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Resumen

Se conoce que los receptores inmunes presentes en la superficie celular
desempefian un rol critico en las respuestas inmunes. Hemos analizado la funcion
del inmunoreceptor CD300f en dos modelos de neuroinflamacion in vivo en ratones

knockout (KO) para el receptor.

Se observd en un modelo de neuroinflamacion “limpia” una reactividad exacerbada
de la microglia en los ratones KO inyectados intraperitonealemente con LPS
respecto a sus controles (inyectados con PBS), pero no con respecto al gentotipo
salvaje (WT) inyectado con LPS.

Adevertimos mayor numero de células microgliales en la corteza cerebral de los
animales KO controles respecto a los de genotipo salvaje (WT), descartando que
esté ocurriendo una proliferaciébn a tasas mas elevadas que las observadas para
progenitores neuronales hipocampales por epifluorescencia.

Mediante analisis de los cambios en los niveles de expresion de ARNm para genes
inflamatorios y de marcadores homeostéaticos por ensayos de qPCR tras el estimulo
inflamatorio, no se encontré diferencias entre los genotipos. Sin embargo, si fueron
detectadas en los animales KO control tendencias a variaciones en algunos genes
inflamatorios tras las condiciones estresantes de manipulacién e inyecciones
repetitivas.

En tanto, en un modelo de trauma encéfalo-craneano no se observaron cambios
significativos en los niveles de expresion génica estudiados a los 5 dias post-lesion.
Finalmente, se valoraron mediante ensayos de inmunohistoquimica los niveles de
sobre-expresion de CD300f humano y la proteina reportera GFP, 90 dias luego de

aplicadas estrategias de terapia génica con lentivectores y nanovecotres modulares
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recombinantes directamente en el tejido nervioso. Se detectd Unicamente expresion
de GFP en células con morfologia neuronal y astrocitaria, en zonas adyacentes a

los sitios de inyeccion cuando se utilizo lentivirus como vectores de expresion.
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Introduccion

Este proyecto de fin de grado se desarroll6 en el contexto de investigaciones
gue tienen como objetivo aportar al esclarecimiento de las implicancias
fisiopatologicas en un trauma del Sistema Nervioso Central (SNC) y la busqueda de
posibles estrategias paliativas. Las lesiones traumaticas del SNC producto de
accidentes de transito, trabajo, deportivos o por violencia, constituyen la mayor
causa de muerte e invalidez en jéovenes menores de 40 afios en nuestro pais?.
Ademas de los obvios problemas que implica para la persona afectada y su familia,

ocasiona elevados costos para el sistema de salud.

Trauma cerebral

El dafio que se produce en el tejido nervioso luego del trauma focal se puede
clasificar en dos tipos: injuria primaria e injuria secundaria. La injuria primaria es la
gue sucede inmediatamente al impacto, siendo de tipo mecanico e irreversible. En
tanto la secundaria refiere a los complejos mecanismos fisiopatoldgicos,
bioquimicos y estructurales que se activan luego de la primaria y se mantienen por
un periodo de horas o dias. Estos procesos conducen a una importante respuesta
inflamatoria®. Dicha respuesta es muy compleja y puede permanecer por meses e
incluso afos luego de la lesion, contribuyendo de manera importante en la
expansion del dafio primario®.

En los dafios focales, se establecen dos zonas de lesion en funcion espacio-
temporal: una zona temprana o nucleo de la lesién y otra adyacente mas tardia
periférica, llamada penumbra®.

El ndcleo de la lesién consiste en células mayormente necréticas o apoptéticas
muriendo rapidamente consecuencia del trauma y/o del entorno hipoxico. Los
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cambios neuropatolégicos en el nudcleo de la lesion ocurren muy rapido,
determinando una zona muy dificil de rescatar. Macroscopicamente, el dafio incluye
la ruptura de los tractos de sustancia blanca, contusiones focales, hematomas extra
e intracerebrales y un aumento del volumen encefalico. A nivel celular, los procesos
tempranos involucrados incluyen disrupcion de la barrera hematoencefalica,
microporacion de membranas, y cambios conformacionales de proteinas®.

En tanto, la zona de penumbra es donde el tejido nervioso se encuentra menos
seriamente comprometido (Figura 1); los cambios que ocurren son mas graduales y
progresivos, y conducen a una muerte celular predominantemente de tipo
apoptotica.

La injuria secundaria se desarrolla en dicha zona, siendo mas lenta y gradual,
ofreciendo una gran oportunidad para opciones terapéuticas. Actualmente no
existen farmacos capaces de frenar o disminuir la cascada de mecanismos
fisiopatoldgicos asociados a la lesion secundaria, haciendo necesaria la busqueda

de estrategias terapéuticas para afrontar este problema?®.
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Figura 1| Dafio cerebral durante la isquemia. En la figura se representan las distintas regiones que se definen
luego de una lesidn cerebral de tipo focal: La region central o nucleo, representa zona donde las células sufren
necrosis. La region que rodea al ndcleo es llamada penumbra, un sitio de muerte celular retardada (de tipo
apoptética) debido entre otras cosas a la disponibilidad de ATP. Una zona de transicion entre el centro de la
lesion y la penumbra se mezclara con el centro si el flujo sanguineo cerebral no es restaurado a tiempo. Esta
zona puede ser rescatada cuando se trata en una ventana temporal adecuada. La penumbra se encuentra
rodeada por una regién de tejido viable. Tomado de “Molecular targets in cerebral ischemia for developing novel
therapeutics” %2

El SNC ha sido considerado inmunoprivilegiado por mucho tiempo, pero esto esta
lejos de ser verdad. Las células del SNC tienen funciones inmunes innatas
expresando variedad de receptores capaces de detectar y eliminar células
apoptéticas y de regular las respuestas inflamatorias. De todas las células
presentes, las células microgliales, derivadas de los mismos precursores
mesenquimaticos que dan origen a la médula 6sea, son el principal componente del

sistema inmune innato del SNC.




Rol del Inmunoreceptor CD300f en la Neuroinflamacién
Andrés Cawen | 4.545.109-8
Tesina | Licenciatura en Ciencias Biol6gicas

La microglia

Se trata de células residentes del sistema inmune en el SNC y se cree que migran
hacia este durante el desarrollo®.

Fueron descritas por primera vez por del Rio-Hortega en los principios del siglo XXy
representan el 10-20% de la poblacién total de células del Sistema Nervioso®.
Constituyen la primera linea de defensa frente a patdgenos, reconociendo,
secuestrando y procesando antigenos, asi como los mediadores primarios frente a
injuria 0 enfermedad. Ademas, participan activamente en procesos relacionados con
la comunicacién y homeostasis neuronal.

Son células dindmicas, que censan constantemente su microambiente para agentes
nocivos y procesos perjudiciales’. Responden a sefiales extracelulares y son
responsables de la limpieza de los desechos y sustancias téxicas mediante la
fagocitosis, manteniendo de esta manera la homeostasis normal del SNC. Para
detectar potenciales injurias perjudiciales expresan un conjunto de receptores de
reconocimiento de patrones que reconocen pequefios motivos moleculares en
patégenos o factores asociados con el dafio tisular, haciendo posible la
identificacion y reaccion frente a estos eventos®. Ademads, la microglia expresa
receptores para un numero de factores que estan relacionados con el dafio
neuronal, incluyendo ATP, glutamato, factores de crecimiento, y citoquinas.

Modelos de dafio cerebral traumatico en animales han mostrado que las células
microgliales migran rapidamente hacia el tejido lesionado, y que la microglia
activada forma procesos citoplasmaticos extendidos en contacto directo con los
axones dafiados para formar una potencial barrera entre el tejido sano y lesionado,

sugiriendo la activacion de la microglia como una respuesta al dafio axonal®.
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Recientemente, el concepto de la neuroinflamacidn como una “espada de
doble filo” °, con efectos benéficos y perjudiciales, ha cobrado mayor importancia y
se ha ampliado para incluir la funcién de estas células!?. Al igual que los macréfagos
de la periferia, la microglia responde a los cambios del microambiente polarizandose
en un espectro de activacion entre el fenotipo clasico tipo M1 y un fenotipo
alternativo tipo M2, reflejando plasticidad fenotipica y un mix de fenotipos con
diferencias funcionales en la respuesta'? (Figura 2). De esta manera, patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPSs) liberados por neuronas dafiadas, y
mediadores proinflamatorios u oxidativos liberados por la infiltracion de células
inmunes polariza a las células hacia un fenotipo tipo M1. Estas células liberan
factores proinflamatorios y radicales libres que promueven la neuroinflamacion,
estrés oxidativo y neurodegeneracion'?. En tanto, en respuesta a sefales anti-
inflamatorias y neutroficas, la microglia puede ser polarizada hacia un fenotipo tipo
M2, que liberan factores anti-inflamatorios y tréficos que resuelven la inflamacion.
Presentan una actividad fagocitica incrementada y promueven la reparacion
modulando la neurogénesis, regeneracibn axonal, plasticidad sinaptica, y
angiogénesis??.

La microglia ha demostrado plasticidad en la expresion de marcadores y pueden
cambiar entre los fenotipos tipo M1 y M2. Seguido a una lesién cerebral traumatica,
esta presente un mix de fenotipos durante la fase aguda, transformandose a un
fenotipo tipo M1 dominante en la fase cronica.

Esta polarizacion, se ha visto que varia con el tiempo y entre diferentes modelos
experimentales de trauma cerebral. En ratones, la microglia activa luego de una
contusion focal ha demostrado un incremento bimodal con un pico inicial de tipo M2

a los 7 dias, seguido de un pico tipo M1 a los 21-28 dias, aunque la mayor parte
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presentaba un mix de marcadores de activaciéon tipo M1 y M2%3, Mientras que en
una lesion difusa, donde no hay dafio directo sobre la superficie del cerebro, la
polarizacion de la microglia M1 vs. M2 es diferente, probablemente como resultado
de respuestas inmunes celulares alteradas, que incluyen menos infiltracién de
neutréfilos y acumulacion restringida de macréfagos en las regiones de sustancia
blanca, que sufre los mayores dafios. La lesién cerebral difusa resulta en un
aumento transitorio de la expresion de IL-18, TNF y CD14 en la corteza y el
hipocampo del raton a las 4h después de la injuria, retornando a los niveles basales
a las 72 h'4, Adicionalmente, un mix de marcadores tipo M1 y M2 estan presentes

en la microglia 24 h luego de la injuria®®.
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Figura 2| Polarizacién de la microglia y macréfagos seguida a una lesién por trauma cerebral.
Sefales moleculares del tejido dafiado conducen las respuestas fenotipicas y funcionales en la microglia
luego de una lesion cerebral traumatica. Patrones moleculares asociados al dafio (DAMPS) liberados por
neuronas dafiadas, y mediadores proinflamatorios u oxidativos liberados por infiltracion de células
inmunes polariza a las células hacia un fenotipo tipo M1. Estas liberan factores proinflamatorios y
radicales libres que promueven la neuroinflamacién, estrés oxidativo y neurodegeneracion. En respuesta
a sefales anti-inflamatorias y neutréficas, la microglia y macréfagos pueden ser polarizados hacia un
fenotipo tipo M2, que liberan factores anti-inflamatorios y tréficos que resuelven la inflamacién. Tienen una
actividad fagocitica incrementada y promueven la reparacion modulando la neurogénesis, regeneracion
axonal, plasticidad sinaptica, y angiogénesis. Microglia y macréfagos han demostrado plasticidad de
marcadores y pueden cambiar entre los fenotipos tipo M1 y M2. Seguido a una lesién cerebral traumatica,
estda presente un mix de fenotipos durante la fase aguda, transformandose a un fenotipo tipo M1
dominante en la fase cronica. Tomado de “The far-reaching scope of neuroinflammation after traumatic

brain injury” 13
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Patofisiologia Neuroinflamatoria

La reaccion inflamatoria luego del trauma es reconocida como una robusta y
compleja interaccion entre componentes centrales y periféricos tanto celulares como
solubles, dependiente de la edad del paciente, sexo, mecanismo de lesion (focal,
difusa), grado de la lesion, injurias secundarias, intervenciones terapéuticas, y la
variabilidad genética.

