V%
"5"’1 L\‘

Universidad de la Republica
Facultad de ciencias

Tesis para optar al titulo de Doctor en Ciencias Biologicas

Caracterizacion de la funcion del
receptor CD300f en el
mantenimiento de la homeostasis
del SNC vy su papel durante la
neuroinflamacion post-traumatica.

M° LUCIANA NEGRO DEMONTEL

Orientador: Hugo Peluffo, PhD
Co-orientador: Joan Sayds, PhD, UAB, Barcelona.
Tribunal: Raul Russo, Nathalia Vitureira, Mercedes Segovia

Montevideo, Uruguay
Marzo de 2018



PAGINA DE APROBACION

FACULTAD DE CIENCIAS

El tribunal docente integrado por los abajo firmantes aprueba la Tesis de
Investigacion:

Titulo: Caracterizacion de la funcion del receptor CD300f en el
mantenimiento de la homeostasis del SNC y su papel durante la
neuroinflamacién post-traumatica.

Autora: Luciana Negro

Tutor: Dr. Hugo Peluffo

Co-tutor: Dr Joan Sayos

Carrera: Doctorado en Ciencias Bioldgicas

Puntaje: Aprobado con mencién

Tribunal:

Profesor

Dr. RAUI RUSSO. ...
Profesor

Dra.Nathalia Vitureira........ ...,
Profesor

Dra. Mercedes SegoVia........uiuiui i

Montevideo, 21/03/2018



A los genios de mis padres...



I+'s not over, Heart.

| will, just give

me like five
minutes.

theAwkwardYeticom



AGRADECIMIENTOS
Primero que nada quiero agradecer a los miembros del tribunal por
disponer de su tiempo para corregir mi trabajo.
A Hugo por confiar siempre en mi y ayudarme en este proceso de
crecimiento profesional y humano. Por apoyarme y ayudarme a abrir
puertas, por ser mi mentor hace tantos afios y ensefiarme lo que es la
ciencia.
A Joan, un gran cientifico con quien también aprendi mucho y me hizo
sentir parte de su laboratorio en Barcelona desde la primera vez que
entré, hace ya muchos afnos.
A Dorian y los miembros de su laboratorio en el NIH, que me integraron,
ensefiaron y ayudaron a realizar los maravillosos experimentos de dos
fotones. Por el voto de confianza para empezar una nueva etapa en mi
carrera.
A mis compaferos de laboratorio. A Andrés, mi primer estudiante de
grado, quien colabord con la realizacién de varios de los experimentos
aqui expuestos. Daniela, con quien compartimos muchas charlas y
experimentos. Fernanda, quien realizd los tests comportamentales
especificos. Natalia, quien colabord con la descripcion de varios de los
genes aqui mencionados y siempre tuvo buena disposicion para
aconsejar y tener charlas criticas sobre mi proyecto. A Bruno, quien
siempre esta dispuesto a ofrecer una mano si alguien la necesita. A
Monique con quien compartimos la realizacion de un articulo aqui citado.

A mi gran amigo y colaborador Pavol Genzor, quien me sacé de muchos



apuros durante mi estadia en el NIH, y me acompafnd a la distancia
durante todo este proceso de escritura, aconsejando y ayudandome en el
pensamiento critico y exposicidon de resultados, y quien ademas de
realizar los hermosos heatmap, colaboré con los modelos aqui expuestos.
A mis amigos, Sole, Dani, Andy, Elena, Paty, Diego, Tiziano, Agus, Mari,
Nico, por estar siempre pendientes en mis momentos de encierro, y
acompanarme en los otros.

A todos mis comparieros y amigos del Instituto Pasteur y de la catedra de
Histologia de la Facultad de Medicina, con quienes siempre pude contar
cuando necesité algo. A la Pata, quien también colaboré en mi formacion
cientifica y docente y dejo las puertas abiertas para mi retorno. A Ernesto,
Seba, Laura y Vale, los cuales me han soportado todos estos anos, casi
siempre con una sonrisa.

Y sobretodo a mi familia.

A mis sobrinos queridos que siempre me llenan de alegria y orgullo. A mi
hermana y amiga que nunca me deja caer. A Juan, que no podia haber
encontrado un hermano mejor. A mi querida abuela Laura que tan
orgullosa de mi estaria.

A mis padres, amigos incondicionales y companeros de vida, que siempre
creyeron en mi y me dieron para adelante en las buenas y en las no tan
buenas, brindandome todo su apoyo y confianza a lo largo de todo este
proceso y mucho mas. Sin ellos no hubiese llegado hasta aca.

Los voy a extraiar a todos!!

Gracias!!

Vi



Tabla de contenido

PAGINA DE APROBACION .......cooviiiieie et i
AGRADECIMIENTOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e v
Tabla de contenido ..o vii
RESUMEN ... .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeannes X
CAPITULO L.ttt 1
INTRODUGCCION.......coiieiieeeeee et aeen e 1
P = I 0 T3 o T | L= TP 4
(P P O 4 o = o PP 4
1.1.2 Métodos de eStudiO...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiicecee e 5
1.1.3 Dinamica microglial..............oouumeiiiiii 9
1.1.4 Fenotipos microgliales ...........ccccuuiiiiiiiiiiiiieeeee s 11
1.1.5 Funciones Homeostaticas. ..o 14

i) Muerte NEUroNal............coooii i 14

i) Supervivencia neuronal y NEUrogénesIs............uuueeeeeeeeeeeeeeeaenn. 18

iii) Homeostasis SinaptiCa ............cuveiiiiiiiiiiii e, 19

1.1.6 Funciones fisiopatolOgiCas ..........cccurrrmeiiiiiiiiiiieeeeeee e 22

i) El concepto de Neuroinflamacion ..............cccoeeiiiiiiins 22

i) Neuroinflamacion aguda............cccoooviiiiiiieeicce e 22
Infecciones bacterianas: .............cooocciiiiii e, 22

D F=T aTo 3N ¢ T=To7= 1 o] oo AR 24

iii) Neuroinflamacidn cronica.............ccccceeeeeeiiieiiieeeieeeee, 28
Enfermedades neurodegenerativas: .......cccccccceeeeeiiiiiiiiinns 28

Desordenes PsiqQUIatriCoS: ......ccoooeveeeiiiiieeeeie e 29

1.1.7 Comunicacion con el entorno ............coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 32
Marcadores moleculares............oeeeeiiiiiiiiiiiiiicc e 35

i) Receptores de reconocimiento de sefiales...........ccceeveeeveninnnnn. 36

i) Receptores ITAM/ITIM ... 40

iii) Receptores y sefales de “cOmeme” ........cccccceeveeeiiiiiiiiiiiiienns 42

iv) Receptores y sefiales de “no me comas” ...........eeeeeeeeeeveninnnenn. 46

v) La microglia COmO APC ..o 47

vi) Receptores para neurotransmisores..........cccccvvvveeeeeeieeeeeeeeennn. 47

vii) Citoquinas (y quImMioquUINas)........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 48

1.1.8 El paradigma “M1-M2” ..o 50

1.2 La familia de receptores CD300...........cccuueiiiiiiiiiieeeeeeeee e 54
1.2.1 Receptores Inhibitorios ............vveeiiiiiiiin 57
1.2.2 CD300 y fagOCitOSIS ......ccceeeeeieiieeeeeeeceeee e 59

1.2.3 CD300f en patologias ......ccovvveeeeeeeeeeeieeeeccceeeeeee e 60

1.2.4 CD300f €n €l SNC ....ooiiiiiiiieeeeeeeee e 61

1.3 Lesiones agudas del SNC: Trauma Encéfalo-craneano................. 66
1.3.1 Epidemiologia del trauma ..., 69
1.3.2 Modelos animales........ccoooeeeiiiiiiieeecce e 71

1) TrAUM@ SEVEIO....uuuiiee e i e e eeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e 72

i) Trauma mModerado............uuuiiiiiiiiiiiiiieeeee e 72

vii



1.3.3 Respuesta neuroinflamatoria post-traumatica ........................ 73

i) Neuroinflamacion AgQuda ..o 75
DAMPS ... 75
Excitotoxicidad mediada por Glutamato...............ccccvvvnneeee. 76
Disfuncién mitocondrial ...........ccccooeiiiiiiiieiiiin 77
Dafo VasCUIar ...........uuueeiiiiiiieie e 78
Respuesta celular ... 79

if) Neuroinflamacion Cronica ...........cccccoceiiiiiiiiiiiiieeeee 84

1.3.4 Neuromodulacion: blancos terapéuticos ...........ccccevvvvvvvvnnnnnnn. 87

1.4 ODJEIVOS .ttt 89
1.5 HIPOIESIS ..o 90
@71 o1 (1] [ T | O PPPUPRPR 91
MATERIALES Y METODOS .......coovoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 91
2.1 Modelos ANIMAIES ........ueeieiieeee e 92
2.1.1 Modelos de Trauma encéfalo-craneano (TEC): ...........ccueeeeeee. 92

i) Trauma moderado - MTBI...........uiiiiiiiiie e, 92

ii) Trauma severo - Impactor cortical controlado (CCl)................. 95

2.1.2 Inoculacién repetitiva de LPS ... 97
2.1.3 Modelo de envejecimiento .............eviiiiiiiiiiiiiiiece e 98

2.4 Analisis comportamentales ............ooooiiiiiiiiiii 99

i) Test del Parallel Rod FIOOr ... 99

ii) Test de campo abierto ..........ccccoeeevieeeieiiei e 100

iii) “Splash test” con sacarosa...........ccccvveveiiiiiiiiiiieieee e, 100

iv) Test de suspension porla cola..........cccceeeeevviiiiiiiiiiiiiccceeeen 101

V) “Marble burying test”..........oooorre 101

2.2 Analisis NiStOIOQICOS .......uuuuiiiieeee e 103
2.2.1 Histologia CIASICa ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiieee e 103
2.2.2 InmunohistoquimiCa...........ccoeeeeiiiiiiieec e 105
2.2.3 Preparados de meninges enteras.............ccceeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee. 105
A 3|V [Tol {ot<ote] o] - TR 106

i) Analisis por microscopia de epifluorescencia...........ccccceeeennn... 106

iii) Analisis por microscopia OptiCa. .......ccccccevevirieieieeeeeeeeiiiiiinns 107

iv) Analisis por microscopia confocal............ccccceceiiiiiiiiiiiieennnnne. 107

v) Analisis in vivo por microscopia de 2 fotones (2P) ................. 107

2.3 Analisis de la expresion geniCa ............uuuuuuuiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiieenns 108
2.3.1 Preparacion de muestras y cuantificacion de la expresion

génica por PCR cuantitativa (QPCR).............ccceeviieiiiiiiiinnne 108

i) Purificacion del ARNM .........ouiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 109

i) RetrotranSCripCioN ...........uuuiiiiiiiiieiiiiic e 110

i) AMPLIfiCacCioN ........oooiiiiee e 110

2.4 SOftWAIES......cci it 111
2.5 Analisis EStadiStiCOS .......uuuuuriuiiiiiii i 112
ANEXO e e e 113
CAPITULO Nl 115
RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e aannns 115

viii



3.1 Papel del receptor CD300f en la fisiologia normal del SNC.......... 116

3.1.1 Analisis comportamentales de los animales CD300f KO ....... 116
3.1.2 Estudios fenotipicos de la microglia naive en animales CD300f
KO e e e e as 123
i) Analisis histologicos de la microglia CD300f KO..................... 123
ii) Firma molecular de la microglia CD300f KO naive................. 128
iii) Dinamica microglial in vivo por microscopia 2P..................... 138
3.2 CD300f en la neuroinflamacion...............cccoeoeeiiiiiiiiie e, 140
3.2.1 Tratamiento con LPS ... 140

i) Analisis de marcadores de la inflamacién luego de la inyeccién
e LPS .. e 148

3.2.2 Papel del receptor CD300f en el trauma moderado - mTBI...152
i) Visualizacion de la microglia post-traumatica en el modelo mTBI

153
ii) Analisis de la inflamacion a nivel de las meninges.................. 162
3.2.3 Estudios del trauma a largo plazo............cccoeiiiiiiiiiiieneen. 170

i) Puesta a punto del Modelo CCI-Test del Parallel Rod Floor ..170
3.2.4 Papel del receptor CD300f en el modelo de trauma severo -

Gl i —————— 177

i) Analisis comportamentales............ccoooiiiiiiiiiiiii 177

i) Analisis hiStOlIOQICOS .......coeiiiiieiiieiiieeeeeee e 182

iii) ANAlisis MOIECUIAreS.........ccovvvieeeiieeeeieee e 186

3.3 Experimentos en Marcha ...........cooovvveeiiiiiiiiiiiiieee e 199
3.3.1 CD300f en el envejecimiento...........cuuvuveiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeeiiins 199
07\ 1 WU 1@ 11 V2R 204
DISCUSION Y CONCLUSIONES .......ooiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 204
4.1 Papel del receptor CD300f en condiciones fisioldgicas ................ 206
4.2 Papel del receptor CD300f en un modelo de trauma severo........ 223
G N 7o) o o3 [ 1S3 o 1= PR 239
ABREVIACIONES ...ttt 241
BIBLIOGRAFIA. ... oottt 242



RESUMEN

La regulacion del fenotipo microglial ha cobrado gran importancia en el
campo de la neurociencia en los ultimos afios. Los avances en las
tecnologias de visualizacion, aislamiento y analisis transcriptomicos han
brindado herramientas fundamentales para la identificacién de moléculas
clave para la regulacion del fenotipo microglial, tanto en condiciones
homeostaticas como asociado a patologias. Recientemente se han
caracterizado varias de estas moléculas enriquecidas en las fraccion
microglial dentro del cerebro, que le permiten a la microglia cumplir sus
funciones fisiolégicas normales definiendo el fenotipo homeostatico, asi
como la des-regulacion de otras moléculas que las dirigen hacia un
fenotipo patolégico o DAM (dissease associated microglia) en varias

condiciones neurodegenerativas.

Por otra parte, el estudio de inmuno-receptores presentes en la
membrana microglial tales como TREM2 (del inglés triggering receptor
expressed on myeloid cells 2) y Siglec E y su asociacién con el desarrollo
de distintas patologias como la enfermedad de Alzheimer (AD) y Nasu-
Hakola o durante el envejecimiento, han resaltado la importancia de estas
moléculas en la regulacion de la funcién microglial.

En este sentido, la familia de receptores activadores/inhibitorios CD300
expresados principalmente en la membrana de células mieloides posee

roles importantes en varios modelos de enfermedades tales como lupus,



EAE (del inglés experimental autoimmune encephalomyelitis), alergia o
colitis entre otras. Varios miembros de esta familia interactuan con
moléculas adaptadoras como DAP12 que les permiten mediar senales
activadoras, mientras que otros como CD300a presentan funciones
inhibitorias. Por su parte, CD300f funciona como un receptor dual, ya que
es capaz de desencadenar sefiales tanto inhibitorias mediante el
reclutamiento de fosfatasas SHP1/SHP2 (del inglés Src-homology 2
domain (SHZ2)-containing protein tyrosine phosphatases 1 y 2), como
activadoras por su interaccién con la PI3K (fosfatidilinositol 3 kinasa),
FcyR2 o Grb2. Sin embargo, el papel de CD300f en la dinamica microglial

in vivo en condiciones fisiolégicas o patolégicas no ha sido aun dilucidado.

En este trabajo mostramos que la deficiencia en CD300f conlleva a
desordenes comportamentales que se relacionan con patologias de tipo
depresivas u obsesivo compulsivas. Ademas, estos animales poseen un
aumento significativo en el numero de células microgliales, y éstas
presentan un fenotipo homeostatico levemente alterado, si bien tampoco
adquieren el caracteristico fenotipo DAM. Mediante un modelo de trauma
moderado (mTBI) utilizando microscopia de dos fotones (2P) pudimos
corroborar que la funciéon fagocitica microglial in vivo se encuentra
disminuida, lo cual podria explicar las deficiencias comportamentales
observadas en condiciones basales. Sin embargo, utilizando un modelo

de neuroinflamacién “limpio” basado en la inyeccidn repetitiva con LPS

Xi



observamos que los cerebros de estos animales no presentan un perfil
mas pro-inflamatorio, contrario a lo que se observa a nivel periférico.

Para analizar su papel en la respuesta en condiciones inflamatorias mas
severas utilizamos un modelo de trauma cerebral por impacto cortical
controlado (CCI). Observamos que los animales CD300f KO presentan
una alteracion en el patron comportamental a corto y largo plazo, con un
aumento en la ataxia generada a raiz del trauma. Sin embargo, estos
animales muestran una reduccion en la pérdida de tejido cerebral a largo
plazo comparados con Wt. Analisis transcriptomicos en la fase aguda de
la respuesta post traumatica mostraron escasos cambios a nivel de la
respuesta pro-inflamatoria, pero alteraciones importantes en los niveles
de expresion de moléculas relacionadas con la regulacion de la funcion
microglial fagocitica en los animales KO. Esto podria representar errores
en el podado sinaptico/sinaptofagia capaces de explicar las deficiencias

motoras observadas.

Los resultados aqui obtenidos colocarian a CD300f como un actor clave
en la regulacién del fenotipo microglial homeostatico en condiciones
basales y en la promocion de un estado pro-reparador luego de un

tfrauma.
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CAPITULO |

INTRODUCCION



El sistema nervioso central (SNC) ha sido histéricamente considerado
como un érgano inmuno-privilegiado, tanto por carecer de drenaje linfatico
como por su reducida capacidad de presentacion de antigenos. Por otra
parte, la existencia de la barrera hematoencefalica (BHE) que limita el
acceso de componentes sanguineos al parénquima cerebral reforz6 esta
idea. Sin embargo, hoy en dia se sabe que esto no es del todo cierto (1,
2). El SNC contiene nichos especificos como los plexos coroideos, las
meninges y los espacios perivasculares, los cuales poseen células
inmunes innatas -macrofagos y células dendriticas- capaces de orquestar
potentes respuestas inflamatorias, mientras que las responsables de la
inmunidad innata en el parénquima nervioso son las células microgliales
(figura 1.1). En condiciones fisiolégicas estas ultimas se encuentran en un
estado clasicamente denominado “quiescente” en comparacién con
macrofagos especificos de otros tejidos. Estas son capaces de responder
a estimulos inflamatorios como dafo, isquemia o infecciones mediante la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento y/o
fagocitosis (3). Ademas, recientemente se descubrié que el SNC posee un
sistema de drenaje linfatico a través de vasos situados en las meninges,
los cuales sensan los componentes del liquido céfalo-raquideo (LCR) (4).
Asimismo, este sistema se asocia fuertemente con el espacio
perivascular, los ventriculos y espacio subaracnoideo para conformar el
sistema glinfatico, capaz de barrer o limpiar el parénquima del SNC

durante el suefio (5).
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Figura 1.1_ Esquema representativo de cerebro y meninges: nichos de células

inmunes. En condiciones homeostaticas, el cerebro posee poblaciones heterogéneas
de células mieloides que se localizan en distintas regiones donde ejecutan sus
funciones vigilantes y homeostaticas. En el parénquima nervioso, la microglia (a) con
sus finos procesos monitorea activamente el espacio intraneuronal de posibles
amenazas, mientras que los macréfagos pueden ser encontrados en los limites
exteriores del cerebro, como plexo coroideo (b), el espacio perivascular (¢) y las
meninges (d). Las células dendriticas derivadas de la sangre (e) se encuentran
presentes en bajos numeros en las mismas regiones que macréfagos. Modificado de
Russo & McGavern, Trends in Immunology 2015, y Prinz & Priller, Nat Rev

Neuroscience 2014.



1.1 La microglia

1.1.1 Origen

Las células microgliales son un tipo de célula glial que se encuentra a lo
largo del SNC, tanto en cerebro como en médula espinal y la retina. Estas
fueron identificadas originalmente por Franz Nissl en 1899 como “células
en forma de bastén” y clasificadas mas tarde por Pio del Rio Hortega en
el ano 1919, considerado el padre de la microglia, a quien debemos su

nombre (6, 7).

Pese a que su origen ha sido ampliamente discutido, estudios de
determinacion de destino celular han demostrado que las células
microgliales se originan durante el desarrollo embrionario a partir de
precursores mieloides tempranos localizados en el saco vitelino (figura
1.2), los cuales migran hacia el tubo neural en desarrollo, proliferan y
colonizan el parénquima nervioso (8). Estas células subsisten durante
toda la vida del individuo dividiéndose lentamente, a diferencia del resto
de los marcrofagos del organismo, los cuales se originan a partir de
precursores mieloides presentes en la médula ésea y poseen una rapida

tasa de renovacion (7-10).

Las células microgliales constituyen cerca del 10% del total de células del
SNC y corresponden a los fagocitos mononucleares mas abundantes del

mismo, siendo las principales efectoras del sistema inmune dentro del



SNC. Estan involucradas en la ejecucién de la inmunidad innata y
participan también en respuestas adaptativas, siendo capaces de
responder a todo tipo de dafo o lesion mediante cambios morfoldgicos y
transformaciones funcionales, aunque también cumplen funciones clave el
mantenimiento de la homeostasis del tejido nervioso, el neurodesarrollo y
la plasticidad sinaptica (10, 11). Se caracterizan por poseer un pequefio
soma y escaso espacio perinuclear, cubierto por una gran cantidad de
finos procesos muy ramificados. Son células capaces de auto renovarse y
presentan resistencia a la radiacion (12). Estas células funcionan como
sensores de senales bioquimicas relacionadas con cambios en su
microambiente. Si bien la vision mas clasica sobre este tipo celular
postula que en respuesta a estimulos inflamatorios como trauma,
isquemia o infecciones cambian hacia un estado reactivo, el cual se ve
reflejado en cambios fenotipicos que incluyen variaciones morfolégicas y
de patrones de expresién génica, contribuyendo de esta manera a la
defensa y regeneracion del tejido nervioso (13, 14), actualmente se sabe
que adicionalmente cumplen un rol clave en el funcionamiento del SNC en

condiciones fisiologicas como veremos mas adelante.

1.1.2 Métodos de estudio

Dada la complejidad de interconexiones del sistema nervioso, el estudio
de las células microgliales in vitro ha sido cuestionado y no es del todo

aceptado (14). La remocion de estas células de su microambiente puede



liberarlas de sus “frenos normales” que cumplen un rol tan critico en su
fenotipo. Uno de los problemas mas relevantes es la incapacidad de

mantenerlas dentro del fenotipo ramificado en cultivo (figura 1.3), lo cual

impide su correcta clasificacion o estudio (11).
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Figura 1.2_ Origen de las células microgliales. Las células microgliales se originan
a partir de un progenitor mieloide comun que migra durante el desarrollo a través del
saco vitelino extraembrionario hacia el SNC. Estas son las Unicas células de origen
mieloide presentes en el parénquima del SNC.

Tomado de Rahsohoff y Cardona, Nature 2010.



Existen al menos 3 aspectos sobre la microglia a tener en cuenta para su

estudio:

1. La microglia reside tras la BHE, con lo cual, las sefales de dafno
provenientes del suero sanguineo significan la ruptura de la misma vy la
entrada de la microglia en un estado de alerta.

2. Las células microgliales pertenecen a la familia de fagocitos
mononucleares, pero también son células gliales nerviosas, por lo
tanto variaciones en la actividad neuronal/sinaptica pueden afectar su
estado de activacion y viceversa.

3. Quizas como consecuencia de vivir entre células tan sensibles como
las neuronas, la microglia presenta un fenotipo altamente reprimido
(ver figura 1.8), con lo cual la remocién de estos estimulos inhibitorios,
provenientes entre otros de las neuronas, constituyen una sefal de

dafo indicativa de que la funcion neuronal ha sido afectada (11).

Debido a esto, el cultivo de la microglia en condiciones que permitan su
estudio a niveles fisioldgicos resulta todo un desafio. Muchos grupos
realizan grandes esfuerzos por caracterizarlas e intentar poner a punto
protocolos o sistemas que permitan cultivarlas sin interferir en su fenotipo
homeostatico (15). Recientemente, el grupo de Ben Barres definié un
marcador especifico de funcién desconocida, presente en la membrana
de células microgliales desde estadios embrionarios tempranos hasta el
adulto, y luego de una estimulacion inmunolégica: el Tmem119 (16). Este

ha resultado una herramienta de gran importancia tanto para su



identificacion como para su purificacion y caracterizacion, sin embargo la
validez de los resultados obtenidos en cultivo continda siendo

controversial.

PC3 (10%)

Figura 1.3_ Analisis del componente principal (PCA) de diferentes poblaciones
microgliales basado en su peril de expresiéon génica. Se muestra la comparacion de
las diferentes poblaciones de microglia basada en su perfil de expresién génica;
cultivos primarios de animales adultos incubados con distintos factores de maduracion
(GM CSF, MCSF y GM CSf+TGF), microglia adulta obtenida por cell sorting en agudo;
distintos tipos de lineas celulares de microglia/macréfagos (RAW264.7, BV2, N9);

microglia obtenida a partir de células madre embrionarias (ESdM).Tomado de Butovsky

et al. Nature Neuroscience 2014.

Hasta ahora, la manera mas adecuada para el estudio de la microglia en

su ambiente natural ha sido la microcopia en vivo de dos fotones (2P).



Esta permite la visualizacion del tejido nervioso in vivo con alta resolucion,
a profundidades de hasta 100-200 um y sin producir fotobleaching o dafo
celular, ya que las longitudes de onda de excitacién utilizadas estan en el
rango infrarrojo.

La visualizacién de las células microgliales se logra utilizando ratones
transgénicos que expresan la proteina fluorescente verde (GFP) en uno
de los loci del receptor de fractalkina (CX3CR1) presente en microglia

(Cx3cri+GFP),

1.1.3 Dinamica microglial

Nimmerjahn, en el afio 2005 (17), fue el primero en observar estas células
en su entorno natural al analizar un cerebro en condiciones fisiolégicas in
vivo utilizando la técnica de 2P. En su estudio mostré que se trata de
células muy dinamicas, lejos del estado clasicamente denominado como
“‘quiescente”, y cuyas multiples ramificaciones se extienden y retractan
desde el soma con el fin de explorar su entorno (en contraste con la
estabilidad casi estatica de la gran mayoria de los procesos neuronales
en las mismas ventanas temporales). Esto se corresponde con el fenotipo
vigilante ramificado mal denominado “quiescente" de la microglia que
encontramos en cerebros sanos. Dado que la velocidad de extension/
retencidén de las proyecciones es de alrededor de 1.47 pm/min, sus datos
sugieren que en unas pocas horas estas células son capaces de

monitorear el parénquima cerebral en su totalidad.



Dichas ramificaciones contactan con neuronas, astrocitos y vasos
sanguineos, explorando constantemente el microambiente que las
contiene con el fin de limpiar el parénquima de productos metabdlicos de
baja difusion y componentes tisulares deteriorados, ademas de evaluar
estado funcional de las sinapsis (10, 17, 18). En este sentido, al realizar
una micro-lesion en el parénquima aumentando la intensidad del laser del
microscopio 2P, Nimmerjahn mostré cémo estas células responden
inmediatamente extendiendo sus procesos hacia la zona de dano,
aumentando el grosor de las extremidades de los mismos y con el tiempo
cambiando su morfologia hacia un fenotipo de tipo “ameboide” o
redondeado pero sin migracion celular.

Por otra parte, en el mismo afo, Davalos publicé un manuscrito en donde
muestra como la dinamica de los procesos microgliales se ve alterada
inmediatamente luego de realizar un dafio mecanico-traumatico mediante
la introduccion de un micro electrodo en la corteza cerebral. Este observé
el mismo efecto que el mediado por la ablacién con laser, y noté que este
efecto podia ser mimetizado al inyectar localmente adenosil trifosfato
(ATP), sugiriendo que la respuesta microglial a este tipo de estimulos esta
mediada por liberacidon de purinas por parte de las células dafadas. Estas
purinas son detectadas eficientemente por distintos receptores
purinérgicos presentes en la membrana de la microglia (18). Volveremos

a retomar este tema mas adelante.
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1.1.4 Fenotipos microgliales

Las células microgliales fueron originalmente definidas como un tipo
celular diferente del SNC basandose unicamente en su morfologia. De
acuerdo a estudios de histologia clasicos basados en técnicas de tincion
con carbonato de plata, del Rio Hortega las clasific6 en 3 tipos:
ramificada, ameboide e intermedia (19, 20). La denominada microglia
ramificada, basandose en la apariencia de sus procesos altamente
ramificados, corresponde a la microglia vigilante homeostatica del SNC
sano; la morfologia reactiva que observamos tras un insulto incluye el
agrandamiento del soma vy retraccion y acortamiento de sus procesos;
mientras que la microglia ameboide, aparece cuando su activacion es
aun mayor, tratdndose de células redondeadas con escasos procesos,
moviles y con capacidad fagocitica. Recientemente, un cuarto fenotipo
morfolégico fue identificado; la microglia distréfica presenta una
morfologia particular donde se ve marcada reduccion del soma y
procesos con aspecto perlado. Este fenotipo se ha relacionado con la
disfuncion microglial en el proceso de envejecimiento (21). Estudios
morfométricos de la microglia en el cortex cerebral de humanos (22)
muestran la gran similitud con las caracteristicas fenotipicas observadas

en raton (figura 1.4).

Hoy en dia sabemos que el cambio morfolégico no ocurre dentro de un

rango lineal bifasico (inactivo-activo) sino que depende del estimulo y
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contexto, lo cual induce la diferenciacién celular por la activacion de
distintas vias de expresion génica, resultando en un cambio en su
fenotipo funcional (12, 23). Las células parten de un estado vigilante, y
como centinelas del SNC inician una respuesta inflamatoria designada
para proteger al tejido nervioso del dafo, adquiriendo un perfil reactivo
(efector) que contribuye a retornar el sistema a la homeostasis. Estos
cambios pueden ocurrir en el rango de minutos o segundos, y hasta los
cambios masivos en el perfil de expresion génica ocurren en pocas horas
(18). Estos cambios en el perfil de expresion conllevan a la liberacién de
distintos factores que puede ser acompafiada (o no) de fagocitosis,
dependiendo del blanco celular, de los receptores involucrados en el
reconocimiento y sobre todo del contexto inflamatorio. Por ejemplo,
cuando la microglia es expuesta a una invasion bacteriana se activan
tanto las vias fagociticas como la liberacion de moléculas pro-
inflamatorias (24, 25), mientras que para la remocion de células
apoptoticas o restos de mielina luego de un daino mecanico es importante
mantener el estado anti-inflamatorio, lo que se conoce como inflamacién

esteril (26, 27).
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Figura 1.4_ Distintos grados de activacion de la microglia en la sustancia
gris de humanos. Cinco fenotipos principales representan las poblaciones de las
células Iba-1 en la sustancia gris de la corteza humana. La microglia ramificada
(a) muestra un soma pequefio y circular con procesos ampliamente ramificados.
La microglia  “preparada” (b) corresponde al fenotipo previo a la microglia
reactiva, posee un soma menos redondeado y de mayor tamafio que la
ramificada, con patrones de ramificacion similares. La microglia reactiva (c) posee
un soma de tipo ameboide pero contintia presentando pocos procesos ramificados
comparados con el fenotipo ameboide (d), en donde podemos observar un
maximo de 2 procesos no ramificados o ninguno. Por ultimo (e) que corresponde
a la microglia distréfica, donde se ve una marcada reduccion del soma y procesos
con aspecto perlado. La barra (a-d) corresponde a 10 um (e) 5 ym. Modificado de
Torres-Platas et al. Journal of neuroinflammation 2014 y Boche et al

Neuropathology and applied neurobiology 2013 [e].
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Muy recientemente, el establecimiento de nuevas tecnologias de
aislamiento rapido asociadas a tecnologias de gendémica provocaron el
florecimiento en el area de la caracterizacion de fenotipos celulares, en
particular de la microglia, haciendo posible por primera vez describir los
genes especificos que las diferencian de las distintas poblaciones de
macréfagos del organismo (figura 5 a) , permitiendo de esta manera
definir los genes esenciales para su funcionamiento en condiciones
fisiologicas del SNC. Al mismo se le ha denominado el fenotipo microglial
homeostatico (15, 28), y como consecuencia surge el concepto del
fenotipo microglial patolégico o DAM (del inglés disease asociated
microglia) (figura 1.5 b), en donde ocurre la disminucion de la expresion
de varios de esos genes que definen el fenotipo homeostatico y otro
grupo de genes son inducidos, independientemente de la patologia de la
que se trate (envejecimiento, modelos de Alzheimer, ALS o EM-EAE ) (29,

30).

1.1.5 Funciones Homeostaticas

i) Muerte neuronal

El desarrollo del SNC es caracterizado por excesos, tanto en produccién
de conexiones sinapticas como en generacién de células. Alrededor de la
mitad de las neuronas inmaduras de ciertas poblaciones mueren durante
el desarrollo del SNC (2, 31), principalmente por muerte celular

programada (apoptosis). Entre estas se destacan aquellas neuronas
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Figura 1.5_ Enriquecimiento de genes en células microgliales:
Identificacion de genes microgliales homeostaticos. (a-b)
Comparaciéon de los niveles de expresién de genes pertenecientes al
“sensoma” y aquellos involucrados en la regulacion de la respuesta
inmune en microglia vs macrofagos, identificados por ARNseq. Se
observan genes enriquecidos en microglia o macréfagos y genes
compartidos por ambos tipos celulares. (¢) Firma molecular de la
microglia sana vs envejecida o patologica por ARNseq. Durante la
patologia se ve el aumento de ciertos grupos de genes que en la
microglia sana se encontraban reprimidos (cluster 2) y la disminucion de
otros que se encontraban sobreexpresados (cluster 1). Tomado de
Hickman et al. Nature neuroscience 2013, y Krasemann et al. Immunity

2017.

incapaces de formar circuitos neuronales adecuados o las que poseen

15



funciones transitorias.

La muerte neuronal puede ser iniciada bien por factores intrinsecos de la
neurona, o por células accesorias como la microglia, la cual es capaz de
inducir la apoptosis y limpiar los restos celulares resultantes. Tal es el
ejemplo de las células nerviosas de la retina de pollo, donde la liberacion
del factor de crecimiento nervioso (NGF) por parte de la microglia es
capaz de inducir su apoptosis actuando a través del receptor p75 (32).
Este mecanismo de induccion de apoptosis de neuronas de la retina es
considerado parte del programa de desarrollo normal del ojo; o como
sucede en el desarrollo del cerebelo de ratéon, donde la eliminacién de la
microglia reduce la muerte celular de las células de Purkinje (33), en parte
tras la reduccién de la liberacion de especies reactivas del oxigeno
(ROS). En este sentido, la microglia actia como promotora activa del
proceso de apoptosis neuronal, al menos en ciertas regiones del cerebro
en desarrollo, encargandose ademas de la remocion de restos celulares
mediante la activacion de la maquinaria fagocitica, sin iniciar una
respuesta inflamatoria (34). Las neuronas estresadas o en proceso de
muerte liberan factores que son capaces de reclutar a células microgliales
para su fagocitosis, proceso muy importante tanto durante el desarrollo
como en el mantenimiento de redes neuronales sanas en el adulto, el cual
describiremos en detalle mas adelante. Sin esta funcién vital, la salud del

SNC puede deteriorarse y dar lugar a disfunciones neurolégicas (2).
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ii) Supervivencia neuronal y neurogénesis

Las células microgliales no solo son capaces de asistir en la maduracién
del SNC durante el desarrollo mediante la induccién de muerte neuronal,
sino que también secretan factores neurotréficos. Estos promueven la
supervivencia, diferenciacion y neurogénesis de linajes neuronales
especificos y de células gliales (oligodendrocitos o astrocitos), asi como la
formacién de circuitos neurales, funcionando tanto en el desarrollo como
en el SNC adulto (23, 35). La microglia es capaz de secretar una amplia
gama de factores tréficos, como por ejemplo el factor de crecimiento de
tipo insulina (IGF-1), el cual promueve la supervivencia de las neuronas
corticales de la capa V durante el desarrollo postnatal (36); el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF); el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), y NGF, los cuales
juegan un rol importante no solo en el desarrollo neuronal, sino en el

mantenimiento y funcion nerviosa en el adulto (37-39).

Por lo tanto la microglia posee un efecto dual, siendo capaz de inhibir la
neurogénesis cuando estd asociada a la inflamacion (35), o
promoviéndola bajo el efecto de ciertas citoquinas anti inflamatorias como

la IL-4 o factores tréficos (40).
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iii) Homeostasis sinaptica

Pocos afos atras, la idea de que las actividades celulares de la microglia
se extendian mas alla del rol inmunitario como centinelas y efectores fue
cobrando importancia:

Beth Stevens y su grupo (41) demostraron la participacion de estas
células en la organizacion, maduracién, refinamiento y plasticidad
sinaptica en el sistema retino-geniculado de animales postnatales. Ellos
postularon que el podado de las sinapsis por parte de la microglia (o
sinaptofagia (42)) depende de la actividad neuronal y esta mediada por
factores pertenecientes a la cascada de complemento (CR3/C3), ya que
la eliminacion en las proteinas del complemento C1q o C3 conlleva a
defectos en la eliminacion de las sinapsis y exceso en la inervacion del
nucleo geniculado lateral por neuronas de la retina (41, 43-45). Si bien
C1q disminuye su expresion en etapas adultas, ellos mostraron que
durante procesos degenerativos, como el glaucoma, C1q aumenta su
expresion y se relocaliza en las sinapsis en etapas tempranas de la
enfermedad previas a la neurodegeneracion evidente. Estudios llevados a
cabo por otro grupo demostraron la importancia de estas células en el
podado de las sinapsis en exceso en el hipocampo de raton durante el
desarrollo; ellos estudiaron el mutante knock out (KO) para el receptor de
fractalkina Cx3cr1 (en el SNC la fractalkina se expresa en neuronas
mientras que su receptor es expresado en microglia) y observaron que en
etapas postnatales tempranas este posee transitoriamente un numero

reducido de células microgliales, asi como un retardo en el podado
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sinaptico. Esto resulta en un aumento en el numero de espinas
dendriticas y una conectividad cerebral inmadura que si bien con el
tiempo era capaz de restaurarse a niveles normales, estos animales
resultaban con un déficit en comportamientos sociales (46, 47).

Estudios recientes muestran que el exceso en esta actividad durante el
desarrollo conlleva a desordenes psiquiatricos o cognitivos del tipo
esquizofrénico (48, 49) o epiléptico, mientras que su falla define fenotipos
de tipo autista (47, 50, 51) (figura 1.6). Por otra parte, se ha visto que
estas células estan involucradas en la regulacion de la plasticidad
sinaptica y formacion de memoria en adultos, a través de la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias clasicas como IL-1B y TNFa (52), especies
reactivas del oxigeno (ROS) y oxido nitrico (NO), asi como por la
liberacion de factores troficos (10, 53). En este sentido, la alteracién del
funcionamiento de la microglia en el adulto puede resultar en procesos
neurodegenerativos, donde la caracteristica principal es la vasta pérdida

de neuronas y/o conexiones sinapticas (figura 1.6) (51, 54-56).
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Figura 1.6_ La microglia y el podado sinaptico. Representacion esquematica de la funcion de

la microglia en el podado de las sinapsis y las consecuencias de su mal funcionamiento durante
el desarrollo (autismo y esquizofrenia), o en el envejecimiento (Alzheimer). La cascada del
complemento es crucial no solo para la remocién de patdgenos y restos celulares sino para el
podado sinaptico y refinamiento de la conectividad neuronal en el cerebro normal. La presencia
de C3 “etiqueta” las sinapsis no deseadas para ser reconocidas y eliminadas por la microglia.
Cuando este sistema se altera, ya sea en menos (autismo) o en mas (esquizofrenia-Alzheimer)
da lugar a las patologias aqui presentadas. C3-CR3: complemento y receptor 3 del complemento,

presente en microglia. Tomado de Beggs y Salter. Cell 2016
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1.1.6 Funciones fisiopatolégicas

i) El concepto de Neuroinflamacién

Como fue mencionado anteriormente, las células microgliales, por su rol
como centinelas del SNC son muy sensibles a cambios en el entorno y
por ende estan involucradas en un gran numero de patologias nerviosas
que van desde infecciones del SNC, enfermedades neurodegenerativas,
desdérdenes psiquiatricos hasta dafnos mecanicos. Su respuesta esta
determinada por la naturaleza del estimulo, el repertorio de receptores
que este involucra y el estado de activacion previo de las células. Por lo
tanto, sus funciones en la fisiopatologia del SNC dependen del contexto,
resultando imposible generalizar la forma y amplitud de las respuestas
que estas células llevan a cabo. En el cerebro, la respuesta inflamatoria,
denominada neuroinflamacién, es fundamental para la proteccién del
tejido nervioso, sin embargo, una neuroinflamacién no controlada o
prolongada es potencialmente nociva y puede resultar en dano celular y
neurodegeneracion (7, 57).

