisina y Drebrina en cultivos neuronales corticales
tratados con MCA por 3 horas. Barra 50 um. B: El grafico muestra el andlisis de puncta sinapticos. Neuronas aisladas
al azar fueron seleccionadas. Se realizé el merge para los canales verde y rojo y se seleccionaron secciones de
neuritas de igual longitud (10 pm) para cuantificar. Se utilizé el plugin del ImageJ Puncta Analyzer. El gréfico de la
derecha muestra que la sobrevida neuronal no fue significativamente afectada durante la exposicion al MCA tal como
muestra la cuantificacién del nidmero de neuronas por campo. Cada tratamiento se hizo por triplicado en 3
experimentos diferentes. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas por ANOVA de una via seguido de
Student-Newman-Keuls post-test. *p < 0.05, **p< 0.01 y ***p < 0.001.

Los astrocitos expuestos a HMGB-1 producen un MCA gue alteran la sobrevida

neuronal

En la seccion anterior mostramos que los MCA expuestos a HMGB-1 inducen
sinaptogénesis pero no afectan significativamente la viabilidad neuronal. Esta ausencia
de efecto toxico fue observada a muy corto plazo de exposicion al MCA (3 horas) y a
través del uso de medios condicionados. Para investigar en mayor profundidad si la
exposicion a HMGB-1 es capaz de inducir astrocitos reactivos polarizados al perfil
proinflamatorio que induce muerte neuronal, decidimos preparar cultivos reconstituidos
de neuronas y glia.

Para ello partimos de cultivos gliales que fueron expuestos a HMGB-1 por 3 horas, que
es el tiempo al cual se observa la maxima activacion de NF-kB. Luego, se retiro la
HMGB-1, se renovO el medio de cultivo y se colocd sobre los astrocitos un cultivo
neuronal primario cortical de 10DIV soportado en un cubreobjetos. Se incub6 el
conjunto durante 18 horas.

Los resultados mostraron una significativa reduccion en la sobrevida neuronal luego de
gque estas permanecieran en contacto con los mediadores solubles secretados por la
monocapa de astrocitos tratados con el DAMP HMGB-1 (Figura 22 A). Es interesante
comentar que la pérdida de viabilidad resultd significativamente atenuada cuando se
utilizaron cultivos gliales de animales TLR2-KO. El tratamiento con HMGB-1 en
presencia de VGX-1027, un bloqueante quimico de TLR2 y TLR4 (Stojanovic y col.,
2007), también rescat6 parcialmente la sobrevida neuronal. Esto sugiere que dichos
receptores, estarian involucrados en la polarizacion glial hacia el perfil

neurodegenerativo inducido por la exposicion a HMGB-1.
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Figura 22: EIl DAMP HMGB-1 polariza los astrocitos al perfil neurodegenerativo. A: Imagenes representativas de

neuronas corticales de 10 DIV fueron co-cultivadas con astrocitos provenientes de animales wild type o TLR2-KO

durante 18 horas. Los astrocitos fueron tratados previamente con el DAMP HMGB-1 500 ng/ml por 3 horas. B y C:

Cuantificacion de la sobrevida neuronal a través de la determinacién del nimero de nucleos neuronales normales. C:

Neuronas corticales de 10 DIV fueron co-cultivadas con astrocitos expuestos previamente a HMGB-1 500 ng/ml por 3

horas. Se utilizaron astrocitos wild type, TLR2 o TLR4-KO. Los astrocitos wild type fueron controles o tratados

previamente con el inhibidor VGX-1027 10 pg/ml por 1 hora. Se lavé y se agreg6é el DAMP HMGB-1 500 ng/ml por 3

horas. Cada tratamiento se hizo por triplicado en 2 experimentos diferentes. Las diferencias entre tratamientos fueron

evaluadas por ANOVA de una via seguido de Student-Newman-Keuls post-test. *p < 0.05, **p< 0.01 y ***p < 0.001.
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Expresién de TLR4 luego de isguemia por devascularizacién cortical

Los resultados comentados en las secciones anteriores mostraron una central
participacion del receptor de reconocimiento de patrones moleculares TLR4 en la
conversion de los astrocitos reactivos al perfil proinflamatorio que induce
neurodegeneracion in vitro. En los siguientes experimentos intentamos encontrar el
correlato in vivo de estos hallazgos, utilizando para ello el modelo de isquemia por
devascularizacion cortical (DC) en roedores.

Luego de la isquemia por DC, analizamos por inmunohistoquimica e inmunoblots la
expresion de TLR4 a distintos tiempos luego de inducida la lesién. Observamos a 1
DPI (DPI, dias post-isquemia), el mayor niumero de células inmuno-positivas para
TLR4 en la zona del core que tienen el aspecto morfolégico clasico de los leucocitos
infiltrantes de sangre periférica (Figura 23 A panel superior izquierdo). A 3 DPI
observamos la mayor cantidad de células inmuno-positivas para TLR4 que presentan
morfologia compatible con astrocitos y microglia (Figura 23 A panel medio izquierdo).
A 7 DPI se observan unas pocas células inmuno-positivas para TLR4 en la zona de la
penumbra (Figura 23 A panel medio derecho). Finalmente a 14 DPI se observan
células inmuno-positivas para TLR4 en cicatriz glial (Figura 23 A panel inferior). La
cuantificaciéon de la abundancia de células TLR4 inmunoreactivas mostré que el
maximo de expresion se produce hacia 1 DPI en el core y a 3 DPI en la penumbra
(Figura 23 B-C). Los ensayos de inmunoblots (Figura 23 C) demostraron un aumento
significativo en la expresion de TLR4 luego de 3 DPI que mostré una leve disminucion
hacia 14 DPI (Figura 23 C).
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Figura 23: La expresion de TLR4 es inducida luego de la isquemia cerebral. A: Iméagenes representativas a diferentes
tiempos post isquemia por DC. La expresion de TLR4 estd asociada probablemente con las células infiltrantes del
sistema inmune en el core (flechas) y con células con morfologia astroglial en la penumbra isquémica. Se observa un
mayor nimero de células TLR4 positivas en el core a 3 DPI. A 14 DPI se puede observar la clasica formacion de la
cicatriz glial (GS). B: El grafico muestra el porcentaje del area cubierta por células positivas para TLR4 en el core y la
penumbra. La tincion especifica para TLR4 se realiz6 mediante inmunohistoquimica (DAB-Niquel) y la especificidad de
los anticuerpos se cheque6 en animales TLR4-KO. Barra = 100 pm. C: Inmunoblot que muestra el incremento de TLR4
a distintos tiempos luego de inducida la lesién. Se compara el hemisferio lesionado contra el hemisferio control sin
lesionar a 3DPI, que no fue significativamente diferente del control sham a ese tiempo. Se utiliz6 actina como control de
carga. Se muestra la relacion TLR4/actina. Las diferencias entre dias post injuria fueron evaluadas por ANOVA de una
via seguido de Student-Newman-Keuls post-test. Los asteriscos sefialan diferencias respecto del control *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001.
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Habiendo demostrado que la expresion de TLR4 aumenta luego de la isquemia
cerebral, nos propusimos estudiar en qué tipo celular se expresa. Realizamos ensayos
de inmunohistoquimica a distintos tiempos luego de generada la lesién y observamos
a 7 DPI astrocitos positivos para TLR4, usando como marcador astroglial a la proteina
glial fibrilar acida (GFAP) en zonas cercanas a la penumbra isquémica como asi
también rodeando el endotelio de vasos. Es importante mencionar que no todos los
astrocitos GFAP positivos expresan TLR4 como se observa en los paneles de
imagenes (Figura 24 A-B) y en la representacion grafica de la abundancia de