Ademas del dafio tisular, las lesiones agudas del SNC inducen neurodegeneracion,
desatando, como se mencion0 anteriormente, una respuesta inflamatoria
caracterizada por la activacion temprana de la microglia, astrocitos, y células
endoteliales seguido por la infiltracion de leucocitos sanguineos, tempranamente
neutrofilos y luego linfocitos y macrofagos derivados de monocitos, en un proceso
gue depende altamente del tipo y grado del dafio tisulartt. SimultAneamente,
citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias compiten por promover y terminar la
respuesta inflamatoria post-traumatica, y la sefalizacion por quimioquinas resulta en
la activacion y reclutamiento de células inmunes hacia el sitio de lesion?*s.

Diversas investigaciones han aportado evidencias de que la produccion de
moléculas inflamatorias y el estrés oxidativo por células inflamatorias, determina la
extension final del dafio en el tejido y la muerte o supervivencia de neuronas, ya
sean cercanas como distales a areas conectadas con la lesiént’:18,

Estudios animales sustentan la evidencia clinica de un estado inflamatorio crénico
luego de la lesion cerebral, e indican mecanismos moleculares subyacentes y
posibles estrategias terapéuticas. En ratones, una activacion microglial crénica con
la sobreexpresion de marcadores MHC-II, CD68 y NADPH oxidasa, es observada
un afo luego de la contusion®®. Estos marcadores indican un fenotipo de microglia

tipo M1, con produccion de citoquinas proinflamatorias y reduccion de actividad
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fagocitica. En el transcurso del afio, demostraron neurodegeneracion progresiva con
una extension de la lesién, estrés oxidativo, demielizacién y discapacidades
cognitivas.

La inflamacién post-traumatica puede ser entonces beneficiosa ya que promueve la
limpieza de los desechos y la regeneracion, y/o potencialmente perjudicial,

mediando la muerte neuronal y una neurodegeneracion progresiva (Figura 3).

Subsecuentemente, una neuroinflamacion que no logra ser controlada de forma
adecuada, puede llevar a dafios permanentes en el SNC. Se han encontrado puntos
de control criticos de los procesos inflamatorios, y su estudio ha ido ganando
importancia e interés en el campo de la inmunologia. Se ha sugerido que el estado
antiinflamatorio no es so6lo un estado pasivo como resultado de la ausencia de
estimulo, sino por el contrario, es una condicion activa que requiere de la
participacion de varias moléculas responsables de la supresién de un potencial
estimulo inflamatorio?®. En este sentido, se ha caracterizado la regulacién de la
funcion de las células inmunitarias por parte de receptores de superficie
inhibidores/reguladores en el sistema inmunitario?!. Varios receptores inmunes han
sido descritos como nuevas diana en el control y modulacion de la respuesta
microglia-macréfagos, como el sistema CD200/CD200R, el receptor TREM-2 y la

familia de receptores CD300%%24,

11
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Figura 3| Neuroinflamacion luego de una lesion cerebral traumética. Un dafio mecénico primario en el
SNC puede causar disrupcion de la membrana celular, ruptura de vasos y dafio de la Barrera
hematoencefalica seguido de reacciones secundarias que involucren desbalance iénico, liberacion de
aminoacido excitatorios, sobrecarga de calcio, y disfuncién mitocondrial, culminando en vias de muerte
celular. La injuria primaria y secundaria conducen a la liberacién de patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs), citoquinas, quimioquinas, activacion de la microglia y atrocitos, y el reclutamiento de células
inmunes circulantes. La respuesta inflamatoria es crucial para la limpieza de los desechos, reparacion, y ls
regeneracion luego de la lesion cerebral traumatica. Sin embargo, una inflamacién no regulada puede
conducir al dafio cerebral agudo y crénico. 4-HNE, 4-hydroxynonenol; HMGB1, high mobility group protein B1;
mtDNA, mitochondrial DNA; ROS, reactive oxygen species. Tomado de “The far-reaching scope of

neuroinflammation after traumatic brain injury” 13
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La familia de inmunoreceptores CD300

Esta familia se conforma por un grupo de proteinas transmembrana, con un dominio
extracelular tipo inmunoglobulina, que incluye siete moléculas (Figura 4) codificadas
en un cluster del cromosoma 17 humano. Son expresados en su mayoria por
células derivadas de la linea mieloide, a excepciébn de una de las moléculas
(CD300a) que es expresada también por células linfoides. Dentro de esta familia, se
ha caracterizado a los CD300b, c, d, e y g como activadores y a CD300a como
inhibidor. Por otra parte, se ha visto que el inmunoreceptor CD300f cumple una
funcién dual, pudiendo activar e inhibir la respuesta celular®®26. Muy recientemente,
se ha visto que los receptores CD300 son capaces, ademas, de formar complejos
entre si en la superficie celular a través de interacciones entre los dominios
extracelulares de inmunoglobulina, formando homo y hetero-complejos?’. Este punto
cobra especial interés haciendo que los receptores CD300 representen un
mecanismo de las células mieloides para regular las respuestas inmunes en
intensidad y duracién. Se ha visto que las citoquinas pro-inflamatorias pueden
alterar la expresién de los receptores de este familia, asi como éstos pueden actuar
alterando la produccién de citoquinas pro-inflamatorias y la migracién celular.?® Esto
evidencia la fuerte correlacion entre los receptores CD300 y la regulacion de la

respuesta inflamatoria, tomando asi la familia una importancia creciente.
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Figura 4| Representacion esquematica de los receptores CD300 en humano (A) y ratén (B). El
domino extracelular de los receptores que contienen ITIM esta coloreado en turquesa, y el de los no-
ITIM en color verde. El dominio extracelular de CD300g esta coloreado en marrén. Se indican los
motivos de sefalizacion de cada receptor, y se muestra la interaccién con fosfatasas, las moléculas
adaptadoras y quinasas. Tomado de “The CD300 molecules: an emerging family of regulators of the

immune system” 22
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CD300f

El receptor CD300f contiene una cola citoplasmética larga, con una variedad de
motivos tirosina que pueden producir sefiales inhibitorias reclutando fosfatasas
(SHP-I, SHP-2, SHIP) y con dos motivos de union a la PI3 kinasa (PI3K) entre otras,
por lo que puede desencadenar sefiales activadoras?>?° (Figura 5).

Presenta su ortélogo murino CLM1 (Figura 4) que se expresa en células mieloides,
incluyendo mastocitos. Diversas investigaciones han mostrado su funcién como
modulador en variadas situaciones de inflamacion. En ratones con mutacién nula
(knockout — KO) para CLM1, se observé exacerbacion de respuestas alérgicas,*® y
en un modelo para esclerosis multiple indujo aumento de éxido nitrico y produccién
de citoquinas pro-inflamatorias, exacerbando la enfermedad?'.

Ha sido también relacionado con la fagocitosis de células apoptoéticas por
interaccién directa con fosfatidilserina, siendo clave en la reaccién inflamatoria que
determina una correcta limpieza del tejido asi como en la contribucién con la
resolucion de la de inflamacion332,

Investigaciones previas de nuestro laboratorio, mostraron un efecto neuroprotector
luego de un dafio cerebral agudo (excitotoxico) en rata como resultado de la
sobreexpresion de CD300f33. Su sobreexpresion en un modelo de trauma cerebral
también mostré ser neuroprotectora cuando se evaluo el volumen de lesién a los 3
dias. Por otro lado, hemos observado que los ratones naive KO para CD300f
poseen comportamientos compatibles con la depresién como son la anhedonia.
Asimismo, el bloqueo de la interaccién entre el receptor CD300f y sus ligandos,
utilizando una proteina de fusiéon soluble (CD300f-lgG2a), reduce el grado de
regeneracion axonal al ser inyectada en el nervio ciatico luego de producida una
lesion34,
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Figura 5] CD300f humano (IREM-1); esquematizaciéon de la funcién dual en los mecanismos de
sefializacién intracelular una vez activo por sus ligandos. Tomado y modificado de “The CD300

molecules: an emerging family of regulators of the immune system” 22,

Terapia génica

La terapia génica se basa en la introduccion de material genético al organismo,
consiste en la adicién, sobreexpresién, alteracién, correccion o bloqueo de la
expresion de determinados genes, brindando una amplia gama de posibilidades
para tratamientos de diversas patologias®3¢. De las posibilidades antes
mencionadas que brinda esta herramienta, la adicion de genes es la que
comunmente mas se aplica en los estudios clinicos y preclinicos, como método para
promover un beneficio terapéutico o administrar una proteina carente o no funcional

debido a una mutacion genética.
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Existen barreras importantes en el desarrollo de esta terapia como tratamiento
seguro, entre ellas la falta de un método confiable para la introduccion del material
genético a una poblacién de células blanco, que reduzca el riesgo de desarrollar
efectos secundarios indeseados como toxicidad o inflamacién, y como punto critico
la introduccion del material genético a las células de manera eficiente. Con este fin
se han utilizado, modificado y creado vehiculos de expresion adecuados a cada
situacion®. Dependiendo del vector, el ADN foraneo puede integrarse al ADN

cromosomico de la célula huésped, o bien existir como vector episomal (Figura 6).

@ a Uptake, transport
and uncoating

b Vector
genome
persistence

Endosome

O
OO Vector
O O antigens

."-..>

¢ Transcriptional Nucleus
TCR activity
d Immune

response

Cytoplasm

CTL

Figura 6] Las cuatro barreras para una terapia génica exitosa. a. Captacioén, transporte y
liberacién. Los vectores se unen a la membrana celular y son internalizados por varios procesos. La
mayoria de los pasos para la captacion involucran una interaccion ligando-receptor. Una vez
internalizados, gran parte de los vectores desarrollaron mecanismos efectivos para escapar del
endosoma. El transporte hacia el nlcleo también es necesario para una terapia exitosa.
b. Persistencia del genoma. Una vez en el nucleo, sera procesado. Dependiendo del vector, el ADN
podra existir como una molécula episomal o ser integrado al cromosoma del huésped. c. Actividad
trancripcional y persistencia del transgen. d. La respuesta inmune puede limitar la viabilidad de las
células transfectadas y/o la expresion de los productos del transgen. CTL, Linfocito T citotdxico;
MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; TCR, receptor de la célula T. Tomado de “State-of-

the-art aene-based therapies: the road ahead” 3°
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Los vehiculos o vectores virales derivan de virus a los cuales se les ha eliminado los
genes y secuencias implicadas en su patogenicidad y replicacién, manteniendo las
secuencias de encapsidacion y dejando espacio libre en el genoma para insertar los
genes con la funcién deseada. Las particulas infectivas son producidas en sistemas
celulares que complementan las proteinas requeridas para ello, estas particulas no
se pueden replicar, llevan genoma recombinante inocuo y mantienen intacto su
mecanismo para entrar eficientemente en las células e introducir el material genético
de interés.