En este manuscrito trataremos el rol de la microglia en algunas

situaciones fisiopatoldgicas relevantes.

ii) Neuroinflamacion aguda
Infeccion rian
Las células microgliales son capaces de responder a casi todas las

infecciones del SNC dada su distribucion ubicua en el parénquima
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nervioso. En respuesta a infecciones bacterianas, las células microgliales
proliferan y llevan a cabo una variedad de funciones que incluyen la
detecciéon del patdégeno, promocion de la inflamacién, fagocitosis y
neuroproteccion. Algunas de estas respuestas pueden llegar a resultar en
abscesos o0 meningitis, que generalmente conllevan a problemas
neurolégicos causados por el dafo al SNC inflingido por la respuesta
inflamatoria (2). Como detallaremos mas adelante, las células microgliales
poseen un repertorio de receptores de tipo toll (TLRs) que detectan
lipopéptidos bacterianos, lipopolisacaridos (LPS) y DNA (CpG), cuya
estimulacién durante la infeccion del SNC puede tener efectos tanto
positivos como negativos; la activacion de vias pro-inflamatorias pueden
llevar al dafio neuronal (58), mientras que la activacién de vias fagociticas
y lisis intracelular del patégeno resultan en su proteccion (59).

Durante la infeccion, la microglia secreta una serie de citoquinas pro-
inflamatorias como TNF-aq, IL-6, IL-1( y distintas quimioquinas (7) capaces
de promover el reclutamiento de células mielo-monociticas (neutréfilos y
monocitos) hacia el SNC (60). La produccion de NO y ROS que actuan
como mediadores antimicrobianos, facilita la destruccion de bacterias,
pero también inhibe funciones importantes del SNC como la neurogénesis
a nivel del giro dentado, lo cual puede conllevar a desordenes cognitivos
(61). La activacién de otras vias innatas como el complemento, facilitan el
reconocimiento de bacterias y su destruccion.

Por otra parte, con el fin de proteger al SNC inflamado luego de la

infeccion, la microglia puede secretar proteinas neuroprotectoras como la
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activina A, miembro de la familia TGF-B, que pueden modular la
sobrevivencia neuronal y diferenciacién glial, ademas de inhibir la

produccion de citoquinas pro-inflamatorias (62).

Dafio mecanico:

El dafio mecanico al SNC induce una respuesta inflamatoria que involucra
la participacion de células inmunes residentes (microglia y macrofagos
perivasculares) y periféricas (monocitos, neutréfilos y Linfocitos T). La
microglia y macrofagos residentes automaticamente reaccionan ante
moléculas liberadas por el dano e inician una respuesta inflamatoria que
involucra la liberacion de citoquinas y quimioquinas, que provocan la
infiltracion de células inmunes horas o dias mas tarde. La activacién de la
microglia es fundamental para limpiar la zona de células apoptdéticas,
mielina y restos celulares. Sin embargo, su sobre-activacién puede
resultar patogénica y persistir por afios luego de un trauma encéfalo
craneano (TEC), derivando en patologias neurodegenerativas.

En este sentido, se han visto pacientes con distintos tipos de demencia y
desordenes psiquiatricos luego de un TEC o traumas repetitivos.
Recientemente ha cobrado mucha importancia el descubrimiento de una
nueva patologia degenerativa causada por la exposicion repetitiva a
contusiones cerebrales (63). Se la conoce como encefalopatia traumatica
cronica (CTE por su nombre en inglés) y sus sintomas incluyen cambios
comportamentales, problemas cognitivos y de humor. Estos empiezan

anos mas tarde de la/s injurias y pueden empeorar con el tiempo
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resultando en demencia. Generalmente se ha visto asociada a deportes
de contacto como futbol, boxeo, o futbol americano, asi como en soldados
expuestos a golpes en la cabeza o explosiones, y seguramente afecte en

mayor medida aun a la poblacién civil durante los conflictos armados.

La patologia del trauma encéfalo- craneano (TEC) se ha visto asociada
con la liberacion de ROS (64) y el reclutamiento de monocitos periféricos
de manera dependiente del receptor de quimioquinas CCR2 (65), ya que
su bloqueo mejora notoriamente el desempefio motor y disminuye el
volumen de la lesién en modelos de TEC. Sin embargo, el fracaso en los
tratamientos de pacientes con drogas inmunosupersoras en fase Ill de
ensayos clinicos (66, 67) sugiere que, al menos en parte, la
neuroinflamacion en etapas agudas del TEC es necesaria para limpiar la
zona de los restos celulares y promover la reparacion y recuperacion del
tejido danado, y que una regulacion mas fina de estos procesos es
necesaria para por ejemplo estimular la fagocitosis inhibiendo Ia
produccion de ROS (57). El tejido necrético induce reacciones inmunes
estériles, en parte por la liberacion de ATP y otros nucleétidos. La
microglia, como explicaremos mas adelante, expresa varios tipos de
receptores purinérgicos, que le permiten extender sus procesos hacia la
zona dafiada en cuestion de minutos, migrar y activar las vias de
fagocitosis (2, 17, 18) tras el reconocimiento de marcadores o alarminas,
como la presencia de fosfatidilserina en la membrana de las células en

proceso de muerte (figura 1.7). Estudios in vivo con microscopia 2P
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llevados a cabo por el grupo de McGavern (68, 69) utilizando un modelo
suave de contusion de meninges (mTBI) muestran que la liberacion de
ATP por parte de astrocitos superficiales de las limitantes gliales induce a
la microglia subyacente a adquirir dos tipos de morfologias - de tipo panal
de abejas o “Honeycomb” con una funcién de barrera de contencion -y de
tipo medusa o “Jellyfish” con funcidon fagocitica. La inhibicion de
cualquiera de estos receptores puede afectar de forma negativa la
respuesta microglial (68) aumentando la muerte neuronal en el

parénquima .
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Figura 1.7_ Funcién fagocitica de la microglia en el SNC luego de una injuria mecanica. a)
Células muertas y restos celulares como mielina son removidos del sitio de lesion por la microglia

residente y macrofagos periféricos. La fagocitosis es mediada en parte por el reconocimiento de

wn, "

PS en la membrana de las células muertas por receptores “"scavenger™. Los astrocitos activados
rodean el area de lesion para formar la cicatriz glial que actia como una barrera fisica para las
células infiltrantes, y también pueden secretar citoquinas anti-inflamatorias o factores de
crecimiento (TGFR). b) llustracién de la activacion de la microglia focal resultante de una lesién
estéril. La microglia en el SNC “naive” es muy ramificada y explora continuamente el parénquima
como parte de su programa homeostatico. Luego del dafio focal que induce la muerte por
necrosis, el tejido dafiado y astrocitos circundantes liberan ATP el cual estimula la activacion de
receptores purinérgicos especificos exprewsados por la microglia. La deteccion del ATP a través
de P2RY12 y P2RX4 induce la extensién de procesos hacia el epicentro de la lesién y la
concomitante retraccion del resto de los procesos. EL grado de dafio al tejido dictamina la rapidez
de la microglia en convertirse en un fagocito y participar de la limpieza de la lesién. La deteccion
de UDP mediante P2RY6 induce un cambio conformacional en la microglia que conlleva a la
formacion de un Unico procceso fagocitico, seguido de la retracciéon del soma hacia el mismo. El
Tomado de Russo et al.

fagocito resultante participa de la limpieza de los restos celulares.

Trends Immunoly 2015 y Nayak et al. Annu Rev Immunology 2014.
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iii) Neuroinflamacion crénica

Enfermedades neurodegenerativas:

Como fue mencionado anteriormente, la respuesta inflamatoria debe ser
controlada para que los procesos de reparacion del tejido puedan llevarse
a cabo. Al contrario de la inflamacién aguda, la neuroinflamacién cronica
es una respuesta persistente que se inicia tras un estimulo o la
acumulacion de estimulos inflamatorios puntuales capaces de
autopropagarse mediante la liberacion de sefiales de dafio producidas por
microglia o astrocitos.

Debido a la intima relaciéon existente entre microglia y neuronas, las
células microgliales son capaces de responder a condiciones
neurodegenerativas orquestadas por neuronas defectuosas vy
exacerbarlas. Esto lleva a un incremento de la neuroinflamacién y a un
mayor grado de reactivacion glial en un proceso de retroalimentacion
positiva. Esta inflamacion de bajo grado puede resultar a largo plazo en el
deterioro del SNC, con efectos que van desde la pérdida de sinapsis a

desérdenes cognitivos y neurodegeneracion (7, 70, 71).

Enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer
(AD), Parkinson (PD), Huntington y esclerosis lateral amiotrofica (ALS) se
caracterizan por la existencia de agregados proteicos en neuronas
capaces de iniciar una respuesta microglial, que eventualmente
contribuye a el estado neuroinflamatorio del SNC, pese a que su funcion

inicial sea neuroprotectora (2). Dada la importancia de la microglia en las
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funciones fisiolégicas del SNC es de esperar que exista una correlacion
positiva entre la alteracién de genes microgliales y desdérdenes
neurologicos o psiquiatricos. Tal es el caso del receptor TREM2 (10, 30,
72), el cual se ha vinculado con el desarrollo de distintos tipos de
demencia en humanos (73-75) y en modelos de raton, definiendo el
fenotipo patoldgico de la microglia (30). Estudios utilizando ratones
deficientes en TREM2 en modelos de AD mostraron un aumento en la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias y en la acumulacion de beta
amiloide (BA) debido a una disfuncién en la respuesta microglial fagocitica
(72, 76). La deposicion de placas amiloides lleva al mal funcionamiento de
la microglia, disminucién de la movilidad de sus procesos y de su
capacidad fagocitica in vivo (77), y se ha visto que estas células en lugar
de proliferar se tornan apoptoticas (72). Por otra parte la neurotoxicidad
mediada por BA in vitro podria ser inducida por la liberacion de
mediadores pro-inflamatorios como ROS y peroxinitrito de las células

microgliales (78).

Desérdenes Psiquiatricos:

Desérdenes en el neurodesarrollo y trastornos psiquiatricos del tipo
autista u obsesivo-compulsivo (TOC) han sido histéricamente
considerados de origen neuronal. Sin embargo, dado el papel de la
microglia en la regulacion de la fuerza sinaptica y refinamiento de las
conexiones nerviosas, hoy en dia sabemos que este tipo de patologias se

encuentra estrechamente relacionado con la disfuncién microglial.
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El primer experimento en mostrar que un desorden comportamental
podria corresponderse con una disfuncién microglial fue realizado por
Chen et al. 2010 (79). Ellos postularon que la expresion del gen
homeobox Hoxb8 en la microglia se relaciona con desoéredenes de tipo
TOC; ratones KO para este gen invierten el doble de tiempo en el
acicalamiento comparados con Wt, lo que conlleva a la pérdida capilar y
lesiones cutaneas?' (80). Estos ratones presentan una reduccién del 15%
en el numero de células microgliales, fenotipo que puede ser revertido
mediante irradiacion y restauraciéon con médula 6sea Wt (79). Estudios
recientes utilizando tomografia de emision de positrones (PET) en
pacientes con TOC mostraron patrones de activacion microglial alterados
en las distintas areas analizadas (81). Para estos ensayos se utilizé6 un
radioligando que se une especificamente a la proteina translocadora
(TSPO) microglial, la cual aumenta tras su activacion.

Por otra parte, existe evidencia que relaciona a las microgliopatias como
causantes del desarrollo del trastornos depresivos. Estos estudios
postulan que la desviacion de la homeostasis causada tanto por la
activacion durante procesos inflamatorios (dafios mecanicos, infecciones,
estrés, o neurodegeneracion) como por la disfuncion o senescencia
(durante el envejecimiento o estrés cronico) pueden llevar a la depresién
(82). En este sentido, tanto la activacion intensa -por estrés, actividad de
citoquinas pro-inflamatorias, aumento de neurotransmisores o disminucion

de factores tréficos- asi como la reduccién y supresion de la funcion de

1 Comparable con el patron comportamental de humanos con tricotilomania, una forma de TOC.
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células microgliales - niveles reducidos de marcadores de la inflamacion
como CRP (83), pérdida de la funcion fagocitica o de produccién de
factores troficos- en algunas areas del cerebro de pacientes o modelos
experimentales, serian la causa de algunas formas de depresion. Estas
microgliopatias pueden ser tratadas o bien con inmunosupresores
(NSAIDs2 o minociclina3) o con activadores (como LPS (84) o citoquinas
pro-inflamatorias (85)) segun el caso. La microglia distréfica, asociada a la
supresion de la activacion y senescencia (86), se encuentra tanto en
humanos como en modelos animales, en condiciones de envejecimiento,
AD y estrés cronico, las cuales estan altamente asociadas con una alta

prevalencia de trastorno depresivo (22, 82, 86).

Independientemente del estimulo inflamatorio, ya sea por una infeccién o
una dano estéril, el proceso regenerativo del sistema nervioso requiere de
la disminucién de las sefales pro-inflamatorias. La actividad fagocitica
estéril de la microglia es necesaria para la resolucion de la
neuroinflamacion y restablecimiento de la homesotasis, como ocurre en
los procesos de degeneracién Wallerina (87). Las vias anti inflamatorias
deben activarse tempranamente para preservar al tejido nervioso del
posible dafo citopatico. Sin embargo, estas no siempre son efectivas, por
lo que el dafio debe ser reparado o contenido. Por otro lado,

independientemente del estimulo, las sefiales pro-inflamatorias

2 (NSAIDs)= Drogas anti-inflamatorias no esteroideas

3 La minociclina es un antibidtico con efectos inhibidores de la activacién de la microglia.
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sostenidas en el tiempo pueden impedir el proceso de reparacion. En este
sentido, la capacidad fagocitica reducida de la microglia comprometida a
una respuesta pro-inflamatoria puede resultar en el desarrollo de

patologias crénicas (88)(7).

1.1.7 Comunicacion con el entorno

Como mencionamos anteriormente, una de las caracteristicas distintivas
de la microglia, ademas de su morfologia, es la regulacion diferencial de
moléculas que modulan su activacion en comparacién con macrofagos de
otros tejidos (15, 28). El fenotipo microglial esta regulado tanto por
factores solubles como citoquinas, prostaglandinas, y neurotransmisores,
como por interacciones con células de su entorno mediante pares de
receptor/ligando. En este sentido, los complejos procesos celulares
llevados a cabo por la microglia requieren de un alto grado de regulacion
con el fin de mantener la homeostasis del SNC. Esto se logra mediante
mecanismos que pueden “encenderlas" o “apagarlas” de ser necesario,
varios de los cuales se ven alterados en patologias degenerativas o

psiquiatricas.

La microglia homeostatica posee un gran numero de moléculas presentes
en su membrana plasmatica que le permiten explorar y comunicarse con
el ambiente que las rodea, manteniéndolas en un estado alerta pero

“‘quiescente” en condiciones fisiolégicas (figura 1.8). Ante la presencia de
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muestran en turquesa, y neurotransmisores inhibitorios y sus receptores en rojo.

Tomado de Ransohoff & Cardona et al., Nature 2010.

cambios en el entorno o sefales de peligro, la expresion de los receptores
homeostaticos se ve modificada y se activan cascadas moleculares que le
permiten responder de forma muy variada y precisa frente a distintos
estimulos, modificando su morfologia y dinamica. La combinacién de
estos dos parametros reflejan sus respuestas a una gran variedad de

estimulos como mencionamos anteriormente.
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Varias de estas moléculas estan siendo actualmente caracterizadas, ya
que si bien estas células se describieron hace mas de un siglo, la
descripcion de su fenotipo en términos funcionales y moleculares es
relativamente nueva y se debe en parte a los grandes avances en las
técnicas de analisis como la secuenciacibn masiva (RNAseq) y
microscopia de 2P.

El primer trabajo que estudié las moléculas microgliales que median
interaccién con ligandos endogenos y elementos patogenos fue publicado
en el 2013 por Suzanne Hickman, y a esto lo defini6 como el “sensoma
microglial”. Ellos analizaron el perfil de transcripcion de la microglia sana y
en proceso de envejecimiento mediante RNAseq y protedmica y lo
compararon con otras células del parénquima nervioso y macréfagos de
diferentes zonas del organismo. En este articulo describen al adaptador
DAP12 (del cual hablaremos en mas detalle en la siguiente seccion) como
molécula clave en la organizacién de la respuesta microglial, siendo el

centro de una red de moléculas encargadas de explorar su entorno.
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Marcadores moleculares

Ya mencionamos varias de las sefales o condiciones capaces de
desencadenar la transformacion de la microglia desde su estado vigilante
a uno reactivo.

En este sentido, las células microgliales estan equipadas para el
reconocimiento de una gran variedad de sefiales homeostaticas (péptidos,
glicoproteinas, lipoproteinas y nucledtidos) (figura 1.8) asi como de

diversas sefiales de peligro.

La respuesta microglial se desencadena en base a dos principios:

-La aparicion de factores que usualmente no ve -componentes del suero o
estructuras microbianas, componentes intracelulares, complejos antigeno-
inmunoglobulina o complemento-. Estas sefiales son reconocidas por una
variedad de receptores especificos los cuales desencadenan respuestas
que llevan a la activacién de la microglia, como es el caso de los
Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR).

-La interrupciéon de senales constitutivas con influencias inhibitorias,
muchas de las cuales son producidas por neuronas (11, 23, 42). En este
caso la interrupcién de la senal de “off’ causa la reactivacién de las

células microgliales (23).

Muchos receptores de superficie han sido descriptos para la regulacion de

la activacion de la microglia regulando finamente las funciones normales
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como movilidad, fagocitosis, produccién de mediadores inflamatorios o

factores troficos.

i) Receptores de reconocimiento de senales

Tal como sucede en la periferia, en el SNC la mayoria de las respuestas
inmunes comienzan con receptores de reconocimiento de patrones que
detectan patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) via
receptores de tipo Toll (TLRs) receptores de tipo RIG (RLRs), receptores
de tipo NOD (NLRs) o de tipo C-lectina (CLR), presentes todos en células
microgliales.

La union de los PAMPs a estos receptores activa al factor de transcripcion
NFkB lo cual induce la expresion de citoquinas pro-inflamatorias como
IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-q, las cuales median las vias de remocion de

patdgenos y restauracion de la homeostasis (89, 90).

Existen PRRs tanto de membrana como intracelulares: En el primer grupo
se encuentran algunos TLRs como el TLR-4, TLR-1/2, TLR-6 (23), y
receptores "scavenger", los cuales facilitan la vigilancia del ambiente
extracelular; mientras que dentro del segundo grupo encontramos
receptores NLRs, RLRs y algunos TLRs (TLR-3, TLR-9), los cuales se
activan mediante estimulos inflamatorios internalizados. Ciertos

componentes de la pared bacteriana como lipopolisacaridos (LPS) o
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peptidoglicanos son detectados por receptores del inflamasoma4 como
NLRP3 y NLRC4, los cuales forman estructuras oligoméricas en el
citoplasma, reclutan caspasa-1 y facilitan el corte proteolitico de la pro-

IL-1B8 y pro-IL-18 a sus formas activas de secrecion (91).

Por otra parte las células inmunes también son capaces de detectar y
responder a dafos estériles que alteran la homeostasis del SNC. La
mayoria de los modelos de dafio traumatico al SNC como trauma
encéfalo-craneano (TEC) o dano espinal (SCI) inducen dos fases de
dafio: una fase primaria que corresponde al dafio mecanico directo, y una
secundaria, donde el dafio es propagado por la presencia de mediadores
neurotdxicos como ROS, glutamato y calcio entre otros (69). Estos son
reconocidos mediante PRRs que se unen a DAMPs (por su sigla en inglés
damage-disease asociated molecular patterns) (92), también conocidos
como alarminas, los cuales representan a una gran variedad de proteinas
intracelulares y acidos nucleicos que son liberados luego del estrés o
necrosis celular (93). Muchos de los receptores de las familias TLR, RLR
y NLR son capaces de reconocer tanto PAMPs como DAMPs (93). Por
ejemplo, TLR4 reconoce LPS de la pared bacteriana, o proteinas de
shock térmico como Hsp60 y Hsp70, fibronectina o fibrindbgeno tras un
dafo tisular. En un modelo de trauma severo (CCl= impactor cortical

controlado) (94, 95) el SNC de animales KO para TLR4 se producen

4 Inflamasoma: complejo multiproteico de gran tamafo que activa a la caspasa-1, la cual es
necesaria para el clivaje enzimatico y maduracion de precursores de IL-18 e IL-18 (Martinon et al
2002).
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lesiones cerebrales reducidas, disminucion de la inflamacion secundaria y

mejoria en la funciéon neuronal respecto a animales Wh.

Otro tipo de DAMP liberado luego de una injuria al SNC es el ATP,
actuando como amplificador de la inflamacién y agente quimiotactico de
fagocitos. Esta molécula puede ser liberada por células estresadas o en
proceso de muerte (necrosis), 0 bombeado activamente hacia el exterior
de células intactas a través de hemicanales de conexinas o panexinas por
parte de células apoptéticas (96, 97). El ATP y sus derivados como ADP
(adenosina difosfato) o adenosina son detectados mediante receptores
purinérgicos de las familias P1, P2Y y P2X. Estos receptores
generalmente median respuestas opuestas, por lo que la respuesta
celular resultante va a depender del balance de concentracion de ADP y
ATP/adenosina, asi como de los niveles relativos de expresién de sus
receptores (97). En células microgliales encontramos receptores
purinérgicos tales como P2RY12, P2RYs y P2Xs presentes en la
membrana celular, los cuales median las acciones inmunes estériles en el
tejido nervioso. Esto desencadena cambios conformaciones en células
microgliales como la extension de sus procesos hacia los sitios de dario,
migracion y fagocitosis (2, 18, 68, 98, 99). En particular, el receptor P2RYs
ha sido descripto como un gen microglial homeostatico y funciona como
un sensor especifico de fagocitosis: cuando es activado por su agonista
endogeno UDP induce cambios en el citoesqueleto de actina de células

microgliales que conducen hacia la fagocitosis (100). Por otra parte, su

38



expresion aumenta tras el contacto con neuronas dafiadas (98). Se ha
visto que el bloqueo del receceptor P2RYs 0 de conexinas aumenta la
ruptura de las limitantes gliales y la muerte celular en la corteza cerebral
luego de un modelo de TEC suave (mTBI), sugiriendo que esta respuesta
inflamatoria temprana al dafio cerebral focal es neuroprotectora (68, 69).

Por otra parte, el receptor homeostatico P2RY12 funciona como una sefal
de “encuéntrame” (101), un sensor de ATP que tras su unidn
desencadena la extension de procesos en células microgliales (100). La
disminucién en su expresion se ha relacionado con un fenotipo microglial

neurodegenerativo (30).

Los receptores de tipo C-lectina funcionan también como receptores tanto
de PAMPs como de DAMPs y son utilizados por las células mieloides para
orquestar sus respuestas. Los ligandos de estos receptores incluyen
carbohidratos, proteinas y lipidos; componentes tanto de patégenos como
propios, y desencadenan respuestas variadas tales como endocitosis,
fagocitosis, y cascadas anti o pro-inflamatorias (102). En el caso de
Clec7a, presente en la membrana de células microgliales, esta molécula
se ve sobreexpresada en el transcurso de patologias neurodegenerativas
y se encuentra dentro de los genes distintivos de microglia asociados a
condiciones degenerativas (DAM) tales como ALS, AD, PD, EAE y
envejecimiento descriptos recientemente (30). Por otra parte el receptor
de manosa (CD206) se sobreexpresa durante la resolucién de la

inflamacion. La union de este receptor a sus ligandos generalmente inicia
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la fagocitosis y activa vias inmunosupresivas (disminucion de TNFa e
IL-12) y anti-inflamatorias (IL-10 e IL-1Ra), promoviendo la reparacion del

SNC (103).

Los receptores “"scavenger”™ como MARCO, CD36 o CD163 representan
una parte importante de la inmunidad innata actuando como PPR
promiscuos (104). En la microglia actian como receptores fagociticos,
mediando la fagocitosis o endocitosis de células apoptoticas, agregados
proteicos o elementos no opsonizados (lipoproteinas de baja densidad
(LDL), chaperonas, LPS etc). En el caso de MARCO, incluso se ha
descripto que puede actuar también como co-receptores de TLR,
modulando su respuesta pro-inflamatoria (105, 106). En el caso de
CD163, si bien algunos autores postulan que éste estda presente
unicamente en macréfagos perivasculares y otros macrofagos pero no en
microglia (11, 29), Hickman muestra su sobre-expresionen la microglia
envejecida (28). Sus niveles se ven aumentados en macréfagos

reclutados hacia el sitio de dano luego de una lesién traumatica (7), donde

“n "»

su funcion “"scavenger" que capta principalmente hemoglobina es
fundamental. Otros resultados indican que este promueve la fagocitosis

de BA en modelos de AD (107).

ii) Receptores ITAM/ITIM

El estado de activacidon de muchos tipos celulares del sistema inmune

esta en parte determinado por los niveles relativos de expresion de
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receptores con motivos ITAMs (del inglés Inmmunoreceptor Tyrosine-
based Activation Motifs) o ITIMs (Immunoreceptor Tyrosine-based
Inhibition Motifs) (13, 108). Como regla general, luego de su unidn con el
ligando, los receptores con motivos ITAM son fosforilados por proteinas
quinasas de la familia Src, lo cual conlleva a su interaccion con dominios
SH2 de protein-quinasas Syk (spleen tyrosine kinase) y a la activacion de
cascadas intracelulares. Mientras que la activacion de los receptores con
motivos ITIM media el reclutamiento de fosfatasas SHP-1, SHP-2 o SHIP,
que se unen a los motivos ITIM fosforilados. Esta union produce la
activacion de fosfatasas, que promueven la inhibiciéon o disminucion de la
activacion intracelular, desfosforilando componentes clave de las

cascadas activadoras (11).

La microglia se encuentra contactando constantemente con la superficie
de neuronas cumpliendo con su funcidon homeostatica. En condiciones
fisiologicas, son contenidas por un gran numero de senales inhibitorias
que actuan como senales de “no me comas”, las cuales sefializan
mediante la expresién de moléculas solubles o mediando interacciones de
contacto con moléculas de superficie. Cuando la microglia encuentra
sefales de “comeme” (figura 1.9) expuestas en la membrana de neuronas
rapidamente las reconocen, fagocitan y digieren a través de una
secuencia de eventos que llevan a la remodelacién del citoesqueleto
mediante el reclutamiento de miembros de la familia RHO-GTPasas y

posterior fusion de fagosomas con lisosomas para la digestion (101, 109).
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iii) Receptores y senales de “comeme”

Una sefal crucial requerida para la fagocitosis es la fosfatidilserina (PS)
(42, 110, 111). Este fosfolipido se encuentra usualmente confinado a la
monocapa interna de la membrana plasmatica, ya que es translocado
activamente desde la monocapa externa de células viables por la accidon
de enzimas translocasas. Las translocasas neuronales pueden ser
inhibidas como resultado de estrés oxidativo, aumento en niveles de
calcio o deplecion de ATP (111). La exposicion de PS no es toxica para

neuronas pero las marca para ser fagocitadas por la microglia.

Las células microgliales expresan una serie de familias de receptores que
ante la presencia de su ligando activan directa o indirectamente la
fagocitosis y endocitosis de células apoptoticas, agregados proteicos y
particulas de lipoproteinas actuando como senales de “comeme”. Estos
receptores o bien poseen dominios ITAM en sus colas citoplasmaticas o
actuan mediante la interaccion con moléculas adaptadoras como DAP12
o FcyR que los poseen. Receptores como SIRP-1 y TREMZ2 (112) actuan
mediante la activacion de DAP12, el cual media la activacion de cascadas
que llevan a la fagocitosis a través del reclutamiento de quinasas (Syk)
que terminan en la activacion de Rac1 y el reordenamiento del
citoesqueleto para la fagocitosis (42, 113). SIRP-B1 se relaciona con el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, encontrandose
sobreexpresada en pacientes y modelos transgénicos de AD (114) y EAE

(115). De la misma manera, TREMZ2 se ha relacionado con la progresion
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de enfermedades neurodegenerativas como Nasu-Hakola, AD, esclerosis
lateral amiotréfica (ALS), PD y también en envejecimiento (30, 76, 116).
Estudios recientes muestran que la microglia de animales TREM2-KO no
solo ve afectada su capacidad fagocitica sino también la quimiotaxis hacia
células apoptéticas (117) y resultan en la regulacién positiva de citoquinas
pro-inflamatorias (11, 76). Este receptor se une a varios fosfolipidos
polares de membrana incluyendo fosfatidiletanolamina (PE), PS vy
cardiolipina (118) de manera directa o indirecta. Recientemente se ha
visto que su activacion también esta mediada por la unién con APOE (10,
42), el cual funciona como una opsonina® al unirse a la fosfatidilserina

(PS) expuesta en la membrana externa de células apoptoticas.

Asimismo, los receptores tirosina-quinasas como MERTK desencadenan
la fagocitosis de la microglia tras su unién con opsoninas como GAS-6
(119) o GAL-3 (120). Esta ultima se une a glicoproteinas que han perdido
sus acidos sialicos (121) y aumenta su expresion luego de un dano

traumatico como sefal de alarma (122).

5Una opsonina es normalmente una proteina soluble que cuando se une a la superficie de una
célula estimula la acciéon de un fagocito.
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Figura 1.9_Regulacién de las senales fagociticas intercelulares. Las neuronas
exponen en sus superficies sefiales de “comeme” para promover la fagocitosis
usualmente mediante opsoninas que hacen de puente entre la superficie neuronal y los
receptores fagociticos en células microgliales (o astrocitos). La exposicion de PS esta
mediada por calcio o scramblasas activadas por caspasas, mientras que su re-
internalizacion esta mediada por translocasas inhibidas por caspasas, calcio, agentes
oxidantes o la deplecion ATP. El estrés neuronal también puede causar la liberacion de
UDP, el cual activa al receptor fagocitico microglial P2RY6. La inflamacion glial causa
la liberacion y expresion de opsoninas y la proteina kinasa C (PKC) media la activacion
de receptores integrinas CR3 que median la fagocitosis mediante la activacién de

DAP12. Tomado de Villalta & Brown, FEBS J 2017.
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Por otra parte, las proteinas poli-sializadas en la superficie de neuronas
previenen la fagocitosis a través de la activacion de miembros de la
familia de receptores SIGLEC (inmunoglobulinas de union a acido sialico
de tipo lectinas) de la superficie de células gliales, incluyendo SIGLEC-11
en humanos y SIGLEC-E en raton (111, 123). La remocion de residuos de
acido sialico del glicocalix neuronal mediante la acciéon de sialidasas
(como neuraminidasas), las convierten de sehales “no me comas” en
sefales “cdmeme” (pese a que existen excepciones como SIGLEC-H y
SIGLEC-1 que promueven la fagocitosis o endocitosis por union con
proteinas sializadas (123, 124)). Las células apoptéticas (121) asi como
las neuronas estresadas (42) poseen actividad sialidasa que des-sializa
las proteinas y lipidos de superficie promoviendo la fagocitosis ya sea por
accion del complemento, o por opsonizacion (por ejemplo GAL-3 y

activacion de MERTK) (42).
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iv) Receptores y senales de “no me comas”

Dentro de estos receptores encontramos al par CD200-CD200R (125,
126) y CD47-SIRP-a (113, 115, 127). Este ultimo posee dominios
inhibitorios ITIMs en su cola citoplasmatica (108, 113). En modelos
murinos de esclerosis multiple (EAE) se ha visto una disminucién en la
expresion de CD200 y CD200R en etapas tempranas de la patologia
(128). En la misma linea, ratones KO para CD200 muestran un mayor
numero de células microgliales con un fenotipo mas reactivo, (cambios en
su morfologia y expresion de MHC de clase Il) promoviendo el
agravamiento de la condicién de EAE (125).

Por otra parte CD47 se encuentra en la membrana de neuronas,
oligodendrocitos y mielina (129) y se ha visto que el bloqueo de su
interaccién con SIRP-a promueve la fagocitosis de la mielina por parte de
células microgliales (129). SIRP-a ha sido relacionada con la inhibicion la

fagocitosis mediante la accidn de la fosfatasa SHP-1(115).

Asimismo, las células microgliales se encuentran tonicamente reprimidas
por la expresion neuronal de la quimioquina CX3CL1 (fractalkina), que
senaliza mediante la union al receptor CX3CR1 presente en microglia
actuando como una senal de “no me comas”. Esta proteina puede ser o
bien liberada cuando es cortada por la metaloproteasa ADAM, actuando a
distancia, o encontrarse en su forma unida a membrana mediando la

adhesion celular (11, 12, 130, 131). Cardona y colaboradores mostraron
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que la sefalizacion a través del receptor de fractalkina reduce el dafo

neuronal mediado por la microglia en modelos de LPS, AD y ALS (132).

Estos pares de receptor/ligando funcionan como senales de “no me
comas” ya que al unirse con su receptor median la inhibicion de la

fagocitosis por parte de la microglia (42).

v) La microglia como APC

La microglia es considerada como una célula presentadora de antigeno
profesional (APC) del SNC debido a la expresion de antigenos MHC (del
inglés major histocompatibility complex) de clase Il y su capacidad
fagocitica. Estas, a diferencia de astrocitos, presentan ademas ligandos
coestimuladores como B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86). Mientras la expresion
de estos ligandos se incrementa tras la estimulacion con algunas
citoquinas pro-inflamatorias como IL-2 e INFy, IL-10 produce el efecto

contrario (20).

vi) Receptores para neurotransmisores

Las células microgliales poseen ademas receptores para
neurotransmisores y neuropéptidos liberados por las neuronas, los cuales
influyen en su estado de activacion actuando como indicadores del estado
funcional de las neuronas que las rodean. Por un lado estos receptores
permiten la supervision de la actividad neuronal guiando los procesos

microgliales hacia las sinapsis e influyendo en la plasticidad sinaptica y la
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densidad de espinas dendriticas. Por otra parte, median la deteccion y
eliminacién de neuronas dafadas, asi como la liberacion de factores
neurotréficos fundamentales para la regeneracién neuronal. Estos
receptores son capaces de desatar cascadas inflamatorias o de inducir un

fenotipo neuroprotector en células microgliales (133).

Entre los receptores de neurotransmisores mas relevantes encontramos
los receptores purinérgicos previamente mencionados; Receptores
Dopaminérgicos (D1, D2) que aumentan la actividad migratoria y atenuan
la liberacién de NO inducida por LPS en experimentos ex vivo (134);
Receptores B-adrenérgicos (Noradrenalina) que inhiben la respuesta
inflamatoria (medida por la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias
(TNFa e IL-6) y mediadores como el NO, y modulan la proliferacion de la
microglia (134); Receptores GABAérgicos los cuales ejercen efectos
neuroprotectores (135); y receptores Glutamatérgicos, tanto
metabotropicos como ionotrépicos, los cuales son capaces de mediar

respuestas neurototoxicas o protectoras respectivamente (133, 136, 137).

vii) Citoquinas (y quimioquinas)

En el SNC, tanto las células gliales como las neuronas y las células
endoteliales son capaces de secretar distintos tipos de citoquinas y
expresar sus receptores, por lo que éstas actuan como mediadores
solubles de la comunicaciéon paracrina y autécrina entre distintas

poblaciones celulares del tejido nervioso.
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Las citoquinas, una gran familia de péptidos solubles y proteinas liberadas
por las células inmunes, son moléculas clave para la regulacion de la
inmunidad innata y adaptativa. Estas moléculas participan en un amplio
rango de respuestas bioldgicas que incluyen el crecimiento, desarrollo y
modulacién de la inflamacién y de respuestas inmunes, asi como la
resolucion de la inflamacién y regulacion de la homeostasis. Las
quimioquinas son una super familia de pequefas citoquinas pro-
inflamatorias (8-10 kDa) inducibles y secretadas que median una variedad
de respuestas inflamatorias, actuando principalmente como quimio-

atrayentes y activadores de tipos especificos de leucocitos.

Las células microgliales elaboran y secretan una gran gama de citoquinas
pro y anti-inflamatorias, cuyo balance en el cerebro, asi como en los
organos sistémicos, regula la intensidad y duracion de la respuesta al
estimulo inmune. La microglia, utilizando la gran variedad de receptores
mencionados anteriormente, es capaz de iniciar la respuesta inflamatoria
citotoxica expresando citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-1p, II-6,
TNFa, IL-12, CCL2 (7, 10, 21), y MIP-1a (138). Estas citoquinas a su vez
influyen en el aumento de la expresion de moléculas de adhesion celular y
liberacién de quimioquinas, resultando en la activacién consecuente de
células inflamatorias. Por otra parte, estas células son capaces de
expresar citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 o IL-1Ra (139),
encargadas de la resolucion de la inflamacion. Muchas de estas

moléculas, ademas de su funcidn canodnica como mediadores de la
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inflamacion poseen un rol neuromodulatorio, como fue mencionado
anteriormente.

Las células microgliales ademas presentan receptores para las citoquinas
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IFNy, TNFa y TGFB, y los
receptores de quimioquinas CCR3, CCR5, CXCR2, CXCR, CXCR4,

CXCRS (23).

1.1.8 El paradigma “M1-M2”

Pese a que las citoquinas pro y anti-inflamatorias son capaces de
polarizar a la microglia hacia distintos estados de activacion, las funciones
especificas de estos estados continuan siendo un area de intenso debate.
El término “activacion” es una simplificacion de un rango de diferentes
estados efectores que encontramos en la microglia. Como se mencioné
antes, no se puede considerar a la activacion de la microglia como un
estado discreto sino que funciona como un continuo entre distintos
estados de activacion. Pese a esto, siguiendo el criterio utilizado para
categorizar a las respuestas mediadas por los linfocitos Th (Th1-Th2),
muchos autores a efectos practicos organizan a las respuestas
microgliales en “M1 y M2” o “activacién clasica y alternativa” actuando
como el “Ying y el Yang” de la respuesta inmune. Sin embargo, hoy en
dia esto resulta una interpretacion simplista de los fenotipos efectores de
la microglia y los datos emergentes indican que el paralelismo con los

macrofagos de la periferia es inadecuado (11, 14).
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-La activacion clasica o “M1” de la microglia lleva a un estado pro-
inflamatorio y neurotéxico inducido por la estimulacion de las vias TLR e
IFNy. En este contexto, la microglia produce citoquinas pro-inflamatorias y
quimioquinas como TNF-a, IL-6, IL-18, IL-12 y CCL2. Por otra parte, esta
expresa NADPH oxidasa (del inglés nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate-oxidase), la cual genera superéxido y ROS, e iNOS (del inglés
inducible nitric oxide synthase) que convierte la arginina en NO. El NO
aumenta el efecto téxico del glutamato potenciando la neurotoxicidad
mediada por los receptores NMDA (del inglés N-Methyl-D-aspartic acid or
N-Methyl-D-aspartate). La microglia M1 también expresa altos niveles de
MHCII y moléculas co-estimuladoras (como CD86), receptores Fc e
integrinas. De esta manera, la microglia M1 es capaz de inducir
inflamacion y neurotoxicidad (7, 10, 103).