astrocitos TLR4+ vs astrocitos totales (Figura 24 C).
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Figura 24: A: Expresion de TLR4 en astrocitos de la penumbra isquémica. Se observan fotomicrografias
representativas de zonas de la penumbra isquémica donde observamos células inmuno marcadas para GFAP (rojo),
TLR4 (negro) y DAPI (azul). Se muestran cortes de cerebro de animales a 7 DPI. Sélo algunos astrocitos GFAP
positivos muestran expresion de TLR4. Barra = 10 um. B: Expresién de TLR4 en astrocitos vecinos al endotelio
vascular. Se observan fotomicrografias de zonas de la penumbra isquémica donde observamos células inmuno
marcadas para GFAP (rojo), TLR4 (negro) y DAPI (azul). Se muestran cortes de cerebros de animales a 7 DPI. Sélo
algunos astrocitos GFAP positivos muestran expresion de TLR4. Barra = 10 um. C: El grafico muestra el porcentaje de
astrocitos positivos para GFAP y GFAP / TLR4 dentro de las células totales en un campo tipico de penumbra isquémica
a7 DPI.
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Activacion de NF-kB en el tejido isquémico

Teniendo en cuenta que la ruta activada por los receptores de patrones moleculares
como TLR4 induce la sefnalizacién dependiente de NF-kB, estudiamos la activacion de
este factor de transcripcion en la zona isquémica. Nos propusimos estudiar la dinamica
temporal y espacial de activacion de este factor de transcripcidén en las células gliales.
Para estudiar la activacion de NF-kB realizamos ensayos de inmunohistoquimica
utiizando un anticuerpo que reconoce la subunidad p65 de este factor de
transcripcion. Tal como realizamos previamente en los ensayos in vitro, utilizamos p65
ya que forma parte del complejo de union a ADN mas abundante en el cerebro adulto
de los roedores (revisado en Kaltschmidt, 2009). Este complejo es retenido en el
citoplasma por IkB, que oculta el NLS de p65, reteniéndolo en el citoplasma. La
fosforilacion de los residuos de serina de IkB induce su degradacion por el
proteasoma, permitiendo asi la translocacion de NF-kB al nicleo, donde este factor de
transcripcion se une a las secuencias de reconocimiento en los promotores de sus
genes blanco (Terai y col., 1996).

La cuantificacion de las células que mostraban p65 en localizacibn nuclear nos
permitié observar que el maximo de activacion de NF-kB se produce alos 3y alos 7

DPI en un area anatémica que coincide con la penumbra isquémica (Figura 25).

Devascularizacién Cortical

3001
a — 3DPL
B —— 7DPL
oy — 14DPL
@ 400-
5
3
(8}
200
e L  § L) L 1
N v N 3> N
& &€ ® & &€

Figura 25: Evalucaion semicuantitativa de la activacién de NF-kB en el tejido isquémico a 3, 7 y 14 dias de inducida la
lesién a diferentes distancias del core isquémico (ROI 1). Distintas areas de interés (ROI) de 852x640 pixels cercanas a
la lesién fueron analizadas. La tincion se realiz6 mediante inmunohistoquimica (DAB-niquel) utilizando a p65 y su
localizacién nuclear como marcador de activaciéon de NF-kB. El grafico muestra la abundancia de células con

marcacion nuclear para p65.
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Disminucion de la gliosis reactiva vy |la neurodegeneracion en el tejido isquémico

por tratamiento con sulfasalazina (SFZ2)

En base a los hallazgos in vitro e in vivo que conectan el receptor TLR4 y su efector
NF-kB con la polarizacion al fenotipo proinflamatorio-neurodegenerativo astroglial
denominado Al, decidimos realizar un estudio de pérdida de funcién bloqueando NF-
KB luego de la isquemia con el bloqueante quimico de NF-kB sulfasalazina (SFZ). La
SFZ es un derivado de &cido 5-aminosalicilico, (5-ASA). Se utiliza principalmente
como agente antiinflamatorio en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal
y de la artritis reumatoide. Se ha demostrado que parte de la actividad de la SFZ como
farmaco antiinflamatorio se debe a que inhibe especificamente la activacion de NF-kB
(actuando sobre el complejo IKK quinasa) (Robe y col., 2004).

Inmediatamente después de realizada la isquemia cerebral, los animales recibieron
SFZ o vehiculo cada 12 horas durante 3 dias. Cuando analizamos la morfologia
astroglial en los cerebros de los animales tratados con SFZ, encontramos a 3 DPI una
marcada disminucién de la gliosis reactiva evaluada como el area ocupada por los
astrocitos marcados con GFAP (Figura 26). La microglia, por otro lado, también mostré
un menor nivel de reactividad microglial en el grupo de animales tratados con SFZ
(Figura 26).
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Figura 26: Disminucion de la gliosis reactiva en el tejido isquémico a 3 DPI por el tratamiento temprano con SFZ. Se
administré sulfasalazina 200 mg/kg o vehiculo cada 12 horas IP en animales isquémicos durante 3 dias. A: Se
muestran fotomicrografias representativas de regiones de la penumbra limitantes con el core isquémico donde se
observan células inmunopositivas para GFAP e IBA-1. La tincién se realizé6 mediante inmunohistoquimica (DAB-niquel).
(Barra=500pum). B: Los gréficos muestran la cuantificacion del &rea cubierta por células GFAP+ e Iba-1+
respectivamente. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas por t-test de Student de 2 colas. Los asteriscos
sefalan diferencias respecto del control ***p<0.001.