Paralelamente se ha apostado mucho al desarrollo de vectores no-virales basados
en la transferencia de ADN plasmidico utilizando mediadores de origen lipidico,
proteinas modulares o complejos policatidnicos3’3,

Los vectores virales, aun siendo muy eficientes como vehiculos de transferencia
génica, pueden presentar algunas limitaciones, entre las cuales cabe destacar la
toxicidad e inmunogenicidad, asi como la posible mutagénesis insercional3®4L.
Teniendo en cuenta esto, los vectores no virales ofrecen una alternativa atractiva
por la simplicidad de su uso, su facil produccién a gran escala y la disminucion de
respuestas inmunoldgicas especificas intensas. Sin embargo resultan menos
eficientes que sus contrapartes virales a la hora de transferir el material genético a

las células blanco37:38:42:43

A la hora de alcanzar el SNC se presenta un gran inconveniente, la barrera
hematoencefalica (BHE) restringe la entrada de proteinas y drogas potenciales a los
tejidos nerviosos. Como la mayoria de las drogas son incapaces de atravesar la
BHE, existen pocos métodos disponibles para el tratamiento de la mayoria de las

afecciones del SNC#. Esto se convierte en una barrera adicional a las ya
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comentadas para la terapia génica, es por ello que la mayoria de las pruebas
experimentales en el SNC se realizan mediante la aplicacion directa del inéculo en
el tejido nervioso.

En el disefio de vectores recombinantes modulares se utilizan frecuentemente
péptidos capaces de conferir al vector la habilidad para atravesar la BHE y transferir
su carga al SNC*4, aunque se trata de una tecnologia que todavia necesita
perfeccionarse. Recientemente un grupo de investigadores logré6 mediante el disefio
de vectores virales adenoasociados con un tipo de capside particular atravesar la
BHE, de hecho observaron que el virus se habia infiltrado en la mayoria de las
células cerebrales y que la sefal fluorescente se mantuvo durante un afio“8. Lograr
suministrar genes al cerebro sin métodos invasivos tendrd un potencial

extremadamente Gtil como herramienta de investigacion y también en la medicina.

Particularmente, en un trauma encéfalo-craneano (TEC) muy frecuentemente debe
de realizarse una craneotomia descompresiva al paciente, implicando la abertura de
una ventana en el hueso del crdneo para disminuir la presion intracraneana. El
paciente llega al centro hospitalario y puede encontrarse con un diagndstico entre
4-5 horas post-trauma, con lo cual los modelos preclinicos deben contemplar dicho
tiempo para comenzar el tratamiento. De este modo podria quedar asi expuesto el
cerebro para un procedimiento de terapia génica.

Como antecedente, es relevante comentar los resultados obtenidos en ensayos
llevados a cabo por el grupo de investigacion del nuestro laboratorio. Un analisis
comparativo entre vectores lentivirales y nanovectores de proteinas modulares
aplicados en terapia génica para una lesion cerebral producto de una TEC mostré

gue mientras los vectores lentivirales manifestaron expresion significativa de la
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proteina GFP en el cerebro 1 dia después de la lesion y tratamiento e incrementaron
la expresion a los 14 dias, los nanovectores mostraron una expresion baja y estable
del transgen GFP desde el dia 1 al 14. No se observo toxicidad para ninguno de los
vectores luego del tratamiento, asi como tampoco incremento aparente de la
neuroinflamacién o neurodegeneracion. De hecho, la inyeccion de ambos tipos de
vectores indujo una recuperacion funcional*’. Ademas, la sobre-expresion de
CD300f luego del trauma cerebral mediante uno de los nanovectores indujo una

reduccion del volumen de lesion medido a los 3 dias (datos no publicados).
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Hipotesis

Se propone que el receptor CD300f se expresa en microglia en condiciones
fisiolégicas, participando activamente en el mantenimiento del fenotipo microglial
vigilante. En su ausencia ocurririan pequefios cambios morfoldgicos y del fenotipo
microglial que modula la actividad sinaptica, teniendo también consecuencias
funcionales. Por tanto, una vez ocurrido el estimulo inflamatorio, la expresion de
CD300f en la microglia aumenta, y conjuntamente con otras sefiales activadoras e
inhibidoras, coopera en la modulacion del fenotipo microglial, impactando
directamente sobre el desarrollo de la respuesta inflamatoria y su resolucién. El
receptor CD300f actia como receptor inhibidor de las cascadas pro-inflamatorias
clésicas, pudiendo frenar la amplificacion de la neuroinflamacion secundaria,
contribuyendo a la resolucién de la inflamacion. Su sobreexpresién supone un
efecto neuroprotector reduciendo el dafio tisular secundario asi como la

neurodegeneracion producto de la respuesta inflamatoria.

Objetivo General

Valorar el papel que desempefia el inmunoreceptor CD300f a nivel del SNC
en el mantenimiento del fenotipo microglial y su influencia en la respuesta
inflamatoria. Se espera ademas aportar a la comprension de la funcion de estos
receptores en el restablecimiento de la homeostasis luego de lesiones agudas del
SNC, asi como continuar contribuyendo a la obtencion de blancos moleculares que
intervengan en la regulacion de las respuestas neuro-inflamatorias para su posible

utilizacién posterior en estrategias de terapias avanzadas.
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Objetivos especificos

Mantenimiento de la colonia de ratones con mutacion nula para CLM-1

Para la valoracion del rol que desempefia el inmunorecetor en el SNC se emplearon
dos modelos principales, la sobreexpresion o ausencia del mismo. Para este ultimo
se utilizaron ratones con mutacion nula (KO) del gen codificante para CLM-1, siendo
un punto clave contar con una colonia de ratones con dicha caracteristica.

A los efectos de simplificar la nomenclatura, de aqui en mas el receptor murino
CLM-1 serd nombrado como CD300f.

Tanto para el establecimiento como para el mantenimiento de la misma, el bioterio
del instituto realizé los cruces necesarios de ratones silvestres (WT) y KO hasta
lograr cruces parentales puros de genotipos homocigotas KO que produzcan una
descendencia integramente homocigota. La correcta identificacion del genotipo de
cada generacion producto de estos cruces juega un rol fundamental.

Se planteo, adicionalmente a los objetivos programados para el tema central del
trabajo, llevar a cabo los genotipados necesarios mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), con previa extraccion del ADN de las muestras de cola

enviadas por el bioterio, notificando luego los resultados obtenidos.

Objetivo especifico 1: Evaluar los efectos de la ausencia del receptor CD300f

en la requlacion de la inflamacion cerebral en condiciones basales asi como

luego de un estimulo inflamatorio sistémico.

Estudio de la reactividad microglial mediante técnicas de inmunohistoquimica y
cuantificacion de ARNm relacionados al proceso inflamatorio mediante la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR: quantitative PCR) en animales
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WT y KO para CD300f sin tratamiento alguno (NAIVE) y en condiciones basales y
luego de un estimulo inflamatorio: inyeccion intraperitoneal repetitiva de Buffer
fosfato salino (PBS) o Lipopolisacaridos bacteriano (LPS) respectivamente. Se
podra valorar la actividad microglial luego del estimulo inflamatorio prototipico sin

entrada de células mieloides ni rotura de la barrera hematoencefalica.

Resultado esperado: Se espera observar una reactividad microglial exacerbada
luego de la inyeccion de LPS en los animales KO con respecto a los WT,
evidenciada mediante el patron de inmunoreactividad para el marcador Iba-1, asi
como un aumento en la expresion de marcadores inflamatorios evidenciado por
mayor abundancia de sus ARNm. En tanto que, en condiciones basales (animales
inyectados con PBS) se espera observar una inmunoreactividad ligeramente
aumentada en los animales KO, acorde a un leve aumento de la activacion
microglial, debida al estrés generado por las inyecciones repetidas.

Por otra parte, de acuerdo a nuestra hipétesis, esperamos que en los animales
NAIVE KO para DC300f Ila expresion de ARNmM relacionados a procesos
inflamatorios esté también levemente aumentada con respecto a los NAIVE WT

producto de la ausencia de nuestro receptor de interés.

Objetivo especifico 2: Comprender el papel del receptor CD300f en la

requlacion de la inflamacion luego de un trauma cerebral.

Utilizando técnicas qPCR y el modelo de trauma encéfalo-craneano (TEC) CCI por
sus siglas en inglés, Controlled Cortical Impact, en ratones WT y KO se valorara el

progreso de la lesion y la expresion de ARNm relacionados a la inflamacién.
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Resultados esperados: La ausencia de CD300f inducird un incremento ain mayor
en la expresién de los genes pro-inflamatorios, teniendo un efecto directo en el

aumento del volumen de lesion.

Objetivo especifico 3: Valorar los niveles de sobreexpresion temporal y

espacial de CD300f mediante el uso de terapia génica en una lesion

traumatica aquda del SNC.

Se valoraran los niveles de sobre-expresion del receptor CD300f humano 90 dias
posteriores al tratamiento, utilizando técnicas de inmunohistoquimica en cerebros de
rata WT sometidas a un TEC y posterior aplicacion de vectores virales y
nanovectores de terapia génica. Los experimentos de terapia génica ya habian sido
realizados previamente, por lo cual se disponia de muestras de cerebros de
animales tratados con diferentes vectores para la sobre-expresion de CD300f, GFP

o vehiculo.

Resultados esperados: La sobreexpresion de CD300f sera mayor con los vectores

virales que con los nanovectores.
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Materiales y métodos

Genotipados

El control del genotipo se inicia con una biopsia de cola (3 mm de diametro) de cada
ratén de 4-5 semanas de edad, a partir de la cual se realiza la extraccion de ADN.
La obtencion del ADN gendmico se realiza utilizando 390 pL de un buffer de
digestion (TDB: 50mM Tris pH 8.0, 50mM EDTA, 0.5 %SDS) mas 10uL de
proteinasa K (20mg/mL), el cual se incuba durante 6 horas. Luego de centrifuga la
digestion a 14000g por 5 minutos y se inactiva la proteinasa K por calor a 95°C
durante 5 minutos. En algunos casos se llevo a cabo la purificacion del ADN con
200 pL del producto de digestién y con 300uL de isopropanol a 4°C, mezclando por
inversion 50 veces y centrifugando a 14000g por 1 minuto; se elimind el
sobrenadante y se agreg6é 300uL de alcohol etilico al 70 % repitiendo el mismo
procedimiento de mezcla y centrifugado, Posteriormente, el ADN obtenido es
hidratado en 50 puL de agua libre de RNAsas por una hora. La identificacion del
genotipo se realiza mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con la
amplificacion del gen de CD300f utilizando 3 oligonucledtidos, uno comun:
Common (5-AGCACCGAGCCTGCACATT-3’), uno para identificacion del genotipo
KO: (5-CCACTCCTGCGTCTCCTGGT-3’) y otro para la identificacion del WT: (5'-
GGACAGCAAGGGGGAGGATT-3)).