-La activacion M2 o alternativa describe las actividades anti-inflamatorias
y reparadoras de la microglia. Puede ser inducida por IL-4, IL-13, IL-10,
por el contacto de receptores Fc con inmunocomplejos o por la deteccion
de células apoptoéticas. La activacion M2 promueve la liberacién de
citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-, e induce la expresién de
la enzima arginasa 1 (Arg-1) que promueve la conversion de arginina en
poliaminas, utilizando al mismo tiempo la arginina esencial para la
produccion de o6xido nitrico. La microglia M2 secreta factores de
crecimiento como IGF-1, FGF y CSF1, asi como de factores neurotroficos
como NGF, BDNF, GDNF y neurotrofinas 4/5, que actuando a través de

receptores Trk, regulan la fuerza y actividad sinaptica (7, 10, 103).
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Pese a que estas categorias han servido para conceptualizar las
actividades de la microglia in vitro, este paradigma es inadecuado para
describir su activacion in vivo, ya que estas células rara vez presentan un
sesgo significativo hacia uno u otro estado. Como mencionamos antes,
los estudios in vitro no tienen en cuenta la relacion de las células inmunes
con su entorno ni el contexto inflamatorio, el cual es fundamental para el
desarrollo de su fenotipo efector. Es por esto que resulta mas adecuado
referirse al fenotipo microglial como una “firma molecular’, basandose en
consideraciones que incluyan los perfiles transcriptémicos y proteémicos,
la heterogenicidad regional, dimorfismo sexual, y las funciones en el tejido
nervioso sano (desde el desarrollo hasta el envejecimiento) o los cambios
en los patrones de respuesta ante estimulos que van desde el trauma
fisico, infeccion, inflamacion sistémica, tumores, isquemia o

neurodegeneracion (10, 14).

En resumen, las células microgliales son los centinelas del SNC. Son
células mieloides muy dinamicas que se encuentran explorando
constantemente su entorno, contactando con la superficie de neuronas y
otras células para cumplir con su funcion homeostatica. Tras un insulto,
las sefales de peligro o activacién son rapidamente reconocidas y las
sefales inhibitorias son liberadas, resultando en una respuesta
inmunoldgica pro o anti-inflamatoria que lleva a la liberacién de citoquinas

y quimioquinas y/o fagocitosis y a la digestion de elementos celulares a
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través de una secuencia de eventos que llevan a la remodelacion del
citoesqueleto (101, 109).

En base a lo anterior, podemos decir que el estado anti inflamatorio no es
un estado pasivo que resulta de la ausencia de estimulos inflamatorios,
sino una condicién activa en la que participan una serie de moléculas
reguladoras de la respuesta inmune que mantienen a dichas células en
estado “vigilante”. Esto define un patrén de expresién caracteristico de
microglia homeostatica (firma homeostatica) que se ve desbalanceado en
varias patologias mencionadas como enfermedades neurodegenerativas,
trauma, infecciones, desordenes psiquiatricos entre otros. En este
sentido, resulta clave comprender mejor las sefiales que regulan el
mantenimiento del fenotipo homeostatico y las sefales que estimulan la
reactividad microglial pro-regenerativa, con el fin de generar terapias

adecuadas para tratar las distintas afecciones neuroinflamatorias.

En este contexto, nuestro grupo trabaja desde hace varios afos
intentando revelar la funcién del inmuno-receptor CD300f, el cual se
expresa en células de la linea mieloide y posee una funcion dual, ya que
posee en su cola citoplasmatica tanto dominios ITIM como dominios

activadores de cascadas de senalizacion.
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1.2 La familia de receptores CD300

Los receptores CD300 son una familia de glicoproteinas transmembrana
de tipo | expresados principalmente en la superficie de las células de la
linea mieloide (140). La familia humana de receptores CD300 se
encuentra agrupada en una region del cromosoma 17 (17925.1) (141) y
esta compuesta por 8 miembros, CD300a/IRP60, CD300b/IREM3,
CD300c/CMRF35, CD300d, CD300e/IREM2 (142), CD300f/IREM1 (143),
CD300g (144) y el recientemente identificado CD300h (145). Estos
comparten una region extracelular con un unico dominio tipo-
Inmunoglobulina V (IgV), que posee un motivo aminoacidico conservado -
YWCR- y dos puentes disulfuro (en lugar de uno) lo cual es indicador de
una fuerte presion evolutiva para mantener los dominios de tipo CD300
desde vertebrados ancestrales en adelante (140). En este sentido,
CD300a es el segundo gen con mayor presion selectiva entre humano y
chimpanceé (146, 147).

Por otra parte, las moléculas CD300 presentan homologia estructural con
los receptores TREM (148, 149), los cuales poseen también dos puentes
disulfuro en sus dominios IgV, definiendo una superfamilia de Ig con un

ancestro comun (140).

A excepciéon de CD300a, CD300f y CD300g, los receptores de la familia

CD300 poseen un residuo cargado en sus segmentos transmembrana

que facilitan su interaccion con proteinas adaptadoras con dominios
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activadores como DAP-12 o FcyR. Por el contrario, CD300a y CD300f
poseen la particularidad de presentar una larga cola citoplasmatica con
una variedad de motivos ITIM capaces de reclutar fosfatasas y mediar por
tanto sefiales inhibitorias (143, 150). Ademas, CD300f presenta una
funcion dual por poseer también motivos capaces de interactuar con PI3K
y Grb2 (149), o FcyR (151) mediando asi la activaciéon de cascadas de
sefalizacion intracelulares. CD300g por su parte no posee dominios de

sefializacion intracelular (150) (Figura 1.10).

En general, los miembros de la familia CD300 poseen un patrén de
expresion restringido a la linea mieloide, sin embargo hay excepciones,
con algunos miembros particulares expresados también en subtipos de
linfocitos (CD300a) y en células endoteliales (CD300g) entre otros (150).
Recientemente se ha visto que los receptores CD300 son capaces de
formar complejos entre si en la superficie celular a través de la interaccion
de sus dominios extracelulares de inmunoglobulina (152). La combinacion
de estos receptores modula diferencialmente la sefalizacién intracelular,
sugiriendo que los complejos CD300 podrian regular la activacion de las
células mieloides al interactuar con sus ligandos naturales. Esto le suma
otro grado de complejidad a la sefializacién intracelular mediada por cada

uno de ellos por separado.
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Figura 1.10_ Representacion esquematica de los receptores CD300 en ratén. El
domino extracelular de los receptores que contienen ITIM en turquesa, y el de los no-
ITIM en color verde. El dominio extracelular de CD300g en marréon. Se indican los
motivos de sefalizaciéon de cada receptor, y se muestra la interaccion con fosfatasas,

las moléculas adaptadoras y quinasas. Tomado de Borrego, Blood 2013.
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1.2.1 Receptores Inhibitorios

Como mencionamos antes, los unicos receptores de la familia CD300 con
capacidad inhibitoria son CD300a y CD300f, CD300a posee cuatro
residuos de tirosina en su cola citoplasmatica, tres de los cuales
corresponden a ITIMs clasicos y el cuarto a uno no clasico o permisivo.
Este receptor esta presente tanto en células mieloides como linfoides -
NK, linfocitos T (CD4+ Th1, CD8* efectoras) y B (naive y memoria)-. Su
accion estda mediada mayoritariamente por el reclutamiento de SHP-1.
Cuando se une a sus ligandos fosfatidilserina (PS) o fosfatidiletanolamina
(PE) inhibe la secrecién de citoquinas y mediadores pro-inflamatorios
(153), ademas de inhibir la proliferacion de linfocitos B y la citotoxicidad
de NK. Su expresion aumenta tras estimulos inflamatorios para regular
negativamente la respuesta.

El receptor CD300a ha sido identificado como un marcador especifico de
colitis ulcerativa (154), mientras que un polimorfismo de nucle6tido unico
(SNP) en este receptor, que obstruye su sitio de union al ligando, ha sido
asociado a la susceptibilidad a la psoriasis (155). Ademas, CD300a ha

sido implicado en el desarrollo de AD mediante estudios de asociacion de

genomica amplia (GWAS) (156).

Por su parte, CD300f posee cinco residuos de tirosina en su cola
citoplasmatica que constituyen motivos para la asociacién con fosfatasas

o kinasas; dos de ellos corresponden a ITIMs clasicos (Y205 e Y249) y un
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tercero (Y284) a un ITIM no clasico o ITSM (immunoreceptor tyrosine-
based switching motif). Los otros dos (Y236 e Y263) corresponden a
motivos capaces de unir a p85q, la subunidad regulatoria de la PI3K, y
uno de estos es capaz de unir a la proteina 2 de union a factores de
crecimiento (Grb2) (143, 149). Sus motivos ITIM son capaces de reclutar
diferentes fosfatasas -SHP-1, SHP-2 y SHIP- dependiendo del tipo celular
analizado (149, 151, 157) mediando diferentes respuestas especificas de
cada tipo celular que lo contiene. Por otra parte, la version de CD300f de
ratbn es capaz de asociarse con FcyR (151) mediando respuestas
activadoras que potencian la accion del TLR4 tras la estimulacion con
LPS en mastocitos. Analisis in vitro utilizando cultivos primarios de células
microgliales postnatales muestran el aumento en su expresién luego del
tratamiento con LPS, asi como su potencial rol activador tras el aumento
de la producciéon de mediadores pro-inflamatorios luego de la estimulacion
con LPS (158).

El ligando natural de este receptor son fosfolipidos de membrana,
mayoritariamente PS (159, 160) y en menor grado esfingomielina (EM).
Su identificacion ha sido muy controversial y varios articulos consideran
también a la ceramida (161, 162) y lipoproteinas de baja y de alta
densidad (LDL y HDL respectivamente) (161). En cultivos de mastocitos
incubados con liposomas de ceramida, se vio que la union del receptor
con sus ligandos inhibe la produccién de IL-6. Ademas, CD300f es capaz
de asociarse con el receptor de IL-4 (IL-4Ra) actuando como co-receptor,

y amplificar las respuestas inducidas por IL-4/IL-13 tanto in vivo como in
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vitro (163). Datos publicados por el grupo de Munitz muestran que los
macrofagos de varios tejidos, incluyendo poblaciones del colon, tejido
adiposo y peritoneo, presentan muy bajos niveles de CD300f, mientras
que en poblaciones de macrofagos alveolares o esplénicos se encuentra
altamente expresado. Los autores muestran que la expresion de CD300f
en macréfagos esta regulada por la accion de la citoquina IL-4, mientras

que los niveles de CD300a se mantienen constantes (163).

1.2.2 CD300 y fagocitosis

Tanto CD300a como CD300f son capaces de reconocer sefales de
‘comeme” como la PS expuesta en células apoptoticas. Sin embargo,
mientras que CD300a inhibe la fagocitosis de células apoptoticas/
necroticas tras el reconocimiento de su ligando (153, 164), CD300f es
capaz de mediar la limpieza de células apoptoticas tanto in vitro como in
vivo (159, 160). Su expresion aumenta la capacidad fagocitica de
fibroblastos (159) y de macréfagos en cultivo (160) mediante el
reclutamiento de la subunidad p85a de la PI3K y subsecuentes cambios
en la organizaciéon del citoesqueleto. Por otra parte, se ha visto que la
funcidon reparadora y remodeladora de macréfagos requiere de la
presencia de IL-4 junto con células apoptoticas (165), con lo cual la
capacidad de CD300f de sinergizar con IL-4 previamente citada (163) liga

fuertemente la accién de CD300f a este proceso.
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1.2.3 CD300f en patologias

La creciente importancia del receptor CD300f se evidencia por diferentes
observaciones:

La deficiencia de este receptor en modelos murinos de alergia, exacerba
las respuestas mediadas por mastocitos incluyendo anafilaxis, inflamacién
de las vias aéreas y dermatitis. Los autores concluyen que CD300f regula
negativamente la desgranulacion de mastocitos mediante la activacion de
fosfatasas por sus motivos ITIM (161).

En macréfagos, la disminucion de la capacidad fagocitica de células
apoptéticas (eferocitosis) mediada por la deficiencia del receptor CD300f
resulta en una predisposicion a la autoinmunidad evidenciada por la
aceleracion de la patologia en un modelo de Lupus Eritematoso Sistémico
(LES) (160). Por otra parte, las células dendriticas deficientes en CD300f
presentan una mayor actividad fagocitica, lo cual puede resultar en una
mayor presentacion de autoantigenos, exacerbando asi la enfermedad
autoinmune (166), pero puede ser muy util en tratamientos de
inmunoterapia contra el cancer.

Ademas, la inhibicion mediada por este receptor se ha visto relacionada
con la progresion de enfermedades inflamatorias del intestino; tanto el
bloqueo de la interaccién de CD300f con su ligando como el uso de
animales KO para CD300f presentan una patologia mas severa en
modelos de colitis comparados con Wt (167, 168), dado por la

hiperactivacién de mastocitos (167) y de células dendriticas (168). Por
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otra parte, la deficiencia de este receptor resulta protectora en un modelo
de sépsis debido al mayor reclutamiento de neutréfilos mediado por el
aumento en quimioquinas secretadas por mastocitos y neutréfilos (169).

Por ultimo, SNPs (del inglés single nucleotide polymorphism) en CD300f
han sido también asociados con la etiologia de la psoriasis y
enfermedades vasculares (170, 171), asi como a la predisposicién a la

EM (172, 173).

Su funcién regulatoria ha sido caracterizada en muchos tipos celulares y
diferentes situaciones patolégicas mostrando su funcién dual inhibitoria/
activadora (151, 160, 161, 166, 168, 174). La singular presencia de
dominios inhibidores y activadores en el mismo receptor hacen que su
funcién sea especifica del tipo celular que lo presente y talvez integradora
de diversas senales. Sin embargo su rol en el SNC, en particular en

microglia “in vivo”, no ha sido aun estudiado.

1.2.4 CD300f en el SNC

El inmuno-receptor CD300f es particularmente interesante ya que ha sido
identificado como uno de los receptores transmembrana con motivos ITIM
mas relevantes en la patologia de la esclerosis multiple; un estudio
genomico identificé a CD300f como el receptor Ig con dominios ITIM mas
sobreexpresado en células mieloides en el modelo murino de EAE. En

este modelo se observo que el bloqueo de CD300f (animales knock out o
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por inyeccion de la proteina de fusion CD300f-IgG2a) induce un aumento
de 6xido nitrico y de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, junto
con una exacerbacion de la enfermedad. En este estudio se identifico al
receptor CD300f como un regulador anti-inflamatorio de las células
efectoras mieloides en la desmielinizacion autoinmune (175), sin embargo
su presencia no fue detectada en células microgliales sino en monocitos/
macrofagos CD11c+ infiltrantes.

Como mencionamos previamente, el immuno-receptor mas conocido, y
que posee muchas similitudes con CD300f es TREM2. Este receptor,
conjuntamente con su adaptador DAP12 son expresados en microglia. El
patrén de expresion del mMRNA para TREM2 y DAP12 en células en cultivo
es muy similar al descripto por nuestro grupo para CD300f, es decir,
elevados niveles de expresidon en microglia, menor expresion en
oligodendrocitos, muy poca en neuronas y ausencia en astrocitos (176,
177). Sin embargo, los niveles de expresion de este tipo de inmuno-
receptores in vivo en microglia ramificada son bajos, por lo cual su
descripcion no ha sido facil a pesar de contar con anticuerpos especificos.
Los recientes avances en las tecnologias de deteccion de proteinas y
transcriptos tales como RNAseq, RNAseq de células unicas (single cell
RNAseq) o técnicas protedmicas avanzadas como citometria de masa
(CyTOF) han aportado a la identificaciéon de subpoblaciones microgliales y
marcadores de baja expresién como TREM2 o CD300f (15, 16, 28-30).
Datos no publicados de nuestro grupo, utilizando la purificacién de

microglia CD11b*/CD45ow por FACS asociada a QPCR, muestran la
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deteccion de la expresion del ARNm para CD300f en microglia in vivo. Por
otra parte, la reciente creacion de la plataforma web disefiada por el grupo
de Ben Barres http://web.stanford.edu/group/barres_lab/brain_rnaseq.html
aporté una herramienta fundamental para el analisis y comparacién del
perfil transcripcional de varios tipos de células del cerebro incluyendo
neuronas, oligodendrocitos, astrocitos, microglia y células endoteliales, en
base a resultados obtenidos por separacion celular por FACS seguida de
RNAseq (178). Aqui se muestra a CD300f como un gen expresado
especificamente en microglia dentro del SNC.

Recientemente, estudios genémicos de microglia aislada de diferentes
regiones del cerebro mostraron distintas identidades microgliales
dependientes de la region, determinadas principalmente por vias
bioenergéticas e inmunoregulatorias (179). Entre los genes
diferencialmente regulados durante el envejecimiento se destacan los
inmuno-receptores ITIM-ITAM, entre los cuales se encuentra CD300f. Por
otra parte, el grupo de Ido Amit en su reciente publicacién en la que
describen al fenotipo microglial DAM (29) muestran como la expresion de
CD300f disminuye a la mitad en la poblacién DAM, mientras que en la
microglia sana y macréfagos perivasculares se mantiene a niveles
constantes. Ademas, los dos receptores inhibidores de la familia, CD300f
y CD300a se encuentran entre los 10 genes con mayor cambio de nivel
de expresion luego de una lesion traumatica medular por contusion (180).
Resultados no publicados de nuestro grupo muestran que su expresion

aumenta en cerebro a los 3 y 7 dias luego de un trauma focal en rata,
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donde podemos observar la co-localizacién de CD300f con Lectina de
tomate, especifica para la deteccidbn de microglia/macréfagos (Figura
1.10).

Por otra parte, la sobre-expresion de este gen por terapia génica luego de
una lesioén exitotoxica en rata resultdé en una reduccién significativa del
volumen de lesion (177). Asi mismo, el bloqueo de CD300f utilizando la
proteina de fusion CD300f-lgG2a luego de una lesién de nervio ciatico
resulté en un retardo en la regeneracion del nervio y de la recuperacion

funcional de los animales tratados comparados con el control IgG2a (87).
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Figura 1.11_ Expresion de CD300f luego de un TEC. (a-c) Imagenes obtenidas por
Inmunofluorescencia a los 3 y 14 dias luego de un TEC, utilizando un anticuerpo
especifico para CD300f y Lectina de Tomate (TL) que se une tanto a macréfagos como
a microglia. Se ve colocalizacion de CD300f en células TL+ y negativas (flechas). (d)
Expresion relativa de CD300f por PCR en tiempo real a distintos tiempos luego de un
TEC (10 horas, 1, 3, 7 y 14 dias). La expresion de CD300f aumenta con el tiempo. La

barra corresponde a 10 ym.
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En este sentido, cabe destacar que CD300f es uno de los genes mas
sobreexpresados en nervio luego de una lesion de nervio periférico (181).
Ademas, una variante truncada de este receptor se ha visto asociada a un
caso familiar de autismo (29), y es uno de los genes mas
sobreexpresados en el cerebro luego de una inyeccién intraperitoneal de
LPS (16). A pesar de las evidencias, no se han encontrado diferencias
fenotipicas marcadas en estado fisiologico general en los animales KO

para el receptor CD300f, en particular a nivel de inflamacién sistémica

(160, 161, 175).

En base a lo descripto anteriormente, podemos decir que CD300f es un
actor clave tanto en el control del desencadenamiento de las reacciones
inflamatorias como en el proceso posterior de resolucién de la
inflamacion, y esto lo logra mediante la combinacion de sefalizaciones
positivas y negativas mediadas por sus dominios activadores e
inhibidores.

Pese a esto, no hay estudios que muestren su actividad directa en la
regulacion de la homeostasis y/o de las respuestas inflamatorias en el
SNC.

Con el objetivo de dilucidar el papel que juega el receptor CD300f en el
fenotipo microglial basal ramificado o ante estimulos inflamatorios agudos
utiizamos en la presente tesis distintos modelos animales bien

caracterizados.
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1.3 Lesiones agudas del SNC: Trauma Encéfalo-craneano

El trauma encéfalo-craneano (TEC) es caracterizado por una lesion en el
cerebro, resultado de una fuerza externa como un violento impacto en la
cabeza, la cual causa la ruptura mecanica inmediata del tejido nervioso, y
junto con eventos patogénicos retardados (secundarios), median
colectivamente un proceso de neurodegeneracion progresiva (68,
182-184).

Muchos de los mecanismos desencadenados por la lesién traumatica
incluyen alteracién de la barrera hemato-encefalica (BHE), edema
cerebral, aumento de presidon intracraneal, alteraciones en el flujo
sanguineo cerebral, hipoxia, alteraciones ionicas y metabdlicas, apoptosis
y necrosis de las células nerviosas, generacién de especies reactivas del
oxigeno (ROS), entre otros (69, 185). Distintos tipos celulares se
encuentran involucrados en estos procesos en el SNC incluyendo la
microglia, astroglia, oligodendroglia, células endoteliales, neuronas y
células leucocitarias que son reclutadas al SNC (186).

El dano primario del tejido nervioso puede ser difuso, focal o una
combinacion de ambos. El dafio causado directamente por un impacto en
la cabeza es considerado focal, y resulta en una contusion cortical, dafo
vascular, hemorragias e isquemia (187). En los dafios focales, se
establecen dos zonas de lesion en funcién espacio-temporal: una zona
temprana o nucleo de la lesion y otra adyacente mas tardia y periférica,

llamada penumbra (185).
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El nucleo de la lesion consiste en células necréticas o apoptoticas
muriendo rapidamente debido al trauma y/o al entorno hipdxico/
isquémico. Este ultimo se genera a causa del dafio en la perfusion
cerebral y la oxigenacion, la respuesta excitotoxica y la oclusion
microvascular focal (188, 189). Los cambios neuropatoldgicos en el
nucleo de la lesién ocurren muy rapidamente, determinando una zona
muy dificil de rescatar. A nivel macroscopico, el dano incluye la ruptura de
los tractos de sustancia blanca, contusiones focales, hematomas extra e
intracerebrales y edema. A nivel celular, los eventos tempranos del trauma
incluyen microporacién de membranas, pérdida de iones y cambios
conformacionales en proteinas (185).

La zona de lesion secundaria o penumbra es donde el tejido nervioso se
encuentra menos seriamente comprometido (fig. 1.11). En esta zona
ocurren cambios mas graduales y progresivos que llevan a una muerte
celular predominantemente de tipo apoptaética.

La lesion secundaria que ocurre en la zona de penumbra se desarrolla al
cabo de horas a dias de ocurrida la lesidon, y comprende complejos
mecanismos fisiopatologicos, bioquimicos y estructurales que se
desencadenan luego del dafio primario. Esta se ve afectada por la
liberacidn de neurotransmisores, generacion de ROS, liberacion de calcio,
activacion geénica, disfuncion mitocondrial y activacion de la respuesta
inflamatoria (184, 185).

El TEC produce consecuencias tanto agudas como cronicas que pueden

persistir por meses o afnos luego de la injuria primaria, llevando a
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discapacidades permanentes que reducen la expectativa y calidad de
vida. Las consecuencias directas de un TEC simple o repetitivo en su fase
cronica puede resultar en patologias secundarias como depresion,
epilepsia, desordenes del suefo, enfermedades neurodegenerativas,

desregulacion neuroendrdcrina y problemas psiquiatricos (184, 190).
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Figura 1.11_ Daio cerebral post-traumatico. En la figura se representan las distintas
regiones que se definen luego de una lesion cerebral de tipo focal: La region central o
nucleo, representa zona donde las células sufren necrosis. La regién que rodea al
nacleo es llamada penumbra, un sitio de muerte celular retardada (de tipo apoptoética)
debido entre otras cosas a la disponibilidad de ATP. Una zona de transicién entre el
centro de la lesién 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 region de

tejido viable. Tomado de Mehta et al., Brain Research Review. 2007.
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1.3.1 Epidemiologia del trauma

El TEC, considerado una “epidemia silenciosa”, continua siendo la causa
principal de muerte e invalidez de los paises industrializados (184, 187) y
un problema aun mayor en los paises en desarrollo (187, 191, 192).
También constituye un importante problema de salud publica en nuestro
pais ya que afecta a individuos mas jovenes que otras enfermedades, con
lo cual es la principal entidad causante de afos de vida productiva
potencialmente perdidos, con un promedio de 28,8 afos por lesion
traumatica (193, 194).

Este implica no solo los caso de accidentes de transito o laborales, sino
que hay una creciente preocupacion a nivel global por el desarrollo de
patologias asociadas al TEC en deportistas, militares y civiles expuestos
repetitivamente a traumas en la cabeza (69, 195).

Cabe destacar que en el 60% de los casos de muerte por TEC, ésta
ocurre en el lugar del trauma y el otro 40% a nivel hospitalario; de los que
llegan a hospitalizarse, alrededor de un 30% muere en las primeras 24
horas y el resto en el transcurso del mes post trauma (datos tomados de
la UNASEV)

Las estadisticas internacionales con respecto al TEC muestran datos
interesantes; solo en EEUU anualmente alrededor de 2 millones de
personas sufren un TEC, de los cuales 50.000 fallece en la etapa aguda y

100.000 permanece con defectos neurolégicos a largo plazo (192),
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existiendo un total de 5.3 millones de personas con discapacidad

generada a raiz de un TEC (184).

Estos numeros pueden estar subestimando el hecho de que éste
representa un riesgo para el desarrollo posterior de desoérdenes
neuropsiquiatricos como depresidon/ansiedad, estrés post-traumatico,
déficit de memoria e inflamacion crénica, asi como enfermedades
neurodegenerativas tales como CTE, AD, PD y ALS (190, 195, 196), los
cuales no son reportados pero aumentan la incidencia del TEC (184, 192).
El dafo post-traumatico a largo plazo se caracterizado histolégicamente
por la formacién de agregados neurofibrilares y acumulacion de B
amiloide, mostrando una relacién directa entre el trauma encefalico y el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas del tipo AD (184).

Los tratamientos se focalizan en la interrupciéon o inhibicion de las
cascadas de eventos de la injuria secundaria ya que la muerte celular
resultante del impacto inicial en el tejido nervioso es inmediata e
irreversible. Asimismo, la lesion secundaria al ser mas lenta y progresiva,
ofrece opciones terapéuticas y una ventana temporal que permite actuar
para revertir o frenar el dafio. No obstante, pese a los grandes esfuerzos,
a la fecha no existen tratamientos neuroprotectores efectivos capaces de
reducir o revertir los dafios causados por un TEC (190, 197, 198).
Numerosos farmacos han sido administrados a animales de
experimentacion obteniendo resultados exitosos a nivel de recuperacion

funcional, histolégica y bioquimica del tejido nervioso. Sin embargo, estos
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han fracasado en los ensayos clinicos (57, 185). Esto se debe en parte a
la complejidad y heterogeneidad de la patologia en la clinica, donde
parametros como la edad, el sexo y la genética del paciente, asi como el
tipo y severidad de la injuria primaria, son determinantes cruciales de la
progresion de la inflamacion. En este sentido, no existe un unico modelo
capaz de replicar por completo todos los aspectos del TEC (184, 196). En
el caso concreto de los tratamientos que actuan sobre la inflamacién,
cabe destacar que su falta de efecto protector en pacientes podria
deberse entre otras razones a que se han utilizado moléculas anti-
inflamatorias de amplio espectro como la metilprednisonola perdiéndose
la selectividad de la regulacion neuroinflamatoria o actuando sobre la
inmunodepresion ya de por si presente en este tipo de pacientes, lo cual
afecta negativamente otros procesos concomitantes como infecciones

respiratorias muy frecuentemente asociadas a los pacientes neurocriticos.

1.3.2 Modelos animales

El uso de modelos animales es esencial para el estudio de los procesos
inflamatorios y para el desarrollo de nuevas terapias. Un gran numero de
modelos murinos han sido desarrollados para reproducir los aspectos del
TEC focal vistos en la clinica (95, 187, 199). El modelo clasico mas
utilizado en el pasado con este fin fue la contusién inducida por la caida
de una pesa (del inglés “weigt-drop injury”), sin embargo actualmente han

cobrado mayor relevancia los modelos de lesion cerebral por percusién de
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fluido (FPI) y el trauma severo inducido por contusion cortical controlada
(CCl) (95, 187) por ser mas reproducibles y estables. Asimismo,
recientemente se han introducido nuevos modelos de trauma suave
(mTBI) sin apertura del craneo (68, 196) que se asemejan a los
encontrados en la clinica a causa de la practica de deportes por contacto

o lesiones difusas de diversa indole (figura 1.12).

i) Trauma severo

Las ventajas del modelo CCI frente a los otros modelos mencionados es
que éste permite la manipulacién y homogenizacion de variables como la
duracion, velocidad y profundidad del impacto, mediante la utilizacién de
un equipo llamado “impactor cortical” (Fig 1.12 a). Este equipo nos
permite generar un golpe mediante un mecanismo de piston con variables
controladas por un software. EI modelo de CCI reproduce los efectos
neuropatolégicos de las lesiones traumaticas focales observadas en
humanos como la produccion de edema, cambios en la microvasculatura
cerebral, infiltracién leucocitaria, dafio neuronal y dafio axonal, asi como

déficit comportamentales significativos (95, 200).

ii) Trauma moderado

Este modelo se basa en la generacion de un trauma sin ruptura del
craneo ni meninges. Para ello se afina el craneo, hasta un espesor de 30
MM y se comprime con una microcuchilla. Esto permite la visualizacién del

parénquima y meninges por microscopia de 2P sin causar dafo o
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inflamacion en el cerebro (figura 1.12 b). Este modelo permite estudiar las
dinamicas de la inflamacion y los mecanismos que desencadenan la
muerte celular inmediatamente luego de un trauma focal. Unos 30
minutos luego de producido el trauma, se pueden observar niveles
elevados de ROS en las meninges y la muerte de macréfagos
meningeales debido a la compresion. Por otra parte aparecen agujeros en
las limitantes gliales debido a la muerte de astrocitos de la BHE. Con el fin
de preservar la integridad del SNC la microglia adquiere distintos tipos de
morfologia descriptos previamente; de tipo panal de abeja para evitar la
ruptura de la barrera (honeycomb) y de tipo medusa para eliminar los
restos de astrocitos una vez que mueren (Jellyfish). La muerte en el
parénquima nervioso recién se observa unas 5-6 horas luego de
producido el trauma, comprometiendo indiscriminadamente neuronas,
astrocitos, oligodendrocitos y microglia (68, 69).

1.3.3 Respuesta neuroinflamatoria post-traumatica

La neuroinflamacion es una de las reacciones mas prominentes causadas
por el TEC. Como dijimos previamente, el dafo causado al SNC desata
respuestas inflamatorias llevadas a cabo por astrocitos, microglia y
macrofagos residentes del parénquima nervioso, asi como por leucocitos
periféricos infiltrantes; monocitos, neutréfilos y linfocitos T. Estas
respuestas son referidas como reacciones inmunes estériles, las cuales al
menos en un principio poseen un rol protector pero pueden transformarse

en nocivas en determinadas situaciones (69).
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Figura 1.12_ Disefo de los modelos animales de TEC. A) El modelo impacto cortical
controlado (CCI) utiliza un piston aéreo o electromagnético para penetrar en el cerebro
a una distancia y velocidad conocida luego de realizar una craniotomia. Tomado de
Xiong et al., Nature 2013. B) Modelo de mTBI por compresion. a) El craneo intacto del
ratén consiste en 3 capas: cortical, esponjoso, cortical. b) Para el afinamiento del hueso
se utiliza un micro-taladro y una micro-cuchilla hasta alcanzar los 30 ym de espesor en
la capa cortical inferior. El diametro de el area afinada es de unos 1000 um. Esta
preparacion permite la visualizacion intravital de las meninges y parénquima cerebral
intactos. c) La lesién por compresion se induce luego del afinamiento, utilizando el
extremo romo de una cuchilla de microcirugia para aplicar la minipa presiéon que
promueve la concatividad de la regiéon. d) Este procedimiento es realizado en 1-2
minutos, luego de los cuales se puede registrar la respuesta celular al dafio por

compresion mediante microscopia de 2P. Tomado de Roth et al., Nature 2014.
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En términos generales, luego de la lesion inicial son inducidos
secuencialmente mediadores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios, los
cuales llevan a la resolucién posterior del proceso reparativo tisular y de la
respuesta inflamatoria en si, mientras que las quimioquinas liberadas
llevan a la activaciéon y reclutamiento de células inmunes hacia la lesion
(184). Las cascadas de respuestas inflamatorias inducidas tras la lesién
primaria, contribuyen en conjunto a la determinacién de la patogénesis de
la lesién secundaria (figura 1.13). Es por este motivo que los procesos
inflamatorios y sus mecanismos son de vital importancia para la
determinacién del dano histopatolégico y neuroldgico/funcional final del

individuo (201).

i) Neuroinflamaciéon Aguda

DAMPs

Las células residentes son las primeras en responder tras el
reconocimiento de DAMPs o alarminas como ATP, acidos nucleicos o
proteinas liberadas por las células necroéticas (69). La sefializacidn por
DAMPs lleva a la produccion de citoquinas, quimioquinas y mediadores
pro-inflamatorios que afectan el microambiente nervioso y producen la
infiltracion de células inmunes periféricas (57). A pocas horas de
producido el trauma, distintas citoquinas son liberadas desde células
residentes y leucocitos infiltrantes. En esta fase aguda se desata la

sintesis de citoquinas pro-inflamatorias con potencial neurotéxico como
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IL-1B, IL6, TNFa Y TGFB (201, 202), asi como la liberacion de mediadores
pro-inflamatorios como NO y la activacion del inflamasoma (203). Esto
conduce a la apertura de la BHE, edema, muerte celular mediada por el
complemento y apoptosis. Este proceso inflamatorio, si bien es necesario
para limpiar los restos celulares luego de un dafo, cuando es producido
en exceso o durante un periodo prolongado puede resultar en la muerte

neuronal y neurodegeneraciéon progresiva.

La naturaleza dual de la inflamacién fue demostrada en modelos
experimentales donde el KO para TNF (204) o el bloqueo farmacolégico
de iINOS (205) luego de un trauma llevo al empeoramiento de la funcion
motora o cognitiva y a lesiones de mayor tamafo pocas semanas
después del TEC durante la fase cronica.

Exci XicCi medi r Glutam

Otra respuesta que sigue al dafo primario es la liberacién de glutamato y
otros aminoacidos excitatorios, lo cual lleva al dafio neuronal excitotéxico
tras la activacion de receptores de tipo NMDA o AMPA (184, 186). Por
otra parte, la liberacion de glutamato lleva al influjo de calcio al interior
celular y consecuente despolarizacion en ondas que se propagan desde
el centro de la lesion hacia la penumbra. Las células del centro de la
lesion estan destinadas a morir debido a la falta de energia, mientras que

las células de la penumbra son capaces de repolarizarse y ser

rescatadas.
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Ademas, los receptores glutamatérgicos cambian su patrén de expresion,
distribucion y funcién tras la induccién de TNF e IL-13, y son capaces de
inducir la expresion de mediadores inflamatorios, los cuales a su vez
regulan la cantidad de transportadores de glutamato en astrocitos,
afectando asi su recaptaciéon (206). En este sentido, el antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1Ra) es capaz de disminuir la necrosis y el
subsecuente dano cerebral luego de una isquemia focal (207). En
respuesta al glutamato se liberan grandes cantidades de adenosina
enddgena a través de la hidrolisis del ADP, la cual posee propiedades

neuroprotectoras y anti-inflamatorias actuando a través del receptor A1.

Disfuncion mitocondrial

La disfuncién mitocondrial y generacion ROS causadas por el dafio son
también factores importantes en el transcurso de la neuroinflamacién
post-traumatica. La mitocondria juega un papel muy importante en la
regulacion de la apoptosis por actuar como un reservorio de proteinas
apoptogénicas como citocromo C o proteinas de unidén a caspasas. La
apoptosis dependiente de mitocondrias se desata en respuesta al estrés
celular como dafios al ADN, perturbacion de la membrana mitocondrial y
la caida de factores troficos (186). Por otra parte, existen DAMPs
mitocondriales que median la mitofagia, como Ila exposicion de
cardiolipina en la membrana mitocondrial externa. La alteracion del
proceso mitofagico resulta en muerte celular y liberacion de esos DAMPs

al exterior celular, generando respuestas locales y sistémicas mediante la
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interaccion con receptores inmunes como el TLR9 (184). El estrés
oxidativo generado por la liberacion de radicales libres luego de un TEC
contribuye al dafio neuronal y puede ser revertido por la administracién de
antioxidantes como el glutation (68), el cual mostré alta efectividad en la

reduccion de la lesion luego de un trauma moderado en ratones.

Dano vascular

El dafo vascular resultado de la lesidén primaria lleva a la ruptura de la
BHE por perturbacion de los complejos de uniones ocluyentes de las
células endoteliales y degradaciéon de la lamina basal mediada por las
metaloproteinasas de la matriz dependientes de zinc (MMP). Esto lleva a
la liberacion de componentes de la sangre y plasma como complemento y
hemoglobina (cell free hemoglobin) al parénquima cerebral consecuentes
al aumento en la permeabilidad de la BHE. Por otra parte, el aumento en
la permeabilidad de la BHE inicia la acumulacion, adhesion e infiltracion
de leucocitos, promoviendo el inicio de cascadas inflamatorias que

conducen al dafo cerebral (186).

Los complejos de hemoglobina libre y haptoglobina son liberados en las
areas traumatizadas y son internalizados mediante receptores
"scavenger" CD163 en microglia y macrofagos, los cuales adquieren
consecuentemente un fenotipo anti inflamatorio (208). Por este motivo, la

liberacién de hemoglobina podria resultar terapéutica luego del dafio.
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Respuesta celular

Como fue mencionado previamente, los eventos inflamatorios de la
respuesta post trauma llevan a la acumulacion de citoquinas pro-
inflamatorias, INOS, y moléculas de adhesiéon como selectinas, integrinas
e inmunogobulinas, lo cual contribuye al dafo irreversible. Estas
moléculas son producidas por células endoteliales, astrocitos, microglia y

leucocitos y llevan al reclutamiento de leucocitos al sitio del dafio.

Las primeras células en infiltrar al SNC luego de un trauma son los
neutréfilos de manera dependiente de P2RX7; llegan a la zona lesionada
de las meninges alrededor de una hora luego de producida la lesion en un
modelo de trauma moderado (69), y tienen un pico entre las 24 y 48 horas
luego de producido el dafio en el modelo de CCI, que luego decae (209).
Al parecer, luego del trauma estas células infiltran a través de las
meninges y del plexo coroideo, el cual produce quimioatrayentes como
CXCL1, CXCL2 y CXCL3, y se acumulan en el tercer ventriculo, asi como
en el espacio subaracnoideo cerca del sitio de la lesién, por donde entran
hacia el parénquima dafiado (210). Si bien se consideran una poblacién
pro-inflamatoria, tiene efectos pro-reparadores por contribuir a la
fagocitosis y en el reclutamiento de otros leucocitos. En modelos de
trauma severos (CCIl) donde hay disrupcién de meninges, estas células
contribuyen a la formacién del edema post-traumatico y ruptura de la BHE
por liberacion de mediadores pro-inflamatorios, y su bloqueo exhibe

efectos beneficiosos (69, 186). Por ejemplo, el bloqueo de la infiltracién de
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neutrofilos con anticuerpos anti Gr-1 reduce el edema y volumen de lesion
en un modelo de CCI (211). Sin embargo en modelos de trauma
moderado (mTBI) sin apertura de craneo, el reclutamiento de neutrofilos
tiene caracter neuroprotector al reducir la muerte celular a nivel de las

meninges.