Luego estudiamos la sobrevida neuronal a la isquemia en los animales tratados con
SFZ. La movilizacion del factor de transcripcion especifico de neuronas NeuN, desde
su localizacion tipica nuclear hacia el citoplasma, e incluso su completa desaparicién
del soma neuronal es un signo temprano de degeneracién neuronal (Robertson y col.,

2006; Angelo y col., 2009). Cuando analizamos las alteraciones neuronales a través
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de la cuantificacién de la localizacion atipica citoplasmatica de NeuN, observamos que

disminuyen significativamente a 3 DPI en los animales tratados con SFZ (Figura 27).
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Figura 27: Disminucion de la neurodegeneracion en el tejido isquémico a 3 DPI. A: Se muestran fotomicrografias de
alto aumento de regiones de la penumbra limitantes con el core isquémico donde se observan células inmunopositivas
para NeuN (Barra=30 pm). Los inset muestran el detalle de los somas neuronales en el area de la penumbra isquémica
de la corteza cerebral. B: Cuantificacion del dafio neuronal a través de la localizacién citoplasmatica del marcador
neuronal NeuN. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas por t-test de Student de 2 colas. Los asteriscos
sefialan diferencias respecto del control *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

A partir de los resultados obtenidos y sabiendo que los astrocitos reactivos participan
en la formacion de la cicatriz glial (revisado en Sofroniew, 2009), especialmente
aguellos que rodean al core isquémico, utilizamos el mismo modelo experimental de
isquemia para visualizar como se encontraban los astrocitos en esta zona en los

animales tratados tempranamente con SFZ. A los 14 DPI en este modelo de isquemia
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por DC observamos, en los animales tratados con vehiculo, la clasica imagen de
formacion de cicatriz glial por parte de los astrocitos que reordenan sus
prolongaciones GFAP+ en forma de empalizada o cicatriz rodeando al core (Figura 28,
panel superior). Por otro lado, en los animales tratados con SFZ podemos apreciar una
mayor desorganizacion de los procesos astrogliales y no se observa claramente el

inicio de la formacion de la cicatriz glial (Figura 28, panel inferior).

Figura 28: El tratamiento temprano con sulfasalazina por 3 dias altera gliosis reactiva y la normal formacién de la
cicatriz glial a 14 DPI. Se administrd sulfasalazina 200 mg/kg cada 12 horas (i.p) en animales isquémicos durante 3
dias. Se administr6 vehiculo en animales isquémicos control. La tincion se realizé mediante inmunohistoquimica (DAB-
niguel). Se muestran fotomicrografias a distintos aumentos de regiones limitantes al core isquémico en animales de 14
dias post isquemia donde se observan células inmunopositivas para GFAP. Se observan en flechas la diferencia en la
orientacién y morfologia de los astrocitos en los animales isquémicos que recibieron SFZ. Core. P: Penumbra. La
tincién se realizé mediante inmunohistoquimica (DAB-niquel).
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Induccion de la expresidn de TLR4 en astrocitos

El estudio de la expresion de los TLRs en tejido nervioso ha cobrado gran interés en
los ultimos afios por su clara implicancia en los fendmenos neuroinflamatorios en
diferentes estadios patologicos del SNC. Especialmente la expresién de TLR4 ha sido
estudiada por numerosos autores que han demostrado, en diferentes modelos
experimentales, la expresion de este receptor tanto en el SNC (Yao y col., 2013; Facci
y col., 2014), como en el sistema nervioso periférico (Anderson y col., 2016; Church y
col., 2016). La mayoria de los trabajos estudiaron la expresion de TLR4 en la
microglia, que son las células inmunes profesionales del SNC. Nuestro trabajo se
enfocO en estudiar si los astrocitos reactivos eran capaces de comportarse como
células facultativas del sistema inmune innato, expresando TLRA4.

En este trabajo de tesis observamos que los astrocitos expresan TLR4 in vitro,
independientemente del tipo de cultivo utilizado. De hecho, los astrocitos expresaron
TLR4 en cultivos mixtos gliales (conteniendo microglia y astrocitos) y en cultivos
enriquecidos en astrocitos, libres de microglia. Se ha propuesto que la presencia de
pocas células microgliales en cultivos enriquecidos en astrocitos seria esencial para la
respuesta astroglial a LPS y otros ligandos de TLR (Holm y col., 2012). Sin embargo,
otros autores han demostrado que los astrocitos purificados son capaces de unir LPS,
activando la cascada de sefalizacion intracelular rio abajo de TLR4 (Marinelli y col.,
2015). Es interesante notar que en nuestros experimentos, la presencia de microglia
no fue necesaria para que los astrocitos induzcan su expresion de TLR4. La expresion
de TLR4 astroglial se incrementé por la exposicién a la OGD. La OGD imita in vitro la
situacion fisiopatolégica de deplecién de oxigeno y glucosa que enfrentan las células
en el ndcleo isquémico y la penumbra in vivo luego de la isquemia cerebral.

La expresion de TLR4 en astrocitos se ha detectado raramente en el cerebro adulto
normal (Nakano y col., 2015). Sin embargo, diferentes estudios muestran expresion de
TLR4 en astrocitos en cerebros lesionados de forma aguda o crénica (van Beijnum y
col., 2008; Zamanian y col., 2012), incluida la isquemia cerebral por oclusiéon de la
arteria cerebral media (del inglés MCAO Middle Cerebral Artery Occlusion) (De Paola y
col.,, 2012). Por otra parte, la inhibicion de TLR4 o la deleciébn genética de este
receptor tienen un efecto beneficioso sobre la evolucién de la esclerosis lateral
amiotréfica experimental (Caso y col., 2007; Lee y col., 2015) como asi también sobre
la isquemia para reducir el volumen de infarto y disminuir los marcadores inflamatorios
después de la MCAO (Qiu y col., 2010).

En este trabajo de tesis, encontramos que la expresiéon de TLR4 en astrocitos se

induce en la isquemia cerebral focal por devascularizacion cortical. El andlisis de las
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secciones inmunomarcadas para TLR4 nos permitié evidenciar que una poblacion
especifica de astrocitos de la penumbra expresa TLR4 después de la isquemia focal in
vivo. Si bien la expresion inicial de TLR4 se asocié con macréfagos infiltrantes
provenientes de sangre periférica y microglia residente activada después de 3 dias de
generada la isquemia, se detectd expresion de TLR4 en astrocitos de la penumbra.
Interesantemente, nuestro trabajo mostr6 que esta expresion es transitoria,
disminuyendo a los 14 DPI.