Las condiciones utilizadas para un volumen final de reaccién de 10 uL por PCR esta
constituida por 5 uyL de SYBR® Green PCR Master Mix (contiene: SYBR® Green |
Dye, AmpliTaq Gold® DNA Polimerasa, dNTPs con dUTP, Passive Reference, y
componentes de buffer optimizados); 0,125 uL del oligdmero Common; 0,125 del

oligdmero WT o KO segun corresponda, y 4,75 uL (20-50 ng) del ADN extraido de la
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biopsia de la cola de cada raton. Se realizan dos reacciones independientes para
cada muestra, una con el oligdmero Common y WT y otra con el Common y el KO;
aunado a esto, se realiza un control negativo con 4,75 pyL de agua libre de RNAsas
en lugar de ADN para cada reaccion. Las condiciones para la amplificacion en
termociclador son: 1 ciclo a 94°C durante 5 minutos; 20 ciclos a 95°C por 8
segundos; 57°C, 8 segundos; 72°C, 120 segundos; 20 ciclos a 95°C por 8
segundos; 58°C, 8 segundos; 72°C, 120 segundos; y finalmente 1 ciclo a 72°C
durante 10 minutos.

Los productos obtenidos por PCR tienen un tamafo de 237 pares de bases para el
amplicon con el gen WT y 328 pares de bases para el amplicon con el knockout. Se
analizan por corrida electroforética a 100V en un gel de agarosa al 2%, el cual es
tefiido con 1% del intercalante GelGreen™; se observa con luz UV en un
transiluminador, donde también se toma la fotografia del mismo.

Dado que la mutacion de los ratones knockout para CD300f sigue una herencia de

tipo Mendeliana, se esperan diferentes genotipos, dependiendo de la cruza parental.

Modelo de LPS

Consiste en la inyeccion intraperitoneal (i.p) repetitiva de LPS, manteniendo un
objetivo experimental clave, la ausencia de infiltracibn de células mieloides que
induzcan variabilidad adicional. La inyeccion intraperitoneal repetitiva de LPS induce
la activacion microglial en el SNC constituyendo un modelo de neuroinflamacion
“limpio” sin infiltracion de células mieloides circulantes. Este modelo se llevd a cabo
inyectando 1mg/kg de LPS i.p durante 4 dias, seguido de la perfusion del animal y
procesamiento del cerebro para analisis histologicos o moleculares como fue

descrito previamente por otros grupos?.
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Los ratones silvestres C57BL/6 (WT) o deficientes en CD300f fueron perfundidos
con PFA 4% o solucién salina - PBS-, si se destinard para analisis histologico o para
analisis molecular respectivamente, a 4°C con el proposito de obtener el tejido
nervioso en condiciones fisiolégicas y minimizando la presencia de sangre. Se aislo
el cerebro de cada animal, siendo crioprotegidos con solucion de sacarosa al 30%

en PBS, y mantenidos a -80°C hasta su procesamiento.

Para el andlisis histoldgico, se realizaron cortes coronales de 30um de espesor en
criostato LEICA CM1850 UV, en portaobjetos y en “free floating” con solucién de
Olmos (44% H20d, 30% Etilenglicol, 20% Sacarosa, 5% Buffer Fosfato, 1% PVP) y
se conservaron a -20°C hasta su posterior utilizacion.

Paralelamente, se procesaron cerebros de ratones Naive, a los que no les fue
realizado tratamiento alguno, mas que la perfusion para la obtencién del tejido, para

usarlos como datos basales de los experimentos.

Para valorar la reactividad microglial se realizé inmuhistoquimica sobre la totalidad
de los cortes en suspension, obtenidos de los animales con tratamiento LPS, PBS y
los Naive.

Para ello se procedi6 a eliminar la soluciébn Olmos de los cortes y se lavaron con
PBS 0.01M-Tritébn 1% (PBST). Se bloqueé el Backround tisular con Buffer Blocking
(BB; PBS + Tritdbn 1% + 10% FBS) durante 1h; se inhibi6é la peroxidasa enddgena
con 10% metanol en 30% PBS y 2% H202 durante 10 minutos; se lavo con PBS por
5 minutos 2 veces y se incubd durante toda la noche (ON, over nigth) a temperatura
ambiente (TA) con los anticuerpos (Ac) primarios hechos en conejo anti-lbal
diluidos en BB. Se procedié a lavar 3 veces por 5 minutos con PBST y se incubo

con los Ac. secundarios Goat anti-lg G de conejo conjugados a HRP (peroxidasa de
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rabano) diluidos en BB durante 1 hora a TA. Posteriormente, se lavo 3 veces
durante 5 minutos con PBST y se incub6 con Diaminobencidina (DAB) 0,5mg/mL en
PBS + H202 (33 uL en 100 pL de solucién final) hasta que se visualizd un color
amarronado sobre los cortes. Se lavo 2 veces por 5 minutos con PBS y una vez
durante 5 minutos con PB 0.01M. A continuacién se los mont6 sobre portaobjeto con
medio de montaje DPX. La reactividad microglial fue observada en los cortes
mediante microscopio de luz.

Por otro lado, se llevd a cabo sobre 4 cortes seleccionados con hipocampo, de
animales inyectados con LPS, una inmunofluerescencia secuencial en 3 dias
utilizando el mismo protocolo antes descrito. Se incub6 el dia 1 ON con Ac. primario
anti-KI67, proteina indicadora de division celular, revelandolo con Ac. secundario
anti-lgG de conejo -conjugado a Alexa Fluor 546- en el dia 2; volviéndose a incubar
el mismo dia con Ac. primario anti-lba-1 ON, y revelandolo con secundario anti-IgG
de conejo -conjugado a Alexa Fluor 488-, en el dia 3. Adicionalmente se realiz6 una
contratincion de los nucelos con DAPI.

Se tomaron fotografias del area de la corteza motora y el hipocampo en microscopio
de epifluorescencia y fueron analizadas utilizando el software libre ImageJd,
realizando el conteo de células microgliales con el plugin “Cell Counter”.

Para el estudio de la expresion de los ARNm relacionados con la inflamacién las
muestras de tejido se conservaron a -80°C y fueron homogeneizadas, con posterior
destruccion celular y extraccion del ARN total con TRIZOL y GenElute Total RNA
purification kit (SIGMA; RNB100). Fue determinada la concentracion total de ARN
en NanoDrop™. Se efectudé la retrotranscripcion utlizando M-MVL Reverse

Trancriptase (invitrogen 28025-013) de manera de obtener el ADN copia (ADNCc)
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para analizar las variaciones de los ARNmM relacionados a la expresion de
Tmem119, CD11b, CD86, IL-18 y NLRP3.

La qPCR para la cuantificacion de los ARNm se realizd utilizando 5ul de mix:
QUANTIMIX EASY kit (BIOTOOLS) o TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems™) y 0,5ul de cebadores/sonda par cada gen, con curvas de control de
amplificacién de 18S para la normalizacion de ciclo*, para cada kit, en un detector
de secuencias QIAGEN Rotor-Gene Q (Corbett Rotor-Gene 6000). Se utilizé 4,5ul
de muestra de ADNc en un volumen final de reaccion de 10ul. Los datos fueron
analizados con Rotor-Gene Q Software 2.3. Todas las reacciones de gPCR se

establecieron por duplicado.

Modelo de Trauma Encéfalo-Craneano

Se utiliz6 tejido nervioso obtenido siguiendo un protocolo idéntico al descrito
anteriormente para el Modelo LPS. Se estudié los ARNm relacionados a la
inflamacion en relacién con el progreso de la lesion luego de aplicado un TEC.

Para la realizacion del trauma encéfalo-craneano se induce el estado de anestesia
profunda en los animales mediante la inhalacidbn de una mezcla gaseosa de 4%
isoflurano y 0.8 % oxigeno, mantenidos durante todo el procedimiento quirdrgico en
2.5-3%. Se coloca al animal en posicion prona, fijandolo al sistema quirdrgico
estereotaxico y seguidamente, mediante material quirargico esterilizado se procede
a la apertura de la piel de la cabeza y a la trepanacion del craneo mediante el uso
de un taladro Dremel, generando un orificio de 3 mm de didmetro y manteniendo
intacta la duramadre. Posteriormente, se realiza una lesion traumética con un pistén
de 2.5 mm, fijado a una velocidad, profundidad y tiempo de impacto de 2 m/s, 2 mm

y 150 mseg respectivamente. Para esto se vali6 del sistema Pinpoint Precision
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Cortical Impactor (Stereotaxic mount, Hatteras Instruments, Cary, NC) que consiste
en un piston controlado por computadora que permite homogenizar las lesiones,
generando un modelo fiable y reproducible® (Figura 7).

Tras suturar la herida, el animal es colocado sobre una manta térmica hasta que
haya abandonado totalmente el estado de anestesia.

Cabe destacar que el procedimiento antes descrito fue llevado a cabo por la
co-orientadora y solo participé como ayudante en las intervenciones.

Se obtuvieron muestras de tejido a diferentes tiempos post lesion (uno, cinco y
noventa dias) y se conservaron a -80°C, segun el protocolo explicado para el
modelo LPS.

A los efectos de este trabajo sélo se utilizaron las muestras de 5 dias posteriores a
la lesién. Las mismas se homogeneizaron en TRIZOL y se extrajo el ARN total para
realizar la transcripcion inversa y posterior analisis por qPCR de las variaciones en

abundancia de los ARNm de interés antes mencionado.

Piston High air
prassure

Low air
pressure

Figura 7| Injuria por Impacto Cortical Controlado. Un pistén dirige un “impactador” rigido, con
parametros de velocidad, profundidad y duracion del impacto controlados y repetibles, hacia el tejido

expuesto. Tomado de “Animal models of traumatic brain injury” 5.
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Terapia génica

Se utilz6 cerebros de rata WT a las que le fue realizado un TEC y posterior
aplicacion de terapia génica con vectores virales y nanovectores para expresar GFP
o0 CD300f humano (hCD300f), y poder asi diferenciarlo del endégeno.

En el presente trabajo se valoraron mediante técnicas de inmunohistoquimica los
niveles de sobreexpresion post-trauma y aplicacion del tratamiento en cortes
coronales de cerebro de rata utilizando anticuerpos primarios anti-GFP (1:500) y
anti-nCD300f biotinilado (1:200), revealando con anti-conejo-HRP (1:200) vy
estreptavidina-HRP (1:200) respectivamente.

Es preciso mencionar que en trabajos anteriores de nuestro laboratorio se evalud la
titulacion de los stocks lentivirales mediante la sobreexpresion de hCD300f en
cultivos de células Hela, pero nunca en tejido. Aunque, como ya se citd, si fue
evidenciado en un modelo invivo de dafio cerebral excitotéxico en rata, que la
sobreexpresiéon de hCD300f con vectores no virales redujo significativamente el
volumen de lesion, teniendo un efecto comparable a la sobreexpresion de su
ortélogo de ratas.

Los cerebros fueron obtenidos a los noventa dias posteriores a la lesion,
procesados de la manera descripta para los modelos anteriores. Los cortes
histolégicos fueron realizados en suspension ya que el tiempo trascurrido desde la
lesion permite una correcta preservacion del tejido, siendo conservados en solucién
de OLMOS tal lo indicado en el objetivo uno.