Por otra parte, los monocitos/macréfagos juegan también un rol
importante en la patogénesis del trauma. Los macrofagos meningeales
son las primeras células en morir luego de un trauma focal cortical y son
fuente de alarminas y ROS (69). Los macréfagos derivados de monocitos
infiltrantes alcanzan su pico maximo a las 24-48 horas de producida la
lesién. Estos también responden a quimioquinas producidas por el epitelio
del plexo coroideo como CCL2 y CX3CR1. En animales KO para CCL2 se
describié un efecto neuroprotector a las pocas semanas de producido el
trauma, sugiriendo un efecto neurotoxico mediado por estas células en la
fase cronica de la patologia (212). En el caso de CX3CR1, el KO resulté
en reduccion del volumen de lesion y mejorias motoras a corto plazo
(1-15 dias) que con el tiempo revertian (mayor muerte neuronal y
disfuncion cognitiva en los KO a los 30 dias), mostrando un patrén
temporal en la respuesta mediada por CX3CR1/CX3CL1 luego de un
trauma (213). Los autores ven una relacion entre los efectos de la

deficiencia del receptor y los cambios en el fenotipo microglial que van de
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un fenotipo mas anti-inflamatorio a corto plazo, a uno pro-inflamatorio al

final del estudio.
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Figura 1.13_ Evoluciéon del dafo post-traumatico. Patologia post-traumatica
simplificada. Luego de un TEC, la lesion primaria, la cual resulta de la fuerza externa,
involucra la deformacién mecanica del tejido. Esto conlleva al inicio de la lesién
secundaria la cual involucra la despolarizacién neuronal y liberacion de
neurotransmisores excitatorios (glutamato y aspartato), los cuales se unen a sus
receptores e inducen un influjo masivo de calcio. El calcio activa fosfolipasas
dependientes de calcio, proteasas y endonucleasas que degradan lipidos, proteinas y
acidos nucleicos. El secuestro de calcio por las mitocondrias lleva a un desbalance de
calcio, déficits energéticos, formacion de radicales libres e inicio de apoptosis. El
aumento en la formacién de ROS y especies reactivas de nitrégeno oxidan a los lipidos,
proteinas y acidos nucleicos luego del TEC. El TEC aumenta la expresién de muchos
factores de transcripcion, mediadores inflamatorios y genes neuroprotectores, pero
disminuye los receptores de neurotransmisores y mecanismos de liberaciéon. La
expresion aumentada de citoquinas detrimentales y quimioquinas inducen el edema
cerebral, el dafio a la BHE y la muerte celular. El resultado de estas complejas
cascadas luego del TEC es eventualmente el dafio y muerte celular, las cuales causan

déficits funcionales. Muchos experimentos y datos clinicos indican que el cerebro adulto
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ii) Neuroinflamacion crénica

La evaluacién histopatoldgica de tejido humano luego de un TEC también
muestra la existencia de eventos inflamatorios crénicos o prolongados
que pueden durar hasta afios luego de la lesion (184, 190, 214-217)
(figura 1.14). En autopsias de pacientes sobrevivientes de TEC, a mas de
un ano de producido el dafno se han visto niveles aumentados de
microglia ameboide en tractos de sustancia blanca cortical con respecto a
controles (217, 218), las cuales se han asociado al afinamiento del cuerpo
calloso. Estudios por PET también muestran niveles alterados de
microglia activada en sobrevivientes hasta 17 afios luego de un trauma
(216). Por otra parte, los niveles de citoquinas en suero también
demuestran la activacién inmune crénica luego del TEC; niveles elevados
de IL-1 han sido reportados en pacientes semanas luego de un TEC,
indicando que los eventos inflamatorios contindan siendo importantes en
etapas tardias del trauma (219). Ademas, se han relacionado los niveles
elevados cronicos de TNFa encontrados en suero y liquido cefalo-
raquideo de pacientes a un afo de producido el TEC con el desarrollo de

enfermedades neuropsiquiatricas y tendencias suicidas (220).

En modelos animales, por otra parte, se ha visto activacion crénica de la
microglia, con sobre-expresionde marcadores tales como MHC II, CD68
(213) y NADPH oxidasa a un afio del CCIl (184). Luego de un ano, los

ratones muestran neurodegeneracion progresiva con marcado aumento
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del volumen de lesion, estrés oxidativo persistente, desmielinizacion y

desdrdenes cognitivos.

Desde el punto de vista funcional, estudios recientes demuestran que
hasta los dafos traumaticos mas moderados son capaces de causar
anomalias comportamentales y motoras en ratones, incluyendo déficits en
interacciones sociales, memoria espacial y coordinacion motora a largo
plazo (221). Por otra parte, estudios en cerdo utilizando un modelo de
trauma moderado han mostrado que el empeoramiento en el desempefio
cognitivo de los animales esta asociado con la severidad del dafio axonal

en la sustancia blanca (222).

Por otra parte una de las caracteristicas patoldégicas mas importantes del
TEC es el dafio axonal difuso. Los axones en la sustancia blanca son
especialmente vulnerables al dano debido a la carga mecanica del
cerebro durante el TEC. El dafio axonal difuso existe en todas las
severidades del TEC y comprende un espectro de anomalias que van
desde la ruptura mecanica del citoesqueleto del axén, hasta la
interrupcién del transporte, edema y protedlisis mediadas por cambios
fisioloégicos secundarios. Estas anomalias pueden presentarse de forma
inmediata o persistir como disfuncionalidades cognitivas dependiendo de
la severidad del trauma. La degeneracién axonal puede continuar durante
afnos luego de la lesidn en humanos y parece jugar un papel importante

en el desarrollo de patologias degenerativas relacionadas con el
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Alzheimer (223). La distribucién del dafo axonal no es difusa como dice

su nombre, sino que es estereotipada y multifocal. Esta involucra

preferencialmente los tractos medios de sustancia blanca como cuerpo

calloso, capsulas internas, tronco y pedunculos cerebrales (224).
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Figura 1.14_ Patologia del TEC crénico. La imagen muestra la deteccién en sangre

de distintos biomarcadores relacionados con los procesos fisiopatolégicos que

describen la respuesta post traumatica. Lo mas relevante a destacar de esta figura es

que la respuesta al trauma puede perdurar por meses (o anos) luego de producido el

mismo. En particular la microgliosis se manifiesta desde tempranas horas post trauma

y se pueden encontrar biomarcadores relacionados con la misma durante meses

posteriores. Tomado de Bramlett et al., Journal of Neurotrauma 2015.

86



1.3.4 Neuromodulacion: blancos terapéuticos

Los avances en el conocimiento de las respuestas crénicas a largo plazo
han ayudado a la identificacibn de nuevos potenciales blancos
terapéuticos, asi como a la expansion de la ventana terapéutica para
tratar el TEC (95) si bien no hay tratamientos efectivos a la fecha. El
balance de la expresion de citoquinas determina el destino de las
neuronas lesionadas hacia mecanismos de supervivencia o0 muerte
celular. La sobre-expresion de factores neurotréficos y citoquinas luego de
producida una lesion determina la neuroproteccién de la etapa inicial,
mientras que la caida en la expresion de los factores neurotréficos en
conjunto con el aumento continuo de citoquinas pro-inflamatorias, el
estrés oxidativo, el edema masivo y la alteracion en la funcién de
neurotransmisores endogenos, promueven la neurodegeneracion

caracteristica de las etapas cronicas del TEC (183).

Por otra parte, las sefiales inflamatorias juegan un papel importante en la
regeneracion del tejido nervioso por encargarse de la limpieza del tejido
dafiado y generar un ambiente propicio para la promocién de la
reparacion. Es por esto que resulta importante considerar la dualidad de
las reacciones inmunes desatadas por un TEC al momento de buscar
terapias efectivas.

El desvio del perfil de expresién de citoquinas hacia una fase pro-
supervivencia (activacion de la fagocitosis de células apoptéticas/restos

celulares, citoquinas anti-inflamatorias, resolucion de la inflamacion)
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podria incrementar la neuroproteccion y regeneracion del SNC luego de
un TEC (183). Asimismo, un aumento de citoquinas pro-inflamatorias
puede potenciar el dano secundario, por lo cual este efecto debe ser
minimizado (225). Sin embargo, el hecho de que el bloqueo de la
respuesta inflamatoria mediante el uso de drogas inmunosupresoras
como corticoides hayan fallado en ensayos clinicos, nos da la pauta de
que al menos en parte la inflamacion primaria es necesaria para promover
la reparacion del tejido luego de una injuria cerebral (57).

Podemos decir entonces que si bien la funcién de la respuesta
inflamatoria es preservar la integridad del tejido, un desbalance en la
respuesta inmune post-traumatica puede generar consecuencias nocivas
a mediano y largo plazo, por lo cual debe estar finamente regulada. Esto
se logra mediante la participacion de inmunomoduladores tales como
mediadores solubles y receptores de membrana de las células
involucradas en la respuesta inmunitaria. La clave para el desarrollo de
estrategias terapéuticas esta en la promocion de la reparacion del tejido
dafiado, inhibiendo la neuroinflamacion degenerativa, la disfuncién
sinaptica y el dafio axonal a largo plazo. Es por este motivo que los
inmuno-receptores son consideradas blancos terapéuticos prometedores,
ya que juegan un importante papel en la modulacion de la respuesta
inflamatoria y en los procesos degenerativos y reparadores

desencadenados tras el dafio (184).
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1.4 Objetivos

Objetivo general:

Se busca contribuir a la comprension de la funcién de las células
microgliales en la fisiologia homeostatica del SNC y en los procesos
inflamatorios activados durante la neuroinflamacion post-traumatica. Para
ello, analizaremos del papel del receptor CD300f en el establecimiento del
fenotipo microglial homeostatico ramificado y su influencia en algunos
procesos basicos de la fisiologia del sistema nervioso, asi como en el
desarrollo de la respuesta inflamatoria y el restablecimiento de la
homeostasis luego de un trauma cerebral.

iv ifi
1- Analizaremos la funcién de CD300f en el establecimiento de patrones
comportamentales en el animal naive y luego del trauma cerebral
mediante el uso de animales KO para este receptor.
2- Caracterizaremos las consecuencias de la ausencia de CD300f en el
fenotipo microglial, analizando el perfil de expresion y caracteristicas
morfoldgicas en el contexto homeostatico y neuroinflamatorio.
3- Finalmente, apuntamos a la obtencion de blancos moleculares capaces
de intervenir en la regulacién fina de las respuestas neuroinflamatorias
para su utilizacion posterior en el disefio de estrategias de Terapias

Avanzadas.
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1.5 Hipétesis

Como fue descripto en los apartados anteriores, los puntos de control del
fenotipo microglial son esenciales tanto para su correcta funcion
homeostatica como para su funcién luego de lesiones o estimulos
inflamatorios. Estos puntos de control integran la sefializacion proveniente
de diversos receptores inmunes activadores e inhibitorios, contribuyendo
fuertemente a la determinacion del fenotipo celular. Esto sugiere que la
familia de receptores CD300 también participa en esta regulaciéon fina a
través de sus miembros activadores e inhibitorios. CD300f resulta
particularmente interesante debido a su funciéon dual, presentando los
clasicos dominios inhibitorios ITIM asi como dominios activadores de
unién a PI3K y FcyR, por lo cual podria representar un nodo determinante
del fenotipo microglial.

Nuestra hipétesis es que este receptor es un mediador clave tanto en el
control del desencadenamiento de las reacciones inflamatorias
microgliales como en el proceso posterior de resolucién de la inflamacién,

evitando la cronificacion de estos procesos.
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Capitulo 1

MATERIALES Y METODOS
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2.1 Modelos Animales

Los estudios experimentales in vivo fueron avalados por la Comisién
Nacional de Experimentacion Animal (CNEA) y la Comision Honoraria de
Experimentacion Animal de la Universidad de la Republica (CHEA-
UDELAR) (Exp. N° 071140-000813-12, Exp. N° 070153-000528-14) vy
llevados a cabo segun las directivas de la Federacion de las Asociaciones
de Ciencia de Animales de Laboratorio (FELASA).

Los distintos modelos neuroinflamatorios se llevaron a cabo en ratones
adultos macho (y hembra segun especificado) de entre 3 y 6 meses de
edad, de la cepa C57BL/6 provistas por la unidad de reactivos y
biomodelos de experimentacion (URBE) de la Facultad de Medicina
UDELAR, y la Unidad de Animales Transgénicos de Experimentacion
(UATE) del Instituto Pasteur de Montevideo. Los animales se mantuvieron
en cajas individuales a temperatura adecuada (22-26°C), con agua y
comida ad libitum y con un ciclo luz oscuridad 12:12 horas. Para los
experimentos realizados en el NIH, Bethesda, USA, se utilizaron ratones

macho de la misma cepa de 8-10 semanas de edad.

2.1.1 Modelos de Trauma encéfalo-craneano (TEC):

i) Trauma moderado - mTBI
Para el modelo de trauma encéfalo-craneano suave se siguio el protocolo

detallado en Roth et al .2014 (68). Para llevarlo a cabo, realicé una serie
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de pasantias en el laboratorio del Dr. McGavern el cual describié este
protocolo. Brevemente, se anestesié a los animales CD300f Wt o KO con
una solucion inicial de Ketamina (25%) - Xilazina (20%) - Acepromazina
(6%) (KXA) en PBS (5ul/g) y se afin6 el craneo hasta alcanzar un espesor
de 30 um, para realizar posteriormente el trauma por compresion. El
trauma se realizd bajo la lupa, mediante la utilizacion de una micro-
cuchilla con la cual se comprimid el craneo afinado evitando su ruptura
(figura 2.1). Luego de esto se procedié al analisis del tejido por 3

metodologias diferentes (figura 3.10):

- 1. Para estudiar la dinamica microglial in vivo por microscopia de 2P se
utilizaron ratones de la cepa CX3CR1+/GFP cruzados con los de la cepa
CD300f-KO y WT, con el fin de visualizar la microglia fluorescente.
Luego de anestesiados, estos ratones fueron inyectados con 200 ul de
una solucion acuosa de loduro de propidio 1mg/mL (PI) intraperitoneal
(i.p) visualizados inmediatamente luego de producida la lesion con el fin
de analizar la dinamica microglial en las primeras horas posterior al
trauma y evidenciar la muerte celular o los vasos sanguineos (figura
3.11).

- 2. Otro grupo fue mantenido bajo anestesia KXA® durante 5 horas,
incubando con liquido céfalo-raquideo artificial (aCSF) sobre la lesion,

el cual fue reemplazado media hora previo a la perfusion (con PFA 4%)

6 Dosis de mantenimiento subcutaneas con una dilucién 1/4 de la dosis original
= [peso x 10] - 20 pl, durante las siguientes horas posterior al trauma
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por la solucion acuosa de Pl utilizada en el grupo anterior para el
analisis de la muerte celular inducida por la lesién. Las cabezas fueron
luego disecadas, crio-protegidas con sacarosa al 30% e incubadas
durante 24 horas con EDTA con el fin de “ablandar’ el craneo para
realizar cortes finos al criéstato incluyendo el hueso. La muerte celular
cerebral fue analizada utilizando el sofware Imaris Bitplane a partir de
imagenes obtenidas por microscopia confocal en el centro de la lesién.
Se cuantificaron las células que incorporaron Pl y su co-localizacion con
la sefal de DAPI que permite identificar nucleos necréticos/apoptoticos
(figura 3.13).

- 3.a. El tercer grupo, siguiendo el procedimiento anterior, fue perfundido
PFA 4% y se procesaron meninges 6 horas luego del trauma para su
analisis por microcopia confocal (ver seccién procesamiento de
muestras para histologia y preparados de meninges enteras). En este
grupo se utilizaron tanto ratones transgénicos cruza con CX3CR1 +/
GFP CD300f KO y Wt como ratones transgénicos simples CD300f KO y
Wt (figura 3.14 y 3.15).

- 3.b También se analizaron los cerebros de ratones KO y Wt GFP
mediante microscopia de 2P para cuantificar el numero de células
muertas a nivel de las meninges (figura 3.16).

Por otra parte se utilizé esta metodologia en ratones CX3CR1+/GFP CD300f

Wty KO naive (con el craneo afinado para permitir la visualizacion por 2P,

pero sin compresion) con el fin de estudiar los efectos del receptor

CD300f en la dinamica microglial normal (figura 3.6).
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ii) Trauma severo - Impactor cortical controlado (CCl)

El procedimiento se llevd a cabo como detallado en Richter et al. 2017
(200) (Anexo). Los ratones fueron anestesiados por via respiratoria con
3% de isoflurano (Abbott, Abbott Park, IL, USA) y 0.8% de O, y
mantenidos durante el procedimiento en 2-2.5%. Posteriormente se
coloco en posicidon prona, fijandose al sistema quirudrgico estereotaxico y
se procedié al abordaje de la regién cefalica mediante una incision
mediana amplia de modo de abordar el craneo. Utilizando un pequefio
taladro dental con fresa de diamante se realizé una craneotomia lateral
derecha de 3 mm de diametro en forma circular entre Bregma y Lambda,
inmediatamente adyacente a la sutura coronal y a 0.5 mm de la sutura
sagital, manteniendo intacta la duramadre. La topografia exacta del centro
de la craneotomia es 1.75 mm lateral y -0.75 mm antero-posterior
respecto a bregma. A nivel cerebral, esta zona incluye principalmente al
area motora y somato-sensorial primaria. Para generar las lesiones
traumaticas cerebrales unilaterales se utiliz6 un sistema de impacto
cortical controlado (PinPointTM Precission Cortical Impactor Model
PCI3000 Hatteras Instruments, Cary, NC, USA). Este equipo nos permite
homogeneizar las lesiones cerebrales y generar asi un modelo fiable y
reproducible (226, 227). Consiste en un pistdon que impacta en el cerebro
con determinadas condiciones prefijadas por el operador. Para la puesta a
punto de este ensayo se utilizd la cepa de ratones Thy1-YFP-H que
expresan la proteina fluorescente amarilla en un bajo porcentaje de

neuronas y haces, y se probaron 3 profundidades de impacto distintas:
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0.5 mm, 1.0 mm y 2.0 mm. Los animales fueron luego evaluados
mediante el ensayo comportamental “Parallel Rod floor Test”, y el dafo
cerebral fue analizado mediante inmunohistoquimica .

Para el estudio comparativo de los animales CD300f-KO y WT se utilizé
un piston de 2.5 mm, fijado a una velocidad, profundidad y tiempo de
impacto de 2 m/seg, 2 mm y 150 mseg respectivamente, ya que permite la
realizacion de una lesion con efectos comportamentales evaluables (228).
Luego de provocada la lesion encefélica, se suturd la piel que cubre el
sitio de la lesion y el animal permanecié en reposo a 37°C durante unos
minutos, controlando hasta que despert6 de la anestesia.

La conducta de los animales fue evaluada durante los 90 dias luego de
producido el trauma mediante el “Parallel rod floor test” (explicado mas
adelante en la seccion de resultados).

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital y perfundidos con
PFA 4% o en salino a 4°C para el analisis histolégico o molecular del
tejido nervioso respectivamente a distintos tiempos; 1, 5 y 90 dias post
lesion (dpl). La perfusion con solucion salina fria es clave para los
estudios moleculares, especialmente de QPCR, para asegurar un minimo
de contaminacion con componentes sanguineos, los cuales impiden
establecer cuales moléculas se expresan en el cerebro en cada momento.

Ver disefio experimental en la figura 3.18 a.
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Figura 2.1_Modelo de trauma moderado- mTBIl. a) Representacion esquematica del
modelo del trauma moderado (mTBI): afinamiento del craneo hasta 30 um y la posterior
compresién utilizando una microcuchilla; b) Imagen del sistema de inmovilizacion del
animal durante el proceso de trauma. Se siguioé la metodologia de estudio luego del
trauma especificada en la figura 3.10 en ratones CD300f Wt y KO macho de 8-10
semanas de edad.

2.1.2 Inoculacion repetitiva de LPS

Para la realizacion de este modelo se siguio el protocolo especificado en
Chen et al. 2012 (229). Brevemente, se inoculd a los animales durante 4
dias consecutivos con 1mg/kg de LPS i.p (L2880 Sigma,
Lipopolysaccharides Escherichia coli 055:B5) o vehiculo (PBS) como
control. Se evalu6 la conducta basal de estos animales con el Test del
Parallel rod floor al dia 1, previo a la primer inyeccion, y al dia 5, previo a

su sacrificio.
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Al 5° dia, los animales fueron perfundidos con salino o PFA 4% y sus
cerebros procesados para qPCR e histologia respectivamente. Para el
analisis por qPCR el cerebro fue dividido en 2 en el plano sagital y se
utilizé un unico hemisferio para la extraccion de ARNm.

Para el analisis histologico se utilizé el marcador anti Iba-1-HRP para la
cuantificacion del area ocupada por la microglia, y anti Iba-1-AF488 para
el analisis de proliferacion microglial por co-localizacion con el marcador

de proliferacion celular Ki67. Ver disefio experimental en la figura 3.7 a.

2.1.3 Modelo de envejecimiento

Para la realizacion de este modelo se mantuvieron 3 cohortes de
animales CD300f Wt y KO, machos y hembra, en los bioterios de la
Facultad de Medicina (URBE) e Instituto Pasteur de Montevideo (UATE)
durante un periodo de 2.5 afios.

Durante este periodo se evaluaron los pesos de los animales y la cantidad
de canas en su pelaje (solo en machos). Para la evaluacién del pelaje
requerimos de la participacién de 3 investigadores independientes (2 a
ciegas y uno al tanto de los genotipos), donde cada uno de ellos puntué a
los animales segun su criterio, remitiéndose a un “score” arbitrario del 1 al
5, donde 5 es el maximo de canas y 1 es pelaje sin canas. La puntuacion
fue luego promediada y los resultados graficados (figura 3.27 b).

Por otra parte se les realiz6 a los animales ensayos de conducta mediante

el Test del Parallel Rod Floor, y se evaluaron parametros como ataxia y
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actividad locomotora espontanea (figura 3.28). Por ultimo se evalué la
tasa de supervivencia de los animales graficando el % de supervivencia
en funcion del tiempo (semanas) y se utilizé el test de Mantel-Cox (log

rank) para analizar los resultados (figura 3.29).

2.4 Andlisis comportamentales

i) Test del Parallel Rod Floor

Se utilizé el Test del Parallel Rod Floor como descripto previamente en
Richter et al. 2017 (200) para evaluar el comportamiento de animales
CD300f KO y WT naive (figura 3.1), los efectos de la inoculacion con LPS
(figura 3.8 a) y los efectos del CCl a corto y largo plazo (figura 3.18 b-c).
Este se basa en la colocacién del animal en un sistema cerrado donde se
le permite caminar libremente sobre un suelo compuesto por barras
paralelas separadas de una placa metélica (suelo estandar) o separadas
de una rejilla (suelo nuevo) (figura 3.17 a), y cada vez que el ratbn comete
un error, este es cuantificado automaticamente al entrar en contacto con
el suelo, dado que se cierra un circuito. Este test permite la evaluacién de
parametros como ataxia (por la cuantificacion de los errores/m cometidos
por los animales colocados en la arena) y actividad locomotora
espontanea (medida como la distancia total recorrida por los animales) en
un tiempo de 10 minutos. La arena fue limpiada entre los animales

utilizando EtOH 70%.
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Los resultados de Errores/m (E/m) relativos fueron normalizados con

respecto a los E/m basales de cada grupo= 1.

ii) Test de campo abierto

Este fue llevado a cabo para estudiar la actividad locomotora y los niveles
de ansiedad. El sistema consiste en una caja de acrilico de 40 cm x 60 cm
x 50 cm de altura. Los animales fueron expuestos a la arena durante 6
minutos y se evaludé la distancia total recorrida y el tiempo que
permanecieron en la periferia y el centro de la arena mediante el uso del
software Any Maze (figura 3.2 a-b). La arena fue limpiada con 10% EtOH
entre cada animal para evitar rastros del animal anterior que pudieran

perturbar los resultados.

iii) “Splash test’ con sacarosa

En este test, una solucién de 10% de sacarosa fue rociada en el torso de
los animales. Esta solucion viscosa ensucia al animal, el cual inicia el
comportamiento de acicalado.

Luego de aplicar la solucion de sacarosa, el comporamiento de los
animales fue registrado individualmente durante 5 minutos y se evaluo la
latencia al inicio del acicalado y el tiempo total invertido en el mismo
(figura 2.2 a 'y 3.2 c-d), lo cual es indicativo del estado motivacional del
cuidado personal y el estado anheddnico (al estimulo de refuerzo)

respectivamente (230, 231).
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iv) Test de suspension por la cola

En este test los ratones fueron sometidos a un estrés moderado y una
situaciéon sin escape que se basa en la suspension del animal por la cola
a 10 cm del suelo, sostenidos por la punta de la cola mediante cinta
adhesiva (figura 2.2 b y 3.2 e). Se registr6 y evalué el tiempo de
inmovilidad (en segundos) durante 6 minutos.

Se considera inmovilidad a la falta de intento de escape a esa situacion

aversiva (232).

v) “Marble burying test”’

Este test fue propuesto inicialmente para evaluar la actividad de tipo
ansiolitica. Sin embargo, debido a la respuesta mediada por inhibidores
de la recaptacion de serotonina, hoy en dia se considera un test
adecuado para evaluar desérdenes de tipo obsesivo compulsivo (un tipo
de desdrden de ansiedad).

El test fue llevado a cabo de acuerdo a los descripto por Deacon (233)
con leves modificaciones. Una jaula individual fue llenada con una cama
de 5 cm de viruta y 12 bolitas de vidrio fueron distribuidas en la superficia
con un patron de separacion de aproximadamente 4 cm entre cada una
(figura 2.2 c y 3.2 f). Cada raton fue colocado individualmente en la
esquina de la jaula y se le permitio explorar durante 30 minutos, luego de
los cuales se contaron el numero de bolitas totalmente enterradas o

enterradas a 2/3 de la superficie. Las bolitas fueron limpiadas con 10%
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EtOH entre los animales y la cama fue reutilizada entre los animales del

Mismo grupo.

Figura 2.2_ Tests comporamentales: a) Test de suspension por la cola - los animales
son suspendidos por la cola a 10 cm del suelo y se contabiliza el tiempo que demoran en
comenzar a luchar para salir de esa situacion de estrés; b) Splash Test con sacarosa -
los animales son rociados con una solucion de sacarosa y se registra el tiempo que
demoran en comenzar el acicalamiento y el tiempo invertido en el mismo; c¢) Marbel
Burying Test - los animales son situados individualmente en una jaula con 5 cm de viruta
y bolitas distribuidas en la superficia a una distancia de 4 cm . Se evalla cuantas bolitas

fueron enterradas luego de 30 minutos. Por Fernanda N. Kauffman.
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2.2 Analisis histolégicos

Los cerebros fueron disecados, post-fijados en PFA 4% en tampdn fosfato
durante 4 hs, crio-preservados en sacarosa 30% durante 48 horas y
congelados en nitrogeno liquido para su posterior procesamiento. Se
realizaron cortes coronales seriados de 30 um de espesor en el cridstato
Leica CM1850 UV, obteniendo un total de 10 series:

-10 series en portaobjetos para el analisis del CCI 5dpl.

-5 series en portaobjetos y 5 en flotacion para el analisis del CCl 90dpl y
del modelo LPS.

Los cortes fueron conservados a -20°C hasta su posterior uso.

2.2.1 Histologia clasica

Los cortes fueron analizados mediante la tincion histoarquitectural de
Nissl (azul de toluidina) como descripto previamente por Peluffo et al.
2012, (177, 200, 234), con el fin de cuantificar el volumen de lesidon post
traumatica a los 5y 90 dpl.

Se colorearon las secciones coronales paralelas de 30 um de espesor,
separadas cada 300 ym (cada 11 secciones) representativas de todo el
cerebro mediante la técnica de Nissl, a los 5 (Figura 3.18) y 90 dpl. Se
cuantifico el area de la lesion y el area del hemisferio contralateral e
ipsilateral en cada corte utilizando el software Fiji (National Institutes of

Health, USA, http://rsbweb.nih. gov/ij/index.html) plugin “freehand
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selection” y “analyze measurments, area” en paralelo con la observacién
al microscopio utilizando el objetivo 40x. El area de la lesion y el area total
del hemisferio fueron utilizados para calcular el volumen de lesién y el
volumen total del hemisferio. Para el caso de los cerebros a 5dpl el
volumen de lesion incluye el area de pérdida de tejido y el area periférica
donde el tejido estuviese comprometido: areas palidas de sustancia gris,
cuerpos neuronales atrofiados y sustancia blanca hiper-celular y
desorganizada (figura 3.19). Se establecio el punto 0 de coordenada en el
eje céfalo-caudal como el primer corte en el que se pueden distinguir los
ventriculos laterales. Los datos fueron expresados como % del area
lesionada en cada corte (figura 3.20 a) y % de volumen del hemisferio
lesionado (figura 3.20 c), realizando la sumatoria del area lesion en cada
corte con respecto al volumen total del hemisferio lesionado. Para los 90
dpl se calcul6 el % de tejido conservado y su inverso (area de pérdida de
tejido) calculando el area de tejido remanente del hemisferio lesionado en
comparacién con el area del hemisferio contralateral en cada corte. Los
datos fueron expresados como % de area de pérdida de tejido en cada
corte (figura 3.18 b) y % del tejido perdido del hemisferio lesionado (=vol
de lesioén) (figura 3.18 d) como el inverso del promedio del % area

conservada en cada corte.
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2.2.2 Inmunohistoquimica

Se realizaron inmuno-marcajes en cortes coronales de cerebro de
animales sometidos a los distintos modelos, y en los preparados de
meninges enteras que se explicaran a continuacion.

Se siguio el protocolo de inmunohistoquimica como el detallado en Peluffo
et al. 2015 (87). Los cortes preservados a -20°C se retiraron del freezer y
se dejaron a temperatura ambiente (TA) durante 20 minutos, luego de los
cuales se procedié al lavado con PBS, permeabilizacion con PBS-Triton
(1% para cortes de cerebro; 0.1% para meninges) y bloqueo de las
interacciones inespecificas con Buffer de bloqueo (PBS - Triton 1% - FBS
10%). Se utilizaron los anticuerpos indicados en la tabla 2.1. Para el caso
de Ki67 se hizo desenmascaramiento del antigeno incubando Ilas
secciones en Buffer citrato 10 mM pH6.0 durante 10 minutos seguidos del
enfriamiento a TA durante 20 minutos.

Posterior al bloqueo se procedié a la incubacién con los anticuerpos
primarios durante el tiempo especificado para cada uno, seguido por el

secundario correspondiente.

2.2.3 Preparados de meninges enteras

Para el anadlisis de las poblaciones celulares de las meninges se siguio el
protocolo como detallado en Louveau et al 2015 (235). Se mantuvo a los
ratones anestesiados durnte 6 horas luego de producido el mTBI. En los

casos indicados se procedidé a la inyeccion intraperitoneal (i.p) de 200 pl
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de la solucion de Pl 1mg/ml (figura 3.14), o a la inyeccion retro-orbital de
50 pl de Lectina GS Il -AF647 (figura 3.15) previo al sacrificio del animal.
Luego de perfundir a los animales con PFA 4% se procedio a la diseccion
del cerebro para histologia y a la extraccion de la superficie del craneo
que contiene las meninges (duramadre y aracnoides) intentando
mantenerlas intactas y evitando que permanezcan adheridas al cerebro.
Estas fueron post-fijadas durante toda la noche (ON) con PFA 4% en una
placa de 24 pocillos, y se siguié con el protocolo de inmunofluorescencia
como detallado en la seccién previa. Finalmente se disecaron las
meninges separando delicadamente estas membranas del craneo y se
montaron en un portaobjetos para ser analizadas por microscopia
confocal. Para el analisis de la infiltracion de neutrdfilos se utilizo el
anticuerpo anti LyG6-PB y se utilizdé el anticuerpo anti Laminina para
evidenciar los vasos sanguineos.

Se cuantific6 el numero de neutrdfilos infiltrados y el numero de
macréfagos meningeales utilizando la herramienta surfaces y spots del

software Imaris 9.0 Bitplane.

2.2.4 Microscopia

i) Analisis por microscopia de epifluorescencia
Para los estudios de co-localizacion de la inmunoreactividad de |ba-1 y
Ki67 se utilizd un microscopio Olympus IX81 provisto con una camara

OLYMPUS DP-71 y el software Cell*F, con los objetivos 4x y 10x.
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iii) Analisis por microscopia 6ptica.

Para la evaluacion del area de lesion en cortes tefiidos con la técnica de
Nissl se utilizé el microscopio Nikon SMZ1000 provisto con la lente TV
0.55x DS Nikon Japén, y el software Micrometrics® LE TM, version 1.0,

Accu-Scope, Inc.

iv) Analisis por microscopia confocal

Para el analisis confocal se utilizé un microscopio Olympus FV1200 laser
scanning equipado con 4 detectores, 6 laseres (405, 458, 488, 515, 559,
and 635nm) y 5 objetivos (4x/0.16 NA (apertura numérica), 10x/0.4 NA,

20x/0.75 NA, 40x/0.95 NA 'y 60x/1.4 NA).

v) Analisis in vivo por microscopia de 2 fotones (2P)

Se utilizé un microscopio Leica modelo SP8 equipado con un escaner
resonante de 12.000-Hz, un objetivo de inmersién en agua 25X (1.0 NA)
un detector externo HyD, un laser DeepSight Mai Tai HP (Spectra
Physics) fijado a 910 nm y un laser Insight DS (Spectra Physics) fijado a
1050 nm. La emision de fluorescencia atravesd espejos dicroicos
customizados (Semrock). Para la mayoria de los estudios se utilizaron los
espejos dicroicos 476 nm-LP, 484 nm-LP, 552 nm-LP.

Se escanearon los cerebros de ratones anestesiados con KXA. Se analizo
la dinamica microglial con una resolucion de 1024 x 1024, una

profundidad (z) de 60 pym (para las peliculas) o 200 ym y mosaicos de
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2x2 (para los stacks), y un promedio de 1 cuadro/min para el caso de las
peliculas y 6-8 cuadros para los stacks.

Se cuantifico el numero de Jellyfish microglia (figura 3.11) analizando los
videos en el programa Imaris Bitplane y cuantificando la aparicion de
estas células de forma manual. Se cuantifico la muerte celular en las
meninges (figura 3.16 e) utilizando la herramienta “orthoslicer” (para
seleccionar la ROl => las primeras 50 micras luego del craneo) y “spots”
del programa Imaris Bitplane. El area ocupada por la sefial CX3CR1 en
las meninges (figura 3.16 f) fue calculada utilizando el programa FIJI,
convirtiendo las imagenes de la region ocupada por las meninges a 8 bity

utilizando la herramienta Threshold (umbral).

2.3 Anadlisis de la expresion génica

2.3.1 Preparacion de muestras y cuantificacion de la expresion génica por

PCR cuantitativa (QPCR)

Se evaluaron los niveles de expresidn génica de marcadores de la
respuesta inflamatoria en cerebros i) CD300f Wt y KO naive, ii) tratados
con LPS o PBS como control, iii) y a las 24 hs o 5 dias luego de un
trauma por CCI (CCI 1y 5 dpl).

En el caso de los cerebros naive y tratados con LPS-PBS se extrajo el

ARNmM de uno de los hemisferios cerebrales enteros. Para el caso del

108



modelo de trauma, se extrajo el ARNm de una seccidn del cerebro de 2 x

2,5 mm, conteniendo el centro de la lesion y la periferia (figura 3.19 a).

i) Purificacion del ARNm

Luego de perfundir a los animales con PBS a 4°C para evitar la
contaminacion de los tejidos con sangre periférica, se procedido a la
diseccion y congelado rapido de los cerebros en nitrégeno liquido, los
cuales fueron mantenidos a -80°C hasta su posterior procesamiento.

Para la extraccion del ARNm procedido a la homogenizacion del tejido
nervioso utilizando el homogenizador manual Turrax® (Para el caso de
cerebros LPS o CCI 5dpl) o el sistema FastPrep-24™ 5G, MP
Biomedicals (para el caso de las muestras CCI 1dpl y naive). Durante la
homogenizacion se utilizé el reactivo TRIzol® (Thermo Fisher #15596026)
para la lisis de las muestras y posterior separacion de las fases de ADN-
ARN-proteina, segun el protocolo indicado por el fabricante. Una vez
obtenida la fase acuosa transparente conteniendo el ARN se utilizaron los
Kits RNeasy Mini Kit (QIAGEN, #74104), Nucleospin® RNA Il (Macherey-
Nagel #740955.50) o GenElute™ Total RNA purification Kit (Sigma
#RNB100) para su purificacion por columnas, siguiendo el protocolo

indicado por el fabricante.
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ii) Retrotranscripcion

Para la retrotranscripcion a ADNc se utilizé la enzima M-MLV RT (Thermo
Fisher #28025013), el Kit iScript™ (BioRad #1708890) y el Kit SuperScript
IV First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher #18091050). Se
retrotranscribié 1 ug de ARNm por reaccidén, previamente tratado con

DNAsa (libre de RNAsa) y cuantificado por Nanodrop.

iii) Amplificacién

Para la amplificaciéon en tiempo real de los genes a partir del ADNc se

utilizaron 3 metodologias diferentes:

1. TagMan® Universal Master Mix Il (Thermo Fisher #4440040)

2. SYBR® GreenER™ gqPCR SuperMix for ABI PRISM® (Thermo Fisher
#11760100)

3. “PrimePCR™ plates” pre-disefiadas para la respuesta de inflamacion
aguda y fagocitosis para su utilizacion con SYBR® Green (BioRad
#10029393 y # 10047257)

Para 1- se utilizé el termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett Research) y

las condiciones de ciclado especificadas por el fabricante.

Para 2 y 3- se utilizé el termociclador Bio-Rad CFX96. Las condiciones de

ciclado para las PCR individuales se muestran en la tabla 2.1.

Para todos los casos se siguieron las condiciones indicadas por el

fabricante
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Para la amplificacion génica utilizando las placas PrimePCR™ de
fagocitosis e inflamaciéon aguda se utilizé el programa de ciclado incluido

en su protocolo.

Tabla 2.1 Condiciones de ciclado utilizado en 2.

Temperatura Tiempo

1-95°C 10 min

2-95°C 10 seg

3-__ 10-20 seg (T hibridizacion)

4-72°C 15 seg

** 2-4 39X

5-95°C 10 seg

6 - 0.5-95°C 5 seg por incremento para generar
la curva de fusion

Los resultados de los niveles de expresion génica para animales naive,
CCl 1dpl y CCI 5 dpl fueron relativizados con respecto al gen houskeeping
GAPDH, 18s, o Actina y normalizados con respecto al promedio de WT
(de cada grupo) =1.

En el caso de las figuras 3.23, 3.24, 3.25 y 3.26 b-c, que muestran el
curso temporal de la expresion de diferentes genes, los resultados de la
expresion de estos genes en CCI 1dpl (y 5dpl) fueron normalizados con

respecto a WT naive =1.

2.4 Softwares

-Las imagenes de microscopia confocal y de 2 fotones fueron procesadas

utilizando el software Imaris 9.0. (Bitplane).
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-Las imagenes de histologia clasica y epifluorescencia se procesaron
utilizando el software FIJI con la herramienta ROl y cell counter
respectivamente.