La tipificacion morfologica de los astrocitos inmunoreactivos mostré que TLR4 no se
expresa en toda la poblacion de astrocitos de la penumbra, sino en una subpoblacion
que parece no estar morfolégicamente polarizada hacia el nacleo isquémico, como si
lo estan la mayoria de los astrocitos reactivos penumbrales. Un trabajo reciente del
laboratorio de la Dra. Magdalena Gotz (Bardehle y col., 2013) ha demostrado al menos
tres poblaciones de astrocitos que responden en forma diferente a lesiones focales.
Mientras que la mayoria de los astrocitos se polarizan hacia el sitio de la lesion, otros
conservan su morfologia a pesar de reaccionar claramente a la lesion volviéndose
hipertréficos y un tercer grupo, localizados en forma cercana a los vasos sanguineos
serian los Unicos que retienen capacidad proliferativa (Bardehle y col., 2013). Por otro
lado existen numerosas evidencias de subpoblaciones de astrocitos que tienen un
comportamiento diferencial frente a las lesiones agudas del SNC, aun dentro de la
misma regién anatémica (revisado en Ramos, 2016). M&s auln, nuestro laboratorio
logré aislar una poblacion especifica de astrocitos derivados de la isquemia capaces
de proliferar in vitro en forma practicamente indefinida (Villarreal y col., 2016),
comportandose en forma muy diferente a astrocitos normales in vitro, pero en una
forma similar a los astrocitos derivados de lesiones de esclerosis lateral amiotréfica
(Diaz-Amarilla y col., 2011; Trias y col., 2013). Teniendo en cuenta estas evidencias de
la heterogeneidad astroglial y el comportamiento diferencial de las diferentes
subpoblaciones de astrocitos (revisado en Ramos, 2016; Villarreal y col., 2016),
nuestros resultados sugieren que después del dafo cerebral focal, TLR4 se expresa
en células inmunes profesionales como macrofagos infiltrantes y microglia, pero
también por una subpoblacion de astrocitos de la penumbra con un papel adn
desconocido.

La via de sefializacion que dirige la expresion de TLR4 en los astrocitos es aun
desconocida, pero se especula que la liberaciéon de DAMP derivados de las células
necréticas del ndcleo isquémico y de mediadores de los macréfagos invasores
probablemente estén implicados (Muhammad y col., 2008; van Beijnum y col., 2008).
Diferentes receptores de patrones moleculares, incluyendo a TLR4, aumentan su

expresion frente a la presencia de sus ligandos, en un mecanismo definido como
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feedforward o retroalimentacion positiva. En el caso de la injuria aguda al SNC, varios
DAMP, por ejemplo HMGB-1 liberado de neuronas necroéticas y S100B, (derivado de la
glia) son capaces de inducir la expresion de su propio receptor (Qiu y col., 2010;
Villarreal y col., 2014; Lee y col., 2015), a través de un mecanismo dependiente del
factor de transcripcion NF-kB. Diferentes trabajos muestran la implicancia central de la
activacion de este factor de transcripcion en la isquemia cerebral y la posterior
liberacion de citoquinas proinflamatorias que propagan la neuroinflamacion hacia
regiones distales del SNC (Harari, 2010; Zhao y col., 2018).

TLR4 en la conversion de los astrocitos hacia el perfil proinflamatorio gue

induce degeneracidn neuronal

La astrogliosis reactiva es un proceso continuo de cambios graduales y progresivos en
la expresion génica y en la morfologia celular. Si bien la astrogliosis es un proceso
altamente genérico, se han detectado diferentes respuestas de acuerdo al tipo de
lesién (revisado en Sofroniew, 2009). En esta revision el autor dividio a la gliosis
reactiva segun el grado de superposicion de los dominios astrogliales en tres niveles: i)
gliosis leve a moderada, ii) gliosis severa vy iii) gliosis muy severa con formacion de
cicatriz glial. En su forma leve, los astrocitos exhiben un aumento en la expresion de
GFAP e hiperplasia del cuerpo celular y de las prolongaciones. Este estadio leve es
reversible y, si la injuria se resuelve, el tejido y los astrocitos retoman su apariencia
normal. En sus formas severas, los astrocitos sufren proliferacion celular, ademas de
mostrar una expresion pronunciada de GFAP y una mayor hipertrofia con respecto a la
astrogliosis leve. Como consecuencia, los dominios celulares de los astrocitos
comienzan a superponerse, se produce una interaccion con otros tipos celulares y
deposicion de una matriz extracelular de coldgeno muy densa, lo cual conlleva a la
formacion de una cicatriz glial. Esta cicatriz glial actia como una barrera que limita la
invasion de las células inflamatorias provenientes de la periferia, pero también impide
la reconexion neuronal ya que inhibe el crecimiento axonal. Asi la cicatriz glial tendria
efectos tanto benéficos como perjudiciales para la sobrevida neuronal (revisado en
Sofroniew, 2010). Estudios posteriores profundizaron esta idea y, con el advenimiento
de la transcriptémica (Zamanian y col., 2012) y luego con la disponibilidad de RNAseq
especifica de astrocitos reactivos (Liddelow y col., 2017; Clarke y col., 2018) se pudo
definir el concepto de polarizacion astroglial al fenotipo proinflamatorio que induce

neurodegeneracion. Actualmente se acepta que los astrocitos reactivos estan divididos
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en dos grandes grupos: Al que son neuroinflamatorios, aumentan la expresién de
diferentes genes asociados con la cascada del complemento y la expresién de
citoquinas proinflamatorias; mientras que los astrocitos polarizados al fenotipo A2 son
neuroprotectores y expresan diferentes factores que facilitan la sobrevida neuronal,
reclutan microglia, expresan citoquinas antiinflamatorias y favorecen la reconexion
sinaptica (Liddelow y col., 2017). Recientemente, se observo ademas que la poblacion
de astrocitos Al se incrementa con el envejecimiento, estableciendo un fuerte vinculo
con diferentes enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, entre
otras, con este fenotipo proinflamatorio astroglial (Clarke y col., 2018).

Diferentes trabajos han puesto en evidencia la importancia de TLR4 en la gliosis
reactiva. Alfonso-Loeches y colaboradores mostraron que ratones knockout para TLR4
expuestos a etanol presentaron menor gliosis reactiva y menor expresion de GFAP en
astrocitos (Alfonso-Loeches y col., 2010). Otros grupos han demostrado que los
ratones deficientes en TLR4 tienen un volumen de infarto reducido después la
isquemia cerebral en comparacioén con animales wild type (Caso y col., 2007).
Nuestros resultados indican que la sobreexpresion de TLR4 esta asociada con la
astrogliosis reactiva y que la expresién de TLR4 vuelve a los astrocitos mas plausibles
de polarizar al fenotipo Al si existen ligandos de TLR4 disponibles. Asi la
sobreexpresion de TLR4 por OGD o los paradigmas de sobreexpresion plasmidica nos
permitieron observar que los astrocitos que sobreexpresan TLR4 presentan una
respuesta exacerbada a LPS en términos de filamentacion, activacion de NF-kB y
expresion de citoquinas proinflamatorias tales como IL-18 y TNF-a. Es interesante
notar que la activacion de NF-kB no sélo fue mayor en cuanto a intensidad, sino que
fue mas duradera en el tiempo, no mostrando el clasico perfil de activacion e
inactivacion de los astrocitos control.