El procedimiento para la realizacién del TEC fue idéntico al ya descrito para tal
modelo, con variaciones en el pistén y las condiciones utilizadas, siendo en este
caso de 3mm, fijado a una velocidad, profundidad y tiempo de impacto de 1.5 m/s,

4 mm y 120 mseg respectivamente; y en la craniectomia, siendo esta lateral
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derecha de 6mm de diametro en forma circular, manteniendo intacta la duramadre.
La topografia exacta del centro fue 2.5 a 3mm posterior y 2.5 a 3mm lateral al
bregma. A nivel cerebral, esta zona corresponde al area motora y somato- -sensorial
primaria.

Pasadas 4 horas desde la lesidén los animales fueron anestesiados nuevamente y
mediante el uso de una jeringa Hamilton conectada a un microinyector, se inyecto
intracerebralmente a nivel de la corteza, -2 mm de profundidad, a los vectores
conteniendo el gen de hCD300f o de la proteina reportera GFP, en el limite anterior
y en el posterior de la lesion con coordenadas respecto al centro de la lesion: -2 mm
lateral y +2 posterior, y -2 mm lateral y -2 mm anterior. La inyeccion se realiza a una
velocidad de 0,2ul/min y se mantiene la aguja en el punto de inyeccion durante 5
minutos para evitar el reflujo del material inyectado debido a que el SNC posee un
espacio extracelular muy reducido y por consiguiente una difusion muy limitada.
Tras suturar la herida se mantuvo a los animales en condiciones tales que les
permita una recuperacion favorable.

Se utilizé el vector no-viral modular recombinante HNRK en combinacion con el
plasmido de expresion para hCD300f o GFP. Los genes transferidos con este vector
a células del SNC mediante inyeccion en el cerebro lesionado, se expresan
rapidamente, a niveles moderados y por un periodo de tiempo corto (dias)®2°2,

Por otro lado, se utilizaron vectores lentivirales no-integrativos que son infectivos
pero no son replicativos, por lo tanto una vez que infectan las células no producen
particulas virales nuevas. Estos vectores inducen la expresién del transgen
lentamente, pero en general los niveles de proteina transgénica son mas elevados y
por periodos de tiempo prolongados (meses o afios) en el caso de células

postmitoticas como las neuronas.
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Los animales fueron distribuidos de forma aleatoria en diferentes grupos segun el

tratamiento aplicado: HNRK GFP, HNRK hCD300f, Lentivectores GFP vy

Lentivectores hCD300f.
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Fundamentos de las técnicas utilizadas

PCR

La reaccion en cadena de la Polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN.

Inventada por Kay B. Mullis en 1985 vy valiéndole un premio Nobel>*, se convirtié en
una de las tecnologias mas poderosas y mayormente utilizadas en biologia
molecular hoy en dia®®. Fue desarrollada basandose en la replicacién del ADN que
en organismos eucariotas llevan a cabo las ADN polimerasas, realizando la sintesis
de ADN en sentido 5—3’ usando un molde de cadena simple, pero partiendo de
una regién doble hebra®®.

Entonces, si se tiene un fragmento de ADN que se desea amplificar, es necesario
reunir las condiciones antes descritas para emular dicho proceso. Para crear la
region doble cadena se usan los denominados cebadores (primers), una pareja de

oligonucléotidos sintetizados de manera que son complementarios a los extremos 3’

del fragmento de ADN que se desea amplificar.

Partiendo del principio mencionado, la PCR se basa en la repeticion en “X” veces de
un ciclo formado por tres etapas:

1°- Desnaturalizacion de ADN doble hebra

2°- Hibridacion de cebadores a la zona 3’ de cada hebra

3°- Extension del cebador por actuacion de la ADN Polimerasa
En este proceso, las enzimas de Escherichia coli utilizadas inicialmente también se
desnaturalizaban junto con el ADN, por accién de las elevadas temperaturas, y

dejaban de actuar. Fue la introduccion de la Taq Polimerasa (de Thermus
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aquaticus)®3, aislada por Thomas D. Brock en 1968, que permiti6 una total
automatizacion de la técnica®>®’.

Actualmente se utiliza una polimerasa que proviene de bacterias E. coli a las que se
les insertd el gen de la Taqg polimerasa, y el proceso de la PCR se lleva a cabo en
un termociclador donde se programan la cantidad de ciclos, tiempos y temperatura
de los mismos de forma exacta.

Si se piensa en como se duplica el ADN en cada ciclo, donde el nUmero de copias
presente se duplica, en una cantidad “n” de ciclos al final de los mismos se
alcanzara una cantidad 2" de ADN. Este producto es obtenido entonces a tiempo
final de reaccidbn y su cuantificacion y/o deteccion es mediante una corrida
electroforética. Dependiendo del tamafio del fragmento amplificado y de la
resolucion que se deseé lograr se usan geles (agarosa o poliacrilamida) a distintas
concentraciones.

La posterior visualizacién se puede realizar por variadas técnicas, ya sea con

agentes intercalantes y fluorescencia, tincion con plata o radiactividad.

PCR cuantitativa en tiempo real

A diferencia de la PCR tradicional, que como ya se menciond la cuantificacion y
deteccidn de la secuencia amplificada es a tiempo final de reaccion, en la gqPCR en
tiempo real el producto de PCR es medido en cada ciclo.

Esta técnica fue desarrollada ante la necesidad de una cuantificaciébn robusta y
precisa teniendo en cuenta el principio de la PCR tradicional. Simplificando, se basa
en el monitoreo de las reacciones durante la fase de amplificacion exponencial,

obteniendo datos que sefalan informacién cuantitativa de la cantidad inicial del
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objetivo a amplificar, pudiendo asi determinar con gran precision la cantidad
originaria del mismo.

La cantidad de ADN es medida luego de cada ciclo por tonos de fluorescencia que
van incrementando su sefial en proporcion directa con el nimero de amplicones
generados. Los reporteros fluorescentes utilizados incluye ADN doble hebra unido a
fluorocromos o moléculas de fluorocromo conjugadas a los primers o sondas que
hibridan con el producto de PCR durante la amplificacion. Los cambios en la
fluorescencia durante el curso de la reaccién son medidos por un instrumento que
combina ciclos térmicos con un escaneo de la misma. Al diagramar la fluorescencia
vs. el nimero de ciclos, el aparato genera un diagrama que representa la
acumulacioén de producto durante la duracién de la reaccion entera.

Existen varias quimicas para la PCR fluorescente en tiempo real, la mayormente
usada es el ensayo de la 5’ nucleasa, que recibe este nombre por la actividad 5
exonucleasa asociada con la Tag polimerasa, siendo los mas conocidos de estos
TagMan® basada en sondas especificas, y SYBR® Green a base de
fluorocromos®8:59,

La técnica de SYBR® Green se basa en fluorocromos que se unen de manera
inespecifica al ADN doble hebra, que multiplica su cantidad tras cada ciclo,
produciendo fluorescencia que es medida por el termociclador de PCR en tiempo
real. Los fluorocromos de SYBR® Green se unirdn a cualquier producto de
amplificacion, objetivo o0 no, asi como a cebadores que se hayan hibridado.

Esta practica permite cuantificar solamente una secuencia por reaccion, siendo de
poca especificidad y requiere de un cuidadoso posterior analisis de datos,
presentando como ventaja ser simple, rapida y la utilizacion de cebadores normales
gue la hacen una técnica de bajo costo%85°,
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En tanto, la técnica basada en sondas especificas consiste en una sonda que
hibrida en la zona intermedia entre el cebador directo e inverso unida a dos
fluorocromos, en su extremo 5’ a un reportero fluorescente y en el extremos 3’ un
“apagador’. Este fendbmeno que se da entre ambas moléculas recibe el nombre de
FRET por sus siglas en inglés de transferencia energética de fluorescencia por
resonancia; que consiste en el “apagado” de la energia emitida por el reportero si
estan proximos, consecuencia de la transferencia de la misma hacia el “apagador”
por las diferencias entre las longitudes de onda de excitacion y emision de cada
uno. Ocurre una transferencia de energia desde un nivel alto hacia uno bajo.

Antes de que la reacciéon de PCR comience, la sonda TagMan® esta intacta y
presenta cierto grado de flexibilidad. El reportero y el apagador presentan afinidad el
uno por el otro, permitiendo que ocurra el FRET.

Durante la PCR, los primer y la sonda se unen a la secuencia blanco. La ADN
polimerasa extiende el cebador previo a la sonda y la actividad 5’ exonucleasa de la
misma clivard a la sonda, liberando un fragmento conteniendo el fluorocromo
reportero dejando de ser “apagado”.

De acuerdo a lo descrito, el grado de especificidad que se obtiene con este segundo
método es mucho mayor, permitiendo en los resultados incluir la sefial del blanco y
excluyendo la que no lo es; asi como poder analizar varias secuencias por reaccion.

Como desventaja podria plantearse su mayor costo y optimizacion®8:59,

Un paso importante es el elegir el tipo de cuantificacion que se usara para
determinar la amplificacion de la secuencia blanco, dependiendo de los intereses
planteados. Existen dos tipos: cuantificacion absoluta o relativa, la primera se utiliza

generalmente cuando se desea saber el nUmero exacto de copias amplificadas o la
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concentracion precisa, mientras que la segunda se aplica para determinar cambios
en la expresion de genes en distintos estados fisioldgicos. Este ultimo tipo se basa
en los niveles de expresion de ARNm de un gen de referencia de expresion
constitutiva, que no cambian por los estados fisioldgicos, usualmente llamados
‘housekeeping”. Los datos se expresan entonces relativos al gen de referencia y
como el nimero de veces que aumentaron o bajaron los niveles de ARNm, o si se
mantuvieron.

En este trabajo, como ya fue mencionado, para el andlisis de le expresion de los
genes en las muestras de tejido cerebral se utiliz6 la técnica de qPCR TagMan® por

su especificidad, con cuantificacion relativa al gen ribosomal 18S.

Inmunohistoquimica

Los métodos convencionales de tincion para el estudio de muestras biolégicas han
sido usados por poco mas de un siglo, pero el estudio del sistema inmune y el
esclarecimiento de ciertos procesos llevados a cabo por éste, como la identificacion
y destruccién por parte de los linfocitos T de células con potencial maligno dieron pie
en los inicios del siglo pasado al desarrollo de la primera aproximacion a lo que hoy
conocemos como inmonohistoquimica®. Consiste en una técnica que combina las
propiedades anatomicas de la muestra con técnicas bioquimicas y de reaccion
inmunoldgica, permitiendo la localizaciéon “in situ” de componentes tisulares
especificos. Aflos mas tarde la técnica fue perfeccionada, al punto de hacerla
practica, de facil realizacion, Gtil y aplicable tanto en la investigacion cientifica como
en la clinica. El componente esencial de la técnica son los anticuerpos,
especialmente inmunoglobulinas G, valiéndose de su gran especificidad y alta

afinidad. Desde la expansion de su produccion la inmunohistoquimica se ha ido
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potenciando cada vez mas. Al dia de hoy se pueden adquirir sueros comerciales
con anticuerpos especificos producidos en laboratorio, respondiendo todos al
principio inmunologico de ser generados en respuesta a un estimulo antigénico;
entendiéndose como antigeno a cualquier sustancia o particula que al ser
introducido en un organismo superior genera una respuesta humoral y/o celular.