-Se utilizd el software ANY-Maze (Stoeling Co, USA) para la evaluacion
del comportamiento de los animales en los distintos test llevados a cabo.
-Los resultados fueron graficados y analizados utilizando el software
GraphPad Prism.

-Para la realizacion de los heatmaps se utilizé el programa R 3.4.4, “The

R Project for Statistical Computing”.

2.5 Analisis Estadisticos

Se utilizaron los test ANOVA de medidas repetidas de 1y 2 vias, y el post
test bonferroni para los graficos de E/m relativos y actividad locomotora
espontanea de los animales post trauma. Se utilizé el Test de student de
dos colas para la expresion génica. En el caso de que las varianzas no
fueran comparables se utilizo el test no paramétrico de Welch.

Para la cuantificacién de diferentes variables que pudieran depender del
operador, tales como densidad de marcaje para Iba1l, numero de
microglia, volumen de lesion etc, primero se ocultaron los rétulos de los

tratamientos de forma tal que las cuantificaciones fueran a ciegas.
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Anexo

Tabla 2.2 Anticuerpos y marcadores utilizados para Histologia

Marcador

[Concentracion] Compaiiiay # cat

Secundario

Rabbit anti Iba-1

rabbit anti-Ki67

Mouse anti-LyG6-
PB

Rabbit anti
Laminina
Lectina GS Il -AF
647

loduro de Propidio

Vectashield - DAPI

Azul de Toluidina

1:1000 Wako # 019-19741
1:5000 abcam # ab15580
e

1:500 Abcam #ab11575

Thermo Fisher #

L32451

50 pl retro-orbital

Thermo Fisher #

P3566

1mg/ml; 200 pl
i.p o tépico

Vector Laboratories
# H1200

Anti-rabbit HRP 1:250
6 AF488 1:500

Anti-rabbit AF647
1:500

Anti-rabbit AF647
1:1000
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Tabla 2.3 Cebadores utilizados con SYBR® GreenER™

Gen Cebador Fw Cebador Rv T

hibrid

Actin | AGC TCATTG TAG AAG GTG GTG GGA ATG GGT CAGAAGG 54.7
a TGG °C

Mip-1 | GAT TCC ACG CCA ATT CAT CG TTC AGT TCC AGG TCA GTG 60.3
a ATG °C

P2ry6 | TCTAGC TTG CTC CAGTICTTG AGC CATGTT CTT TCA GTC 60.2
ACC °C

P2ry4 | AAT TGG GAC TGG AAG GTG TG CAA GAG GGT GAAGTT TTC 60.2
TGC °C

P2ry7 | TGG ATG ACA AGA ACA CGG CAG GAT GTC AAA ACG GAT 60.0
ATG GC °C

Gal-3 | CAG TGA AAC CCA ACG CAA TTC CTT TCC CCA GTT ATT 60.3
AC GTCC °C

Cd20 | ATC TCT GTC ATC CCT GTC TCT AAG TTG CCG TCT GAACTG 60.0
6 GTTC AGATGG °C

Arg-1 | AAG AAA AGG CCG ATT CACCT CACCTCCTCTGCTGTCTTCC 60.3
°C

Bdnf | TGC AGG GGC ATA GAC AAA CTT ATG AAT CGC CAG CCA 61.7
AGG ATT CTC °C
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CAPITULO Il

RESULTADOS
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3.1 Papel del receptor CD300f en la fisiologia normal del SNC

3.1.1 Analisis comportamentales de los animales CD300f KO

Para comenzar con la caracterizacion de la funcion del receptor CD300f
en el mantenimiento de la homeostasis del SNC analizamos distintos
parametros comportamentales en los animales deficientes en dicho
receptor en condiciones naive’. Esto nos permite evaluar el estado
funcional de los animales en base a tests bien caracterizados que se
relacionan con distintas patologias vistas en la clinica. Como fue descripto
previamente, muchas condiciones patologicas/psiquiatricas se basan en
el mal funcionamiento de receptores microgliales como TREM2 (30, 73,
236, 237), CD33 (238) o Cx3CR1 (132). Considerando que CD300f se
encuentra expresado en la membrana de la microglia dentro del SNC, y
dada nuestra hipétesis de que éste es un receptor involucrado en la
regulaciéon del fenotipo microglial, esperamos encontrar diferencias

comportamentales entre los KO comparados con WT.

Utilizamos el “Test del Parallel rod floor” descripto previamente para su
uso en la evaluacion de déficits neuroldgicos asociados a ataxia, y lo
validamos asi mismo para la medida de la actividad locomotora general.
Este nos permite analizar parametros como actividad locomotora

espontanea, ataxia® (medida como los errores cometidos por los animales

7 Durante la tesis utilizaremos el término naive en referencia a los animales no tratados.

8 Trastorno caracterizado por la disminucion de la capacidad de coordinar los movimientos.
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en un campo abierto) y giros netos, en un periodo de tiempo estipulado
por el investigador.

Analizamos la actividad locomotora espontanea de los animales adultos
CD300f-KO vs WT midiendo la distancia que recorren en sesiones de 10
minutos (figura 3.1a). Como podemos observar, la presencia del receptor
CD300f influye directamente en la actividad locomotora de los animales:
los animales KO recorren una distancia un 21% menor en el campo
abierto comparados con Wt, con un promedio de 11.3 m recorridos por los
Wty 8.9 m los KO (Resultados obtenidos en tres experimentos diferentes,

n Wt=51, n KO=49).

Por otra parte, utilizando el mismo dispositivo analizamos los niveles de
ataxia como el numero de errores por metro cometidos por los animales
Wt y KO en 10 minutos (figura 3.1b). En este caso no encontramos
correlacion entre la presencia del receptor CD300f y la capacidad de
coordinacion motora, ya que no existen diferencias significativas entre los
2 grupos.

Por ultimo evaluamos la capacidad exploratoria de estos animales cuando
son puestos en la misma arena 4 dias mas tarde para estudiar la
habituaciéon al entorno, una respuesta bien conocida (figura 3.1c).
Definimos habituacion como la disminucién en la intensidad de una
respuesta ante la falta de novedad en un entorno conocido. En este caso
vemos que los animales Wt muestran una disminucion significativa de

aproximadamente un 25% en su actividad locomotora espontanea como
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fue descripto previamente, mientras que los animales KO el dia 4 recorren
una distancia similar al dia 0, por lo que podemos decir que estos ultimos
no se habituan a la arena. Déficits en la habituacion se han visto
relacionados con enfermedades psiquiatricas como esquizofrenia vy

autismo, asi como en déficit de memoria a corto plazo.

A raiz de estos resultados decidimos profundizar en el analisis del
comportamiento de los animales CD300f KO en condiciones naive. Para
ello iniciamos una colaboracion con el grupo de la Dra. Manuela P. Kaster
del Departamento de Bioquimica-CCB de la Universidad Federal de Santa
Catarina, quien se especializa en analisis comportamentales. A partir de
esta colaboracion surgi6 una nueva linea de investigacion llevada
adelante por una de sus estudiantes en nuestro laboratorio®. Parte de este
proyecto era someter a los animales naive a tests de conducta
especificos incluyendo el “Campo abierto” regular, el “Test de suspencion
por la cola” y el “Splash test’ (Figura 3.2). Como comentabamos arriba, el
test del campo abierto nos permite evaluar la actividad locomotora en una
arena que se diferencia de la utilizada previamente en el el test del
Parallel Rod Floor en el tipo de suelo, el tamafo de la arena y el tiempo
total evaluado. De esta manera pudimos confirmar por otro método la
relacion negativa existente entre la ausencia del receptor CD300f y la
distancia recorrida por los animales (figura 3.2 a). Por otra parte, el tiempo

que los animales permanecen en el centro de la arena es una manera de

9 Fernanda N. Kaufmann, quien realizé los test comportamentales de la figura 3.2
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medir su ansiedad. En este caso, no se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos por lo que podemos decir en principio
que la ausencia de CD300f no esta relacionada con alteraciones en los
niveles ansiedad (figura 3.2 b). El “Splash test” se basa en rociar a los
animales con agua azucarada y por un lado medir el tiempo que demoran
en comenzar a acicalarse, lo cual esta relacionado con el estado de
motivacion de los animales (figura 3.2 c), y por otro el tiempo que invierten
en el acicalamiento, lo cual, al tratarse de agua azucarada funciona como
un refuerzo positivo y esta ligado a la capacidad de sentir placer (figura
3.2 d). En el caso de los animales KO, si bien demoran el mismo tiempo
en comenzar el acicalamiento, estos invierten menos tiempo en
acicalarse, por lo cual podemos decir que la ausencia del receptor esta
ligada a la anhedonia.

Por otra parte, el test de suspensién por la cola se basa en la suspension
del animal a unos 10 cm del suelo, cronometrando el tiempo que
permanece inmovil hasta intentar escapar de esa situacion de estrés. De
esta manera, este test permite evaluar patrones depresivos/
motivacionales de los animales. Como podemos ver en la figura 3.2 e los
animales CD300f KO muestran una tendencia a presentar conductas del
tipo depresivas o de falta de motivacion al presentar un mayor tiempo de
inmovilidad con respecto a WT, el cual resulta significativo al separar a los
animales por género (no mostrado).

Por ultimo, el “Marble burying” test se utiliza para analizar

comportamientos del tipo obsesivo-compulsivo en roedores. Este basa en
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analizar cuantas “bolitas” esconden los animales entre la viruta luego de
un periodo de 30 minutos. En base a este test podemos inferir que la
ausencia del receptor CD300f probablemente esté ligada a desordenes de

tipo obsesivo-compulsivo.

El empleo de los test comportamentales aqui expuestos nos permite
concluir que la carencia del receptor CD300f estd ligada a cambios
comportamentales tanto motores como motivacionales.

Los animales KO no solo recorren una distancia menor en un campo
abierto (figura 3.1a y 3.2a) sino que poseen dificultades al habituarse a un
ambiente conocido (figura 3.1b) y también presentan rasgos claros de
depresion y falta de motivacion (figura 3.2a-c) ademas de caracteristicas
obsesivo-compulsivas (figura 3.2d). Por otra parte, no encontramos
relacion entre la ausencia del receptor y desordenes de ansiedad o ataxia.
Mas tests deben realizarse con el fin de evaluar la capacidad de memoria

a corto plazo de estos animales como el test de “novel object recognition”.
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Figura 3.1_ Analisis comportamentales de los animales Wt y CD300f KO
evaluados mediante el “Test del Parallel Rod floor’. a) Distancia recorrida en 10
minutos en 3 sets de experimentos diferentes; Los animales KO caminan un 21%
menos en el campo abierto comparados con WT. b) Ataxia; no se ven diferencias
significativas en el n° de errores por metro en ambos grupos. ¢) Problemas de
habituacién; los animales KO no se habitian al entorno en comparacién a los WT.
Cuando son sometidos a la misma prueba 4 dias mas tarde, los KO no muestran
diferencias en la distancia recorrida con respecto al dia 0 (100%). *p<0.05 t student de
2 colas WT dia 0 vs WT dia 4. Para a y b utilizamos animales macho y hembras de
entre 3 y 6 meses de edad, no encontramos diferencias significativas entre las edades

ni sexos. a) nWT= 51; nKO = 49. b) nWT = 42; nKO =41 c) nWT=9; nKO = 8.

121



a Open Field (Regular) b Open Field Central zone
p=0.002

E 50 N 1,7'”
3 40 :, . an E\zs . _:
T tsERs L Bt e i
£ oot -E T =
8 ® ¢ i ] gt
c " £ 50 oo s
g 10 g 2
2, . . (5
WT KO WT KO
C Splash test (motivation) d Splash test (anhedonia)
— p=0.010
© 80 240
g’ - % .,
60 200
o 40 . . ‘E’ 160
'°" . L) o e -:‘
® ., eelt e* - o
8 o ’ * 80 . .
WT KO WT KO
e Tail suspension test f Marble burying
200 =0.069 1. p=0.034
“
Ezso - E 12 “un
izoo bt vy : . é 10 b ?
g AR TEn T =
g 150 b N S s .
S OWT KO WT KO

Figura 3.2_ Analisis comportamentales de los animales Wt y CD300f KO
muestran que los animales deficientes en CD300f resultan en comportamientos
del tipo depresivo y de pérdida de motivacion. a, b) Open Field test: a) los animales
KO recorren una distancia significativamente menor que los Wt. b) no encontramos
diferencias significativas en el tiempo que los animales de ambos grupos permanecen
en el centro de la arena. c¢,d) Splash test: no se ven diferencias en el tiempo que
demora en comenzar a acicalarse (c), pero los animales KO invierten menos tiempo en
el acicalamiento, lo cual esta relacionado con la anhedonia o incapacidad de sentir
placer (d). e) Test de suspension por la cola: Los animales KO permanecen mas
tiempo suspendidos por la cola sin ofrecer resistencia comparados con los Wt, lo cual
estda indicando un patron comportamental relacionado con falta de motivacion/
depresion f) Marble burying test= Los animales KO esconden un mayor nimero de
“bolitas” comparados con WT, relacionado con comportamientos de tipo obsesivo-
compulsivo. Los ensayos fueron realizados por Fernanda N. Kaufmann utilizando
animales hembra adultos de 4-5 meses de edad debido a la mayor prevalencia de

desordenes depresivos en hembras.
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3.1.2 Estudios fenotipicos de la microglia naive en animales CD300f KO:

Los datos anteriores sugieren la existencia de claras diferencias a nivel
comportamental por la sola carencia del receptor CD300f. Al ser un
receptor presente unicamente en la linea mieloide decidimos analizar las
caracteristicas fenotipicas de la microglia en los cerebros de los animales
KO y Wt para este receptor. Considerando que CD300f funcionaria como
un regulador del fenotipo microglial, esperamos encontrar diferencias

entre la microglia de los animales Wty KO.

i) Analisis histolégicos de la microglia CD300f KO

Analizamos las caracteristicas histologicas de la corteza motora primaria
(M1) y secundaria (M2) en cortes de cerebros Wt y KO de animales naive
mediante técnicas de inmunohistoquimica, utilizando el anticuerpo Iba1
especifico para microglia/macréfagos. Esto nos permite analizar por un
lado el grado de reactividad microglial mediante analisis morfolégicos o
calculando el area ocupada por la microglia, y por otro lado cuantificar la
densidad microglial o numero de células microgliales en los distintos

cerebros.

Los resultados de la figura 3.3 muestran que los animales deficientes en
CD300f presentan un incremento del ~18% en el numero de células Iba1
positivas comparado con Wt (figura 3.3 a-c). Este mismo incremento en el

numero de células microgliales en los animales KO fue observado en
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hipocampo por otros miembros del laboratorio mediante citometria de
flujo'® para células CD11b*/CD45ow, Sin embargo, con respecto al area
ocupada por células Iba1+, si bien podemos observar una tendencia al
aumento en los animales CD300f KO, este no es significativo debido a la
gran dispersion de los resultados. Deberiamos poder determinar si existen
cambios sutiles en su morfologia, como fueron descritos en diferentes
modelos de depresion (82). Estos resultados podrian explicar en parte las
diferencias observadas a nivel comportamental, ya que como
comentamos antes, varios modelos animales de enfermedades
psiquiatricas muestran un incremento en la densidad microglial incluyendo
depresion, suicidio y esquizofrenia (82, 239-242). De todas maneras, no
podemos descartar la existencia de diferencias en la densidad de otros
tipos celulares del sistema nervioso incluyendo neuronas, astroglia y
oligodendrocitos, los cuales seran analizados mas adelante.

Este resultado dej6é abierta la interrogante de si el incremento en el
numero de células microgliales observado en los animales deficientes en
CD300f ocurre en fases tempranas del desarrollo, cuando se establece la
poblacién microglial definitiva, o si esto se debe al aumento de la tasa
proliferativa de la microglia en el adulto CD300f KO. Cabe destacar la
existencia de progenitores microgliales en el adulto, que junto a eventos
apoptoticos permiten la renovacion de estas células varias veces durante
la vida del ratbn o humano, sin modificar el numero total de células en

condiciones fisiologicas (243).

10 Natalia Lago realiz6 estos experimentos.
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Para contestar esta pregunta realizamos un inmunomarcaje utilizando el
anticuerpo Ki67, el cual se utiliza como un marcador de proliferacién, y
analizamos su colocalizacion con el anticuerpo Iba1 a nivel de la corteza
M1 y M2. Como control positivo utilizamos cortes de hipocampo (Figura
3.4), donde la unién del anticuerpo evidenciaria la neurogénesis

caracteristica del la zona subgranular.

No detectamos marcaje de células proliferantes en la corteza de ambos
genotipos (no mostrado), surgiendo la duda de si realmente no esta
ocurriendo una mayor proliferacion de células microgliales en animales
KO, o si nuestro método de deteccion es el indicado para analizarlo. Para
profundizar mas en este estudio deberiamos marcar las células
proliferantes con BrDU, el cual es un método mas fiable que permite
analizar la proliferacion celular en una ventana temporal mas amplia, ya
que si bien estas células poseen una tasa proliferativa mayor a la que se
pensaba antes (243), probablemente pueda no estar ocurriendo en ese
momento discreto en el que fueron realizados los cortes. Sin embargo,
fuimos capaces de detectar proliferaciéon celular a nivel del hipocampo
como muestra la figura 3.4, donde se observan tres células KI67+
(flechas), una de las cuales colocaliza con el marcaje de Iba1 (flecha
inferior), por lo que corresponde a una microglia proliferativa; mientras
que las otras dos son Iba1-y probablemente, por su ubicacion, se trate de
progenitores neurales, las cuales son caracteristicas de esta region del

cerebro.
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Figura 3.3_ Cuantificacion de la microglia en cortes de cerebros naive de
animales WT y CD300f KO mediante inmunohistoquimica. a-b) Microfotografias de
la corteza M1/M2 de cerebros naive Wt (a) y CD300f KO (b) marcados con el
anticuerpo anti Iba1-HRP. ¢) Cuantificacion del numero de células Iba1+ por
inmunohistoquimica, los resultados corresponden a 2 sets de experimentos diferentes.

d) Area ocupada por la microglia en la corteza M1/M2. La barra corresponde a 20 um.

Para el conteo se utilizaron ratones macho de 3-5 meses de edad.
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Figura 3.4_ Ensayos de proliferacion célular. Inmunofluorescencia de cortes de
hipocampo utilizando el anticuerpo anti-lbalrevelado con Alexa fluo 488 y KI67
revelado con Alexa fluo 546. En la figura observamos la presencia de 3 células KI67+,

una de las cuales colocaliza con Iba1. En azul DAPI, en verde Iba1, en rojo KI67. La

barra corresponde a 50 um. GD= giro dentado.
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ii) Firma molecular de la microglia CD300f KO naive

Los animales CD300f KO mostraron un incremento en la densidad
microglial, pero esto no nos habla del fenotipo funcional de estas células.
La reciente descripcidon del fenotipo homeostatico microglial, el cual es
clave para el correcto funcionamiento del SNC, nos dio la pauta para
investigar el perfil de expresion génica de los cerebros WT y CD300f KO y
analizar los genes considerados como parte de la “firma homeostatica” de
la microglia, asi como la expresion de genes pro-inflamatorios y genes

asociados a patologias (DAM) (28-30) (figura 3.5).

Para ello utilizamos placas de amplificacion génica (PrimePCR™) que nos
permitieron evaluar la expresion de alrededor de 200 genes asociados a
distintas vias, con una gran sensibilidad, eficiencia de amplificacion y
especificidad. En nuestro caso, vista la correlacion descripta previamente
entre la regulacion de la inflamacion y la expresién de CD300f (160, 161,
166, 175) utilizamos las placas para evaluar la expresion de genes
implicados en las vias de inflamaciéon aguda y fagocitosis. Algunos de los
resultados fueron validados utilizando PCR cuantitativa (QPCR), y también
se analizaron por este método genes especificos de microglia que no
estaban presentes en las placas. Debe destacarse que los animales
fueron perfundidos con solucion salina fria inmediatamente antes de ser
sacrificados con el fin de disminuir al maximo la contaminacién por sangre

de las muestras de cerebro.
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Dada nuestra hipétesis que postula a CD300f como un importante
regulador del fenotipo microglial, esperamos encontrar diferencias en el
perfil de expresién génica en cerebros Wt y CD300f KO, con un

desbalance de los genes de la firma microglial en los cerebros naive.

Los resultados obtenidos mediante la amplificacion del ARNm total de
cerebros naive Wt y CD300f KO (figura 3.5 c, tabla 3.1) no muestran
alteraciones en la mayoria de los genes homeostaticos de la microglia,
tales como Tmem119, Tgf31, ll1a, Ccrb o SiglecH, aunque si se observa
un leve aumento de P2ry12 (p=0.05) y una tendencia al aumento de
Cx3cr1, lo cual podria estar ligado al aumento en el numero de células
microgliales vistas en la corteza M1/M2 de animales KO. Esto sugiere que
las funciones basicas de la microglia no se encuentran alteradas, si bien

encontramos una disminucion en la expresion del gen P2ry6 (p=0.08).

Por otra parte, estudiando la asociacién de la microglia CD300f con el
fenotipo degenerativo o DAM (28-30) (figura 3.5 d, tabla 3.1) observamos
que existen cambios en los niveles de expresion de ciertos genes como
Clec7a (p=0.09), Arg1 (p=0.008), Lp/ (p=0.01), Siglec1 (p=0.01) y MertK
(p=0.06), involucrados en su mayoria en la funcidén fagocitica de la
microglia la cual discutiremos mas adelante. Observamos que varios de
estos genes presentan un patron de expresidén inverso en cerebros
CD300f KO al visto en las diferentes patologias del sistema nervioso;

genes como Apoe, Trem2, Axl, Csf1, que en las patologias como ALS o
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AD y envejecimiento tienden a aumentar, en los animales CD300f KO se
mantienen constantes, mientras que otros como Clec7a o Arg1 en lugar
de aumentar como se ve en la patologia incluso disminuyen. Por otra
parte P2ry12, uno de los principales genes homeostaticos de la microglia,
el cual disminuye en el fenotipo DAM, en los animales KO se encuentra
levemente aumentado. Los unicos genes asociados a las DAM que
incrementan su expresion acorde con lo descripto para las diferentes

patologias son Siglec1 y Lpl.

Figura 3.5_ Perfil de expresion de marcadores microgliales homeostaticos y
genes implicados en las vias inflamatorias y fagociticas de cerebros CD300f KO
naive comparados con Wt. (a) Se utilizd6 uno de los hemisferios cerebrales para la
cuantificacion de la expresion génica por gPCR. (b) Heatmap mostrando los cambios
de expresion de KO con respecto a Wt (log2 fold change). Expresion de (c) genes
microgliales homeostaticos; (d) genes asociados a patologia (DAM); (e) genes
involucrados en la respuesta fagocitica; (f) genes implicados en la inflamacién aguda;
(g) genes involucrados en la comunicacion interleucocitaria y PVM. Los datos estan

normalizados con respecto a Wt = 1. p = p-value T test de dos colas.
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Retomando los cambios encontrados en el perfil de expresion de
marcadores asociados a la fagocitosis (figura 3.5 e), varios de los
previamente mencionados como el receptor purinérgico P2ry6 y Clec7a
se ven disminuidos. Vemos también variaciones en los niveles de
expresion de otros genes implicados en las vias fagociticas como la
opsonina Gal3 (p=0.06) o el receptor SirpB1a (p=0.05) los cuales
disminuyen su expresion en cerebros KO, mientras que Siglec1 y MertK
poseen una alta tendencia a la sobre-expresion. Otros genes como Ax/,

Mfg-e8, Cd47 y Cd200 permanecen inalterados. Por otra parte
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observamos cambios en varios genes involucrados en el metabolismo
lipidico como Apoa1, la cual disminuye su expresion en los cerebros KO y
Saa1 (marcador caracteristico de la inflamacion aguda, la cual posee una
tendencia al aumento). También Adipoq, el gen que codifica para la
Adiponectina, se encuentra muy sobre-expresado (p=0.0001), siendo este
un regulador negativo de la fagocitosis con propiedades anti-inflamatorias

(244).

Por otra parte, en la mayoria de los modelos animales en los que se
analizé la funcion de CD300f, se observd que se trata de un regulador
negativo de la inflamacion. Para contestar a la pregunta de si su ausencia
induce la neuroinflamaciéon per se como ha sido descripto para la
ausencia de otros receptores que restringen la reactividad microglial como
el par CD200-CD200R1 (125), o Trem2 (30), analizamos el perfil de
expresion de genes asociados con la inflamacion. Analizando la expresion
de los genes pro-inflamatorios (figura 3.5 f) pudimos observar que ciertas
citoquinas clave en la fase aguda de la inflamacién como /118, Tnfa y
Cd86 no varian su expresidon comparadas con Wt, mientras que Infy
posee una leve tendencia a la disminucion. Por otra parte, 116 se
encuentra sobre expresada (p=0.04).

Parte de estos genes son las denominadas proteinas de fase aguda -Saa
y Apoa-, las cuales se expresan luego de una lesién. Algo que nos llamé
la atencién es que tres de estos mensajeros, /122, Apoa1 y Crp tuvieran

perfiles de expresion mas bajos en los cerebros KO (p=0.0009, p=0.08 y
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p=0.09 respectivamente), mientras que los niveles de Saa1 tienden a ser

mas elevados.

Analizando la expresion de los genes anti-inflamatorios clave observamos
que ll1rn (el antagonista de la //78) se encuentra sobre-expresado al doble
comparado con Wt (p=0.01), y existe también una gran tendencia a la
sobre-expresion de /10, mientras que //4 se mantiene estable y Cd206 se
encuentra levemente disminuido (p=0.007). Por otra parte, las Serpinas
1d y 1b poseen una tendencia a la disminucion; estas proteinas son
inhibidoras de las serina-(o cisteina)-proteasas y funcionan en la inhibicién
tanto de enzimas proteoliticas como la elastasa de neutréfilos, como en la
inhibicién de la activacion del complemento a través de la inhibicion de las
serina proteasas C1. Niveles disminuidos de estas proteinas se han visto

relacionados con casos de demencias como AD y encefalopatias (245).

Si bien en los cerebros naive no hay reclutamiento de células periféricas
por la existencia de la BHE, estudiamos la expresion de ciertas
quimioquinas y receptores vinculados con la comunicacion inter-
leucocitaria. Observamos cambios en los niveles de expresiéon de algunos
genes ligados al reclutamiento y activacién de neutréfilos (figura 3.5 g)
como el gen de la quimioquina Cxcl1; este posee una tendencia a la
disminucién en los cerebros KO comparados con Wt. Por otra parte el gen
que codifica para el receptor CCR1 presente principalmente en

macréfagos perivasculares (PVM) se encuentra altamente
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sobreexpresado (p=0.03). En este sentido, también estd aumentada la
expresion del gen "scavenger" Cd163 (p=0.003), el cual esta descripto en
la literatura como especifico de PVM (29). Esto sugiere que los animales
CD300f KO podrian presentar un incremento en el numero o grado de
activacion de los PVM. Por otro lado, no encontramos diferencias
significativas en la expresién de la quimioquina inflamatoria de
macrofagos MIP1a, lo cual indicaria que tal vez las diferencias
observadas en los otros receptores de PVM se deban a un incremento en
su densidad. De todas maneras, deberiamos realizar ensayos especificos
para cuantificar los PVM en los cerebros de los animales KO, ya sea por
técnicas de FACS o inmunohistoquimica. Por ultimo, no vemos diferencias
en la expresion de Cd4, representante de la poblacion de linfocitos T

helper.

En resumen, si bien muchos de los genes analizados no son especificos
de la microglia dentro del SNC, pudimos evaluar los cambios en varios de
los genes caracteristicos que definen el fenotipo microglial homeostatico.
En base a esto podemos concluir que la microglia naive deficiente en
CD300f posee una firma molecular levemente diferente a la descripta para
el fenotipo homeostatico, con alteraciones en la expresion de los genes
P2ry12 y P2ry6, los cuales son clave para el mantenimiento de la funcién
de deteccion de sefiales de peligro y fagocitosis en la fisiologia normal del
SNC (68, 98, 100), mientras que la mayoria de los genes homeostaticos

se mantienen inalterados, manteniendo otras funcionalidades basicas de
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estas células. Por otra parte, nuestros resultados tampoco concuerdan
con la descripcion del fenotipo patolégico o DAM (Tabla 3.1) , ya que
ademas de las tendencias opuestas en el patrén de expresion génica
entre la microglia DAM y la CD300f KO, la tendencia de las primeras es
presentar una fagocitosis aumentada, mientras que la microglia CD300f
KO parece tener comprometida la capacidad fagocitica. En este sentido,
la microglia CD300f KO lejos de presentar un fenotipo reactivo/pro-
inflamatorio, pareceria presentar un fenotipo mas “hipoinflamado” o
distréfico, con bloqueo o disminucién de la actividad fagocitica. En
resumen, nuestros datos sugieren la existencia una relacién directa entre
el receptor CD300f y la funcion fagocitica estéril de la microglia normal, lo
cual resulta muy importante para el mantenimiento de la fisiologia del

SNC.
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Tabla 3.1 Marcadores homeostaticos en CD300f KO y su

asociacion con el fenotipo DAM

ﬁgm DAM Cita # Funcion
P2ry6 T = 28 Fagocitosis
P2ry12 f ¢ 28,30 Fagocitosis-quimiotaxis
Tmem119 | = v 28,30 ?
Cx3cr1 T4 il 28, 30 Regulador Inhibitorio
SiglecH = v 28 Inh inflamacion onishiz017)
Tgfp = $ 15, 30 Anti-inflamatorio
Ma = v 29 Pro-inflamatorio
Ccr5 = v 29 Pro-inflamatorio
MertK T4 v % Fagocitosis
Lpl f ? 29 Metabolismo lipidico y fago
ApoE = T 29,30 Metabolismo lipidico y fago
Csf1 = 4 29, 30 Inflamatorio
Arg1i ! 4 30 Anti-inflamatorio
Ax| = T 29,30 Fagocitosis
Trem2 = 4 30,29 Anti-inflamatorio-Fagocitosis
Siglec1 4 4 30 Fagocitosis
Clec7a Ty 4 . Fagocitosis

Tabla 3.1_ Perfil de expresion de marcadores microgliales homeostaticos y DAM

en cerebros CD300f KO naive comparados con Wt. En la primera parte de la tabla

se muestran los genes microgliales homeostaticos (genes enriquecidos en células

microgliales), los cambios en su expresion en cerebros CD300f KO comparados con

Wt y sus cambios en la microglia asociada a patologias degenerativas (DAM). En la

segunda parte de la tabla se muestran los genes asociados a la microglia DAM y los

cambios en la expresion en cerebros CD300f KO comparado a Wt. T = tendencia.
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iii) Dinamica microglial in vivo por microscopia 2P

Para hilar mas fino en el andlisis de la dinamica microglial deficiente en
CD300f, comenzamos estudios en animales naive Cx3cr1+/CGFP Wt vy
CD300f KO mediante microscopia de 2P. La visualizacion del parénquima
nervioso es posible gracias a el afinamiento del craneo hasta un limite de
30 um sin llegar a producir lesiodn, y la utilizacion de ratones que expresan
la proteina GFP en la microglia, lo cual permite su visualizacion in vivo al
microscopio de 2P.

Estos analisis fueron realizado en el contexto de una pasantia en el
laboratorio del Dr. John Coligan, pionero en el estudio de los receptores
de la familia CD300, y del Dr. Dorian McGavern, especialista en el estudio
de las células microgliales y la neuroinflamacién inducida tras el trauma
cerebral.

Por razones técnicas y de disponibilidad de animales CD300f KO/
CX3CR1-GFP unicamente obtuvimos un video por cada genotipo (Figura
3.6. Es por esto que los resultados deben tomarse con mucha cautela y
seran complementados en el futuro cercano ya que realizaré mi
postdoctorado en el laboratorio de Dorian MacGavern justamente en este
tema. Los resultados preliminares nos muestran por un lado, un notorio
enriquecimiento en el trafico celular a nivel de los vasos sanguineos de
los animales Wt de células que probablemente correspondan a monocitos
no clasicos CX3CR1+ que patrullan el tejido normalmente en condiciones
homeostaticas; y por otro lado la microglia de los animales Wt parece

tener también mayor cantidad de ramificaciones y mas moviles.
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CX3CR1

Figura 3.6: Analisis de la dinamica microglial por microscopia de 2P. Utilizamos
ratones que expresan la proteina GFP bajo el promotor de CX3CR1 en animales Wt y
KO para CD300f. Micrografias obtenidas a partir de los videos de la microglia naive in

vivo. La barra corresponde a 20 ym. (Tomadas de Videos suplementarios 0 y 1).
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3.2 CD300f en la neuroinflamacion

En base a lo anteriormente descripto para la microglia naive de los
ratones CD300f KO, y con el fin de investigar la funcion de este receptor
en la neuroinflamacién, decidimos “empujar’ un poco mas el sistema y
evaluar la alteracion en la funcidén de la microglia deficiente en el receptor
CD300f luego de diferentes estimulos inflamatorios al SNC de distinta

intensidad.

3.2.1 Tratamiento con LPS

Como una primera aproximacion decidimos realizar el modelo de
inoculacion intraperitoneal (i.p) de LPS. Este es un modelo de
neuroinflamacion limpio, sin rotura de BHE y sin entrada importante de
células inmunes circulantes ni induccion de muerte neuronal, al menos a
corto plazo. Este modelo esta bien caracterizado (229, 246) y se basa en
la administracion intraperitoneal i.p de dosis bajas de LPS diarias, durante
4 dias consecutivos (1mg/kg/dia) para activar globalmente la microglia del
SNC (Figura 3.7). Ademas, este genera una inflamacién sistémica
acompanada de sintomas de enfermedad o “sickness behaviour’. Su
utilidad se basa en la nocion de que el sistema inmune periférico posee
un gran efecto sobre el SNC, existiendo un alto riesgo documentado a
desarrollar diferentes tipos de demencia (246) o depresiéon (3) luego de

una infeccioén sistémica.
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Las imagenes de la figura 3.7 b muestran secciones de cerebro tefidas
mediante inmunohistoquimica contra Iba1, evidenciando la induccién de la
neuroinflamacion mediada por la inoculacion de LPS i.p durante 4 dias
consecutivos. Como control se utilizaron ratones inyectados con el mismo
volumen de PBS (vehiculo). Podemos observar un claro incremento en la
intensidad del marcador Iba1 en los cerebros tratados con LPS en
comparacion con los PBS. Ademas, hay un notorio aumento en el tamafo
del soma microglial y en el grosor de sus proyecciones.

Analizamos distintos parametros caracteristicos en los animales WT o
CD300f KO tratados con LPS o salino como pérdida de peso, peso del
bazo y sickness behaviourtt (figura 3.8). Este ultimo fue analizado en
base a la medida de la actividad locomotora espontanea, utilizando el Test
del Parallel Rod floor previamente descripto. Realizamos analisis
histolégicos de células microgliales (figura 3.8 d) y de expresién génica
por gPCR (figura 3.10) para evaluar los niveles de reactividad microglial y
neuroinflamacién en general en ambos grupos. Esperabamos que los
animales deficientes en CD300f presentaran una inflamacion exacerbada
que se reflejara en el comportamiento y el fenotipo microglial o los niveles

de expresion de marcadores pro-inflamatorios.

11 Término utilizado para describir cambios drasticos en la experiencia subjetiva y comportamiento
que ocurre en pacientes y animales enfermos. Respuesta adaptativa del organismo para
sobrellevar una infeccion y conservar energia para la recuperacion.
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Figura 3.7_ Modelo de neuroinflamacion tras el tratamiento sistémico con LPS. a)
Disefio experimental: Los animales fueron inoculados con 1mg/kg de LPS o vehiculo
durante 4 dias consecutivos y luego perfundidos para el analisis histologico o del perfil
expresion de mensajeros pro-inflamatorios del cerebro. En los dias 0 (previo a la
primera inoculacién) y 4 (previo al sacrificio) se analizé el comportamiento de estos
animales mediante el test del Parallel Rod Floor. b) Inmunomarcaje con el anticuerpo
anti Iba-1-HRP. Las imagenes inferiores muestran una clara induccion de la reactividad
microglial en los cerebros de los animales inyectados con LPS durante 4 dias
consecutivos en comparacion con los tratados con PBS. Ademas del aumento en la
intensidad del marcaje de Iba1 se nota un claro incremento en el tamafo del soma y el
grosor de las proyecciones. La barra de la izquierda corresponde a 200 ym (imagenes

a 40X) y la de la derecha a 40 uym (imagenes a 100X).
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De acuerdo a nuestra hipotesis de que el receptor CD300f es anti-
inflamatorio, cuando evaluamos la distancia recorrida por los animales en
la arena durante 10 minutos (Figura 3.8 a) -o actividad locomotora
espontanea- al comienzo del tratamiento (dia 0) y 24 horas mas tarde de
la dltima inyeccién (dia 4), notamos que si bien luego del tratamiento con
LPS ambos grupos recorren una distancia significativamente menor con
respecto al dia 0, en los animales CD300f KO existe una elevada
tendencia a la reduccion de la actividad locomotora espontanea
(&p=0.06), mayor que la observada en los animales Wt. Esto se relaciona
con cierto nivel de depresion generado por la inoculacion del LPS -o

sickness behaviour (3)-, la cual se ve exacerbada en los animales KO.

Este comportamiento se dispara tras una infeccion por la liberacion de
mediadores solubles producidos en el sitio de infeccion por células
inmunes accesorias. Estos mediadores corresponden a citoquinas pro-
inflamatorias como la II-1a y B, TNF-a e IL-6, las cuales no solo ejercen
sus efectos a nivel sistémico, sino que actuan en el cerebro para causar
estos sintomas de enfermedad o sickness behaviour. Estas citoquinas no
solo producen sintomas de enfermedad sino también desordenes
depresivos en pacientes fisicamente enfermos sin historia previa de
desdérdenes mentales (3), y de hecho la inoculacién de LPS se utiliza
como modelo de depresion en roedores (82, 247). Si bien hubiese sido
interesante obtener el dato de la concentracion de estas citoquinas

circulantes en la sangre de los roedores, esto no nos fue posible en ese

144



momento. Como parte de la sintomatologia de la enfermedad analizamos
el peso de los animales KO en comparaciéon con los Wt, y si bien el
tratamiento indujo una pérdida importante de peso, no observamos
diferencias significativas entre ambos grupos (figura 3.8 b). Por otra parte,
evaluamos el peso del bazo de los animales luego de su eutanasia (figura
3.8 ¢), no encontrando diferencias entre los grupos. El peso del bazo es
un indicativo de la respuesta inmune sistémica, con lo cual sugiere que, al
menos en este modelo, dicha respuesta no estaria involucrada a groso
modo en las diferencias de comportamiento observadas en los animales

CD300f KO.