Es importante mencionar que si bien observamos en esta tesis que los astrocitos
pueden reaccionar frente a un PAMP y modificar su perfil hacia el Al, la microglia
puede potenciar este efecto. Un trabajo reciente demostré este fendmeno al utilizar
NLYO1, un agonista de un receptor tipo glucagén péptido-1 (GLP1R) que demostro
proteger neuronas dopaminérgicas en un modelo de enfermedad de Parkinson tanto
en neuronas de roedores como en neuronas humanas. Este efecto fue generado a
partir de la inhibicion de conversion inflamatoria de la microglia, lo que evitd que los
astrocitos modifiquen su perfil hacia el Al proinflamatorio (Yuny col., 2018).

Nuestros experimentos mostraron que el perfil proinflamatorio astroglial inducido por la
sobreexpresion de TLR4 y posterior exposicion a un PAMP como LPS demostro ser
neurodegenerativo en los ensayos de cocultivo sin contacto celular. Estas evidencias

nos permiten especular con una participacion importante de TLR4 y su ruta de
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sefalizacibn mediada por NF-kB en la conversion de los astrocitos hacia el perfil Al
proinflamatorio neurodegenerativo.

La hipétesis prevalente en el campo de la gliosis reactiva indica que el gradiente de
DAMP y otros morfégenos seria el factor principal que determina la intensidad de la
gliosis reactiva e induce una distribucién radial desde un punto de lesiéon focal en el
cerebro (Burda y Sofroniew y col., 2014). En esta tesis, expandimos este concepto
para incluir la nocion de que la expresion de los PRR en astrocitos, como TLR4,
también seria necesaria para responder a los DAMP con el fin de producir el gradiente
de gliosis reactiva in vivo.

La evidencia acumulada en el estudio de la respuesta de inmunidad innata ha
mostrado que existen reguladores negativos de la sefalizacién mediada por TLR4. El
receptor TREM-2 es un reconocido limitador de la actividad de TLR4, y por lo tanto se
comporta como facilitador anti-inflamatorio. TREM-2 se expresa principalmente en
macrofagos y células derivadas de monocitos, incluida la microglia (Pelham, 2014),
suprime la produccién de citoquinas proinflamatorias y promueve la fagocitosis por las
células inmunes profesionales (Turnbull y col., 2006; Hoyos Yy col., 2014; Sugimoto y
col., 2014). El blogueo de TREM-2 en un modelo de encefalitis autoinmune
experimental exacerba la enfermedad, mientras que el tratamiento con células
mieloides que expresan TREM-2 reduce la inflamaciébn y mejora el puntaje
neurolégico en ese modelo experimental de esclerosis mdultiple (Takahashi y col.,
2005; Piccio y col., 2007).

El trabajo de nuestro laboratorio demostr6é que los astrocitos cultivados en presencia o
ausencia de microglia, expresan TREM-2 a un nivel muy bajo, y que la exposicion a
OGD, al DAMP HMGB-1 o al PAMP LPS, inducen la expresion de TREM-2 en los
astrocitos (Rosciszewski y col., 2017). Es interesante especular que TREM-2 en
astrocitos podria ser un limitador de la conversién al fenotipo proinflamatorio Al, o en
otros términos, un facilitador del fenotipo A2 anti-inflamatorio. En concordancia con
esta idea el ensayo de crosslinking para desencadenar la activacion de TREM-2
(Hamerman y col., 2006), la sobreexpresion de TREM-2 o su molécula adaptadora
DAP12 mostraron una disminucion parcial en la activacion de NF-xB por LPS,
limitando la conversion proinflamatoria astroglial, de acuerdo con la funciéon propuesta

para TREM-2 en otros tipos de células (Rosciszewski y col., 2017).

Los efectos de HMGB-1 como modelo de DAMP en la injuria al SNC

HMGB-1 es una proteina nuclear de expresion ubicua que esta implicada en el

mantenimiento de la estructura de la cromatina (Ellwood y col., 2000; Verrijdt y col.,
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2002). Estudios de las ultimas dos décadas han demostrado que HMGB-1 es liberada
desde las neuronas en necrosis y se comporta como DAMP activando la inmunidad
innata a través de la interaccion con receptores de patrones moleculares como los
TLR (Qiuy col., 2008; Maroso y col., 2010). Trabajos posteriores han demostrado que
HMGB-1 participa en la neuroinflamacién, modula la autofagia y la apoptosis, y
también regula la transcripcion génica (Angelopoulou y col., 2018).

Nuestros resultados mostraron que la exposicion de los astrocitos a HMGB-1 produce
la respuesta clésica que es la activacion de NF-kB, aunque con un perfil diferente tanto
a nivel temporal como en su magnitud comparado con activadores potentes como el
LPS (Cadenay col., 2017).

Los ensayos de pérdida de funcion que realizamos nos permitieron evidenciar que la
capacidad de HMGB-1 de activar NF-kB en astrocitos es parcialmente dependiente de
los receptores de patrones moleculares TLR2, TLR4 y RAGE. Si bien puede resultar
llamativo este resultado, es importante notar que clasicamente los ligandos de la
inmunidad innata muestran baja especificidad de receptores ya que estos reconocen
justamente patrones moleculares, lo cual ha sido probablemente una ventaja
adaptativa en la evoluciéon (Buchmann, 2014). En el mismo sentido, hemos observado
que la exposicibn a HMGB-1 induce la expresibn de TLR4 en una forma no
dependiente de TLR4 y TLR2, lo cual es otra caracteristica clasica de los ligandos tipo
DAMP que es la de activar un feed forward loop no sélo sobre su propio receptor sino
en forma cruzada sobre otros receptores de patrones moleculares, un efecto que
expande la respuesta a los ligandos (Zurolo y col., 2011).

Numerosos trabajos sefialan la importancia de las células gliales en el control de la
formacion, funcion, plasticidad y eliminacion de sinapsis tanto en condiciones normales
como patoldgicas (Eroglu, 2010). Un claro ejemplo obtenido por el mismo grupo, en
roedores, demuestra que, tanto el nimero como la actividad de sinapsis excitatorias se
incrementa cuando las neuronas estan en contacto con astrocitos o simplemente
utilizando medios condicionados de los mismos (Ullian y col., 2001). Sumado a esto,
un trabajo reciente afirma esta hipétesis a partir de neuronas y células gliales humanas
(Zzhang y col.,, 2016). Nuestro trabajo mostré que los medios condicionados por
astrocitos expuestos a HMGB-1 presentan un notable poder sinaptogénico sobre
neuronas corticales en cultivo. De la misma forma, la exposicién directa de neuronas a
HMGB-1 también presentd un aumento en los puncta sinapticos lo que se
corresponderia con un aumento en la plasticidad. Es importante recalcar que estos
efectos se visualizaron rapidamente, en una corta exposicion de 3 horas al MCA o bien
a HMGB-1.
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Estos resultados indicarian que los astrocitos tratados con HMGB-1 secretarian una
serie de factores que favorecen la formacion de sinapsis o la reorganizacion de las
estructuras sinapticas. De acuerdo a la literatura disponible, existen numerosos
candidatos de origen astroglial que podrian mediar dichos efectos, siendo los méas
probables trombospondina 1y 2, hevin entre otros (Liddelow y col., 2017).