En resumen, para el estudio de una particula especifica en una muestra bioldgica es
necesario contar con el anticuerpo capaz de reconocerla y generar un complejo
antigeno-anticuerpo en el sitio que se localice, y la visualizacion de este se realiza
mediante un marcador acoplado al anticuerpo. ElI marcaje inmunohistoquimico
puede ser por una reaccion utlizando enzimas, iones metalicos o is6topos
radiactivos; o por emisioén de luz a longitudes de onda determinadas, producto de la
excitacion a una longitud de onda diferente de un fluoréforo (inmunofluorescencia)®?.
La fluorescencia es una forma de luminiscencia, entendiéndose esta Ultima como la
emision de la luz que se produce a partir de una fuente de energia no térmica y bajo
efecto de una excitaciébn. Es preciso mencionar que ciertos tejidos o células
presentan autofluorescencia, propiedad de ciertas sustancias de forma espontanea.
En tanto que la fluorescencia secundaria es que la que se obtiene cuando se la
induce, uniendo fluorocromos a anticuerpos dirigidos hacia antigenos tisulares.

Por otra parte, en las técnicas inmunoenziméticas el antigeno inmovilizado es
detectado mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un
precipitado insoluble como producto de reaccion, coloreado y a veces cuantificable.
Las técnicas mayormente utilizadas combinan enzimas como la peroxidasa de
rabano (HRP).

El marcaje inmunohistoquimico puede ser llevado a cabo directa o indirectamente,

esta diferencia viene dada por el uso de anticuerpos primarios que se unen
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especificamente al antigeno objetivo en el tejido y ya poseen unidos al marcador, o
anticuerpos secundarios con el marcador acoplado que se unen al ac. primario sin
este, actuando estos Ultimos a modo de antigenos frente a otros anticuerpos. El
empleo del marcaje indirecto tiene como ventaja la amplificacion de la sefial, por
poder unirse varios a una misma inmunoglobulina primaria, permitiendo una mejor
visualizacion en caso de que la particula objetivo de estudio esté presente de forma
escasa. Ademas se hace econdmicamente mas rentable y presenta mayor
practicidad el hecho de poder utilizar los anticuerpos secundarios marcados para el
estudio de varias moléculas, y no requerir de un anticuerpo primario marcado por

cada una.

Uno de los detalles mas sustanciales previo a la realizacion de la
inmunohistoquimica se dirige a preservar el tejido siguiendo una serie de pautas, y
con ello a los antigenos. En general, la fijacion del tejido se hace con formaldehido
con pH tamponado o inclusion en parafina. Como punto importante es mantenerse
siempre en rangos de temperatura ambiente, de manera de evitar pérdida de

antigenicidad®?.
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Resultados

Identificacion del genotipo de los ratones

En el transcurso del trabajo desarrollado en el laboratorio se realizaron varios
genotipados, a los efectos de establecer y mantener la colonia de ratones KO para
nuestro gen de interés. Para cada uno se analiz6 la amplificacion del ADN por PCR
mediante electroforesis en un gel de agarosa, asignando dos carriles por cada
animal en el gel, en el de la izquierda se colocé el producto de amplificacion de la
muestra con los primers Common y KO (amplificacion del gen KO) y en el de la
derecha con los primers Common y WT (amplificacion del gen WT). Se sabe que el
amplicon del gen WT tiene un tamafio de 237pb y el del KO 328pb.
Aproximadamente 15 ensayos de PCR y andlisis de los productos por electroforesis
fueron ejecutados, siendo alrededor de 100 el total de muestras analizadas. En la
Figura 8 se observa a modo de ejemplo uno de los geles realizados para la
evaluacion de los genotipos.

Para el raton 1 (carriles 1 y 2), se observa una sola banda a la altura esperable en el
carril WT; para el raton 2 (carriles 3y 4) y al igual que para el ratén 3 (carriles 6 y 7)
se observa una banda clara en cada uno de los carriles, coincidiendo con el tamafio
predecible; en tanto que, para el ratén 4 (carriles 8 y 9) se visualiza un Unica banda
en el carril KO, a la altura esperada.

Como resultado de este genotipado se tiene que el ratén 1 es del genotipo WT, el
raton 4 es del genotipo KO y los ratones 2 y 3 son heterocigotas para nuestro gen
de interés. La ventaja de este método de genotipado con respecto a la simple

ausencia de una banda WT en los KO es que se debe amplificar una banda en cada
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par de primers, con lo cual no se presta a errores derivados de que la PCR no haya

funcionado en algun tubo.

WT MPM KO WT KO
4 5 6 7 8

o/

350pb
250pb
200pb

Figura 8| Analisis de genotipos. Gel de agarosa 2%, tefiido con 1% de GelGreen™. Muestra los
productos de amplificacion de la PCR a partir de ADN extraido de muestras de cola de cuatro
ratones. Raton 1: carril 1 y 2; raton 2: carril 3 y 4; raton 3: carril 6 y 7; raton 4: carril 8 y 9. Los carriles
1, 3, 6 y 8 corresponden a la corrida producto de amplificacién de la muestra con primers Common y
KO; y en los carriles 2, 4, 7 y 9 la amplificaciéon de la muestra con primers Common y WT. Carril 5:
marcador de peso molecular. Se puede observar que para el ratén 1, se obtiene una Unica banda en
el carril WT con peso molecular aproximado menor a 250pb, indicando un genotipo WT; para el ratén
4 un Unica banda en el carril 9, con peso molecular entre 250 y 350pb, evidenciando genotipo KO;
mientras que para los ratones 2 y 3 se obtienen bandas en los carriles WT y KO, denotando un

genotipo heterocigota.

Modelo de LPS

De acuerdo a los datos preliminares, nuestra hipétesis y los objetivos planteados
para este modelo se esperaba observar una mayor reactividad de la microglia en los
animales KO para nuestro inmunoreceptor de interés. El modelo LPS nos permite
obtener datos sobre la neuroninflamacion independiente a la infiltracién de células
del sistema inmune circulantes en sangre. Se analiz6 mediante inmunohistoquimica
cortes de tejido cerebral de ratones WT y KO para el receptor, sin tratamiento y tras

las inyecciones intraperitoneales de LPS o PBS como control.
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Fue demostrada una mayor activacion de la microglia, evidenciada por lba-1, en los
animales KO para CD300f inyectados con LPS respecto a los controles con
PBS (Figura 9). Sin embargo, no se observo diferencias en la activacion entre los

dos genotipos.

Figura 9| El LPS induce la activacién de la microglia en el cerebro. Microscopia Optica del
marcaje inmunohistoquimico con al anticuerpo anti-lba-1. Se evidencia la reactividad de la microglia
en la corteza cerebral luego del tratamiento con inyecciones repetitivas de LPS o PBS (control)
intraperitoneal en ratones KO. La inyeccion de LPS induce mayor activacion microglial.

Izquierda: aumento 40X, escala de la barra: 200um; derecha: aumento 100X, escala de la barra:
50um.

Se realizé la cuantificaciéon del nimero de células microgliales en los animales
inyectados con PBS, en tanto que en los inyectados con LPS la elevada activacion
dificulté la discriminacion de unidades celulares debido a su hipertrofia, impidiendo

una distincién clara de si se trata del soma de la célula o de una prolongacién
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hipertrofiada de una célula proveniente de otro corte. Al comparar los animales WT y
KO se observé una diferencia que si bien no es estadisticamente significativa, se
aproxima a serlo (p=0.0505, prueba t Student — dos colas), denotando mayor
namero de microglia en los ratones KO (Figura 10-A).

Utilizando el software libre ImageJ se llevo a cabo un andlisis de densidad en las
microscopias Opticas obtenidas, se realiz6 una umbralizacion manual y fue
evidenciada un mayor porcentaje de area ocupada por la inmunoreactividad para
Iba-1 en los animales inyectados con LPS respecto a su control con PBS (Figura
10-B), siendo sélo estadisticamente significativo para el genotipo WT (p=0.0110

ANOVA de una via).
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Figura 10| Efecto de la ausencia de CD300f sobre el nimero de microglia y el area ocupada por
ésta. El andlisis se realizd a nivel de la corteza cerebral, realizando el conteo de células Iba-1* en
ratones inyectados con PBS intraperitoneal y evaluando el porcentaje de area ocupada por estas para
cada situacion mediante el procesamiento con el software libre ImageJ de imagenes obtenidas por
microscopia Optica. Se observa mayor nimero de células microgliales en los ratones de genotipo KO con
respecto a los WT (A). Las inyecciones con LPS inducen igual actividad microglial en ambos genotipos
respecto al control de inyecciones con PBS, habiendo diferencias significativas en los ratones WT (B).
&p=0.0505 t Student- dos colas; *p< 0.05 ANOVA de una via respecto al control.

Al valorar los resultados previamente citados, vimos la necesidad de utilizar un
meétodo alternativo para poder evaluar si el mayor namero de células Iba-1*
observado en los animales KO para CD300f podria explicarse por la existencia de

mayor proliferacion celular. Se efectuo un estudio por epifluorescencia en cortes de
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cerebro seleccionados para que poseyeran la regién del hipocampo, valiéndonos de
la zona del giro dentado como control positivo de proliferacion. Se tomaron fotos de
dos zonas de la corteza motora (primaria/M1 y suplementaria/M2) y del giro
dentado, para cada hemisferio.

La valoracion del estadio celular mediante la deteccion de expresion del marcador
de proliferacién Ki-67 se vio afectada por la presencia de mucho ruido en el canal
correspondiente a este, impidiendo obtener datos certeros acerca de lo observado.
Sin embargo, fue posible detectar con claridad algunas pocas células con expresion
activa del marcador en el giro dentado, identificando a una de ellas como microglia y
suponiendo a las otras como progenitores neuronales (Figura 11), no detectandose
ninguna a nivel de la corteza. Dado que la replicacion celular ocurre rapidamente, y
los cortes histoldgicos reflejan un momento corto en la vida del animal, el que no se
observe proliferacion de la microglia a nivel de la corteza no necesariamente implica
gue no esté sucediendo de manera mas lenta y que pueda explicar el aumento en

su ndmero en los animales KO.

Figura 11| Células microgliales expresando el marcador de proliferacion Ki-67. Se muestra la zona
del giro dentado, en el hipocampo, utilizada como control positivo de proliferaciéon celular (sefializadas
con flecha). Es posible identificar a una de ellas como microglia y se asume a las dos restantes como
progenitores neuronales. Escala de la barra: 100pm
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Para evaluar el estado inflamatorio producto de las inyecciones de LPS o PBS se
realizé una gPCR con analisis relativo al gen 18S de los genes elegidos por su
relacion a procesos inflamatorios o por codificar para moléculas especificas de
microglia o macréfagos (Figura 12). Se observé para ambos genotipos tras las
inyecciones de LPS un aumento significativo en el nimero de ARNm codificantes
para CD86, CD11b e IL-13 pero no para Tmem119 y NLRP3. Para ninguno de los
casos se obtuvieron diferencias significativas entre los genotipos WT y KO, luego de
ser inyectados con LPS.

Los valores de Tmeml119 tanto en el grupo inyectado con LPS y el control
(inyecciones con PBS), para ambos genotipos, mantuvieron valores similares
respecto a los NAIVE (sin tratamiento), mostrando una leve tendencia al alza. En
tanto que, en el caso de NLRP3 los WT también se mantienen en valores similares
respecto al control y ratones sin tratamiento; pero si se observa un aumento
significativo en los KO respecto a su control con PBS (Figura 12), mas
probablemente debido a una disminucién del NLRP3 en los animales inyectados con
PBS que a un aumento luego del LPS.