Por ultimo, analizamos el nivel de activacién microglial y de
neuroinflamacion. Comenzamos por cuantificar los inmunomarcajes con el
anticuerpo Iba1-HRP en cerebros de animales Wt y CD300f KO tratados
con LPS con el fin de detectar diferencias en el numero de microglia o
reactividad microglial entre ambos grupos (figura 3.8 d). Debido a la
excesiva reactividad microglial inducida por el tratamiento con LPS nos
fue imposible cuantificar el numero de células microgliales en ninguno de
los dos genotipos, ya que era muy dificil distinguir el soma de una célula
de las proyecciones engrosadas de las células adyacentes, y determinar
si su soma se encontraba en el plano de la seccion (ver figura 3.7 b, LPS).
Los procesos se veian muy entremezclados y daba lugar a la sobre-

estimacién o sub-estimacion del nimero real.
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De todas maneras, fuimos capaces de cuantificar del area ocupada por
las células microgliales -indicativo del estado de reactivacion microglial-
pero en este caso no resaltaron diferencias significativas entre ambos

genotipos.
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Figura 3.8. Efectos del tratamiento con bajas dosis de LPS en animales Wt y
CD300f KO. a) Actividad locomotora espontanea. Los ensayos funcionales se
realizaron al comienzo del tratamiento (dia 0) y 24hs luego de la ultima inyeccion (dia
4). Los resultados fueron normalizados con respecto al promedio de la actividad
locomotora basal (dia 0=100%). **p<0.01 T test de dos colas Wt LPS dia 0 vs Wt LPS
dia 4. ***p<0.01 t student de 2 colas KO LPS dia 0 vs KO LPS dia 4. &p<0.05 ANOVA
de una via KO PBS dia 4 vs KO LPS dia 4 seguido del test Kruskal-Wallis nWT = 11,
nKO = 10. b) Peso corporal de los animales Wt y CD300f KO al principio del tratamiento
(dia 0) y 24 horas luego del fin del tratamiento (dia 4). *p<0.05 Wt LPS dia 4 vs WT LPS
dia 0. **p<0.01 KO LPS dia 0 vs KO LPS dia 4, t student de dos colas. nWT = 11, nKO
= 10. c¢) Peso del bazo de animales Wt y KO previo a su sacrificio al final del
tratamiento (dia 4) nWT=8, nKO=7. y d) Niveles de reactividad microglial de animales
Wt y KO para CD300f tras la administracion de 1 dosis diaria LPS (1mg/kg) durante 4
dias seguidos NnWT = 5, nKO = 7. Los animales utilizados para este ensayo fueron

machos de 3-4 meses de edad.
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i) Analisis de marcadores de la inflamacién luego de la inyeccién de
LPS

Para asegurarnos de que no existe variacion en la reactividad microglial
entre los genotipos, el siguiente paso fue analizar el perfil de expresion
génica de marcadores pro-inflamatorios en los cerebros Wt y CD300f KO

luego del tratamiento con LPS.

Estudiamos los niveles de expresion del marcador especifico de microglia
Tmem119 y varios marcadores de inflamaciéon; CD86, CD11b e IL-1
(figura 3.9) en cerebros de ratones Wt y CD300f KO sometidos al
tratamiento de LPS o control PBS mediante gPCR.

La proteina de membrana Tmem119 es especifica de la microglia y esta
caracterizada por mantener sus niveles estables desde etapas
postnatales tempranas hasta la adultez, viéndose inalterada tras el
tratamiento con LPS, si bien los niveles de su mensajero aumentan en

estas condiciones (16).

Como podemos observar en la figura 3.9, no encontramos diferencias
significativas en los niveles de expresiéon de Tmem119 en animales Wt o
CD300f KO tratados con PBS, si bien existe una tendencia al aumento en
su expresion tras el tratamiento con LPS, la cual es equivalente para
ambos genotipos. Por otra parte, los niveles de expresion de los genes
pro-inflamatorios en animales Wt tratados con PBS y animales Wt naive

son casi idénticos, mientras que encontramos diferencias en la expresion
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de los genes pro-inflamatorios de los cerebros de animales CD300f KO
tratados con PBS comparados con Wt PBS o naive; Cd86 y Cd11b
poseen una tendencia a la disminucién, mientras que el ARNm de IL-13
es unas 3 veces mas abundante en los animales KO tratados con PBS
comparado con WT PBS vy alrededor de 6 veces mayor que los KO naive.
Estas diferencias entre los cerebros Wt y KO tratados con PBS
probablemente puedan deberse al leve estrés generado por la
manipulacion de los animales durante los dias de inyeccion i.p. A raiz de
estos resultados, surgidé una nueva linea de investigacion para analizar el
efecto del receptor CD300f en la vulnerabilidad al estrés, lo cual esta
ligado al desarrollo de la patologia depresiva. De hecho, muchos de los
modelos de depresidn en roedores se basan en la generacién de un

estrés cronico (248).

Siguiendo con el analisis de la figura 3.9, observamos que el efecto de la
inoculacién de LPS i.p. induce en el cerebro un estado pro-inflamatorio a
nivel molecular, con un aumento significativo en la expresion de los
distintos marcadores inflamatorios analizados, tal como era de prever en
base a lo observado por inmunohistoquimica (figura 3.7). Por otra parte, el
tratamiento con LPS no indujo diferencias en el perfil de expresién de
estos genes entre ambos genotipos, lo cual condice con los resultados
obtenidos a partir de la cuantificacion del area ocupada por células Iba1+

(figura 3.7d).
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Los resultados obtenidos a partir de este modelo mostraron la
vulnerabilidad al estrés leve de los animales control tratados con PBS tras
la deficiencia del receptor CD300f, la cual se traduce en niveles alterados
de varios mediadores pro-inflamatorios. Por otra parte, los animales
CD300f KO tratados con la endotoxina bacteriana poseen probablemente
una inflamacion periférica aumentada que induce cambios en algun area
cerebral relacionada con el sickness behaviour. Sin embargo, estos
animales no parecen presentar diferencias en el estado de reactivacion
microglial a nivel histolégico o molecular en el cerebro a nivel global. Esto
puede deberse a una sobre estimulacion inflamatoria generada por la
inoculacién repetitiva de LPS que podria estar enmascarando los efectos
mediados por el receptor CD300f, o bien a que el fenotipo
comportamental esté ligado a otra via regulada por este receptor. Para
contestar esta pregunta decidimos utilizar un modelo de neuroinflamacion
mas directo que nos permitiera visualizar in situ el efecto de CD300f a
nivel de la respuesta microglial. Para ello desarrollamos una colaboracion
con el Dr. Dorian McGavern quien se destaca entre otras cosas por la
generacion de un modelo de trauma moderado en donde es posible
visualizar la dinamica microglial in vivo por microscopia de 2P

inmediatamente luego de producido el trauma (68).
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Figura 3.9: Expresion relativa del ARNm de cerebros Wt y CD300f KO en un
modelo de neuroinflamacion limpia. Se evaluaron los niveles de expresién del
marcador especifico de microglia Tmem119, y de genes relacionados a procesos
inflamatorios CD86, CD11b, IL1-B y NLRP3 luego del tratamiento con LPS o PBS. Se
muestra el valor relativo al gen ribosomal 18S y normalizado con respecto a WT naive
=1 (linea punteada). Se observan diferencias en los niveles de expresion de genes pro-
inflamatorios de animales tratados con LPS respecto a PBS independientemente de su
genotipo. No se observan diferencias significativas entre los genotipos salvo para IL1R3,
el cual aumenta tras el tratamiento con PBS con respecto a Wt PBS y KO naive .
*p<0.05 respecto a su control PBS, &p<0.05 respecto a su control PBS - ANOVA de
una via. **p<0.05 respecto a CD300f KO naive, #p<0.05 respecto a Wt PBS - t student
de dos colas. nWT naive = 7, nKO naive=8, nWT PBS = 4, nKO PBS = 4, nWt LPS = 8§,
nKO LPS = 8.
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3.2.2 Papel del receptor CD300f en el trauma moderado - mTBI

Para investigar cual es la funcidbn de este receptor en situaciones
inflamatorias mas complejas, con rotura de la BHE y dafio tisular directo,
realicé dos modelos de neurotrauma en ratén, uno de trauma focal severo
(Controlled Cortical Injury, CCIl) en nuestro laboratorio de la Facultad de
Medicina, y otro de trauma moderado (mTBI), para lo cual realicé una
serie de pasantias en el laboratorio del Dr. McGavern. Este se basa en el
afinamiento del craneo hasta aproximadamente 30 pm y la posterior
compresion del tejido. Esto produce instantaneamente la muerte celular a
nivel de las meninges, la cual se extiende progresivamente hacia el
parénquima. A nivel del parénquima, este modelo induce una respuesta
celular controlada y bien definida en donde comienza a comprometerse la
integridad de la BHE por degeneracion y muerte subsecuente de los
astrocitos que la integran. En este proceso, la microglia subyacente
extiende sus procesos hacia los sitios dafiados intentando cubrir los
espacios dejados por los astrocitos comprometidos, y fagocitandolos una
vez que mueren con el fin de mantener la barrera funcional. Una de las
ventajas de este modelo, aparte de permitir la visualizacion de la microglia
in vivo dado que se utilizan ratones CX3CR1+GFP es que no hay una
infiltracion masiva de células periféricas en el parénquima nervioso
inmediatamente luego del trauma, por lo que es posible aislar el efecto

agudo de la respuesta microglial.
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En este contexto, realizamos una serie de experimentos que nos
permitieron dilucidar el papel de este receptor en la respuesta post-

traumatica moderada (figura 3.10).

i) Visualizacién de la microglia post-traumatica en el modelo mTBI

Realizamos el modelo de mTBI en ratones CX3CR1+/6FP Wt y CD300f KO
cruzados especialmente para este proyecto, e inmediatamente
analizamos la lesién al microscopio de 2P durante una hora. Inyectamos a
los animales con una solucion loduro de Propidio (PI) i.p. para poder
identificar a las células necréticas/apoptéticas con la integridad de su
membrana plasmatica alterada. Realizamos una serie de videos de la
dinamica microglial post-trauma de donde obtuvimos las imagenes de la
figura 3.11. Estas imagenes muestran el curso temporal de la respuesta
en el minuto 5, 25, 45 y 65 luego del trauma. La sefal del Pl era tan
intensa que hubo que extraerla de las figuras para poder analizar la

morfologia microglial.

Cabe recordar que en este modelo la respuesta microglial inmediata se
caracteriza por el cambio de morfologia o bien hacia el fenotipo
Honeycomb, el cual protege los limites gliales de la BHE reforzando la
accion de los astrocitos comprometidos por la compresion, o hacia el
fenotipo Jellyfish, que representa a la microglia comprometida a la
fagocitosis de los astrocitos (y otras células del parénquima nervioso) una

vez que estos mueren.
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Figura 3.10_ Disefio experimental del modelo de mTBI en ratones CD300f Wt y KO.
1- Inmediatamente luego de realizado el trauma a animales CX3CR1+/GFP-CD300f-Wt y
KO se escanearon los cerebros al microscopio 2P para analizar la respuesta microglial
temprana durante 2 horas; 2- 5 horas luego de realizado el trauma se analizé el nimero
de células muertas en el parénquima nervioso mediante la incorporacion de PI; 3a-
Estudio de las poblaciones celulares de las meninges a 6 horas luego de realizado el
trauma; 3b- Estudio de la muerte celular a nivel de las meninges y parénquima nervioso

por microscopia de 2P 6 horas luego de realizado el trauma.
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Al visualizar la microglia de los animales luego del trauma, notamos que si
bien en los animales Wt un gran numero de estas células sufren cambios
morfolégicos hacia el fenotipo “Jellyfish” unos 15 minutos luego de
realizada la lesion, este efecto no se observa en animales KO para
CD300f, o al menos no de manera tan pronunciada (figura 3.11, video 2 y
3). La cuantificacion del numero de Jellyfish (figura 3.11 ¢) muestra una
fuerte tendencia a la disminucion de este fenotipo microglial en los
animales KO (p=0.08), con una reduccion de alrededor del 75% de
jellyfish observadas. Esperamos confirmar este resultado con mayor

numero de animales.

Figura 3.11_ Visualizacién de la microglia CD300f Wt y KO al microscopio de 2P
luego de un trauma moderado. Curso temporal de la respuesta WT a) y KO b) a los 0,
20, 40 y 60 minutos luego de producido el trauma. La microglia Jellyfish esta indicada en
a con las flechas. En verde CX3CR1. ¢) Cuantificacion del % de microglia Jellyfish
respecto a Wt (=100%). Videos adquiridos durante una hora luego de producido el
trauma. Los animales KO poseen una reduccion del 75% del numero de microglia

Jellyfish total. n Wt=2, n KO=3; p=0.08; t student de dos colas.
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Esta morfologia fagocitica muestra cambios drasticos en la disposicion de
su citoesqueleto que le permiten adquirir una forma redondeada y de
mayor tamafo (~20 um) (68). Los procesos de la microglia ramificada se
retractan y un gran proceso unico se extiende hacia el sitio del dafo,
adquiriendo un aspecto similar a una medusa (de ahi su nombre en
inglés). Esta morfologia esta inducida mediante la activacién de los
receptores purinérgicos P2RY6 presentes en la membrana microglial, los
cuales detectan la presencia de UDP liberado en este modelo
principalmente por los astrocitos que conforman la BHE luego de su
muerte por la compresion (68). Esto esta acorde con los resultados
obtenidos mediante el analisis molecular de la microglia CD300f KO
naive, donde veiamos una gran disminucion en la expresion del
mensajero de P2RY6, y afirma nuestra hipotesis de que la microglia

CD300f KO posee la funcion fagocitica alterada. No se observaron
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diferencias notorias en el otro tipo de morfologia microglial descripto en

este modelo, la microglia honeycomb.

Una vez finalizado el experimento de 2P realizamos crio-secciones de los
cerebros Wt y KO y analizamos la morfologia general de la microglia en el
sitio del trauma por microscopia confocal (figura 3.12). Como podemos
observar en la figura, las células microgliales contactan intimamente con
células Pl+. En el caso del Wt, la morfologia microglial parece mas
reactiva, con procesos engrosados que dan al soma aspecto difuso y de

mayor tamafio en comparacion con KO.
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Figura 3.12_ Morfologia de la microglia CD300f Wt y KO luego de un trauma
moderado. Imagenes de secciones de cerebros 2 horas luego de realizado el trauma
obtenidas al microscopio confocal. Se observan cambios morfologicos de las células
microgliales entre ambos genotipos, indicativos de una mayor reactividad en la
microglia Wt en el sitio del trauma con respecto a KO. En verde, CX3CR1, en rojo PI.

La barra corresponde a 20 micras.

En base a estos resultados realizamos otra serie de experimentos para
evaluar el dafio traumatico a través del analisis del numero de células en

proceso de muerte en los animales Wt y CD300f KO luego del mTB (figura
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3.13). Para ello mantuvimos anestesiados a los ratones traumatizados
durante 5 horas, tiempo suficiente para que se extienda la muerte celular
a nivel del parénquima nervioso, y previo a su eutanasia incubamos
durante media hora una solucion de IP en el sitio del trauma. Una vez
finalizado este tiempo, los animales fueron perfundidos con PFA y se
realizaron crio-secciones para su analisis histologico (figura 3.13 a-b).
Esto permite el analisis y cuantificacion de las células que incorporan el IP
por microscopia confocal (figura 3.13 ¢). Como podemos observar en la
figura, existe una diferencia del 40% entre el numero de células
apoptdticas encontradas en la corteza subyacente al trauma de animales
Wt y KO, siendo mas intensa la marca de IP en los animales deficientes
para el receptor CD300f. Esto puede deberse i) o bien al aumento de
apoptosis en los animales KO, ii) o a la disminucion de la actividad

fagocitica de la microglia en estos animales.

Si bien no pudimos analizar aun el efecto del receptor CD300f en la
apoptosis celular, nuestros resultados hasta ahora apuntan a que el efecto
de CD300f esta relacionado, al menos en parte, con la respuesta
fagocitica disminuida en la microglia (diminucion de P2RY®6, alteracién en
los niveles de expresion de otras proteinas involucradas en los procesos
fagociticos y disminucién del fenotipo Jellyfish).

Para completar este ensayo deberiamos realizar marcajes especificos de
distintos tipos celulares con el fin de evaluar en mas detalle: i) si

realmente mueren mas células luego del mTBI, ii) la existencia de
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Figura 3.13_ Cuantificacion del namero de células apoptoéticas luego de una
lesion traumatica moderada. Se cuantificaron las células apoptéticas positivas para la
presencia IP en el centro de la lesién, luego de realizar el modelo de trauma cerebral
moderado en animales CD300f Wt (a) o KO (b). El numero de células en proceso de
muerte en los animales CD300f KO resulté un 40% mayor que el de los controles Wt
(c). Lo que se observa en el extremo superior izquierdo de las imagenes es el craneo
afinado y meninges. En rojo, células apoptéticas Pl+, en azul DAPI. **p<0.01 T Student
de dos colas. Analisis realizado e ratoes macho de 8-10 semanas de edad, nWT= 5,

nKO=3.

apoptosis dirigida hacia algun tipo celular en particular, y iii) evaluar los
niveles de ROS producidos por ambos genotipos, los cuales estan
caracterizados como un mediador central en la induccién de la apoptosis

en este modelo de trauma moderado (68). En particular, el conteo de
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neuronas a tiempos mas largos nos permitiria en forma complementaria
determinar si existe mayor pérdida de neuronas en los KO o unicamente

un retraso en la fagocitosis.

ii) Analisis de la inflamacion a nivel de las meninges

En este modelo de trauma, la respuesta inmune a nivel de las meninges
posee un efecto bien caracterizado (68, 69) y claramente distinguible al
observado a nivel del parénquima nervioso.

Las meninges son tres capas membranosas de tejido conjuntivo que
rodean al SNC, incluyendo cerebro y médula espinal, y cuya funcién
principal es protegerlo y contribuir al flujo del liquido cefalorraquideo.
Estas membranas en intimo contacto con el SNC son de particular interés
ya que funcionan como nexo entre la respuesta inmune periférica y
central. Sin embargo, muchos aspectos de su fisiologia e inmunobiologia
continuan sin conocerse, y constituyen por lo tanto un area de activa
investigacion (249), en particular luego de lesiones traumaticas. De hecho
se han descubierto recientemente vasos linfaticos en este tejido tanto en
ratbn como en humanos, que drenan a ganglios cervicales y permiten la
deteccion de las moléculas del espacio intersticial del tejido nervioso por

las células del parénquima de estos ganglios (4, 250).

En base a esto y aprovechando la experiencia en esta area del laboratorio

de McGavern, estudiamos ademas otras poblaciones de células mieloides

que expresan el receptor CD300f y que estan involucradas en la patologia
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del trauma moderado a nivel de las meninges mediante la preparacion de
montajes de meninges enteras de animales Cx3CR1+GFP CD300f Wty KO
luego de producido el trauma. Este método descripto recientemente (235)
se basa en extraer y montar en un portaobjetos las membranas
meningeales (duramadre y aracnoides) que quedan adheridas a la base
del craneo, luego de perfundir el animal con PFA y realizar las tinciones

correspondientes in situ.

Por un lado analizamos la infiltracion de neutréfilos hacia el sitio de lesion
en las meninges, respuesta bien caracterizada en este modelo, la cual
posee un pico a las 5-6 horas luego de producido el trauma (68, 69)
(figura 3.14). Para ello utilizamos el anticuerpo contra Ly6G que reconoce
especificamente esta poblacion celular. Ademas, marcamos los vasos
sanguineos con laminina y las células apoptdéticas con PIl, y en verde
podemos ver la sefal de Cx3Cr1-GFP presente en la poblacién de
macréfagos meningeales (MM).

Por otro lado evaluamos el numero y morfologia de los macréfagos
meningeales en sitios distales a la lesion (figura 3.15). En este caso estan
marcados en rojo los vasos sanguineos tras la administracion de lectina
intravenosa previo a la perfusién, y los MM se ven en verde mediante la
sefial de Cx3Cr1-GFP.

Como podemos observar en la figura 3.14, si bien resulta muy delicado
extraer las meninges enteras de animales traumatizados, este método fue

efectivo para la visualizacion de los neutrdfilos infiltrantes luego del
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Figura 3.14_ Visualizacion de neutrofilos infiltrantes por microscopia confocal en
un montaje de meninges enteras. Infiltracion de neutréfilos en las meninges de
animales Cx3Cr1+GFP CD300f Wt (a) y KO (b) a as 5 horas post-trauma. En rojo las
células apoptéticas marcadas con PI, en blanco los vasos sanguineos marcados con
laminina, en azul neutréfilos marcados con Ly6G, en verde macréfagos meningeales

marcados con Cx3Cr1. Experimento realizado en animales de 8-10 semanas de edad,

nWT=3, nKO=2.

trauma en animales Wt y KO (figura 3.14 a y b). El marcaje con laminina y

Pl permite ubicarnos en la zona de la lesién, y ademas se ve una clara
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acumulacion de células LY6G+ en el centro del trauma.

La cuantificacion de los neutréfilos infiltrantes en los animales CD300f Wt
y KO (Figura 3.14 c) fue realizada utilizando el software Imaris 9.1. En
este caso, aunque se ve una tendencia al aumento de infiltracion en los
animales CD300f KO, los resultados no llegan a ser significativos
probablemente debido al bajo numero de meninges obtenidas para la
cuantificacion (n WT=3; n KO=2). Este posible aumento podria ser un
indicativo de la existencia de un mayor reclutamiento de neutréfilos en
animales KO, lo cual influiria en la respuesta inmune generada en las
meninges tras un trauma moderado (68, 69). Este efecto se estudiara en
mas detalle durante la realizacion de mi post-doctorado en el laboratorio

de McGavern.

La figura 3.15 muestra la distribucion de los MM dos horas luego del
trauma. Como podemos observar en la figura, el sitio de la lesién queda
completamente desprovisto de estas células, que mueren
instantaneamente a causa de la compresion (area punteada). Los
resultados preliminares no permitieron sacar conclusiones con respecto al
numero de MM en sitios distales a la lesion en animales CD300f Wt y KO
(figura 3.15 b) si bien vamos a investigar las caracteristicas de esta

poblacion en experimentos a futuro.

Por ultimo, evaluamos los niveles de muerte celular a nivel de las

meninges en animales CX3CR1+GFP CD300f Wt y KO por microscopia in
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vivo de 2P luego del mTBI. Para ello, luego de realizado el trauma

mantuvimos a los animales anestesiados durante 6 horas, y durante la

ultima hora y media incubamos una solucion de Pl directamente sobre la
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Figura 3.15_ Distribucion de MM (Cx3Cr1+) en montajes de meninges enteras de
animales CD300f Wt y KO. a) Montaje de meninges enteras, donde se pude localizar
el sitio de la lesion desprovisto de células Cx3Cr1+ (flecha). Se cuantificé la cantidad
de macréfagos meningeales (MM) en sitios distales a la lesion a), recuadro blanco; b)
no encontrando diferencias entre ambos genotipos en cuanto a su densidad. La barra

corresponde a 300 um.
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lesion con el fin de marcar las células en proceso de muerte como fue
descripto mas arriba (figura 3.16). Realizamos stacks de alta resolucion
con una profundidad de 200 um para poder visualizar la muerte a nivel del
parénquima nervioso (figura 3.16 ¢, d y f) y en las meninges, las cuales
ocupan las primeras 50 micras a partir de la superficie del craneo (figura
3.16 ayb).

Las imagenes 3.16 a-b muestran la proyeccion del cerebro en el plano z;
la parte superior que corresponde al craneo del animal, inmediatamente
por debajo las meninges, donde se ve abundancia de células apoptdticas
tefiidas con Pl (en blanco), y por ultimo el parénquima nervioso donde
observamos en verde la sefal de la microglia y en blanco células
apoptdticas. La muerte celular en las meninges de los animales CD300f
Wt y KO fue cuantificada utilizando el software Imaris (figura 3.16 e). Si
bien se puede apreciar una leve tendencia al aumento de muerte celular
en animales KO, esta no resultd significativa, probablemente por el

reducido numero de animales que pudimos analizar.

Figura 3.16_ Muerte celular a nivel de las meninges y parénquima nervioso 6
horas luego de un mTBI. Imagenes obtenidas mediante microscopia in vivo de 2P en
animales CX3CR1-GFP CD300f WT a) y KO b); c-d) Muerte celular en el parénquima
de animales WT (c¢) y KO (d) correspondientes a distintos planos de las imagenes a y
b. En e) cuantificacion de la muerte celular a nivel de las meninges. En f)
magnificacion de la imagen d, donde se pueden observar células microgliales
fagociticas en animales KO (flecha). La barra corresponde en ambos casos a 50 um.

nWt y KO=2
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Por otra parte, en la seccién c-d de la figura 3.16 se muestra la muerte
celular a nivel del parénquima en animales CD300f Wt (figura 3.15 c) y
KO (figura 3.16 d) a las 6 horas de producido el trauma. No cuantificamos
la muerte celular en el parénquima mediante microscopia de 2P debido a
que esta no es la aproximacion mas adecuada para hacerlo ya que puede
dar lugar a la subestimaciéon del marcaje en niveles de profundidad
mayores a los 100 um debido a la pérdida de intensidad de la senal. La
imagen magnificada (figura 3.16 d recuadro rojo) muestra células Pl+
dentro de una microglia, lo cual puede interpretarse como una célula
muriendo siendo fagocitadas por la microglia (flecha). Con esto podemos
decir que si bien la actividad fagocitica de la microglia deficiente en
CD300f esta alterada basandonos en nuestros resultados anteriores, esta
no estd completamente bloqueada, y al menos a las 6 horas luego de
producido el trauma podemos observar células fagociticas competentes.
Por ultimo la seccion f de la figura 3.16 muestra la sefial de CX3CR1 en
las 30 micras superiores del stack, a nivel de las meninges. El area
ocupada por el marcador es un indicativo de la reactividad de los

macrofagos meningeales, la cual parece ser mayor en animales KO.

En base a estos resultados preliminares podemos sugerir que la
respuesta inflamatoria a nivel de las meninges en animales deficientes de
CD300f podria mostrar diferencias con respecto a los animales Wt. De
todas formas, unicamente hemos podido evidenciar tendencias que

habria que estudiar en mas detalle a nivel del reclutamiento de neutrdfilos
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y la morfologia de macréfagos meningeales, que podrian estar influyendo
en la respuesta mediada por células microgliales que observamos a nivel
del parénquima nervioso en animales KO. La expresion de diferentes
marcadores pro-inflamatorios, asi como alteraciones en la vasculatura y

BHE serian también interesantes de evaluar.

En resumen, el abordaje aqui empleado resulté muy adecuado para
analizar la respuesta inmediata de la microglia CD300f KO ante un trauma
moderado, donde al menos en las primeras etapas no hay ruptura de la
BHE ni infiltracion de células mieloides. Los analisis por 2P nos
permitieron visualizar el efecto de la deficiencia de CD300f en las células
microgliales, las cuales vieron afectada su funcion fagocitica, resultando
en una menor proporciéon de microglia Jellyfish y mayores niveles de
muerte celular en el parénquima nervioso de animales KO. Esta
metodologia de 2p es clave en el estudio de la fagocitosis in vivo, ya que
no existen marcadores proteicos o de otro tipo que puedan utilizarse

como indicadores fiables del nivel de fagocitosis celular.

3.2.3 Estudios del trauma a largo plazo

i) Puesta a punto del Modelo CCI-Test del Parallel Rod Floor
Los resultados obtenidos a partir del modelo de mTBI fueron muy
importantes para determinar el tipo de respuesta mediada por CD300f en

la microglia en la fase aguda luego de un trauma moderado. No obstante,
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en muchos casos las alteraciones derivadas del trauma cerebral se
desarrollan en dias, semanas y meses, llegando incluso a ser cronicas.
Recientemente se ha descripto que esta se trata de una patologia
progresiva, donde se observan cambios tisulares, degeneracion axonal y
neuroinflamacion, persistentes durante meses y hasta afios luego del
trauma (190, 217, 251) derivando en patologias psiquiatricas y distintos
tipos de demencia (184). Es por esto que el analisis de las alteraciones
inducidas por el TEC se ha extendido crecientemente hacia tiempos de

supervivencia mayores.

La evaluacion a largo plazo en roedores es compleja, tanto a nivel de
lesiones axonales como comportamentales (252). El grado de injuria es
evaluado mediante técnicas histolégicas y neurolégicas que requieren de
entrenamiento y tiempos de dedicacion elevados; muchos de los test
utilizados precisan de experiencia por parte del investigador y
entrenamiento previo de los animales como el rotarod (253, 254), o los
errores cometidos por los animales al caminar por una grilla (254), y se
basan en la observacion de registros de video lo cual no solo duplica el
tiempo dedicado al ensayo sino que los resultados pueden estar

sesgados por el investigador.

En la presente tesis, contribuimos a describir dos nuevas metodologias de

analisis de lesiones axonales y alteraciones neuroldgicas, principalemente

motoras, a largo plazo (3 meses) (ver articulo adjunto "Thy1-YFP-H mice
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combined with parallel rod floor test evidence short and long-term
traumatic brain injury progression.”) (252).

Se utilizdé el modelo de trauma severo descripto previamente, el impactor
cortical controlado o CClI, donde es posible evaluar los efectos del dafio a
largo plazo, tanto a nivel funcional como histologico (95, 252). Este
modelo se basa en la apertura de una ventana en el craneo, ubicada
entre bregma y lambda (sobre la corteza sensorimotora primaria), a través
de la cual un piston hidraulico impacta directamente sobre la duramadre y
corteza cerebral con una velocidad, profundidad y tiempo de impacto
controlado, determinados por el investigador. Por otra parte, la disrupcion
casi inmediata de la BHE en este modelo nos permite evaluar el papel
que juega la infiltracidon de otras células inmunes en la patologia del
trauma. La evaluacion de las lesiones neurolégicas se realizé mediante la
utilizacion del Test del Parallel Rod Floor, el cual resultdé ser un ensayo
robusto y no sesgado que permite evaluar el potencial neuroprotector de

moléculas candidatas en modelos animales de TEC.

El desarrollo de este modelo implico la adquisicion y puesta a punto del
sistema de impacto el cual no estaba disponible en nuestro pais, asi como
la seleccidon del abordaje adecuado para la evaluacion del dafio a nivel
funcional. El sistema de impacto fue puesto a punto primero para ratas, lo
cual fue parte de mi trabajo de maestria (227), y luego para ratones, lo
cual arrojo una reciente publicacion donde evaluamos la histologia y

funcién neuroldgica de animales Thy1-YFP-H luego de un trauma a largo

172



plazo (252). Por otra parte, para evaluar la disfuncion motora generada a
raiz del trauma, pusimos a punto el test del Parallel Rod Floor (figura
3.17), el cual si bien habia sido utilizado previamente para medir la ataxia
a consecuencia de la intoxicacion con alcohol (255), nunca antes habia
sido utilizado para evaluar la patologia traumatica a corto o largo plazo
(200). Este se basa en un sistema cerrado donde el ratdbn camina sobre
un suelo con barras paralelas separadas de una placa metalica (suelo
estandar) o separadas de una rejilla (suelo nuevo) (figura 3.17 a), y cada
vez que el ratdbn comete un error, este es cuantificado automaticamente al
entrar en contacto con el suelo dado que se cierra un circuito.

Para evaluar la capacidad de este test en discriminar entre animales
naive y CCI utilizamos un set de 12 animales de la cepa C57/BL6, 6 de
los cuales se mantuvieron en condiciones naive y los otros 6 les
realizamos un trauma por CCI. Los animales fueron evaluados por el Test
del Parallel Rod Floor durante una semana; en el dia 0 previo al trauma y

alos 1, 3y 7 dias luego del mismo.

173



Total errors

~+— Standard Floor

Spontaneous locomotor activity (% of day 0)

b c
00 -+ Naive PY
- CCl -+ Naive
175 7 o - CCl
1501 = - o
1254 E 51
100 [
[+ 44
75 =
w3
-
501 2
25 1
& 0 1 3 7 0 0 1 3 7
days postlesion (dpl) days postlesion (dpl)

-=- New Floor

-+~ Standard Floor
~=- New Floor

T T
1417 24

3 49
days postlesion (dpl)

T
70

8 n37 e 2 % ® 70 o
days postlesion (dpl)

Figura 3.17_ EIl test del Parallel Rod Floor detecta déficits motores y

comportamentales luego de un TEC. a) SF: suelo estandar, NF, suelo nuevo, barras

de calibracién 6.5 mm. Los ratones C57/BL6 sometidos a CCIl con una profundidad de

contusion de 2mm, y puestos en el piso estandar muestran un incremento en la

actividad locomotora espontanea b) y en el nimero de errores/m c¢) cuando son

comparados con naive (b-c *p<0.05 **p<0.01 y ***p<0.01 Naive vs CCI, Test de ANOVA

de dos vias para medidas repetidas seguido de Bonferroni, y &&p<0.01 vs Naive 0dpl,

Test de comparacion multiple de Dunnett, ANOVA de una via para medidas repetidas);

d-e) ambos tipos de suelo detectan errores con un perfil bifasico similar pero con leves

diferencias de sensibilidad. Test de comparacion de Dunnett, medidas repetidas

ANOVA de una via, *p<0.05 vs suelo estandar Odpl, &p<0.05 vs suelo nuevo. n=6 en

ambos estudios.
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Analizando la actividad locomotora espontanea (figura 3.17 b) podemos
ver que los animales naive muestran una aclimatacion al medio
reduciendo su actividad locomotora espontanea (&&p<0.01), mientras que
los animales sometidos al CCl muestran diferencias significativas en los
dias 3y 7 luego del trauma (***p<0.01 y **p<0.01 respectivamente), como
ha sido reportado previamente en diversos estudios. Por otro lado,
analizando los errores cometidos por metro recorrido entre los animales
naive y CCI (figura 3.17 c) podemos notar que las diferencias aparecen a
partir el dia 1 post trauma hasta el dia 7 (***p<0.001 **p<0.01 *p<0.05),
sugiriendo que el Test del Parallel Rod Floor es capaz de diferenciar entre
el comportamiento de animales sometidos a un trauma por CCI vs naive,
al menos durante la primera semana, resultando en un aumento de la
actividad locomotora espontanea y los errores por metro cometidos luego
del trauma.

Por otra parte, realizamos un estudio comportamental a largo plazo luego
del trauma por CCI utilizando animales Thy1-YFP-H12. Este ensayo nos
permiti6 ademas comparar las diferencias entre el uso del suelo estandar
y el suelo nuevo (creado por la compafiia Stoelting, figura 3.17 a), el cual

no habia sido hasta ahora testeado en ningun otro trabajo.

Utilizando el suelo estandar para la evaluacidén de el comportamiento de

los animales YFP luego de un trauma podemos ver que a corto plazo

12 | os ratones de la cepa Thy1-YFP-H expresan la proteina fluorescente amarilla (YFP) en un ~5%
de las neuronas piramidales de la capa V y en menor proporcion de la capa lll.
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estos se comportan tal como los animales WT de la grafica 3.17 ¢, donde
hay un incremento inmediato en el numero de errores/m luego del CCI.

Por otra parte, el analisis a largo plazo muestra que esta afeccion en el
desempeio motor persiste en el tiempo, mostrando cambios progresivos
en la curva de errores totales y errores/m de los animales traumatizados
al menos hasta los 85 dias de evaluado (figura 3.17 d-e, linea verde). Es
importante relativizar el n° errores con el total de metros caminados para
descartar posibles variables adicionales como que un animal con menor o
mayor ansiedad camine distancias mayores o menores, lo cual influiria

per se en el n° de errores cometidos.

Luego de modificar el test incluyendo un nuevo suelo (figura 3.17 d-e,
linea roja), observamos el mismo tipo de comportamiento comparado con
el suelo estandar. Segun podemos ver en la figura, ambos tipos de suelo
son capaces de detectar los errores de los animales traumatizados con
perfiles similares, observandose en ambos casos una curva bifasica con
un rapido incremento del numero de errores total y errores/m durante los
tres primeros dias luego del trauma, seguido de un pico que se retarda en

el tiempo al utilizar el suelo estandar.

Estos resultados permiten concluir que el uso de CCl combinado con el
Test del Parallel Rod Floor es una buena aproximacion para estudiar las
etapas agudas y crénicas del TEC del punto de vista funcional. El patrén

de n° errores/m relativos descripto en la etapa aguda post-trauma es
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similar para ambos genotipos analizados. Por otra parte, este
comportamiento varia segun los tiempo estudiados, encontrando dos
picos separados en el tiempo, donde el desempeno motor de los animales
empeora; esto puede deberse a las variaciones en la respuesta
inflamatoria, picos en la degeneracion axonal o cambios en la capacidad
regenerativa del tejido nervioso, entre otras razones posibles. Este es un

efecto interesante del CCl que debemos estudiar en mas detalle.

En este contexto, nos enfocamos en el estudio del KO CD300f para
evaluar la participacion de las células inmunes que contienen este

receptor en la respuesta inflamatoria post-traumatica a corto y largo plazo.

3.2.4 Papel del receptor CD300f en el modelo de trauma severo - CCI

i) Analisis comportamentales

Comenzamos este estudio analizando el patrén de respuesta
comportamental de los animales CD300f Wt y KO durante 3 meses luego
de realizarles un trauma por CCI (figura 3.18). Para ello, utilizamos el Test
del Parallel Rod Floor como fue descripto previamente.

Comparando con los resultados obtenidos en el analisis anterior (figura
3.17) podemos decir que el patrén de errores por metro cometidos por los
animales en ambos estudios es similar, observandose los dos picos

caracteristicos en el tiempo.
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Al analizar la grafica de n° errores/m cometidos luego del trauma (figura
3.18 b), lo que mas nos llama la atencion es el exagerado aumento en el
numero de errores/m que observamos en los ratones KO comparados con
los Wt. Este aumento se sostiene en el tiempo, y los animales KO no
alcanzan nunca la recuperacion a niveles basales como ocurre con los
Wt. Vemos también un desfasaje hacia la derecha en la curva bifasica de
errores de los animales KO, que muestran una respuesta no solo mayor
en tiempos iniciales, sino una afectacion retardada mayor. Esto muestra
una clara diferencia entre ambos genotipos, y demuestra la participacion
del receptor CD300f en vias que directa o indirectamente afectan la

coordinacion motora de los animales luego de un trauma.