Hasta aqui nuestros resultados mostraban un cierto efecto benéfico de HMGB-1 o los
MCA de astrocitos expuestos al DAMP de aumentar la plasticidad neuronal y
probablemente producir sinaptogénesis. Sin embargo, existen trabajos que
demuestran que bloqueando dicho ligando HMGB-1, se atenla la citotoxicidad de la
hipoxia/isquemia y se produce un menor volumen de infarto como consecuencia de la
inhibicién de la via de sefializacion NF-kB (Hu y col., 2012). Mas aun, el bloqueo de
HMGB-1 reduce la inflamacién y mejora la recuperacion del comportamiento en
modelos de accidente cerebrovascular (Wang y col., 2016; Wang y col., 2017). Con
estos antecedentes, decidimos realizar experimentos posteriores co-cultivando
astrocitos expuestos a HMGB-1 con neuronas corticales, en un sistema que no
permite el contacto celular, pero si la difusién de moléculas entre los tipos celulares de
neuronas y glia. En este sistema de co-cultivos verificamos que, mas alla del inicial
efecto sinaptogénico, los astrocitos expuestos a HMGB-1 liberan mediadores capaces
de producir la muerte neuronal. Los ensayos de pérdida de funcion para TLR2 y TLR4
demostraron que estos receptores de patrones, son necesarios para que HMGB-1
induzca un fenotipo astroglial capaz de inducir muerte neuronal.

Teniendo en cuenta estos resultados, proponemos que HMGB-1 es una proteina
enddgena que se libera al espacio extracelular, y actuando como DAMP sobre TLR2 y
TLR4, seria capaz de polarizar a las células gliales hacia el perfil Al
neurodegenerativo, aunque con menor intensidad si se lo compara con ligandos
clasicos PAMP como el LPS. Diversos autores han resaltado el rol de HMGB-1
actuando como citoquina al liberarse de células en necrosis activando la respuesta
inflamatoria por parte de las células gliales (Kim y col., 2006; Faraco y col., 2007).
Estudios recientes han demostrado que HMGB-1 puede sufrir modificaciones redox
que afectan su actividad. A través de estudios de espectrometria de masa, Liesz y
colaboradores (2016) han demostrado que las células isquémicas se vuelven
necréticas y liberan pasivamente HMGB-1 completamente reducido a partir de su
localizacién nuclear. En las horas posteriores al accidente cerebrovascular, se detecta
una forma oxidada de HMGB-1 probablemente debido al entorno pro-oxidante que
rodea el nucleo isquémico (Liesz y col., 2015; Singh y col., 2016). La forma oxidada de
HMGB-1 actlia en los 6rganos periféricos (médula ésea y bazo) para reclutar células

mieloides que contribuyen a expandir la neuroinflamacioén (Liesz y col., 2015). Si bien
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en este trabajo de tesis no realizamos el estudio acerca del nivel de oxidacién de
HMGB-1, el origen recombinante de la rHMGB-1 utilizada in vitro reduce las
posibilidades de alteraciones derivadas del entorno isquémico.

La modulacion de la conversién astroglial al fenotipo proinflamatorio-

neurodegenerativo

La gliosis reactiva es un fenédmeno altamente genérico presente tanto en injurias
agudas como cronicas del SNC. Haber comprendido que la conversién hacia el
fenotipo Al proinflamatorio-neurodegenerativo es un evento clave en la expansion del
dafio luego de la injuria al SNC abrié una nueva era en el estudio de la astrogliosis
reactiva. Es evidente que modular la gliosis reactiva evitando la conversion glial al
fenotipo Al y la propagacion del dafio seria una estrategia terapéutica de enorme
impacto en el tratamiento de la neuroinflamacion en el SNC y de gran importancia en
la Salud Publica.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis establecimos que la ruta
TLR4 NF-kB seria clave para facilitar la conversién astroglial al fenotipo Al. En
concordancia con nuestros resultados, diferentes grupos han sefialado la importancia
de TLR4 en el progreso de la lesion en la isquemia cerebral. Experimentos con ratones
deficientes en TLR4 muestran un menor volumen de infarto en comparacién con
animales wild type (Qiu y col., 2010), como asi también el empleo del antagonista del
receptor TLR4 denominado TAK-242 fue capaz de reducir el dafio agudo en isquemia
cerebral con reperfusion (Hua y col.,, 2015). Sin embargo, la alta redundancia y
promiscuidad de este sistema de ligandos/receptores de la inmunidad innata, los
vuelven muy complejos como blancos de estrategias de tratamiento experimental. Se
suma a este hecho, la alta heterogeneidad astroglial y el comportamiento diferencial
de estas subpoblaciones que recién comenzamos a comprender (revisado en Ramos,
2016). No menor son las barreras farmacocinéticas como la barrera hematoencefélica
y la presencia de varios tipos celulares en el microentorno del SNC, lo que requiere
una alta especificidad en el blanco molecular y celular.

Diferentes estrategias de modulacion de la gliosis reactiva fueron utilizadas para evitar
la conversion glial, actuando a diferentes niveles especificos. En nuestro laboratorio se
evaluaron diferentes estrategias. Por ejemplo, la utilizacion de anticuerpos
bloqueantes para el DAMP S100B, el cual es liberado por los astrocitos bajo
situaciones de hipoxia o bien la sobreexpresion de un dominante negativo del receptor

de patrones moleculares RAGE. En ambos casos, se obtuvo una marcada disminucion
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en la astrogliosis pero resultados menos contundentes en cuanto a la sobrevida
neuronal (Angelo y col., 2014). El inconveniente de la modulacion farmacologica de
estos receptores de patrones moleculares, es justamente su baja especificidad y la
alta redundancia en sus funciones. Otras estrategias aln mas especificas apuntaron a
lograr una entrega de drogas inhibidoras a un tipo e incluso un fenotipo celular
especial. Asi estrategias de targeted drug delivery fueron exploradas por nosotros y
otros grupos (Kannan y col, 2012; Murta y col.,, 2018) En particular, un
nanocompuesto de tipo tectodendrimérico G5G2.5 PAMAM, fue incorporado
especificamente por la glia reactiva in vitro e in vivo en la zona de la penumbra luego
de la isquemia cerebral. Este compuesto seria un interesante carrier de drogas para
modular el fenémeno de activacion glial (Murta y col., 2018).