Se destaca entonces que si bien las diferencias no son significativas en los animales
KO tratados con PBS respecto a los ratones KO sin tratamiento (NAIVE), hay una
tendencia al alza en los valores de IL-1B y a la baja de CD86, CD11b y NLRP3, mas
acentuada en éste ultimo, en los animales inyectados con PBS, dando indicios de

posible estrés producto de la manipulacion.
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Figura 12| Cuantificacion relativa de ARNm para marcadores especificos de microglia y
relacionados a procesos inflamatorios en un modelo de neuroinflamacién limpia. Se muestra el
valor relativo al gen ribosomal 18S que tienen diferentes ARNm en ratones que recibieron un
tratamiento de inyecciones intraperitoneales repetitivas de PBS o LPS, a los 4 dias del mismo, y en
ratones sin tratamiento (NAIVE), discriminados por genotipo WT y KO. No se observan diferencias
significativas entre los genotipos para ninguno de los genes, en ninguna de las situaciones
planteadas. *p<0.05 respecto a su control, &p<0.05 respecto a su control - ANOVA de una via.

Modelo de Trauma Encéfalo-Craneano

Se evaluaron las variaciones en los ARNm para los mismos genes analizados en el
modelo anterior, 5 dias luego de la lesién cerebral traumética. En este modelo, a
diferencia del anterior, hay infiltracion de células circulantes en sangre producto de
la rotura de vasos sanguineos durante el trauma.

Como se puede observar en la Figura 13, todos los genes en ambos genotipos, a
excepcion de Tmem119 que se mantiene igual, muestran un aumento significativo
en los niveles de ARNm tras la realizacion del TEC. No obstante, nuevamente no se
encontraron diferencias significativas entre los genotipos WT y KO, aunque si se
observa en los animales KO una tendencia a la baja en la expresion de los genes

para CD86 y CD11b, marcadores especificos de microglia y macréfagos.
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Figura 13| Cuantificacion relativa de ARNm para marcadores especificos de microglia y
relacionados a procesos inflamatorios 5 dias posteriores a un trauma encéfalo-craneano.
Comparacién de los valores de expresion relativos al gen ribosomal 18S que tienen ciertos genes a
los 5 dias posteriores en ratones a los que fue practicado un TEC y ratones control (NAIVE),
discriminados por genotipo WT y KO. No se observan diferencias entre éstos, aunque si una leve
tendencia a la baja para CD86 y CD11b. *p<0.05 respecto a su control, &p<0.05 respecto a su
control - ANOVA de una via.

Terapia génica

El laboratorio produjo previamente lentivectores y vectores no virales —-HRNK- para
la sobreexpresion de CD300f humano?’. En el presente trabajo se evalué la
capacidad de transfeccién y transduccion de los mismos en ensayos in vivo de
terapia génica. Se parti6 de cortes cerebrales de tres ratas por cada tratamiento
aplicado, las muestras se obtuvieron 90 dias posteriores a la lesion/tratamiento y
fueron conservadas a -80 °C. Se utiliz6 como reportero control el gen de expresion
para la proteina fluorescente GFP.

El analisis se realiz6 por inmunohistoquimica, pudiéndose constatar la expresion de

GFP solamente en uno de los tres animales inyectados con lentivectores (Figura

48




Rol del Inmunoreceptor CD300f en la Neuroinflamacion
Andrés Cawen | 4.545.109-8
Tesina | Licenciatura en Ciencias Biologicas

14 y Figura 15). No se constaté expresion de GFP con los vectores HRNK. En tanto
que, para ninguno de los dos tipos de vectores se detectd expresion de CD300f
humanao.

Como se puede ver en la Figura 14 y Figura 15 la expresion de GFP se da
principalmente en células con morfologia neuronal y astrocitaria, siendo esto acorde
a lo esperado ya que el vector lentiviral utilizado fue pseudotipado con la proteina G

del virus de estomatitis vesicular (VSG-G)*®2.

| R TR  ,, N SRS
Figura 14 | Transduccidn in vivo de GFP utilizando vectores lentivirales.
Para evaluar la transduccion de GFP se realiz6 una inmunohistoquimica con anti-GFP y un
secundario marcado con HRP en cortes de cerebros lesionados y tratados con inyecciones de
vectores lentivirales. Se observa una clara expresion de la proteina reportera en neuronas y
algunos astrocitos. Aumento 400X. La barra de escala corresponde a 50um.
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A su vez, en el analisis de las muestras se pudo apreciar que la expresion de la
proteina se estaba dando principalmente en las zonas adyacentes a los sitios de
inyeccién (Figura 15, A-C), siendo congruente con el hecho de que por tratarse de
un tejido con escaso espacio extracelular, la inyeccion de sustancias en el SNC

presenta como inconveniente la poca difusion de las moléculas.

Figura 15| Transduccién in vivo de GFP mediante vectores lentivirales.

Para evaluar la transduccibn de GFP se realiz6 una inmunohistoquimica anti-GFP y un
secundario marcado con con HRP en cortes de cerebros lesionados y tratados con inyecciones
de vectores lentivirales. Se evidencia expresioén de la proteina reportera en algunas neuronas
(D), pero principalmente en astrocitos (A-G).

A-C: 100X, barra de escala: 100um. D-G: 400X, barra de esacala: 50um
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Discusion

La utilizacibn de ratones modificados genéticamente como modelos
biolégicos es una parte esencial en la investigacion biomédica, por lo que controlar,
seleccionar y comprobar su pureza se transforma en un punto fundamental a la hora
de trabajar con una colonia de éstos. Requiere de un trabajo minucioso por parte del
personal del bioterio, donde se controlan los diferentes factores enddgenos o
exdgenos, ya sean climaticos, fisicoquimicos, nutricionales, microbiolégicos y
genéticos, no dejando de lado el velar por el cumplimiento de las normas éticas que
implica el trabajo con seres vivos. Todos los trabajos realizados aqui han sido por
tanto aprobados por el comité de ética de experimentacion animal.
A los efectos, se propuso como obijetivo llevar a cabo la correcta identificacion de los
genotipos de las crias resultantes, producto de las cruzas que se encontraba
realizando el bioterio del instituto. Dada la complejidad para lograr una PCR exitosa
para cada par de cebadores, cumplir con el propésito fue algo complejo al principio,
requiriendo de un aprendizaje y puesta a punto de la técnica para lograr la mayor
fidelidad posible.
De cada generacion de animales se identificaron las poblaciones de heterocigotos
nCD300f (+/-), homocigotos nCD300f (-/-) y silvestres nCD300f (+/+). Todos los
animales obtenidos, de los diferentes genotipos, fueron y serdn empleados tanto en
investigacion como en el mantenimiento de la colonia que al dia de hoy se
encuentra en funcionamiento y se esta reproduciendo con éxito.
El establecimiento de la colonia de ratones con mutacion nula para el
inmunoreceptor CD300f (CLM-1) en el bioterio del instituto, contribuye al trabajo de

investigacion que desarrolla nuestro laboratorio en el area de las neurociencias e
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inflamacion, pero también contribuye con la elucidacion de mecanismos vy
desoérdenes en los que posiblemente esté implicado CD300f, en areas como el
metabolismo y envejecimiento, en las que trabajan otros laboratorios del instituto
con los que actualmente colaboramos. A modo de ejemplo, es destacable
mencionar en este contexto y el de nuestra hip6tesis sobre la activacion de la
microglia en relacién a la ausencia del receptor, una investigacion recientemente
publicada donde se evidencia el hecho de que la microglia activa dirige una
respuesta inmune hipotalamica compleja en respuesta al exceso dietario y ademas
la sefializacion inflamatoria que lleva a cabo regula tanto la ingesta como el gasto de

energia®.

Abocandonos hacia el objetivo principal de la pasantia, donde nos propusimos
valorar el papel que desempefia CD300f en la neuroinflamacion valiéndonos de
ciertos modelos experimentales, logramos dar luz sobre posibles procesos en los
que esté implicado. El uso de ratones modificados genéticamente para que
carezcan del receptor (knockout), asi como la sobreexpresién del mismo utilizando
como herramienta la terapia génica, constituyen dos modelos complementarios a la
hora de brindarnos informacion acerca del rol que juega en determinados contextos.
En este trabajo se utilizé principalmente la ausencia del receptor para intentar
caracterizar las funciones del mismo, pero ademas se consiguié evaluar luego de un
trauma encéfalo-craneano los niveles de sobreexpresion espacial y temporal de una
proteina reportera producto de la aplicacion de terapia génica en un proyecto
anterior, como posible medida paliativa ante los efectos que ocasiona una lesion

traumatica cerebral.
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Analizando los resultados obtenidos, hemos descrito la presencia de mayor nimero
de células microgliales en la corteza cerebral de animales con el knockout del
receptor respecto a los silvestres luego de inyecciones intraperitoneales de PBS. Sin
embargo, si bien existia una tendencia hacia el aumento del area ocupada por estas
células, los resultados no mostraron una diferencia significativa entre ambos
genotipos. Es interesante destacar que otros compafieros de laboratorio observaron
posteriormente que los ratones KO naive mostraban un aumento similar en el
namero microglial al que observamos en ratones KO inyectados con PBS,
sugiriendo que este aumento es una caracteristica intrinseca de la falta de CD300f.
En tanto, el ensayo inmunohistoquimico con anti-Ki67 realizado para valorar la
proliferacion celular no nos arrojé resultados concluyentes para verificar si este
aumento es debido a una mayor proliferacion en los animales KO. La escasa
aunque significativa deteccion de células inmunoreactivas para Ki-67 en el
hipocampo nos da la pauta de que el método escogido para tal fin quizas no haya
sido el adecuado para la deteccion de poblaciones celulares con muy baja tasa de
replicacion. La divisiébn celular ocurre muy rapidamente, y valorarla en cortes
histol6gicos que representan un periodo corto en la vida del animal nos brinda
informaciébn muy acotada. Sin embargo, podemos descartar que ocurra una
importante proliferacion microglial a tasas superiores a las observadas en
progenitores neuronales hipocampales.

En base a lo descrito recientemente respecto a la homeostasis de la microglia,
donde se observO que la autorenovacion de éstas se mantiene mediante la
proliferacion y la apoptosis acopladas, dando como resultado un nimero estable
durante la vida del raton o humano®*, podemos suponer que los animales KO para

CD300f presentan un desbalance en la regulacion de dicho mecanismo. Es
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necesario entonces realizar mas estudios para poder evaluar estos procesos y tratar
de dilucidar el mecanismo implicado, pudiendo estar uno o0 ambos procesos
afectados. Se plantean tres situaciones hipotéticas que podrian explicar lo
observado por nuestro grupo: que esté ocurriendo mayor proliferacion celular, que la
apoptosis no se esté dando a tasas adecuadas, o0 que ambas vias se encuentren
afectadas. Una cuarta posibilidad que podriamos plantear es que se trate de
cambios a nivel del neurodesarrollo que determinen un establecimiento temprano
del nimero de microglia.