Figura 3.18_ Estudio a largo plazo del desempeiio motor de ratones CD300f WT vs.
KO luego de un trauma por CCI. a) disefio experimental para el estudio de la influencia
del receptor CD300f en la respuesta post-traumatica a corto y largo plazo. Se analizaron
los cerebros de los animales mediante técnicas de amplificacion de ARNm e histologia a
diferentes tiempos. Se evalud el desempefio motor de los animales a lo largo de todo el
experimento. Se utilizaron ratones macho Wt y CD300f KO de 3-6 meses de edad. Se
estudié el comportamiento de animales durante 90 dias posteriores al CCl. b)
Comparacion de los errores cometidos por metro recorrido, relativos al promedio de
errores basales de cada grupo. Los animales KO (linea verde) cometen mas errores/m
que los WT (linea negra) a lo largo de todo el ensayo. **p<0.01, ***p<0.0001 ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni. ¢) Actividad locomotora espontanea = distancia
total recorrida durante 10 minutos en el campo abierto. El patrén de actividad locomotora
espontanea es el mismo para ambos genotipos aunque se ve una tendencia a la
disminucion en los animales KO. *p<0.05 T test. n WT=13, n KO=13 en 3 sets de

experimentos diferentes.
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Modelo CCI
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Cuando analizamos detalladamente los errores por metro cometidos por
los ratones CD300f KO con el de los Wt (figura 3,18 b) vemos que en
ambos ocurre una respuesta inmediata al dafio desde el dia 1 post lesion
(dpl), que en los Wt es capaz de resolverse hacia una fase de
recuperacion mas rapidamente que en los KO, mientras que en estos
ultimos, el dafo cognitivo-motor muestra ser mucho mayor, y luego de
alcanzar el pico maximo de errores por metro se mantiene en una meseta
que recién disminuye al dia 40 pl, donde se ve una recuperacion motora
llegando a un pico minimo de errores para el dia 50, y vuelven a
empeorar hacia el dia 90 pl. En los animales Wt sin embargo, vemos que
luego de la respuesta inmediata al dafio, estos animales muestran una
mejoria motora ya en la primer semana posterior al trauma, alcanzando
un pico minimo al dia 25, y nuevamente empeoran hacia el dia 65 y para
el dia 90 pl ya resolvid, alcanzando nuevamente niveles de errores
similares a los basales. Como podemos ver en la grafica, el segundo pico
en los animales KO no solo alcanza niveles mayores comparado con W,
sino que tiene un efecto retardado. EI primer valle en la curva de errores

errores por metro se encuentra en el dia 25 pl para Wt y 50 para KO

Analizando la gréafica de actividad locomotora espontanea (figura 3.18 c),
observamos que el patron de respuesta en el tiempo es similar para
ambos grupos. Unicamente se observa una tendencia a una mayor
afectacion locomotora en los primeros dias en animalres KO con respecto

a los Wi.
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De acuerdo al patrén observado en el desempefio motor de los animales
luego de un CCI elegimos 3 tiempos clave para estudiar la influencia del
receptor CD300f en la respuesta al trauma. En este sentido, decidimos
evaluar distintos parametros de la respuesta post-traumatica en animales
CD300f Wty KO en los dias 1, 5y 90 luego de un TEC,; i) elegimos el dia
1 pl por representar la fase aguda de la respuesta inflamatoria al dano
mecanico directo, por lo que puede brindarnos informacién sobre las vias
inflamatorias que se activan a corto plazo y las consecuencias de la
ausencia de CD300f del punto de vista molecular. En relacion al patron
comportamental, a este tiempo vemos un aumento en el numero de
errores y disminucion de la distancia recorrida en ambos grupos ii) al dia
5, la respuesta inflamatoria aguda comienza estabilizarse y comienza una
fase de reparacion/regeneracion del tejido nervioso (184). Con respecto al
analisis comportamental, se observa que en animales Wt este tiempo se
corresponde con el comienzo de la disminucion en el primer pico de la
curva de n° errores/m, sin embargo, los animales CD300f KO se
encuentran en la meseta primaria del compromiso motor. Asumimos por lo
tanto que ese tiempo es interesante para evaluar las consecuencias de la
deficiencia en el receptor CD300f en la respuesta temprana. Por ultimo, el
dia 90 es el punto temporal mas distal al momento de trauma, este nos
brindara informacién sobre la repercusion de la deficiencia en el receptor
CD300f en la respuesta inflamatoria post-traumatica a largo plazo,
incluyendo el periodo de la resolucién de la inflamacion. Este punto es

particularmente interesante ya que a nivel comportamental vemos que los
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animales Wt retornaron a los niveles basales, mientras que los KO estan
recién comenzando el segundo pico de aumento en el numero de errores

por metro.

ii) Analisis histolégicos

Realizamos cortes seriados de animales a los 5 y 90 dpl y teAimos con la
técnica de Nissl para analizar el volumen de lesibn y grado de
conservacion del tejido nervioso respectivamente (figura 3.19). Estas dos
mediciones si bien estan relacionadas no son lo mismo, ya que el calculo
del volumen de lesién se basa en la cuantificacion bajo el microscopio del
area de tejido comprometida por desorganizacion de la sustancia blanca y
gris o pérdida de tejido en cada corte con respecto al area total del
hemisferio lesionado, mientras que el calculo de tejido conservado se
basa en la cuantificacién del tejido remanente del hemisferio lesionado
con respecto al area del hemisferio contralateral. Esto se debe a que con
el colapso del hemisferio por la pérdida de tejido a los 3 meses es muy
complejo determinar un volumen de lesion, y es por esto que suele
utilizarse entre otras medidas el volumen de tejido remanente o su

inverso, el volumen de pérdida de tejido con respecto a contralateral.

Establecimos el punto 0 de coordenada en el eje céfalo-caudal como el
primer corte en el cual aparecen los ventriculos laterales (figura 3.19 a,
flechas), y realizamos las medidas del area lesionada por corte utilizando

el software FIJI. Para la cuantificacion del volumen de lesion en el dia 5 pl
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consideramos el sitio directo del trauma y las regiones periféricas donde
el tejido se viera comprometido o desorganizado (figura 3.19 b y 3.20 a,c).
Esta zona peri-contusional a veces se puede extender hasta el cuerpo
estriado, donde se aprecia la desorganizacion de las fibras y haces de
sustancia blanca. Mientras que para la cuantificacion de la lesion al dia
90, donde el tejido nervioso colapsé y es muy dificil trazar los limites para
cuantificar el porcentaje de pérdida del volumen, éste fue calculado como

tejido conservado- (figura 3.19 cy 3.20 c-e).

Analizando la histologia de los cerebros a los 5y 90 dpl, observamos una
tendencia de los animales KO a presentar lesiones de menor tamano,
contrariamente a lo que esperabamos, (figura 3.20 a-b), y un claro
corrimiento de la lesion hacia caudal (figura 3.20 a), con un pico en el
corte n° 1 para WT y en 4-5 para KO. Esto quizas pueda deberse a
diferencias en el tamafio de los cerebros de los animales KO y Wt, en
este sentido, los cerebros de los animales KO parecen ligeramente mas
pequenos que los Wt como podemos apreciar en los cortes seriados de
cerebro tefidos con Nissl (figura 3.19 a). Si bien evaluamos el tamafio de
los cerebros de los animales Wt y KO luego del trauma, los resultados no
son representados en este trabajo ya que podrian estar reflejando
consecuencias post-traumaticas como el edema, lo cual podria alterar el
volumen normal de los cerebros. Para evitar este artefacto se realizo la

comparacion del peso de cerebros de animales CD300f Wt y KO en
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condiciones naive, aunque tampoco se encontraron diferencias entre los

grupos.

A Niss| CCI 5 dpl

WT B 5 dpl

Cavidad

KO
o«
ap
o

(o] 90 dpl

Figura 3.19_ Analisis de la lesién cortical en secciones seriadas de cerebros de
animales CD300f WT y KO teiiidos con la técnica de Nissl. a) Imagen representativa
de la tincion de Nissl en cortes coronales seriados de cerebros Wt y KO 5 dias
posteriores al CCI. La flecha indica el punto “cero” del eje anteroposterior que se utilizd
en las graficas 3.19 a y b; b) Esquema representativo de los parametros considerados
para el calculo del volumen de lesion en cerebros de animales Wt y KO 5 dias luego de
un CCI [volumen de lesion = cavidad del tejido + tejido comprometido (perilesion)]; en c)
vemos que la cavidad cortical a los 90 dpl es mucho mayor que al dia 5 pl, si bien la

medida del tejido comprometido circundante se dificulta por el colapso general del tejido

nervioso.
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Por otra parte, a los 90 dpl podemos ver que la diferencia en el volumen
de lesiéon entre ambos genotipos que se intuia ya desde el dia 5 pl, se

establece, existiendo una mayor conservacion de tejido en los animales

CD300f KO comparados con Wt (Figura 3.20 b, d).

Asimismo, podemos ver que el corrimiento en las coordenadas de la
lesidon ya no se observa, y que la curva se ensancha y achata de 5 a 90
dpl, con lo cual ya no aparece claro el limite entre el centro de la lesién y
la periferia que se veia a tiempos mas cercanos a la lesion.

La reduccion en el volumen de lesion se contradice con los resultados
obtenidos a partir los analisis comportamentales, donde vemos que los
animales KO cometen un numero de errores significativamente mayor que
los Wt en los 2 tiempos evaluados por histologia, 5 y 90 dpl (figura 3.20
e). Intentamos correlacionar el volumen de la lesion con el numero de
errores cometidos por metro en cada uno de los animales (figura 3.20 f), y
encontramos que mientras que en WT existe una tendencia a la
correlacion positiva entre estos dos parametros como es de esperar (a
mayor volumen de lesidn mayor numero de errores por metro), en los KO
no parece haber correlacion alguna (r Pearson WT = 0.6, r Pearson KO =
0.07) sino que independiente del tamafio de la lesién, ellos cometen mas

errores por metro que los Wt .

En base a estos resultados podemos decir que existe una clara afectacion

en la respuesta post-traumatica mediada por la deficiencia del receptor
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CD300f a corto y largo plazo; si bien los animales CD300f KO luego de un
trauma por CCI presentan un volumen de lesion reducido con respecto a
WH, lo cual generalmente se correlaciona con una mejoria fisiolégica o

cognitiva, estos animales presentan claros déficits motores.

iii) Analisis moleculares

Con el fin de analizar la influencia del receptor CD300f en la respuesta
post-traumatica del punto de vista molecular, analizamos el perfil de
expresion de mediadores pro y anti-inflamatorios, asi como de moléculas
involucradas en las vias fagociticas, en la region especifica del cerebro
que incluye la zona del dano primario y periferia de animales CD300f Wt y

KO luego de un trauma a diferentes tiempos (figura 3.21).

Para el estudio del perfil de expresion génica a 1 dpl utilizamos las placas
PrimePCR™ descriptas en el analisis de los animales naive. Nuevamente
estudiamos el perfil de expresion de genes involucrados en las vias
fagociticas y de inflamacién aguda en cerebros CD300f Wt y KO, y para
complementar amplificamos otros genes no incluidos en estas placas
mediante gPCR (figura 3.21). Los resultados obtenidos se muestran en el
heatmap de la figura 3.21 b, donde podemos observar que en términos
generales hay muchos genes implicados en las vias estudiadas que
cambian su patron de expresion en cerebros CD300f KO comparados con
Wt, mientras otros se mantienen estables (resultados normalizados con

respecto a Wt = 1, se muestra el logaritmo> del cambio (Log2 fold
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Figura 3.20_ Progresion temporal-espacial de la lesion cortical en animales CD300f
WT y KO. a-b) Progresion espacial del area lesionada a los 5 (a) y 90 dpl (b) evaluados
mediante histologia; c-d) Volumen de lesion a los 5 y 90 dpl respectivamente calculados
a partir de a y b. El grafico en ¢) representa el porcentaje del hemisferio lesionado,
mientras que d) muestra el porcentaje de tejido perdido con respecto al hemisferio
contralateral, &p<0.05 T test de dos colas. e) Errores por metro relativos al dia 0=1
analizados por el Test del Parallel Rod Floor obtenidos de los resultados de la figura 3.18
a. f) Correlacién de pearson entre errores/m y volumen de lesién a los 90 dpl; en Wt la
correlacion posee una tendencia es mas fuerte que en KO, donde no se ve correlacion,
el numero sobre la pendiente indica el coeficiente de correlacion. Ensayo realizado con

animales macho de 3-6 meses, nWty KO=13.
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change); en rojo sobre expresion, en azul disminucion de la expresion).

Analizando detalladamente la expresidn de genes especificos realizamos
4 graficos donde agrupamos a los marcadores homeostaticos/DAM,
fagociticos, inflamatorios y de reclutamiento (figura 3.21 c-e). Como
podemos observar en el grafico 3.21 ¢ que muestra la expresion de genes
de microglia homeostaticos/DAM, la tendencia a la disminucién del gen
P2ry6 que observabamos en los cerebros de animales CD300f KO naive
se refuerza luego de un trauma severo. Observamos que la expresion de
este gen se encuentra fuertemente disminuida en los animales KO
(p=0.02) en la fase aguda de la lesiéon a 1dpl, lo mismo que se observa
para Arg1 (p=0.02). Sin embargo la expresion de los otros marcadores
microgliales homeostaticos se mantiene a niveles similares a los Wt luego
de un trauma, lo cual indica que en términos generales la microglia
mantiene sus funciones basicas, si bien posee un fenotipo levemente
alterado. Cabe recordar que el receptor P2RY6 es clave para la induccion
de la respuesta fagocitica de las células microgliales. En este sentido,
muchos otros genes asociados a esta respuesta se encuentran también
alterados en los cerebros KO (figura 3.20 d), tales como Marco (p=0.07) y
SirpB1a (p=0.01), los cuales se expresan a niveles por debajo de la mitad
comparados con Wt, mientras que Adipog se encuentra altamente
sobreexpresado (p=0.05), al igual que el gen Scrab1 cuya leve sobre-

expresion es significativa (p=0.04).
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Por otra parte, el gen que codifica para la opsonina Gal-3, expresada
fundamentalmente en microglia (122), posee una tendencia a la
disminucién, al igual que lo observado en naive. Esta opsonina es clave
en el reconocimiento de células en proceso de muerte y fagocitosis por
unirse al receptor de fagocitosis MertK (42, 120), pero también se ha
descripto recientemente su participacion en la respuesta neuroinflamatoria
a traves de su union al receptor TLR-4 (122). En este sentido, los autores
describieron que la deficiencia o bloqueo del Gal-3 en animales sometidos
a un trauma reduce la inflamacién, la activacion de la microglia y la
pérdida neuronal, sin embargo, no se realizaron estudios a nivel
comportamental. Por su parte, Marco se relaciona directamente con la
actividad fagocitica; se ha visto que su disminucién inhibe la respuesta
fagocitica de células dendriticas y microglia en cultivo (256). Observamos

que en los animales KO la expresion de este gen se encuentra altamente

Figura 3.21_ Comparacion del perfil de expresion génica de cerebros CD300f KO y
Wt en la fase aguda 1 dia post CCl. a) Representacién esquematica del tejido utilizado
en el analisis molecular; b) Heatmap mostrando el cambio en el perfil de expresion
génica de animales KO comparados con Wt (Log2 change); en rojo = genes sobre
expresados en KO, en azul = disminuidos en KO, en blanco = no hay cambios. c)
Expresion de genes microgliales homeostaticos/DAM en animales KO vs Wt luego de un
trauma; d) perfil de expresion de genes involucrados en el reclutamiento y activaciéon de
poblaciones de fagocitos mononucleares (neutrofilos y microglia); e) perfil de expresion
de genes especificos de fagocitosis; f) perfil de expresion de genes involucrados en la
inflamacion aguda. Resultados normalizados con respecto a Wt = 1. p = p-value t student

de dos colas. NWT y KO = 3-6.
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inhibida, lo cual pueda deberse a algun mecanismo compensatorio del
sistema para intentar aumentar los niveles de fagocitosis luego de un

trauma.

En cuanto a la respuesta anti inflamatoria, el gen que codifica para el
receptor de manosa (Cd206)13 se encuentra altamente sobreexpresado
(p=0.02), contrariamente a lo que veiamos en los animales naive. Tanto el
receptor CD206 como Arg1 son caracteristicos de la respuesta pro-
regenerativa o anti-inflamatoria en el cerebro (7), sin embargo
curiosamente, mientras Cd206 aumenta su expresion, Arg1 se encuentra

disminuido en los animales KO (p=0.04) (figura 3.20 e).

Evaluamos también la regulacion de la respuesta pro-inflamatoria
dependiente de CD300f y encontramos que los niveles de expresion de
los genes pro-inflamatorios clave como /1B, Infy y Tnfa no se ven
afectados por la ausencia de este receptor luego de un trauma, mientras
que /110, relacionado con respuestas anti-inflamatoria, se encuentra muy
por encima de los valores encontrados en Wt (p=0.06). Por otra parte, /16
que se encontraba sobre expresados en naive, se iguala con Wt luego del

tfrauma.

13 CD206 se relaciona con la funcién fagocitica tras el reconocimiento de
patrones con residuos de manosa.
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Por otra parte, observamos una tendencia a la sobre-expresion del
receptor de neutrofilos Cxcr1 y la quimioquina Cxcl1 o “proteina
activadora de neutrofilos” (figura 3.22), asi como un alto nivel del receptor
Fpr2 (p=0.06) el cual es un fuerte activador/receptor quimiotactico de
estas células. Con esto podriamos intuir un aumento en los niveles de
reclutamiento de neutrdfilos luego de un CCI (como también sugeria el
estudio en meninges), si bien no vemos cambios gruesos en la expresion
del gen Mpo que codifica para la enzima implicada en su actividad
microbicida (mieloperoxidasa). Observamos también una fuerte
disminucién en los niveles de expresion en el gen de la quimioquina

Mip1a (o Ccl3) (figura 3.22-3.24 b), la cual funciona como activadora de

>

Neutrofilos B Monocitos/macréfagos

p 0.06

o
g
.

1

2.0+

»
g
=1

© w »
T T 2

N
g

2%

Expresion relativa normalizado con
o N
g e

Expresion relativa normalizada con WT

=4
i

Figura 3.22_ Expresiéon de quimioquinas y receptores involucrados en la
comunicacion con leucocitos periféricos en cerebros Wt y CD300f KO luego de un
trauma por CCI. Expresién de genes involucrados en el reclutamiento de a) neutrdfilos y
b) monocitos/macréfagos. Resultados normalizados con respecto a Wt = 1. p = p-value t

student de dos colas. NWT y KO = 3-6.
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macréfagos (también de neutrdfilos), actuando a través del receptor
CCRH1 (figura 3.22 y 3.24 c), si bien los niveles del ultimo luego del trauma

se mantienen inalterados.

Realizamos analisis temporales de la expresion de distintos genes (figura
3.23, 3.24 y 3.25) y observamos variaciones en la regulacion de varios de
ellos, de manera dependiente de CD300f.

No encontramos diferencias significativas en los niveles de expresion de
CD4 (figura 3.23 a) ni en condiciones naive ni luego del trauma si bien se
puede distinguir cierta tendencia al aumento luego del mismo. Por otra
parte evaluamos los niveles de hemoglobina a1 y a2 en condiciones naive

0 luego de un trauma para evaluar la posible existencia de hemorragias
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Figura 3.23_ Curso temporal de la expresion de distintos genes cerebros Wt y
CD300f KO naive y luego de un trauma por CCIl. Comparacion del perfil de expresién
de genes en cerebros naive vs CCl para CD300f Wt y KO: En a) CD4 b) y ¢)
hemoglobina a1 y a2 respectivamente. Resultados normalizados con respecto a Wt

naive = 1. nWT y KO = 3-4.
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cerebrales y tampoco vimos diferencias entre los genotipos (figura 3.23 b-

c).

Por otra parte, observamos que mientras en Wt la expresion de p2ry6
aumenta luego del trauma comparado con cerebros naive, en cerebros
KO este aumento no ocurre sino que sus niveles se mantienen
constantes, similares a KO naive (figura 3.24 a). El efecto observado en
CD206 es similar, aunque este gen disminuye su expresion Wt luego del
trauma comparado con Wt naive, mientras que en KO se mantiene a
niveles constantes (figura 3.24 b). Por otra parte, los niveles de IL6,
basalmente mas elevados en KO naive se igualan a Wt luego del trauma,
donde aumentan significativamente en ambos genotipos (figura 3.24 c).
Por su parte, la expresion de Arginasa 1 se mantiene mas baja que en Wt
en ambas condiciones, naive y CCI; esta sufre un fuerte aumento de sus

niveles luego del trauma en ambos genotipos (figura 3.24 d).

Observamos que la quimioquina Mip1a parte de niveles similares en Wty
KO naive y luego del trauma aumenta, aunque su expresion es mas baja
en los animales KO CCI que en Wt (figura 3.25 a), mientras que CCR1
(figura 3.25 b) posee una expresion basal aumentada en cerebros KO
naive comparados con Wt naive, y luego del trauma aumenta para ambos
genotipos y se iguala, al igual que ocurre con el receptor CD163 (figura

3.25c).
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Figura 3.24_ Curso temporal de la expresion de distintos genes involucrados en la
respuesta inflamatoria en cerebros Wt y CD300f KO naive y luego de un trauma por
CCIl. Comparacion del perfil de expresion de genes en cerebros naive vs CCI para
CD300f Wty KO: En a) P2ry6; b) Cd206; c) IL-6; d) Arg1. Resultados normalizados con
respecto a Wt naive= 1. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 T studient de dos colas. nWT y

KO = 3-6.
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Figura 3.25_ Curso temporal de la expresion de distintos genes involucrados en el
reclutamiento/activacion de leucocitos en cerebros Wt y CD300f KO naive y luego
de un trauma por CCI. Comparacion del perfil de expresion de genes en cerebros naive
vs CCl para CD300f Wt y KO: En a) Mip1a; b) CCR1; c) CD163. Resultados
normalizados con respecto a Wt naive= 1. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, t student de

dos colas. NWT y KO = 3-13.

Para el analisis de la expresion génica a los 5 dpl se amplificaron algunos
genes clave en la respuesta pro-inflamatoria como /13, Cd86, Cd11b y el
gen especifico de microglia Tmem119 (figura 3.26). No encontramos
diferencias significativas en ninguno de los genes analizados respecto a
Wt (figura 3.26 a). La figura 3.26 b-c muestra el curso temporal de la
expresion de dos de estos genes, Cd711b e 1183, y se puede observar que
los niveles de expresidén no varian entre los genotipos, aunque existe una
fuerte tendencia a la disminucién en Cd711b a los 5 dias luego del trauma
(figura 3.26 b). Los niveles de //13 en ambos genotipos aumentan en la
fase aguda (1dpl), y disminuyen hacia la semana post trauma, si bien se
siguen observando niveles elevados comparados con naive (figura 3.26

C).
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Figura 3.26_Analisis de la expresion de citocinas pro-inflamatorias a los 5 dpl. a)
Expresién génica de las citocinas pro-inflamatorias Cd86, Cd11b e I11B, clave en el
desarrollo de la respuesta inflamatoria post traumatica, y del gen homeostatico Tmem119
5 dias luego del CCIl. No se ven alteraciones evidentes en su expresion si bien hay una
tendencia a la disminucion de la expresion de Cd11b. b-c) Curso temporal de la
expresion de Cd11b (b) e 1 (c) en animales previo a la lesion (naive) y al 1 y 5 dpl,
vemos que la tendencia a la disminucion de Cd11b se observa unicamente a los 5 dpl y

no durante la respuesta aguda.

Con esto podemos concluir que la deficiencia de CD300f aumenta la
respuesta anti-inflamatoria, (IL-10, CD206) pero no influye en la respuesta
pro-inflamatoria tipica (IL-1B, INfy, TNFa, CD86) la cual se mantiene
inalterada en animales WT y KO. Por otra parte, en los animales KO se ve
una clara disminucidn en algunos de los genes mas importantes
implicados en la fagocitosis (P2ry6, Sirp1a) y el aumento probablemente
compensatorio de otros como Scarb1 o Adipogq.

En resumen, CD300f disminuye la respuesta anti-inflamatoria y participa

de la fagocitosis de células necréticas y productos de desecho en la fase
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aguda del trauma, cuando es necesario limpiar la zona de restos celulares
para permitir la reparacion y regeneraciéon del tejido, asi como la correcta
reconexion y plasticidad neuronal.

La alta suceptibilidad de los ratones CD300f KO a los efectos de la

respuesta post-traumatica resaltan la importancia de CD300f como un

regulador negativo de la misma.
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3.3 Experimentos en marcha

3.3.1 CD300f en el envejecimiento

Muchos trabajos cientificos se han enfocado ultimamente en mostrar el
papel que poseen distintos receptores microgliales durante el
envejecimiento, tales como el receptor inhibidor con dominios ITIMs
SiglecE. Su ausencia produce una acortamiento del ciclo vital, un
aumento en las canas en los machos, y aumento en la produccién de
radicales libres entre otras cosas. Esto se enmarca en la hipotesis pro-
inflamatoria del envejecimiento (238), que postula que la acumulacién de
pequefios estimulos pro-inflamatorios subclinicos de bajo grado generan
a largo plazo un ambiente pro-inflamatorio neurodegenerativo en la vejez.
Por otra parte también se ha descripto la des-regulacion de varios genes
microgliales homeostaticos durante este proceso (28, 30), entre los que
se destacan los receptores inmunomoduladores que incluyen a la familia
TREM y CD300 (179), y otros genes asociados al metabolismo microglial
(28, 179). Este es un campo muy fértil en donde varias neuropatologias
se han ligado al mal funcionamiento de estas células en los procesos de
envejecimiento. En el caso de CD300f, un estudio reciente muestra cémo
este receptor se ve sobreexpresado en el cerebro con la edad (179). En
este contexto, nosotros comenzamos a analizar las consecuencias de la
deficiencia del receptor CD300f durante el envejecimiento de animales KO
comparados con WT. Para ello, tres cohortes de animales (con un total de

43 animales WT y 45 KO) fueron mantenidas en el bioterio del Instituto
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Pasteur (2) y la Facultad de Medicina (1) durante un periodo de dos anos,
durante los cuales se controlaron parametros comportamentales, tales
como ataxia y actividad locomotora espontanea, ademas de evaluar otros
parametros metabdlicos, peso y aparicion de canas. Finalmente,

realizamos ademas estudios de sobrevida en animales WT y CD300f KO

En la figura 3.22 podemos observar que si bien en animales mas jovenes
no existen diferencias de pesos entre ambos grupos, los animales
deficientes en el receptor CD300f poseen una reduccion significativa en
su masa corporal a partir del mes 6, y luego se mantienen siempre por
debajo de WT. En cuanto a la aparicion de canas, evaluamos el pelaje al
afno y medio de vida y notamos que los animales CD300f KO presentan
un 50% mas de canas comparados con los WT, lo cual esta fuertemente

asociado al envejecimiento (238).

Por otra parte, los resultados obtenidos en los estudios comportamentales
hasta el mes 22 no arrojaron diferencias significativas en relacién a la
aparicion de ataxia o actividad locomotora espontanea (figura 3.23). Sin
embargo, por un tema de disponibilidad de tiempo, este estudio fue
continuado por otros miembros del laboratorio, los cuales culminaron los
ensayos de conducta y recoleccion de muestras para préximamente
realizar los analisis bioquimicos y moleculares particulares para la
busqueda de la conexion entre las funciones del receptor CD300f y los

procesos envejecimiento. Los datos obtenidos luego del mes 22 muestran
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que a partir de los dos anos, la ausencia de este receptor influye en las
funciones motoras analizadas, con un aumento progresivo de la

descoordinacion motora o ataxia en animales KO comparados con Wh.
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Figura 3.27_ La ausencia del inmuno-receptor CD300f agrava el fenotipo de
envejecimiento. a) Peso de los animales macho a los 3, 6, 18 y 22 meses. Observamos
que el peso de los animales KO es menor al de los Wt a los 6 meses de vida, y conforme
pasa el tiempo este se encuentra siempre por debajo de los Wi, si bien las diferencias en
los otros tiempos estudiados no resultaron significativas. b) Evaluaciéon del pelaje de
animales macho KO y Wt al afio y medio de vida por 3 observadores independientes en
un estudio a ciegas. Se puede observar un claro aumento del numero de canas de los

animales KO con respecto a Wt. *p<0.05, ***p<0.001 t student de dos colas.
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Figura 3.28_ Analisis de los parametros comportamentales de animales CD300f Wt
y KO durante el envejecimiento. Se utilizaron animales macho y hembra de 3 cohortes
diferentes. Graficos superiores medida de ataxia, graficos inferiores: actividad
locomotora espontanea medidas por el test del Parallel Rod Floor a los a) 6 meses b) 18
meses y c) 22 meses. No se observan diferencias en los parametros evaluados hasta el

mes 22.

Finalmente, los estudios de supervivencia (figura 3.24) mostraron la
ausencia del inmuno-receptor CD300f reduce significativamente la
expectativa de vida de los animales; existe una aceleracion en la muerte
de los animales CD300f KO con respecto a WT, y una reduccion
significativa de tasa de supervivencia de los animales deficientes en

CD300f.
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Figura 3.29_La ausencia del inmunoreceptor CD300f reduce la expectativa de vida
de los ratones. Curva de supervivencia de animales Wt y CD300f KO (n Wt=43, n KO=
45) machos y hembras seguidos durante 140 semanas. Se grafico el % de supervivencia
en funcion del tiempo (semanas). El andlisis mediante el test de Mantel-Cox (Log-rank)

mostro diferencias significativas en las curvas de sobrevida (y2= 6.29, df=1yp =

0.01).
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CAPITULO IV

DISCUSION Y CONCLUSIONES
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El hecho de que el receptor CD300f reconozca PS, un aminofosfolipido
expuesto en la monocapa externa de la membrana celular de células en
proceso de muerte o células activadas, ha brindado importancia a su
papel en la modulacion de las funciones inmunes y su participacién en la
respuesta inmunoldégica a muchas condiciones patoldégicas como
enfermedades infecciosas, auto-inmunes, cancer, alergias e inflamacion
cronica. Pese a que las evidencias sugieren la gran importancia de este
receptor en la regulacion de las condiciones inflamatorias, muy pocos
estudios han evaluado su papel en el sistema nervioso.

En la presente tesis examinamos el rol del inmuno-receptor CD300f en la
regulacion de la homeostasis del sistema nervioso central, asi como
durante la neuroinflamacién aguda y crénica luego de distintos estimulos
inflamatorios como el tratamiento con LPS o TEC. Nuestro estudio fue
disefiado con el objetivo de comenzar a caracterizar y definir la funcion
del receptor CD300f en el sistema nervioso. Para ello realizamos analisis
comportamentales, transcriptomicos e histolégicos con el fin de comparar
el fenotipo de animales CD300f Wt y KO en condiciones naive (sin tratar)

o neuroinflamatorias luego de un trauma.
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4.1 Papel del receptor CD300f en condiciones fisiologicas

Uno de los descubrimientos mas importantes de esta tesis es que que la
deficiencia del receptor CD300f en el SNC repercute en la funcion
fagocitica de las células microgliales. De acuerdo a lo reportado en
relacion a las funciones de las células microgliales, esto podria tener
efectos negativos durante el desarrollo del sistema nervioso vinculados
con los déficits comportamentales basales observados en animales
adultos naive deficientes en CD300f. Esto colocaria a CD300f como un
posible actor clave en la regulacion de la respuesta microglial en

condiciones homeostaticas.

Las deficiencias comportamentales basales observadas en los animales
CD300f KO se manifiestan en que recorren distancias menores que los
Wt en un campo abierto y poseen dificultades para habituarse a su
entorno evaluado mediante el test del Parallel Rod floor, o cual podria
estar relacionado con déficits de memoria o de motivacién. Para dilucidar
este punto debemos poner a punto un test especifico como el de
reconocimiento de un objeto nuevo. Por otra parte, los animales KO
mostraron claros signos de anhedonia y depresion estudiados por los test
de Splash y Suspension por la cola. Esto concuerda con la hipétesis que
situa a la disminucion de la distancia recorrida en el campo abierto como
un efecto dependiente de una alteracion en la motivacion por explorar.

Ademas, los resultados obtenidos a través del test del Marble Burying
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muestran patrones comportamentales de estos animales ligados al
sindrome obsesivo compulsivo. De esta manera se confirma que los
animales CD300f KO poseen diversas alteraciones comportamentales no
descritas previamente, que sin embargo no afectan su comportamiento
reproductor ya que no hemos detectado diferencias en el proceso de cria
de estos animales. De acuerdo con nuestros datos, se ha mostrado que
alteraciones en otros receptores microgliales como el CX3CR1 (47) o
Hoxb (79) también inducen cambios comportamentales. Los efectos
comportamentales observados aqui podrian no deberse a cambios
originados en el SNC debido a la alteracion del fenotipo microglial por la
ausencia de CD300f, sino a cambios sistémicos que secundariamente
afecten al SNC y a la microglia. Sin embargo se ha demostrado que la
cepa de ratones original CD300f -~ utilizada en este trabajo no posee
alteraciones en: i) las proporciones Mendelianas y viabilidad de los
embarazos; ii) parametros 6seos o0 peso, evaluados a las 6 semanas de
edad; iii) numero de células mieloides y linfoides en los nédulos linfaticos
inguinales, bazo y sangre; iv) niveles de expresion de otros miembros de
la familia CD300 en células dendriticas derivadas de la médula 6sea,
tanto a niveles basales como luego de la estimulaciéon con LPS; y v) las
respuestas mediadas por las células T efectores in vitro e in vivo (175).
Otro grupo produjo una segunda cepa de animales transgénicos CD300f
7 (161). Ellos caracterizaron varios parametros in vitro tales como el
desarrollo de células mieloides y linfoides, numero de mastocitos de

tejidos periféricos, capacidad de desgranulacion, produccion de citoquinas
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y patrén de fosforilacion de tirosinas, y no encontraron diferencias
significativas comparados con Wt. Un tercer grupo generd una cepa
adicional de animales CD300f - y también caracterizé en detalle distintas
poblaciones celulares sanguineas, marcadores de activacion y niveles
circulantes de citoquinas, tampoco encontrando diferencias significativas
entre los animales KO y Wt (166). Incluso los animales CD300f KO de 15
meses de edad no muestran sobre inflamacién, enfermedades
autoinmunes o cambios en las citoquinas pro ni anti-inflamatorias
circulantes (166). Esto representa evidencia robusta para sugerir que los
efectos comportamentales observados en este estudio son de origen

central y no una manifestacién de fendémenos periféricos.

El aumento significativo en el numero de microglia Iba-1+ observado en la
corteza motora primaria y secundaria de animales adultos deficientes en
CD300f relaciona la expresion de el inmuno-receptor con la capacidad de
renovacion microglial, o balance entre las tasas de proliferacion-
apoptotisis de la microglia. Dado que estudios llevados a cabo por varios
grupos muestran que no hay diferencias en las poblaciones de monocitos/
macrofagos y otros tipos de células mieloides periféricas en animales
CD300f KO (175), y que la microglia adulta no se renueva a partir de
precursores mieloides en el adulto normal (12, 243) podriamos asumir
que las diferencias en el numero de células Ibal+ se deben
principalmente a un aumento de células microgliales en los animales KO.

Ademas, este 15-20% de aumento en el numero microglial se acompana
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con el leve aumento similar de ciertos genes microgliales homeostaticos
como Cx3Cr1 (tendencia no significativa) y P2ry12 observado en los
animales KO.

Este patrén probablemente se establezca durante el desarrollo
embrionario-postnatal temprano, luego de que los precursores de las
células microgliales migran y se asientan en el SNC, ya que no
observamos diferencias en el marcaje con anti Ki67 en la corteza M1/M2
de animales adultos. De todas maneras, la utilizacion del inmunomarcaje
con anti Ki67 posee ciertas limitaciones, ya que si bien se sabe que la
tasa de auto-renovacién de la microglia ocurre mas rapido de lo que antes
se creia (~0.6%/dia) (243), este ensayo unicamente considera un
momento discreto de la vida del animal, donde no necesariamente estas
estén proliferando en la region analizada. Para abordar esta interrogante
deberiamos analizar el numero de células microgliales en animales P1-
P12, momento en el que ya se establecid la densidad total de microglia
que permanecera estable hasta el adulto (16). Para ello deberiamos
utilizar ensayos de proliferacion microglial mas finos, como por ejemplo la
incorporacion de BrdU en células Iba-1+ y conteos de la densidad de las
células microgliales en esos tiempos postnatales.

Tampoco podemos descartar que las diferencias en el numero total de
microglia a nivel cortical se deban a alteraciones en los niveles de
apoptosis mediados por CD300f en la microglia ya que se ha descripto la
capacidad de CD300f de mediar la apoptosis de células mieloides

independientemente de caspasas, estrés de reticulo endoplasmatico o
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autofagia (257). Para estudiar esta posibilidad deberiamos realizar
ensayos in vivo por microscopia de 2P utilizando ratones CX3CR1+/GFP y
analizar la tasa de desaparicion de la microglia en animales CD300f KO
vs Wt en periodos largos de tiempo tal como lo describen Askew y
colaboradores (243). También es posible realizar ensayos de TUNEL o de
yH2AX para analizar la fragmentacion del ADN en células microgliales

comparando ambos genotipos.

Por otra parte, el aumento en el numero de células microgliales podria
estar ligado a los patrones comportamentales que se observan en los
animales KO, ya que se han descripto diferencias en la densidad de
células microgliales/macréfagos perivasculares en varios modelos
animales y pacientes de enfermedades psiquiatricas (82, 239-242, 258,
259). En este sentido, no podemos adjudicar los efectos vistos en los
animales naive unicamente a la funcidn microglial, ya que también
observamos una desregulacion en ciertos genes exclusivos de
macrofagos perivasculares (PVM), tales como Cd163 (29) o Cd206 (7,
260), estando el primero altamente sobreexpresado en los cerebros KO
en condiciones basales. Esto deja abierta la posibilidad de la existencia
de un mayor numero de PVM o quizas un mayor nivel de activacion de los
mismos, lo cual abordaremos en estudios a futuro. Uno de los métodos
accesibles para aislar la funcion de la microglia de la de PVM es la
inyeccion intraventricular de liposomas conteniendo Clodronato (un

analogo téxico de ATP), el cual es fagocitado especificamente por

210



macrofagos perivasculares induciendo su muerte (261). Por otra parte,
estamos disefando ratones inducibles para la deficiencia de CD300f en
células mieloides - generados tras el cruzamiento de animales floxeados
para CD300f con animales CX3CR1-CreERT - |o cual permite eliminar este
receptor exclusivamente de la poblacién de células microgliales en un
momento dado de la vida del animal, ya que la tasa de renovacion de las

células mieloides periféricas es mucho mayor que la de la microglia.

Analizando el perfil de expresidn génica basal en cerebros Wt y KO naive
encontramos que el patron general de expresion de la gran mayoria de
los genes microgliales homeostaticos en los cerebros KO se mantiene
estable comparado con W, con lo cual podriamos decir que las funciones
basicas de estas células permanecen inalteradas entre ambos genotipos.

Sin embargo, el fenotipo microglial sufre ciertas modificaciones
cambiando sus niveles de expresion en algunos genes, definiendo un
fenotipo microglial ligeramente diferente al homeostatico, que tampoco
coincide con el observado en la microglia asociada a enfermedades
degenerativas o DAM (28-30). Ademas, analizando los datos obtenidos
por el grupo de Ido Amit en el articulo donde definen a la microglia DAM
por RNAseq de células unicas (single cell RNAseq) (29), encontramos
que el ARNm de CD300f se encuentra expresado a niveles similares en la
microglia naive y PVM, mientras que disminuye a niveles por debajo de la
mitad en el fenotipo DAM, sugiriendo que podria contribuir a regular los

fenotipos microgliales. Si  bien aun no existen estudios de RNAseq de
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células unicas en patologias psiquiatricas, se han hecho varios estudios
gendémicos que podrian dar informacién sobre el fenotipo microglial en
estas patologias.

Una de las vias mas afectadas a raiz de la ausencia de CD300f es la
fagocitosis microglial. Principalmente encontramos una fuerte tendencia a
la disminucion en la expresidon del gen microglial homeostatico que
codifica para el receptor purinérgico P2RY6, el cual esta ligado
directamente a la capacidad fagocitica de la microglia tras el
reconocimiento del UDP liberado por las células en proceso de muerte
(68, 98, 100). También encontramos una importante desregulacién de
otros genes implicados en esta funcidon tales como Sirpli1a, MertK,
Clec7a, Gal3, Siglec1, y Adipoq. A pesar de que estos cambios de
fenotipo microglial sugieren que existe una alteracién importante en la
fagocitosis, es importante demostrar cual es el efecto funcional real in
vivo. Esto es muy complicado, aunque en el caso del SNC puede
utilizarse un modelo de trauma moderado y microscopia de 2P mediante
el uso de animales CX3CR1+/GFP (17, 18, 68). Utilizando este sistema
pudimos comprobar que la ausencia de este receptor disminuye
funcionalmente la capacidad fagocitica de células microgliales CX3CR1+
GFP CD300f KO. Observamos una importante alteraciéon en la capacidad
de formacion del fenotipo microglial fagocitico “Jellyfish” en los animales
deficientes en CD300f KO, junto con un aumento en el numero de células

apoptoticas/necréticas Pl+ en el parénquima nervioso. De esta manera, el
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fenotipo obtenido por los estudios de transcriptdmica concuerda con los
resultados funcionales in vivo.