Frente a receptores que muestran una alta promiscuidad, baja especificidad y alta
redundancia, la estrategia de interferir con la sefializacion intracelular emerge como
otro posible blanco de estrategias experimentales de tratamiento. Especificamente la
ruta de los receptores de patrones moleculares conduce a NF-kB y los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis muestran su posible rol en la determinaciéon del
fenotipo A1l proinflamatorio-neurodegenerativo astroglial. Diferentes grupos han
reportado interesantes resultados actuando a este nivel. Zhang y colaboradores
utilizaron un modelo de ratén transgénico en el que NF-kB se inhibe selectivamente en
las células que expresan GFAP. El transgén, GFAP-IkBa-DN se sobreexpresa en
forma dominante negativa bajo el control del promotor GFAP. Utilizando un modelo de
dolor neuropatico en ratones lesionados por constriccion cronica (CCIl) del nervio
ciatico, observaron que los ratones GFAP-IkBa-DN tuvieron menos hiperalgesia
mecanica y térmica en comparacion con los ratones wild type post-CCl. Después de la
CCl, ademas observaron regulacién positiva de galanina en ganglios de la raiz dorsal
y nervio ciatico, que fue menor en ratones GFAP-IkBa-DN. Estos resultados mostraron
que la inhibicion glial de NF-kB reduce la expresion de galanina y CGRP, que son
neuropéptidos que se correlacionan con el comportamiento del dolor y la inflamacién
después de una lesion del nervio periférico (Zhang y col., 2011).

Herrman y colaboradores utilizaron un modelo genético similar en dos lineas
transgénicas diferentes en un modelo de stroke a partir de la oclusion de la arteria
cerebral media, y obtuvieron un volumen de infarto menor cuando eran comparados
con animales wild type. Similares resultados obtuvieron con la administracion intra-
cerebro-ventricular de BMS-345541, la cual inhibe la actividad de Ikk 1 e IkK 2
(Herrmann y col., 2005).

En esta tesis, identificamos los tipos celulares en los cuales se produce la localizacién

nuclear de p65 que seria un indice de activacion de NF-kB y la dindmica temporal del
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mismo. Asi, evidenciamos que existe una activacion de NF-kB tanto en neuronas
como en astrocitos penumbrales cercanos al core isquémico. De los puntos
temporales evaluados, sélo logramos detectar astrocitos con marca positiva para p65
a 3 DPI coincidiendo con el comienzo de la gliosis reactiva y la expresion astroglial de
TLRA4. You y colaboradores observaron una dinamica de expresion similar utilizando
un modelo de hemorragia experimental sub-aracnoidea (You y col.,, 2013). Estos
resultados, en conjunto con la evidencia obtenida in vitro, nos indican que existiria una
respuesta inflamatoria temprana probablemente mediada por NF-kB luego de la lesion
isquémica cerebral.

Con el objetivo de explorar las posibilidades de la modulacién directa de la
sefalizacién dependiente de NF-kB y a la vez analizar la posible ventana terapéutica
de intervencion, en este trabajo utilizamos a la droga sulfasalazina (SFZ), que es un
compuesto capaz de inhibir la activacion del factor de transcripcion NF-kB (Robe,
Bentires-Alj y col. 2004). SFZ es una droga ampliamente utilizada para tratar
patologias que poseen algun componente autoinmune tales como la artritis reumatoide
o la enfermedad de colon irritable entre otras. Ademas, es una droga que atraviesa la
barrera hematoencefalica y fue utilizada en terapias oncoldgicas de glioblastomas
(Sontheimer y Bridges 2012). Los resultados obtenidos con la administracion de SFZ,
en animales sometidos al modelo de isquemia experimental utilizado en esta tesis,
fueron muy interesantes ya que pudimos verificar una significativa disminucién en la
reactividad glial a nivel morfolégico luego de 3 DPI tanto para los astrocitos como para
la microglia. En adicion, el tratamiento con SFZ fue capaz de reducir el indice de dafio
neuronal visualizado a partir del menor desplazamiento del marcador NeuN del nucleo
neuronal al citoplasma. La relocalizacion citoplasmética de NeuN es un indicador
temprano de neurodegeneracion y ademas se considera que este dafio inicial, podria
ser potencialmente reversible (Robertson y col., 2006; Avilés Reyes y col., 2011;
Angelo y col., 2014). Los efectos obtenidos con SFZ fueron notables y mostraron el
efecto duradero de una intervencion a tiempos cortos luego de la isquemia, ya que los
efectos sobre los astrocitos se observaron aun a 14 DPI. Numerosos autores y la
experiencia clinica con otras drogas han evidenciado la importancia de accionar a la
brevedad para contener el dafio ocasionado por la isquemia. La experiencia clinica
con drogas del tipo del tPA ha mostrado que la ventana temporal existente para
preservar el area minimamente afectada, decae considerablemente luego de las 4
horas de ocurrida la isquemia. (Saver y col., 2010; Sauser y col., 2014) y es un desafio
el desarrollo de estrategias terapéuticas que superen esa ventana de tratamiento.
Nuestros resultados obtenidos en animales tratados con SFZ son parcialmente

coincidentes con lo demostrado por Nurmi, y col. (2004), utilizando al ditiocarbamato
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de pirrolidina (PDTC) para prevenir la induccién en la expresibn de genes pro-
inflamatorios regulados por NF-kB. Sin embargo, aunque estos autores lograron
obtener un menor dafio neuronal en diferentes modelos de isquemia, el PDTC no fue
capaz de modular la reactividad glial (Nurmiy col., 2004).

La formacion de la cicatriz glial ha sido observada desde los trabajos pioneros de
Ramén y Cajal y aun hoy se la considera como la mayor limitante para la reconexion
neuronal (Cregg y col., 2014). Varios grupos se han centrado en los astrocitos
inmediatamente después de la lesion en un intento de limitar la formacion de la cicatriz
glial. Diferentes reportes han demostrado los efectos beneficiosos de reducir el
namero de células gliales reactivas después de una lesion, que culmind en la
atenuacion de la gliosis con distintas consecuencias fisiopatolégicas. Los primeros
trabajos en estudiar la formacién de la cicatriz glial utilizaron ratones knockout para
GFAP y vimentina y demostraron que estos ratones presentan menos cicatrices gliales
postraumaticas debido a la alteracién en la activacion de los astrocitos frente a la
injuria (Pekny, 2001). Ademas, se ha demostrado que los astrocitos deficientes en
GFAP y Vimentina son un mejor sustrato para el desarrollo de neuritas que los
astrocitos de tipo salvaje. Sin embargo, recientes estudios del grupo del Dr. Michael
Sofroniew han proporcionado informaciéon valiosa sobre los efectos perjudiciales de
eliminar, atenuar o inhibir la formacién de la cicatriz glial (Anderson y col., 2016). En
ese trabajo se logré eliminar los astrocitos que forman la cicatriz glial, sin embargo,
estos ratones presentaron grandes areas libres de astrocitos de tejido no neuronal
alrededor de la lesion y curiosamente, la falta de astrocitos y la cicatriz glial no
promovié el crecimiento axonal espontaneo, y en su lugar estos ratones presentaron
muerte axonal regresiva significativamente mayor (Anderson y col., 2016).