Como perspectiva, a futuro se deberia de determinar la cinética de proliferacion y
muerte microglial. Teniendo presente una investigacion reciente que da cuenta de
gue la microglia en el cerebro humano se renueva lentamente a una tasa media del
28% por afio®, un posible ensayo seria evaluar in vivo la proliferacion celular
durante un determinado periodo de tiempo mediante la incorporacion de BrdU por
parte de las células. En tanto, por su finalidad, valorar la apoptosis en un periodo de
tiempo extendido se hace mas complejo ya que las células que realizaron el proceso
no dejan huellas de ello. Igualmente, como aproximacion se podria realizar la
deteccion de fosfatidilserina en la membrana de las células y tinciéon con yoduro de
propidio, para valorar la pérdida de la integridad de la membrana, permitiendo
conocer si la célula se encuentra en una etapa temprana de muerte celular, o si se
encuentra en una etapa tardia en la cual hay presente necrosis secundaria.
Adicionalmente, se podria analizar la densidad microglial en animales postantales
entre P1y P12, momento en el cual se establece la densidad de células microgliales

final®e.
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Segun los ensayos realizados para la valoracion de los cambios en la abundancia
de ARNm codificantes para moléculas relacionadas a procesos inflamatorios o
marcadores celulares caracteristicos, describimos diferencias en la abundancia de
éstos entre los modelos.

Es destacable aludir al hecho de que utilizamos dos modelos muy diferentes de
nueuroinflamacion para el estudio del rol de CD300f en dichos procesos. El modelo
LPS consistié en inyecciones intraperitoneales de LPS durante 4 dias seguidos y el
cerebro se aisl6 a las 24 horas de finalizado el tratamiento, teniendo éste un efecto
sistémico. Por otra parte, en el modelo de TEC el tejido se obtuvo a los 5 dias luego
de aplicada la contusion, que genera un dafio focal sobre el cerebro. Considerando
la bibliografia existente donde se describen diferencias en la respuesta de la
microglia conforme pasa el tiempo y el tipo de injuria'®>-*®, las diferencias en la
expresion de los genes evaluados se ve directamente influenciada por este hecho.
En los animales inyectados con LPS no se observé un cambio en la expresion de
los genes analizados entre los dos genotipos. Este resultado es contrario a nuestra
hipétesis y podria sugerir que en condiciones inflamatorias agudas y no cronicas el
CD300f no juega un papel importante en la regulacion de la intensidad del fenémeno
inflamatorio. Una hipétesis alternativa podria incluir que el efecto anti-inflamatorio
del CD300f se ve enmascarado por la elevada inflamacion generada por la
inyeccion repetida durante 4 dias, de hecho detectamos un aumento de casi cien
veces en la abundancia de ARNm para IL-1B tanto en los animales silvestres como
en los KO para CD300f, asociado a un cambio muy intenso en la morfologia
microglial, dificilmente incrementable. Es decir, talvez el disefio experimental
sobre-estimulé al sistema generando una inflamacion maxima en ambas

condiciones enmascarando asi el efecto anti-inflamatorio del CD300f.
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Para confirmar esta hipotesis, a futuro se deberia repetir el modelo experimental
utilizando concentraciones menores de LPS y/o llevandolo a cabo durante menos
dias.

Teniendo en cuenta esto, las diferencias observadas en los animales sin tratamiento
y los inyectados con PBS como control, si bien no fueron significativas, cobran
mayor valor. En los animales KO inyectados con PBS se observo una tendencia al
alza de IL-1B a pesar de la tendencia a la baja en abundancia de ARNm para
NLRP3. El inflamosoma NLRP3 es crucial para la maduracion y secrecion de IL-1p,
por lo cual estos datos podrian sugerir un posible mecanismo compensatorio a la
inflamacion en respuesta a factores estresantes, como lo son la manipulacién e
inyeccién intraperitoneal diaria repetida. Esta observacion podria indicar que los
animales KO poseen una especial vulnerabilidad al estrés, aunque deberian
realizarse experimentos en este sentido con modelos de estrés crénico para
establecer este hecho.

Ademas, en estas condiciones de estrés generado, la aparente disminucién en la
expresion de los genes inflamatorios de microglia observada en lo animales
inyectados con PBS, si bien tampoco fue significativa, sugiere una afeccion en el
mantenimiento de la homeostasis y fenotipo de éstas, dando cuenta de un estado

menos pro-inflamatorio.

Por otra parte, en lo que refiere al experimento de trauma encéfalo-craneano, no
fueron evidenciados grandes cambios de expresion a nivel de los genes
seleccionados entre los genotipos. Se observé luego del mismo un aumento en los
niveles de expresion de los genes homeostaticos e inflamatorios para ambos

genotipos, a excepcion de Tmem119. Por otra parte, se observo una tendencia a la
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disminucién, nuevamente no significativa, en los niveles de expresiéon de CD86 y
CD11b en los ratones lesionados con mutacion nula para el receptor, indicando una
afeccion en la homeostasis microglial, la cual muestra un fenotipo menos
pro-inflamatorio. Se debe de tener en cuenta ademas, que el trauma genera rotura
de los vasos sanguineos y por consiguiente de la barrera hematoencefalica, lo cual
conlleva a la infiltracion de células inmunes circulantes en sangre. Siendo que estos
receptores se encuentran también presentes en otras células de la linea mieloide
como ser macrofagos o neutrdfilos, el hecho de observar niveles méas bajos de estos
marcadores podria deberse también a un menor reclutamiento de éstos. Para poder
evaluar esta hipotesis, seria conveniente efectuar nuevos experimentos de TEC con
un andlisis de marcadores celulares especificos mediante ensayos de citometria a
tiempos cortos post-trauma.

No obstante, en relacion al mismo modelo experimental, resultados que no han sido
publicados y no se muestran en este trabajo, si arrojaron cambios significativos en
los niveles de expresion de ciertos genes un dia después de la lesion. Por
consiguiente, posiblemente a los cinco dias posteriores de la contusion, los niveles
de inflamacion que se dan en ambos genotipos son equivalentes a pesar de los

cambios iniciales.

Teniendo en cuenta la globalidad en los resultados obtenidos, éstos indican posibles
escenarios que se contraponen a nuestra hipotesis inicial, donde esperabamos un
aumento en la sobreexpresion de los genes indicadores de activacion microglial
hacia un fenotipo M1, y por consiguiente de moléculas inflamatorias, como resultado
de la ausencia de CD300f. Probablemente la activacion de la microglia observada

en los animales KO esté desempefiando mas funciones neuroprotectoras®’, o por el
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contrario fagociticas®®, que pro-inflamatorias. En este contexto es destacable
mencionar observaciones en test comportamentales, que han realizado otros
integrantes del laboratorio, donde se ve una afeccion funcional en los animales que

carecen de CD300f.

A modo de poder concretar una caracterizacion en la funcibn que desempefia
CD300f en la neuroinflamacion es necesario a futuro llevar a cabo un andlisis de
mayor cantidad de genes relacionados a procesos inflamatorios y fagociticos,
correlacionado con la abundancia de la proteina, a diferentes tiempos del estimulo o
lesion. Idealmente deberian realizarse estudios como RNAseq de forma de obtener

un panorama amplio de los procesos regulados por CD300f.

Por lo pronto, en un futuro préximo se realizardn ensayos utilizando ratones
“floxeados” para el gen de CD300f. Esto permitirhd que los animales carezcan del
receptor en un momento determinado y no durante toda la vida, lo cual dara cuenta
mas fiel del efecto de éste, evitando los cambios que puedan ocurrir con la microglia

durante el desarrollo como consecuencia de su ausencia.

En otro orden, la valoracién en los niveles de expresion de GFP utilizando terapia
génica con lentivectores pseudotipados, como medida paliativa para hacer frente a
la neuroinflamacién, mostraron una transduccién exitosa solamente en uno de los
tres ratones analizados. Ademas, esta transduccion ocurrido en zonas adyacentes a
los sitios de inyeccion y en tipos celulares con morfologia neuronal y astrocitaria,
congruentes con lo descrito previamente al pseudotipar con la proteina VSG-G62,

Estos dos factores denotan las carencias del método al ser aplicado directamente
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sobre el tejido nervioso in vivo y talvez contribuyan a explicar la falta de efecto
neuroprotector post-trauma observado por otros compafieros del grupo.

De todas formas, el uso de lentivectores ha demostrado ser exitoso para lograr la
expresion no integrativa®? de los genes introducidos aln a los noventa dias después
de aplicado el tratamiento. La no deteccion de hCD300f en ninguno de los animales
analizados puede deberse a que el anticuerpo utilizado no funcione correctamente
en muestras histolégicas y no necesariamente a que no se haya logrado
transduccion del mismo.

Sin dudas, se requiere de ensayos a futuro que introduzcan variaciones en la
técnica, valiéndose de moléculas que faciliten la llegada al cerebro por via
sanguinea al permitir atravesar la barreara hematoencefélica, haciendo por
consiguiente que sea menos invasiva y resulte en una entrega del material genético
en todo el cerebro. Asimismo, es necesario buscar estrategias que permitan afinar el
tropismo de los vectores para permitir una entrega hacia células especificas, asi
como homogeneizar la eficacia de manera de poder obtener resultados similares en
diferentes organismos. Esto es de especial relevancia para lograr transducir células

microgliales, las mas complejas de transducir in vivo e in vitro®2.

Aislar moléculas o células para tratar de dilucidar o entender los procesos
microscopicos y adjudicar en exclusividad los efectos observados, conducen
muchas veces a una simplificacion exagerada en la interpretacion de los datos, con
el fin de generar conocimiento. Por eso, un punto sustancial a la hora de esbozar
posibles escenarios es no olvidar la complejidad con la que se despliegan las
funciones o patologias en el organismo, llevadas a cabo por interaccion o accion de
cientos de moléculas y células diferentes, que interactan con un refinamiento

extraordinario.
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Conclusiones

Logramos evidenciar ciertas caracteristicas que se contraponen con la
hipotesis inicial propuesta para la ausencia de CD300f, proponiendo un efecto
directo de éste en el mantenimiento de la homeostasis microglial, pero no
anti-inflamatorio como proponia nuestra hipotesis original.

Determinamos presencia de mayor numero de microglias en la corteza cerebral de
ratones KO sometidos a condiciones de estrés leve, descartando altas tasas de
proliferacion que superen a la de los progenitores neurales, pero que podria
explicarse por un desbalance en la homeostasis para mantenimiento del nimero de
células, talvez debida a cambios durante el desarrollo.

En las mismas condiciones, vimos una tendencia a variaciones en los niveles de
expresion génica para genes inflamatorios (CD11b y CD86), y se evidencié un
posible mecanismo de compensacion inflamatoria ante este tipo de estimulo
estresante, pudiendo indicar que los animales KO presentan especial vulnerabilidad
al estreés.

Tras un trauma cerebral, no fueron evidenciados grandes cambios en los niveles de
expresion de genes homoestaticos e inflamatorios al comparar el genotipo KO con
el WT, pero obtuvimos indicios de un fenotipo microglial menos pro-inflamatorio en
los animales KO.

Estos ultimos resultados sugieren que el CD300f en condiciones de estrés leve
(inyecciones con PBS) o inflamacién aguda (TEC), a corto plazo, tendria una

tendencia a ser pro-inflamatorio.

En tanto, demostramos que la aplicacion de terapia génica directa, usando

lentivectores no-integrativos, es exitosa para lograr la expresion no integrativa de los
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genes introducidos aun a los noventa dias post-tratamiento, presentando como
desventaja una transduccion adyacente a los sitios de inyeccion y una importante

variabilidad en la expresion del transgen entre los diferentes animales inyectados.
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