Esto va acorde con los resultados obtenidos por otros grupos donde
muestran la participacion de CD300f en la fagocitosis/eferocitosis
mediada por macrofagos periféricos (160) o células dendriticas (166),
regulando esta funcion de manera positiva 0 negativa respectivamente
tras la uniéon con su ligando PS. En este sentido, se conocen otros
ligandos lipidicos capaces de unirse a CD300f, como la esfingomielina
(EM) y la ceramida (162) cuya significancia en la funcion de CD300f en el
SNC son aun desconocidas. Ademas, otras moléculas lipoproteicas
podrian mediar su unién, como la opsonina de unién a PS APOE, la cual
estd muy vinculada al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
como AD, ALS o EM (30) tanto por su participacion en el agregado y
limpieza de péptidos RA (262, 263) actuando a través del receptor TREM2
(264), como mediando el podado de sinapsis por parte de astrocitos (265)
y microglia de manera dependiente de la acumulacién del componente del
complemento C1q (41, 44). La falla en la funcién fagocitica microglial
podria traducirse en errores en el podado sinaptico, neuronofagia/
neurofagia y por tanto de la conectividad de los animales deficientes en
CD300f, tanto durante el desarrollo del sistema nervioso -donde es
necesario deshacerse de las neuronas y sinapsis generadas en exceso-
como durante la plasticidad neuronal y sinaptica en el adulto, fundamental
para los procesos de memoria y aprendizaje. En este sentido, la

alteracion de la funcion fagocitica en la microglia CD300f KO podria
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explicar las diferencias comportamentales vistas entre los animales KO y
Wt, ya que se ha visto que muchos desdérdenes psiquiatricos y
neurodegenerativos estan ligados a errores en la conectividad y funcién
sinaptica, incluyendo el podado sinaptico y fagocitosis de sinapsis
redundantes durante el desarrollo y en el adulto respectivamente (51,
266). A modo de ejemplo puede citarse que se han encontrado defectos
comportamentales en animales deficientes en el receptor microglial
CX3CR1, donde la comunicacién neurona-microglia se ve afectada vy el
podado sinaptico se ve inhibido (47), resultando en la disminucion de la

transmision sinaptica y conectividad nerviosa.

La eliminacién de neuronas en exceso durante el desarrollo, asi como
durante la inflamacion y neuropatologia en el adulto es fundamental para
el correcto funcionamiento del SNC. En este contexto, se ha visto que la
microglia no solo es capaz de fagocitar neuronas/células apoptéticas, sino
de inducir la apoptosis de neuronas vulnerables o estresadas sin generar
inflamacion en un proceso conocido como fagoptosis (0 neurofagia'4) (42,
111, 267). Esto lo logra en gran medida a través de la activacion del
receptor P2RY6 (268); analisis in vitro e in vivo utilizando un modelo de
inyeccion intraestriatal con LPS mostraron que el bloqueo de la unién de
este receptor con su ligando UDP mediante el uso de antagonistas o

inhibidores especificos resulta en un mayor numero de neuronas viables

14 Neurofagia = fagocitosis primaria de neuronas vivas; neuronofagia = apoptosis secundaria de
neuronas apoptoticas o restos neuronales.
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sin incremento de neuronas apoptoticas/necroéticas, si bien los efectos
funcionales en los animales no fueron evaluados (268). La asociacion
entre CD300f y el receptor P2RY6, asi como la sobre-expresion de
CD300f en la microglia durante etapas tempranas del desarrollo (16) nos
permite hipotetizar sobre la participaciéon de este inmuno-receptor en el
reconocimiento, fagocitosis y consiguiente induccion de apoptosis en
neuronas vulnerables o en proceso de muerte. La falla en esta funcién se
ha visto relacionada con casos de autismo o esquizofrenia (269). Por lo
tanto la disminucion de la fagoptosis durante el desarrollo también podria
relacionarse con los déficits comportamentales vistos en los animales
CD300f KO, y seran evaluados a futuro mediante la cuantificacion del
numero de neuronas totales y en determinadas regiones cerebrales en

ambos genotipos.

En cuanto a los niveles de expresion de mediadores pro-inflamatorios,
contrariamente a nuestra hipotesis, no encontramos una desregulacion
exacerbada en los cerebros de animales KO en condiciones basales, sino
que en su mayoria los niveles de expresion de los mediadores pro-
inflamatorios tipicos como /I18, Tnfa, o Ifny permanecen inalterados. Sin
embargo, el gen que codifica para IL-6 se ve sobre-expresado, mientras
que /122, la cual posee funciones duales en el SNC, se encuentra
disminuida. Por el contrario, los animales CD300f KO naive poseen
elevados niveles de expresion de citoquinas anti-inflamatorias en cerebro

como /l1rn e 1110, mientras que otras como Arg71 y Cd206 se expresan a
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niveles mas bajos que Wt y los niveles de //4 no cambian. Ademas, la
expresion de CD206 es inducida por la accién de la IL-4 (270), y se ha
visto que CD300f sinergiza con el receptor de IL-4 potenciando sus
efectos (163), con lo cual la leve disminucién en su expresion podria estar

ligada a la deficiencia de CD300f y sus efectos sinérgicos.

La asociacion entre inflamacién y depresion ha sido muy estudiada, tanto
en modelos animales como en estudios clinicos (3). La depresion
usualmente se presenta en pacientes victima de inflamacién sistémica
como artritis reumatoidea (271) o la enfermedad coronaria arterial (272), y
pacientes en tratamiento contra el cancer (273) o hepatitis C involucrando
mediadores pro-inflamatorios (274). Ademas, la inflamacion asociada a
NLRP3 ha sido fuertemente asociada a la depresion (275). En particular,
la depresion ha sido postulada como una enfermedad microglial por
algunos investigadores (82). Sin embargo, estudios recientes han
postulado que la intrincada comunicacion neuroinmune durante el
desarrollo, homeostasis y enfermedades neuroldgicas influencian en el
desarrollo de AD, esquizofrénia y desérdenes autistas en la ausencia de
una notoria neuroinflamacién (276). Esto concuerda con nuestros datos,
que muestran un fenotipo depresivo en ausencia de una neuroinflamacion

importante.

En base a esto y con el fin de estudiar la participacion del inmuno-

receptor CD300f en la respuesta pro-inflamatoria en el SNC decidimos
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forzar el sistema utilizando un modelo de neuroinflamacion “limpio” que se
basa en la incoculacion repetitiva de LPS, evitando la entrada de células
periféricas al SNC.

Encontramos que los animales deficientes en CD300f tratados con LPS
durante 4 dias poseen una tendencia a la disminuciéon de la actividad
locomotora espontanea comparados con los controles Wt, lo cual
adjudicamos a una exacerbacion del sintoma de enfermedad o Sickness
behaviour generado por la inoculacion del lipopolisacarido bacteriano (82,
247). Cabe recordar que este protocolo se utiliza como modelo de
depresion (82, 247). Las citoquinas responsables de esta sintomatologia
depresiva a nivel sistémico y central son la IL-13, TNFa y en particular la
IL-6 (3). Un meta analisis de estudios en pacientes con depresién
evaluando los niveles de citoquinas encontré un aumento significativo de
IL-6 en sangre comparados con control (277), mientras que estudios en
animales IL6-- mostraron que la deficiencia en esta citoquina promueve la
resistencia al desarrollo de comportamientos depresivos inducidos por
estrés (278). Por otra parte, la sobre-expresiéon de IL-6 en el SNC mostrd
elevados niveles de glucocorticoides inducidos por estrés, sugiriendo una
elevada sensibilidad con un potencial de vulnerabilidad para el desarrollo
de caracteristicas de tipo depresivas (279). Asimismo, se ha visto que
niveles aumentados de IL-6 también afectan los procesos de plasticidad y
maduracién sinaptica en el hipocampo en el adulto (280). Por lo tanto, el
aumento basal de los niveles de /6 en los cerebros CD300f KO podria

estar participando de la exacerbacidn de la sintomatologia depresiva y
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otros desdrdenes cognitivos observados en estos animales, tanto en
condiciones naive como luego del tratamiento con LPS. Sin embargo,
cuando evaluamos la expresidon de marcadores pro-inflamatorios como
I3, Cd86 y Cd11b tras el tratamiento con LPS no encontramos
diferencias entre ambos grupos. Esto podria estar sugiriendo i) o bien que
CD300f no estaria involucrado en la regulacion de la expresion de estos
marcadores en el contexto inflamatorio aqui estudiado, ii) 0 que nuestro
modelo provocd la sobre saturacidn de la respuesta inflamatoria,
enmascarando los cambios entre ambos genotipos, ya que tanto los
niveles de /18 como la reactividad microglial se encuentran muy elevados
luego del tratamiento con LPS, iii) o que estemos pasando por alto los
cambios entre genotipos por ocurrir a nivel regional en zonas especificas
involucradas en el desarrollo de la sintomatologia debido a que
analizamos los ARNm de todo un hemisferio cerebral. Estas posibilidades
seran estudiadas en detalle comenzando con la diseccion de regiones
involucradas en el desarrollo de la sintomatologia de enfermedad como el
eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, y analizando la reactividad microglial y
niveles de expresiéon de distintas citoquinas pro-inflamatorias incluidas IL6
luego del tratamiento con dosis menores de LPS.

Por otra parte, analizando los niveles de expresién de citoquinas pro-
inflamatorias en los cerebros de animales control inyectados con PBS
durante 4 dias consecutivos, encontramos una tendencia a la disminucién
de la expresion de Cd86 y Cd11b en animales CD300f KO PBS, mientras

que /13 posee una abundancia ~3 veces mayor en estos animales
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comparado con Wt PBS, y ~6 veces mayor que KO naive. Este efecto
denota la vulnerabilidad de los animales CD300f KO al estrés generado
durante la manipulacion e inyeccidn intraperitoneal diaria con salino,
ligando nuevamente la accion del inmuno-receptor CD300f a la
generacion de patrones de conducta de tipo depresivos, ya que la
induccion de estrés cronico moderado o severo es la base de muchos
modelos animales de depresion (248, 281). La alta vulnerabilidad a la
generacion de estrés en los animales CD300f KO concuerda con lo
esperado segun la bibliografia a consecuencia de la elevada expresién de
116 (279) y del aumento en el numero de células microgliales en los
animales CD300f KO naive (82, 239, 282). A partir de estos resultados
surgié una nueva linea de investigacion basada en el estudio del efecto
de ausencia del receptor CD300f en la induccion de estrés crénico y
depresion, y los efectos del tratamiento con drogas antidepresivas o anti-

inflamatorias.

Por ultimo, encontramos que los animales deficientes en CD300f
presentan una aceleracion en la tasa de muerte comparados con Wt. Esto
significa que la presencia del inmuno-receptor CD300f participaria en la
regulacion de los procesos de envejecimiento, lo cual podria explicarse en
parte por su participacion en la funcién fagocitica de las células mieloides.
Esta funcion resulta clave para la eliminacién de células dafadas o
senescentes que aumentan en la vejez, las cuales estimulan a la

generacion de un contexto pro-inflamatorio de no ser eliminadas
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apropiadamente. De esta forma, en ausencia de CD300f se acumularian
células apoptéticas durante toda la vida del animal, y se ha demostrado
que esto puede llevar incluso a patologias autoinmunes como Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) (160). Este experimento fue disefiado para
contestar a la pregunta de si CD300f regulaba la inflamacion sistémica y
del SNC en un modelo de inflamacién crénica de bajo grado como es el
envejecimiento. Dado los resultados tan claros y significativos obtenidos,

se ha dado origen a un nuevo proyecto de investigacion que sera el objeto

de otra tesis de doctorado.

Nuestros resultados apuntan a que la microglia CD300f KO lejos de
presentar un fenotipo reactivo/pro-inflamatorio, pareceria presentar un
fenotipo de tipo anti-inflamatorio o “hipoinflamado”/distréfico (figura 4.1).
Lo aqui hallado esta en oposicion con lo descripto para la funcién
periférica del receptor CD300f, donde su presencia ejerce efectos
inhibitorios en la respuesta inflamatoria en modelos de LES (160), alergias
(161), EAE (175), colitis (167) o de inflamacion cutanea inducida por LPS
(283). Esto podria sugerir que el papel del CD300f en la microglia in vivo
no es tan relevante a nivel de regulacion negativa de la neuroinflamacion,
y de hecho se ha observado en cultivo que este receptor puede resultar
co-activador de las respuestas frente al LPS, estimulando la produccion
de mediadores pro-inflamatorios (158).

En resumen, nuestros resultados colocan a CD300f como un actor central

en la regulacién del fenotipo microglial (figura 4.1 b) y la funcién microglial
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fagocitica (figura 4.1 a) en el cerebro en condiciones naive, y su
disfuncion se relaciona con la aparicién de alteraciones comportamentales
de tipo depresivo y obsesivo compulsivo. Mas experimentos seran
necesarios para determinar la participacion de CD300f en la regulacion de

la actividad de los PVM vy lograr aislar la funcién de este receptor en

ambas poblaciones celulares dentro del SNC.
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Figura 4.1_ Diagrama de la funcion y fenotipo alterados de la microglia CD300f
KO. En a) se observan las distintas funciones llevadas a cabo por la microglia WT
(verde) y las posibles consecuencias de su alteracion tras la ausencia del receptor
CD300f (rojo). En b) se muestra la expresion de los genes homeostaticos y asociados
a patologias (DAM) en la microglia WT (verde) y la alteracion de su expresién en la
microglia CD300f KO (rojo). También se muestran cambios en la expresion de genes
inflamatorios en cerebros CD300f KO comparados con WT. Hipotetizamos que esta
variacion en el fenotipo microglial CD300f KO podria derivar en patologias psiquiatricas

de tipo depresivas.
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4.2 Papel del receptor CD300f en un modelo de trauma severo

En la presente tesis utilizamos el modelo de CCI para evaluar el rol de
CD300f en condiciones neuroinflamatorias severas, con rotura de la
barrera hematoencefalica, infiltracion de células mieloides que también
expresan CD300f, destruccidn tisular, y cambios degenerativos cronicos a
largo plazo. El estudio a largo plazo de las alteraciones neuroldgicas de
un TBI es muy complejo debido a las compensaciones que tienen lugar en
los roedores [revisado en (200)]. Es por esto que en el presente trabajo
contribuimos a la adaptacion y puesta a punto de un sistema de
evaluacion comportamental y principalmente motora que pudiera
evidenciar la evolucion de estas funciones a largo plazo. Utilizamos el
Parallel Rod Floor test desde 1 dia hasta 90 dias luego del trauma.
Pudimos poner a punto las condiciones de evaluacion adecuadas,
obteniendo datos fiables e independientes del experimentador referentes
a actividad locomotora espontanea, niveles de ansiedad (tiempos en
centro-periferia del campo abierto), numero de rotaciones, freezing, y mas
importante, la obtencion del numero de errores de posicionamiento de los
miembros sobre la rejilla por metro caminado. Este ultimo es un indice de
ataxia/problemas de coordinacion muy util, en particular en este modelo
que posee el haz cortico-espinal comprometido. Este desarrollo fue clave
para poder evaluar las alteraciones funcionales post-trauma en los
ratones, que como ya mencionamos presentan una complejidad especial

en este sentido comparado por ejemplo con las ratas.
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Al investigar el papel que cumple CD300f en la respuesta a la lesion
traumatica severa encontramos una exacerbacion en la afectacion motora
a corto y largo plazo en animales deficientes en el inmuno-receptor.
Mientras que con respecto al volumen de lesion, si bien en la fase aguda
no encontramos diferencias entre ambos genotipos, a largo plazo los

animales KO presentan una mayor conservacion del tejido nervioso.

Analizando el efecto de la deficiencia del inmuno-receptor CD300f en la
respuesta post-traumatica aguda desde el punto de vista molecular
encontramos una gran afectacion de la actividad fagocitica de las células
microgliales KO en la zona de la lesion. Observamos una fuerte inhibicion
en la expresién del receptor purinérgico P2RY6 comparado con Wt, si
bien deberiamos confirmar estos resultados a nivel proteico mediante
citometria de flujo. Ademas, mientras que en los animales Wt la expresion
de este receptor aumenta casi al doble en la fase aguda post traumatica,
en los animales KO esta no cambia con respecto a naive, permaneciendo
a niveles similares a los basales. Esto denota la participacion directa o
indirecta de CD300f en la regulacion de los niveles del receptor P2RY6, el
cual estimularia la activaciéon de su expresion en el contexto inflamatorio
post-traumatico, probablemente mediante sus dominios activadores.
Asimismo, existe un desbalance en los niveles de expresion de otras
moléculas implicadas en la funcién fagocitica como Sirp3, Marco, Scarb1
y Adipoqg. Estos resultados son un fuerte indicador de que la actividad

fagocitica de la microglia en los animales CD300f KO luego de un trauma
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se ve afectada, y coloca a CD300f como un importante regulador de la

respuesta inflamatoria-fagocitica en condiciones patoldgicas.

La fagocitosis de células muertas o en proceso de muerte resulta
beneficiosa ya que media la limpieza de la zona dafiada de componentes
nocivos y disminuye la inflamacion. Sin embargo, en  modelos de
isquemia focal, las neuronas de las regiones peri-infartadas se encuentran
estresadas pero aun son viables y exponen PS en su membrana de
manera reversible (284). Brown y colaboradores encontraron que la
expresion de MERTK y MFG-E8 aumenta luego de una isquemia focal
con un pico a los 3 dias, y que los animales KO para estas proteinas
muestran una importante reduccion de la atrofia cerebral a los 28 dias
luego del dafo comparados con Wt (110). En nuestro modelo de CCI, no
hay cambios en los niveles de expresion del ARNm de MERTK, MFG-E8 u
otras opsoninas como APOE o PROS1, pero si una disminucion
significativa de Gal-3 u otras moléculas relacionadas con la fagocitosis
como P2RY6 y SIRPR31a. En base a esto, podemos hipotetizar que la
disminucién del volumen de lesién a largo plazo en los animales KO
posiblemente pueda deberse a la disminucién de la fagoptosis en el tejido
periférico que rodea la lesién, donde las neuronas se encuentran aun
vivas pero comprometidas o estresadas debido al contexto inflamatorio
(42). Estas neuronas estresadas exponen PS en su membrana plasmatica
(267) la cual es reconocida por el receptor CD300f presente en las células

microgliales, mediando su fagocitosis y consecuente apoptosis. Cabe
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recordar que datos no publicados de nuestro grupo muestran una sobre-
expresion de CD300f en animales Wt a los 3 y 7 dias luego de un trauma
focal, rodeando la zona del dafio. Por otra parte, la funcion del receptor
purinérgico P2RY6 esta directamente relacionada con este proceso
fagocitico-fagoptético y su bloqueo o inhibicion es capaz de rescatar la
muerte o desaparicion de neuronas viables pero estresadas tanto en
cultivos mixtos como en modelos animales in vivo tras la inoculacion intra-
estriatal con LPS (268).

Nuestra hipétesis es que este mecanismo de fagoptosis se ve inhibido o
alterado ante la ausencia del receptor CD300f (figura 4.2, pg 237-38),
mientras que la fagocitosis de células muertas o restos celulares o bien no
se veria del todo afectada o es compensada por algun otro mecanismo,
por ejemplo mediante la accion del receptor TREM2. Esto resultaria en
una mayor conservacion del tejido nervioso a largo plazo en animales KO,
sin el efecto de una mayor inflamacion debido a la acumulacion de células
apoptoticas en el tejido afectado (segun el analisis del perfil de expresion
de citoquinas pro-inflamatorias a los 5 dpl), pero con un importante efecto
funcional, probablemente debido a problemas en la plasticidad asociada a
las lesiones (285, 286). Una pregunta clave que queda por contestar es si
las mismas sefales involucradas en la fagoptosis median también la
eliminacion selectiva de las sinapsis, o si esto ocurre mediante otro

mecanismo de sefalizacion.
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El hecho de que los animales deficientes en CD300f presenten déficits
motores tan pronunciados podria estar ligado a fallas en el podado o
stripping de las sinapsis comprometidas a largo plazo. Cullheim y Thams
demostraron que el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de
clase | y sus receptores, aparte de sus funciones clasicas mediando la
presentacion de antigenos, juegan un rol clave en la plasticidad sinaptica
y regeneracion nerviosa luego del dafo axonal (287). Curiosamente,
datos no publicados de nuestro grupo basados en estudios de “pull down”
utilizando un anticuerpo especifico contra CD300f en varias lineas
celulares, mostraron que CD300f interactua directa o indirectamente con
varias proteinas vinculadas con las vias de sefalizacion de MHC |.
Ademas, resultados no publicados de nuestro grupo'® en colaboracion
con el laboratorio dirigido por Nathalia Vitureira, muestran que el agregado
de CD300f-IgG (inhibidor competitivo de CD300f) a un cultivo mixto de
neuronas y glia de hipocampo induce cambios en la fuerza sinaptica,
actuando tanto a nivel del aumento del numero de contactos
glutamatérgicos como a nivel de un incremento de la probabilidad de
liberacion del neurotransmisor. Usualmente, la accion del stripping o del
podado de sinapsis es beneficiosa ya que elimina las sinapsis excitatorias
glutamatérgicas que pueden afectar la viabilidad neuronal, ademas de ser
un proceso importante para la reparacion del tejido nervioso (109). El fallo
en la fagocitosis de sinapsis resultaria en errores en el “cableado” o

reconexion entre las neuronas viables, asi como fallas en la plasticidad

15 Resultados del proyecto de doctorado de Daniela Ali, independientes de esta tesis.
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sinaptica y regeneracion axonal luego del dafo. Ademas, estos animales
ya poseen defectos comportamentales y de fenotipo microglial a nivel
basal, por lo que no podemos descartar que este efecto venga arrastrado
desde el desarrollo, y que el trauma solo sea un agravante en esta
condicion.

Otra funcion que podria verse alterada es la formacién de la cicatriz glial,
la cual por un lado funciona para evitar que el dano al tejido se expanda,
pero por otro lado impide el pasaje de axones y la reconstitucion de las
conexiones nerviosas (288). En este sentido, deberiamos profundizar en
los estudios para confirmar estas hipétesis, comenzando por el analisis en
el tamafo de la cicatriz glial en ambos grupos de animales mediante
inmuno-marcajes especificos como GFAP o vimentina, asi como analizar
el numero de neuronas remanente en animales KO y WT luego del dafo

traumatico.

En cuanto a los marcadores inflamatorios, encontramos que en cuanto a
los niveles de expresion de citoquinas pro-inflamatorias no se ven
alterados en los cerebros de animales CD300f KO con respecto a Wt. Sin
embargo, si se observa un fuerte aumento de marcadores anti-
inflamatorios como CD206 e IL-10 en los cerebros de animales KO. En
este sentido, la expresién de IL-10 en cerebros KO alcanza niveles ~3
veces mayores que Wt, con una tendencia similar a la observada en los
animales naive. Esto concuerda con resultados de Natalia Lago de

nuestro laboratorio que muestran que luego de 24 horas de un trauma de
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meédula espinal existe un aumento de IL-10 a nivel de proteina en el tejido
nervioso. Esto permite hipotetizar que CD300f actuaria como un inhibidor
de la expresion de IL-10, aunque probablemente sinergizando con otro(s)
mecanismo(s). Esta citoquina ha sido la molécula supresora del sistema
inmune mas estudiada y juega un papel critico en la prevencion de
patologias inflamatorias y autoinmunes (289, 290). Su potencial
terapéutico radica en su capacidad de suprimir la sintesis de otras
citoquinas pro-inflamatorias como IL-1 o TNF (201). Sin embargo, los
resultados que describen el efecto de IL-10 en el SNC luego de una lesién
son contradictorios, pudiendo resultar en efectos tanto pro-regenerativos/
reparativos, como toxicos. Un ejemplo claro es el efecto de la
administracion de IL-10 en el modelo de EAE, cuyos resultados varian
desde la disminucion, hacia la falta de efecto o exacerbacion de la
patologia (289, 291). Estudios de sobre-expresién por terapia génica
realizados en animales Wt postnatales (P7) luego de un dafio excitotoxico
mostraron que la expresion de IL-10 resulta en un incremento del volumen
de lesion de los animales 3 dias luego de la lesién que retorna a los
niveles basales luego de 7 dias del tratamiento (292). En linea con estos
resultados, la sobre-expresion de IL-10 por terapia génica en cerebros de
ratones transgénicos para el precursor de la proteina amiloide (APP)
mostraron la acumulacién de 3 amiloide acompafada de la reduccién de
la fagocitosis de 3 amiloide por la microglia (293). Por otra parte, un
estudio realizado en nifios victimas de TEC relacion6 los altos niveles de

IL-10 encontrados en el LCR con el aumento en la tasa de mortalidad
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(294). Sin embargo, la administracion de IL-10 en animales sujetos a TEC
experimental demostraron una clara disminucion en la sintesis de TNF,
junto con una reduccion en el patrén de activacion glial y mejoras en el
aspecto comportamental de los animales (295, 296). Por otra parte, la
senalizacion a través del receptor de IL-10 en neuronas ha sido asociada
con un aumento de la supervivencia celular luego de un trauma medular
(297).

En base a esto podemos hipotetizar que el aumento considerable de IL-10
en los cerebros CD300f KO podria estar mediando i) o bien un incremento
en los mecanismos anti-inflamatorios que promueven la reparacion del
tejido nervioso y suprevivencia neuronal, lo cual resultaria en una mejoria
en términos de conservacion de tejido a largo plazo ii) o una inhibicién de
la inflamacién necesaria para desencadenar los mecanismos fagociticos/
fagoptéticos de la microglia/macrofagos lo cual resultaria en la
acumulacion de células apoptéticas/necréticas y/o sinapsis fallidas/errores
en la conectividad. Este aumento en IL-10 podria ser el resultado de algun
mecanismo compensatorio frente a la falla en la actividad fagocitica, y/o
podria estar interfiiendo en si mismo con los mecanismos de fagocitosis
de la microglia, resultando en una falla en la reconexién en animales KO.
En este sentido, CD300f podria estar inhibiendo la expresion de IL-10 en
los animales Wt para promover la fagocitosis necesaria para la correcta
reparacion del dafio tanto a nivel estructural como funcional.

El balance de la inmunidad innata mediante la inhibicién de la accion de

citoquinas anti-inflamatorias como la IL-10 es clave para permitir al
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cerebro retornar a su estado fisiolégico (290), aunque se trata de un
equilibrio de una gran cantidad de moléculas por lo cual el analisis de una

sola de ellas no proporciona una visén real de la situacion.

Por otro lado, también encontramos un aumento en la expresién del
receptor de manosa CD206 en animales KO luego de un trauma. Este
receptor se encarga de la endocitosis de ligandos con residuos de
manosa y ha sido histéricamente ligado a la capacidad reparativa/pro-
regenerativa de macrofagos periféricos (7) y perivasculares (298).
Podemos observar que si bien sus niveles de expresion post-traumatica
en animales KO son significativamente mayores a los encontrados en
cerebros Wt, éstos no varian con respecto a sus concentraciones basales
naive. Estos resultados indican que CD300f regularia de manera directa o
indirecta la expresidon de este receptor, ayudando al mantenimiento tonico
de las concentraciones de CD206 en condiciones basales y participando

de su inhibicion en la respuesta aguda post-traumatica.

Analizando los niveles de Arg1 luego de un trauma, notamos que los
niveles de expresiéon esta enzima aumentan significativamente luego de
un trauma en ambos genotipos. Sin embargo, en cerebros de animales
KO sus niveles de expresion se encuentran fuertemente disminuidos
comparados con Wt, repitiendo el patrén observado en condiciones naive.
Esta enzima posee propiedades regenerativas y remodeladoras de los

tejidos ya que compite con la iINOS en la utilizacién de L arginina, y es
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capaz de convertila en prolinas y poliaminas importantes para la
deposicion de matriz extracelular luego de una lesién (7). En este caso,
CD300f seria un estimulador de la expresiéon de este gen, probablemente
actuando de manera sinérgica con otros mecanismos como la IL-4 (163).

El fenotipo M1/M2 descripto para clasificar a los macréfagos (299) fue
tentativamente aplicado a las células microgliales en un intento de
contribuir a la comprensién de sus fenotipos. Sin embargo, actualmente
se considera que esta clasificacion no es adecuada para la microglia (14).
Por ejemplo, se asocia el fenotipo M2 a una induccion de Arg1 y CD206,
sin embargo, y como se ve en el presente trabajo, mientras Arg1
disminuye sus niveles de expresion, el receptor CD206 aumenta. Esto
denota un perfil microglial mixto en términos de activacion, y un claro

ejemplo en el cual el tan cuestionado paradigma M1/M2 no se aplica.

Con respecto a IL6, si bien esta citoquina pro-inflamatoria se encuentra
aumentada en animales KO en condiciones naive, este aumento no se
mantiene luego del trauma, sino que en ambos genotipos sus niveles
aumentan de manera similar. Con esto podemos inferir que CD300f inhibe
la produccion basal de esta citoquina en cerebros naive, pero ante una
situacion inflamatoria de tal magnitud, probablemente existan
mecanismos compensatorios que se encarguen del aumento de la

expresion de IL-6 independiente de la deficiencia del inmuno-receptor.
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Figura 4.2_ Modelo del efecto de CD300f en células microgliales luego de un
trauma por CCI. Luego del dafio traumatico, las células afectadas liberan mediadores
purinérgicos (ATP y UDP) que son detectados como sefales de dafio (DAMPs) por
receptores especificos ubicados en la membrana plasmatica de la microglia vigilante;
P2RY12 y P2RY6. Estos receptores median la extensién de los procesos microgliales
hacia el sitio del dafio (P2RY12) y su transformacion al estado fagocitico (P2RY6). A su
vez, la microglia activada por los efectos del dafio libera una serie de citoquinas pro y
anti inflamatorias que median la evolucion de la respuesta post-traumatica. En el caso
de la microglia CD300f KO, la expresion del receptor P2RY®6, se ve disminuida (al igual
que otras moléculas vinculadas con la actividad fagocitica cuya expresion varia), y por
ende también su capacidad fagocitica. Esto podria significar la disminucion en la
eliminacion de restos celulares (limpieza/fagocitosis), en la eliminacién de células
estresadas pero viables que exponen PS en la monocapa externa de su membrana
plasmatica (fagoptosis), y en el podado o refinamiento de sinapsis necesario para la
correcta reconexion neuronal (sinaptofagia). Las consecuencias de este efecto podrian
verse reflejadas en las dificultades motoras observadas en los animales CD300f KO.

Se destacan las moléculas relevantes vinculadas en la transicién de las células
microgliales a distintos estados efectores y los cambios en su expresion mediados por
la ausencia del receptor CD300f. En rojo sobre-expresién/activacién, en azul
disminucion/inhibicion. PS fosfatidilserina; ATP adenosina trifosfato; UDP uridina

difosfato.
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Por ultimo, dada la naturaleza del modelo de CCI, el dafo a la BHE

permite la entrada de células periféricas que normalmente no estan

presentes en el cerebro sano, como neutréfilos y monocitos. Estos migran

hacia la zona del dafio horas o dias mas tarde, estimulados por la

presencia de quimioquinas que los guian a través de su uniéon con

receptores especificos presentes la membrana plasmatica. Todos estos

tipos celulares expresan CD300f, y su funcion no esta claramente

establecida en cada uno de ellos. En el caso de los macréfagos, se

describio que la falta de CD300f disminuye su capacidad fagocitica (160),

lo cual generaria un efecto sumatorio con la disfuncién fagocitica

234



microglial descripta aqui, afectando negativamente la recuperacion

funcional frente al CCI.

Luego de una lesion traumatica al SNC, leucocitos periféricos (monocitos/
macrofagos/neutréfilos y en menor medida LB y LT) son reclutados al sitio
del dafio con el fin de colaborar con las células inmunes residentes en las
respuestas inflamatorias y participar de la limpieza de restos celulares
(90). Nuestros resultados apuntan a que los animales CD300f KO poseen
una afectacion en las vias de reclutamiento de células periféricas, en
particular de monocitos/macréfagos. Encontramos una fuerte disminucién
en la expresion de la proteina inflamatoria de macréfagos Mip1a (CCL3)
en la etapa aguda post-traumatica, mientras que su receptor CCR1 se
encuentra inalterado. En este sentido, luego del dafio traumatico y ruptura
consecuente de la BHE, la infiltracion de macréfagos periféricos resulta en
un aumento en los niveles detectables del receptor Ccr1, aunque a
niveles similares que Wt. Por el contrario, la expresién del receptor de
monocitos clasicos CCR2 en los cerebros KO posee una tendencia a la
disminucién en comparacion con Wt. Estos resultados sugieren que la
presencia del receptor CD300f regularia de alguna manera la entrada de
monocitos/macrofagos periféricos al sitio de la lesién, sin embargo

necesitamos mas experimentos para afirmar esta hipdtesis.

Por otra parte, observamos una tendencia a la sobre-expresién del

receptor de neutrofilos Cxcr1 y la quimioquina Cxcl1 o “proteina
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activadora de neutréfilos”. En linea con estos resultados, encontramos
una elevada expresion del receptor Fpr2 en el cerebro de animales KO.
Este es un receptor de membrana acoplado a la proteina G que liga
péptidos N-formil liberados desde células danadas y promueve la
quimiotaxis de las células inmunes, en particular neutréfilos (90). Por
ejemplo, estudios de microscopia en tiempo real en una lesion estéril en
el higado revelaron que los péptidos formil liberados de células necréticas
actuan como DAMPs ayudando a guiar a los neutrdfilos al sitio del dafo
(300). Estos resultados sugieren que podria ocurrir un aumento en los
niveles de reclutamiento de estas células luego de un CCI en animales
CD300f KO, si bien no vemos cambios gruesos en la expresion del gen
Mpo que codifica para la enzima implicada en su actividad microbicida
(mieloperoxidasa). Cabe recordar que los neutrofilos expresan elevados
niveles de CD300f con lo cual es razonable hipotetizar que la deficiencia
de este receptor podria repercutir en la funcion o el reclutamiento de estos
leucocitos en el SNC. En este sentido, y de acuerdo con la idea de que la
ausencia de CD300f puede llevar a un aumento de la infiltracién de
neutréfilos en condiciones patologicas, se ha visto que el bloqueo de
CD300f y su ligando aumenta el reclutamiento de neutréfilos y mejora el
estado de los animales en un modelo de sépsis (169), mientras que en un
modelo de colitis, su deficiencia aumenta la infiltracion de neutrdéfilos hacia
el colon y acentua la patologia (167).

Por otro lado, una de las principales rutas de acceso de leucocitos

periféricos al parénquima nervioso son las meninges (90). Estudios por
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microscopia de 2P mostraron que en particular los neutrdéfilos se localizan
en un principio en las meninges danadas donde se acumulan e
interactuan con células necréticas (68, 69) para luego infiltrarse hacia la
zona del dafo en el parénquima del SNC. En este sentido, nuestros
analisis de infiltracién de neutréfilos a nivel de las meninges luego de un
mTBI arrojaron resultados poco concluyentes debido al escaso numero de
animales, aunque se puede observar una tendencia al aumento en el
reclutamiento de neutrdéfilos en animales CD300f KO.

Si bien los neutréfilos son generalmente considerados como una
poblacién de leucocitos pro-inflamatorios, estas células juegan un papel
vital en la reparacién de los tejidos dada su participacion en la fagocitosis,
liberacion de metaloproteasas y factores de crecimiento (69). En
particular, el bloqueo de la entrada de neutrdfilos hacia las meninges
luego de un trauma moderado resulta en un aumento de la muerte celular
en esta regién. Mientras que a nivel del parénquima nervioso, la inhibicion
del reclutamiento de neutréfilos resulta protectora luego de un trauma
severo (211) resultando en la reduccion del edema, volumen de lesion y
activacion de microglia/macrofagos. Por otra parte, en el parénquima
nervioso estas células son capaces de inducir la muerte neuronal
mediante la liberacion de distintos mediadores pro-inflamatorios como
ROS o TNFa (301). Los autores concluyen que el efecto contradictorio
mediado por los neutrdfilos radica en la severidad del impacto, ya que en
el modelo de mTBI existe una gran conservacion de las meninges y tejido

nervioso, mientras que en el modelo de CCI al ser mas severo destruye
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las meninges y su efecto cambia (69). En este sentido, resulta
fundamental estudiar la influencia del receptor CD300f en la dinamica de
reclutamiento de estas células hacia el SNC luego de un trauma y su
efecto en la respuesta post-traumatica. Para confirmar la existencia de
alteraciones en los niveles de reclutamiento/activacion de leucocitos
periféricos en la respuesta inflamatoria post-traumatica mediadas por
CD300f, realizaremos en el futuro un conteo de las poblaciones celulares
en la zona de la lesién en animales Wt y KO mediante citometria de flujo o
inmunohistoquimica.

Por ultimo, no encontramos diferencias en los niveles de expresion del
receptor CD4 por lo cual podriamos decir que no existen variaciones en
los niveles de reclutamiento de LT helper en la fase aguda post-
traumatica. Tampoco observamos diferencias en los niveles de
hemoglobina entre ambos genotipos, si bien esta aumenta después del
trauma comparados con naive, siendo esto previsible por la existencia de
hemorragias post traumaticas y tal vez podriamos considerarlo como un
indice de que no existe un aumento de las hemorragias en los animales

KO.
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4.3 Conclusiones

En resumen, nuestro estudio provee evidencias in vivo de que CD300f es
un mediador crucial para la regulacion del fenotipo microglial y del sistema
nervioso central en general, tanto en condiciones fisiolégicas como luego
de una lesion traumatica. Sin embargo, su ausencia en el SNC no genera
una potenciacion de las cascadas pro-inflamatorias como si ocurre en la
periferia luego de disparadores como alergias, Lupus o colitis.

Por otra parte, la presencia de este inmuno-receptor disminuye la
respuesta anti-inflamatoria, seguramente permitiendo la fagocitosis/
fagoptosis de células necréticas/apoptéticas, en proceso de muerte y
productos de desecho en la fase aguda del trauma, cuando es necesario
limpiar la zona de restos celulares para permitir la resolucién de la
inflamacion y la consecuente reparaciéon y regeneracion del tejido
nervioso. Por otra parte, este receptor podria ser fundamental para
promover la correcta reconexién y plasticidad neuronal, proceso
fundamental tanto en el desarrollo del SNC como durante la reparacion-
compensacion del mismo ante un dano degenerativo en el adulto. La alta
susceptibilidad de los animales CD300f KO a los efectos del dafio
traumatico resaltan la importancia de CD300f como un regulador de la

respuesta post-traumatica.

Estudios pre-clinicos recientes han revelado que el TEC induce muchos

procesos neuro-restauradores, incluyendo neurogénesis, crecimiento
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axonal (sprouting), sinaptogénesis, oligodendrogénesis y angiogénesis,
las cuales podrian contribuir a la recuperacion funcional post traumatica
(302-306). Ademas, tratamientos que promueven estos procesos neuro-
restauradores han resultado en una mejoria funcional luego del dafo
traumatico (285, 286). Sin embargo, los ensayos clinicos en TEC se han
abocado principalmente a la neuroproteccién, mientras que la neuro-
reparacion no ha sido investigada en profundidad en modelos animales o
pacientes de TEC. Al contrario de la neuroproteccion, las terapias
reparativas tienen como fin la remodelacion del tejido nervioso, mas que
la reduccion de la muerte celular o del volumen de lesion. Ademas, en los
modelos de TEC las terapias neuro-reparativas pueden ser administradas
en una ventana temporal mucho mayor que las neuroprotectoras (al
menos 24 horas mas tarde que el impacto), y mejoran la recuperacion
neuroldgica sin la alteracién del volumen de lesion cortical (95, 307, 308).
Por lo tanto, estas terapias pueden tener un alto impacto en la clinica y
requieren de mayor investigacion. En este sentido, postulamos que el
efecto del receptor CD300f podria tener un valor agregado al modular la
reparacion del SNC luego de un trauma, y su funcion remodeladora sera

investigada en mas detalle a futuro.
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