Otros estudios han demostrado que la cicatriz glial desempefia un papel esencial en la
reparacion rapida de la BHE, reduciendo la infiltraciébn de células inflamatorias y
disminuyendo la degeneracion neuronal, limitando asi los efectos perjudiciales de la
lesién (Faulkner y col., 2004). Ademas, los astrocitos juegan un papel importante en la
desmielinizacion y la pérdida de oligodendrocitos en la sustancia blanca adyacente al
sitio de la lesion (Faulkner y col., 2004). Como resultado de la limitacion de la
degeneracion tisular, se ha demostrado que la cicatriz glial evita el deterioro funcional
y permite la recuperacion de las funciones motoras tras lesiones menores y medianas
de la médula espinal (Faulkner y col., 2004).

En la Gltima década, una serie de estudios se han centrado en la limitacion o
modulacion de la cicatriz glial como un medio para promover la regeneracion. Sin
embargo, los resultados han sido muy controvertidos y los resultados beneficiosos

proyectados nunca se obtuvieron. Por lo tanto, es posible que la cicatriz glial tenga una
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funcién beneficiosa después de la lesion, a costa de limitar la regeneracion (Gesteira y
col., 2016). Diferentes trabajos sefialan la relevancia del correcto ensamblado de la
cicatriz glial para la proteccion y la posterior regeneracion tisular (Rolls y col., 2009;
Wanner y col., 2013; Huang y col., 2014).

Mas all4 de estas controversias, esta claro que los astrocitos reactivos localizados en
una zona especifica que rodea al core de una lesion isquémica o traumatica focal, se
reorganizan algunas semanas después del evento agudo y forman esta empalizada de
procesos celulares que contiene depésitos de CSPG (del inglés chondroitin sulfate
proteoglycans) y colageno, rodeando la zona del dafio focal. Esta cicatriz limita el
ingreso de células mieloides de la periferia, que de otra manera invaden el parénquima
del SNC, y tiene un efecto discutido sobre el crecimiento axonal.

Interesantemente, nosotros observamos que la administracion de SFZ en esta ventana
de 3 DPI produce una notable alteracion en la capacidad de los astrocitos de
reorganizarse hacia un perfil de cicatriz glial a 14 DPI. Nuestras imagenes mostraron
que, si bien los astrocitos se disponen para iniciar la formacién de la cicatriz glial, ésta
formacion parece ser menos organizada e incompleta. Estas observaciones muestran
que la formacién de la cicatriz glial probablemente depende de estadios muy
tempranos de la injuria aguda, y probablemente involucran a la actividad de la ruta que

incluye a NF-kB.
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Proyeccioén clinica de los resultados y conclusiones finales

El objetivo principal de la neurociencia moderna es comprender y brindar soluciones
terapéuticas que permitan mejorar la clinica de una amplia gama de trastornos del
SNC. Con este fin, existe un interés creciente en los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en las diferentes patologias del SNC. Por ejemplo, como
mencionamos en la introduccién, durante la isquemia cerebral, se liberan mediadores
solubles, entre ellos HMGB-1 que actla como sefial de alarma alertando a las células
inmunes innatas residentes del SNC como los astrocitos y la microglia.

En particular, en la isquemia cerebral, existen en la actualidad muy pocas estrategias
terapéuticas disponibles para contener el dafio generado. Las Unicas estrategias que
continlan siendo utilizadas son la administracion de tPA que tiene una estrecha
ventana terapéutica (entre las 0 - 4.5 horas de sufrir la isquemia) y puede incrementar
las probabilidades de una hemorragia cerebral (Hankey, 2017). Es importante
mencionar que luego de haber sufrido una isquemia cerebral el acceso a unidades de
cuidado intensivo, los tratamientos adecuados a posteriori con una correcta
rehabilitacion, asi como las investigaciones existentes, tienen un menor desarrollo en
paises emergentes, por lo que los pacientes tienen una tasa de recuperacion mucho
mas baja respecto de paises con mayores ingresos (Langhorne y col., 2018). Por todo
esto, es de vital importancia continuar investigando los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en la isquemia cerebral.

En este trabajo de tesis hemos podido describir que la ruta de sefializacion mediada
por el receptor de patrones moleculares TLR4 y su efector NF-kB tienen un rol central
en la conversién de los astrocitos reactivos a un perfil proinflamatorio que induce
neurodegeneracion. Este tipo de receptores y sus ligandos tienen una alta
promiscuidad y muestran fendbmenos de retroalimentacion positiva que son una grave
complicacién desde el punto de vista del disefio de estrategias de tratamiento. El perfil
de activacion de NF-kB luego de una lesion focal isquémica muestra un maximo de
activacion a corto tiempo luego de la lesion y, en concordancia, la interferencia con
esta activacion de NF-kB con drogas como la SFZ es capaz de cambiar
significativamente la evoluciéon de la sobrevida neuronal y la formacion de la cicatriz
glial (Figura 29). Nuestros resultados muestran evidencias que sugieren la posibilidad
de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas tempranas que actien en una ventana
temporal y que permitan modular la conversion glial al fenotipo proinflamatorio
neurodegenerativo presente, no solo en la isquemia cerebral, sino en distintas

patologias del SNC.
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Figura 29: Modelo propuesto. 1) Condiciones normales. 2) Luego de generada la isquemia existe una liberacion de factores
solubles, entre ellos HMGB-1 que activa TLR4 presentes en microglia, induce el aumento de expresiéon de TLR4 en algunos
astrocitos de la penumbra, y produce su activacion. 3) Esta activacion genera una propagacion de la neuroinflamacién en forma
de gradiente hacia zonas mas alejadas del core necrético a partir de la liberacién de citoquinas proinflamatorias como por
ejemplo IL-18 y TNF-a cuya expresion esta controlada por la activacién de NF-kB. La sulfasalazina administrada al poco tiempo
de inducida la isquemia genera un bloqueo temprano o limitacién de la actividad de NFkB que reduce la reactividad glial, reduce

el dafio neuronal y altera la correcta formacion de la cicatriz glial.
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